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Résumé et mots-clés

La nanomachine moléculaire qui décode l’information contenue dans le génome

humain, l’ARN polymérase II (ARN Pol II), transcrit les gènes en ARNm. Découverts

puis caractérisés à l’échelle du gène, de nombreux facteurs impliqués dans la

transcription (protéines seules ou complexes) nécessitent désormais une analyse à

l’échelle du génome.

S’intégrant dans un vaste projet génomique/protéomique, ma contribution porte

principalement sur la localisation de l’ARN Pol ii à travers le génome humain in vivo.

Dans cet objectif, nous avons développé une technique de localisation génomique

combinant le système de purification par double affinité du TAP-tag à celui de

l’immunoprécipitation de la chromatine. Utilisant cette méthode, nous avons pu localiser

l’ARN Pol II sur des gènes d’intérêt (par PCR quantitative) ainsi qu’à travers le génome

humain (par clonage). Le séquençage des fragments d’ADN immunoprécipité a révélé

que 17.3% correspondaient à des promoteurs de gènes connus, 34.5% à des régions

transcrites et 9.1% à des «fins de gène ». Comparées à leurs équivalents statistiques dans

notre génome, respectivement 1.5, 24 et 1.5% (basé sur NCBI human built 34), ces

valeurs mettent en évidence l’efficacité de la technique de localisation. Parallèlement à

cette approche, une base de données référençant tous les sites de transcription humains a

été créée (environ 17,000 sites). En croisant plusieurs sources de données, nous avons

ramené cette base à un set de 2000 séquences consensus, dont 400 de très haute qualité.

Parmi ces dernières, plusieurs ont été choisies afin de servir de modèles lors de la

localisation de l’ARN PolIT. Très récemment, elles ont aussi été déposées sur une puce à

ADN composée de promoteurs de gènes de classe II humains. Cette puce à ADN servira
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entre autre à localiser, au niveau de promoteur, les différentes composantes de la

machinerie transcriptionnelle de base.

Mots-clés: ARN; clonage; double affinité; génomique; immunoprécipitation de la

chromatine; localisation; QPCR; ARN polymérase II; TAP-tag; transcription.
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Abstract ami key words

RNA Polymerase II (RNAPII) is the molecular nanomachine which deciphers the

genome’s protein encoding information by transcribing genes into mRNA. Previously

discovered and then characterized at the gene level, numerous factors implicated in

transcription (proteins or complexes) now need to be analyzed on a genome-wide scaÏe.

As part of a larger genomic/proteomic project, my contribution to this work is to

analyze the localization of RNAPII across the human genome in vivo. To achieve this

goal, we have combined classical chromatin immunoprecipitation (ChIP) with the well

known TAP-tag purification approach. By using this method, RNAPII has been localized

at a gene specific level (by quantitative PCR) and on a genome-wide level (by cloning).

Sequencing reveals that 17.3% of immunoprecipitated DNA corresponds to promoters of

known genes, 34.5% to transcribed regions and 9.1% to the 3 ‘end of genes. Theoretically,

these regions represent 1.5, 24 and 1.5%, respectively, of human genome (according to

NCBI human built 34). Our location analysis technique, therefore, is successful in

enriching for transcriptionally active regions of the human genome. By crossing different

data sources, we have created an in-house transcription start site (TSS) database. Through

regrouping all human sites
(‘-S

17,000), we have reduced them to a set of 2000 consensus

sites where -400 possess a high quality consensus origin. A set of genes was chosen

from this database and serves as a model for localizing the transcriptional machinery.

Recently, the promoters of this set of genes have been spotted on a DNA microarray

representing most of presently lmown class II promoters. This chip will be used to

analyze, at a promoter specific level, the location ofthe components ofthe transcriptional

machinery.
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Key words: chromatin immunoprecipitation; cloning; double affinity; genomics;
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I) Introduction

L’information servant à la synthèse des protéines est encodée dans le génome,

dont une succession de quatre bases d’acide désoxyribonucléique forme le code. Le code

génétique est, dans un premier temps, transcrit par l’ARN Pol II en ARN puis celui-ci est

traduit en polypeptides par les ribosomes. Ce dogme, ADN+ARN+Protéine, est la base

de la biologie moléculaire.

I.1.L’ADN, support de l’information génétique

Que ce soit dans une cellule eucaryote ou procaryote, l’information génétique

nécessaire à la croissance, au développement et à la division des cellules est contenue

dans la cellule elle-même : dans son génome.

1.1.1. Organisation de l’ADN génomique dans les cellules eucaryotes

Partant de ce principe, la première difficulté que rencontra la nature fut que le

volume brut du contenu (l’ADN) était bien plus grand que le volume du contenant (la

cellule). Mais le problème s’avéra encore plus complexe chez les eucaryotes où le

génome est confiné dans un espace encore plus petit: le noyau. La nature a donc du

trouver des stratégies pour pallier ce manque d’espace. Pour cela, le génome des

eucaryotes, en association avec certaines protéines (les histones), forme des complexes

nucléoprotéiques : les nucléosomes. Ces unités de bases servent à leur tour à former des

structures de plus en plus complexes aboutissant à un volume inférieur à celui du noyau

permettant ainsi son emprisonnement.



2

1.1.1.1. Structure chromatinienne

Il y a de cela maintenant 30 ans Oudet et al. mirent en évidence l’organisation

particulière des génomes eucaryotes (Oudet et al., 1975). Initialement représentée comme

une structure uniforme ponctuée de particules en ((collier de perles », l’image que nous

en avons actuellement est plus complexe, possédant différents niveaux d’organisation:

d’ADN en chrornatine, puis en fibre et enfin en chromosome mitotique (figure 1, tirée de

Felsenfeld and Groudine, 2003 ; voir aussi Olins and Olins, 2003).

I. J. Li.]. Structure de base: le nttcléosorne.

Unité fondamentale répétée sur tout le génome eucaryote, le nucléosome est

composé par une partie en acide nucléique (ADN double brin) et une partie protéique

(histones). Du point de vue structural, les histones forment un octarnère cylindrique de

deux fois deux paires d’hétérodimères, H2A avec H2B et H3 avec H4 et l’ADN, 146

paires de bases (pb), s’enroulent autour du cylindre d’histones (Richmond and Davey,

2003). Une séquence d’environ cinquante pb sépare deux nucléosornes le long de la

chromatine (figure 1). La cristallographie (2.8Â) du nucléosome publiée en 1997 (Luger

et al., 1997) constitue une avancée marquante dans l’étude des interactions protéine/ADN

au niveau du nucléosome. Cette cristallographie a aussi mis en évidence l’organisation

particulière des queues des histones qui, pointant hors du coeur du nucléosome,

permettraient des interactions directement entre nucléosomes, contribuant ainsi à

l’organisation en superstructure (Carruthers and Hansen, 2000). Du point de vue

protéique, il est intéressant de noter que les quatre histones composant l’octamère sont les

protéines les mieux conservées du monde eucaryote.
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Toutefois, les histones principales peuvent être substituées au profit de variants

impliquant des modifications fonctionnelles pour la chromatine. L’histone H2AZ, en se

substituant à H2A sur certains sites précis dans le génome, réduit la stabilité du

nucléosome (Redon et al., 2002). H2AX, distribué au hasard dans le génome en

remplacement de H2A, est ciblé par la phosphorylation accompagnant la réparation de

l’ADN (Redon et al., 2002). H3.3, une variante de l’histone H3, peut-être incorporée dans

la chromatine des cellules quiescentes, et préférentiellement au niveau des gènes

transcrits (Ahmad and Henikoff, 2002). Le remplacement des histones par leurs variants

constitue l’un des trois types de modification des histones jouant un rôle majeur dans

l’organisation du génome.
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11.1.1.2. Superstructure: fibres et chromosomes

Les nucléosomes en «collier de perles» ne constituent que la base de

l’organisation de la chromatine au sein du noyau. Le filament de nucléosome s’enroule

sur lui-même afin de créer une fibre de plus grande densité encore t la fibre «de 3Onm»

(figure 1). Cette organisation est possible grâce aux histones Hi (histones linker) et aux

queues N-terminales des histones interagissant entre elles (Carruthers and Hansen, 2000

revu par Hayes and Hansen, 2001). En terme de chiffre, si la formation d’un nucléosome

a permis une condensation de l’ADN de l’ordre de 5 à 10 fois, le super-enroulement en

fibres «de 3Onm» permet d’obtenir une condensation supplémentaire d’environ 5 fois.

Lors de la mitose, cette fibre doit être encore plus compactée (environ 200 fois de plus)

pour aboutir aux chromosomes mitotiques, alors visibles au microscope photonique (revu

par Felsenfeld and Groudine, 2003). En résumé, un chromosome eucaryote n’est fait que

d’une seule molécule d’ADN qui, lors de la mitose, peut être extrêmement condensée (de

10,000 à 50,000 fois). Mais il est possible d’aller encore plus loin. Lors de la

spermatogénèse, les histones sont remplacées par des protamines qui permettent une

condensation maximale du génome (Govin et al., 2004). Une étude récente propose que

les protamines dériveraient des histones Hi (Lewis et al., 2004), ce qui pourrait expliquer

à la fois leur affinité pour l’ADN et leur fort potentiel de compaction.

11.1.1.3. Modflcations covalentes des histones

Les histones ne sont pas des acteurs passifs dans l’architecture de la chromatine.

Elles peuvent subir de nombreuses modifications chimiques qui servent de signaux de

reconnaissance pour la fixation de facteurs spécifiques. Ces nombreuses modifications,

post-traductionnelles apparaissent principalement sur la queue N-terminale des histones
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et constituent un deuxième type de modification de la structure chromatinienne du

génome (Richmond and Davey, 2003). Parmi les modifications connues à ce jour, il est

possible de citer l’acétylation des lysines, la méthylation des lysines et arginines, la

phosphorylation des sérines et thréonines, l’ubiquitination des lysines, la sumoilation des

lysines et l’ADP-ribosilation des acides glutamiques. Ces modifications et les enzymes

les effectuant ont été revues récemment (Khorasanizadeh, 2004). Elles reflètent

localement un état particulier du génome. Par exemple, la chromatine au voisinage des

gènes transcrits est enrichie en histones H3 acétylées sur les lysines 4 (revu par

Kurdistani and Grunstein, 2003) alors que la méthylation des lysines 9 des mêmes

histones est associée à de la chromatine silencieuse (dite condensée) (revu par Lachner et

al., 2003). Toutes ces modifications peuvent s’affecter mutuellement et beaucoup

corrèlent, positivement ou négativement, entre elles. Les complexes Histones AcetyÏ

Transferase (HAT, qui rime avec déstabilisation des nucléosomes donc accessibilité de la

chromatine) et Histones Deacetylase (HDAC, qui rime avec l’inverse) illustrent le

dynamisme des modifications covalentes sur les histones. Cette réversibilité semble

valable pour toutes les modifications (Khorasanizadeh, 2004), incluant la méthylation

(Shi et al., 2004). Collectivement, ces modifications dynamiques ont donné naissance à

l’hypothèse d’un code relatif aux événements survenus localement sur la chromatine : le

code des histones Strahl and Allis, 2000. Comprendre complètement ce code reste un défi

à relever.

11.1.1.4. Modification de l’ADN

En plus des modifications des histones, l’ADN peut lui aussi être sujet à des

modifications covalentes. Chez les plantes et les mammifères, la méthylation des
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cytosines est un mécanisme de régulation important et conduit à la répression de la

transcription (revu par Bird, 2002). Dans le cas des mammifères, la méthylation semble

être limitée aux cytosines impliquées dans la séquence dinucléotidique CG. Des études

chez l’humain ont montré une corrélation entre la méthylation de l’ADN et l’inactivation

du chromosome X. De plus, certaines maladies humaines (ex: syndrome de Rett ou

syndrome du X Fragile) résultent de mutations dans les facteurs régulant la méthylation

de l’ADN. Une fois méthylé, l’ADN peut être reconnu et fixé de manière spécifique.

MeCP2 est une protéine possédant un domaine de fixation méthyle-CpG qui, une fois

fixé sur l’ADN, peut réprimer la transcription en recrutant Sin3 du complexe HDAC. Il

semble aussi que MeCP2 puisse réprimer la transcription en favorisant la méthylation de

la lysine 9 des histones H3, établissant ainsi un lien entre méthylation de l’ADN et

méthylation des histones (Fuks et al., 2003). Toutefois, toutes les paires CG ne sont pas

méthylées dans le génome humain et des régions particulières sont, à l’inverse, sous

méthylées et constituent ce qui est appelé des îlots CpG (GCI) (Fazzari and Greally,

2004). L’ADN méthylé est un élément épigénitique de première importance, conservé

(hérité) lors de la réplication de l’ADN (revu par Bird, 2002).

1.1.1.2. Le génome humain

Si l’organisation structurale des génomes eucaryotes représente leurs points

communs, sa composition représente leurs différences. Chacun a ses propriétés

physiques, ses caractéristiques cytogénétiques, sa composition génétique, son nombre de

chromosomes propre (tableau I).
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Tableau I. Comparaison de certaines propriétés physiques des génomes de certains organismes

Espèce règne C value Nb de chr. Nb gènes Publication de la séquence

:
classe II

-X174 virus 5.386 0 10 1977, 125, 687 -Nature
Esche, ichia coït procaryote 4 6 106 1 4 377 1997 277 1453 -Science
Schizosaccharomyces Eukaryote 12.4 106 3 4,929 2002, 415, 871 -Nature
pombe (levure)
Saccharomyces Eukaryote 12.4 106 16 5,770 1996, 274, 546 —Science
cerevisae (levure)
Caenorïiabditis Eukaryote 100 106 6 19,000 1998, 282, 2012 —Science
eïegans (annélide)
Arabidopsis Eucaryote 115 106 5 25,498 2000, 408, 796 —Nature
thaïiana (plante)

Drosophila Eucaryote 122 106 5 13,472 2000, 287, 2185 —Science
melanogaster (invertébré)
Tetraodon Eucaryote 340 106 21 27,918 2004, 431, 946 -Nature
nigroviridis (poisson)
fugu rubripes Eucaryote 365 106 21 De 20 à 2002, 297, 1301 —Science

(poisson) 33,000’
Otyza sativa (riz) Eucaryote - 466 106 12 de 45 à 2002, 296, 79 —Science

(plante) 55,000
Mus muscuhis Eucaryote 2.9 l0 21 —.28,000 2002, 420, 520 —Nature

(mammifere)
Rattus norvegicus Eucaryote 2.5 10 22 --.24,000 2004, 428, 493 —Nature

(mammifère)
Homo sapiens Eucaryote 3.3 10 24 De 20 à 2001, Nature & Science

(mammifère) 25000b

Psiïotu,n nudum Eucaryote 250 10 E ? ? aucune
(plante)

Légende:

a: Suite à la publication du génome du Tétraodon, le chiffre de 3 8,000 a été revu à la baisse

b : Suite à la publication de (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004), le

chiffre de —30,000 a été revu à la baisse
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11.1.2.1. Propriétés physiques

Le séquençage du génome humain représentait, de par sa taille et sa complexité,

un véritable défi tant sur le plan technique que logistique. Il aura fallu 10 ans de travail

pour arriver à la version «brouillon » de notre génome (Venter et al., 2001; Lander et al.,

2001). La publication de ces résultats constitue une étape majeure de la science moderne.

Le «boom» du séquençage n’a pas laissé en reste les autres espèces, particulièrement

celles dites «modèles », qui elles aussi ont désormais leur génome séquencé (tableau I,

pour plus de détails consulter NCBI, section Genome*). Plusieurs surprises sortirent de

l’analyse de notre génome. L’exemple le plus frappant fût l’estimation revue à la baisse

du nombre possible de gènes encodés dans notre génome, passant de 100,000 à 30,000,

puis récemment entre 20 et 25,000 (International Human Genome Sequencing

Consortium, 2004). Il est aussi intéressant de voir que notre génome ne semble ni

contenir le plus de gènes (comparé au riz) ni avoir la plus grande taille (comparé à P.

nudum et à de nombreux amphibiens). Il est aussi intéressant de noter que l’augmentation

de la taille d’un génome (C-value) ne corrèle ni avec la quantité de gènes dans ce génome

ni avec l’évolution de l’organisme (C-value paradox) (revu par Hartl, 2000). Ainsi par

rapport à notre génome, celui du fugu est très riche et très compact, alors que celui de P.

nudum est bien plus pauvre et plus vaste. Il est surprenant de voir une telle chose pour

cette plante évolutivement moins avancée (ni feuille, ni fleur) que A. thaliana et qui

pourtant, possède un génome 2000 fois plus grand. Avant d’étudier en profondeur le

génome humain, il est important de le concevoir tel qu’il est dans sa conformation

naturelle, à l’intérieur du noyau sous la forme de chromosomes indépendants

*

: http:!/www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/guery.fcgi?db=Genome
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11.1.2.2. Les chromosomes humains

Comme précédemment indiqué (tableau I), le génome des eucaryotes est

compartimenté en chromosomes, un ou plusieurs, qui possèdent eux aussi leurs

caractéristiques propre (taille, position du centromère, densité de gène, caractéristiques

cytogénétiques). Afin d’illustrer plus précisément ces différences chez l’humain, les

principales données chromosomiques connues à ce jour ont été rassemblées dans un

tableau (tableau II) (basées sur la version buikL34d du génome humain daté de mai

2004). Outre leur taille, une des différences les plus marquantes, sinon des plus visibles,

à propos des chromosomes, apparaît lors de leur coloration au Giemsa (Bickmore and

Sumner, 1989; Miklos and John, 1979). Les chromosomes apparaissent alors zébrés et les

bandes refléteraient l’état de condensation de la chromatine, du moins condensé

(euchromatine) au plus condensé (hétérochromatine) (tableau II, du clair au foncé). Ces

bandes ont été nommées en fonction de leur composition nucléique et génique présumée.

Ainsi, la bande C serait constituée d’hétérochromatine constitutive (représentant 20% du

génome) et les bandes G-, R- et T- auraient un pourcentage de G+C et une densité de

gènes croissants (Bickmore and Sumner, 1989; Miklos and John, 1979). L’analyse

nucléique du génome, après son séquençage (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001), ne

révèle pas de frontière aussi nette dans la répartition des gènes que ne le fait la coloration

au Giemsa. Une autre hypothèse est l’organisation du génome en «isochores » (Bemardi,

2000).

basé sur http://www.ensembl.org/Homo sapiens/34dbuild.html
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Tableau II. Les propriétés cytogénétiques et génomiques des chromosomes humains.

Légende:
Mb : Mégabase
* : Chromosome dont le séquençage complet a été réalisé depuis 2001. Voir Human Genome Gateway

http :/Iwww.nature . comlnature/focus/humangenome/
chromosome riche en gènes
chromosome pauvre en gènes

densité croissante de gènes par régions chromosomiques (noir pour faible et blanc pour forte)

Cli. Taille Gènes Densité Représentation schématique des chromosomes humains

Mb trouvés par Mb
1 24604$ 2311 9.39 LI I il 111 11K I II tUiEI
2 243416 1573 6.46 IJIHiIlj 1411 iHTI]UJLR
3 199289 1242 6.23

I I l III IHIII I)
: IN ÏiIIIIÏ

5* 181015 1110 6.13 t I I
6* 170912 1239 7 25 (. I Ï
7* 158546 1165 7.35 CIl iii 11H I •ii iii I

ciiiriui•iii.• III

.

11 134483 1508 11.21

12 132018 1169 8.85

___ ____ ___ ___ _________UIIII[1JI

1111.
111111 liii UtIIÏ
XIÏÏ 11H 1ÏII

Ir
Random 130000

Total 3199435 23529 7.35
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Les isochores se définissent par rapport à leur composition nucléique (G+C) sur

des fragments de chromatine supérieure à 300kb. Mais là encore, le modèle est valide

pour certains chromosomes (ceux riches en gènes : 17,19,22 et ceux pauvres en gènes

X,4,13,18,Y) mais pas tous (ch8 et 15). Récemment, une étude (Gilbert et al., 2004b) est

venue relancer la question de l’activité transcriptioimelle dans la chromatine (eu- ou

hétéro-), en démontrant que l’hétérochromatine (bande C) n’ est pas forcement un lieu où

la transcription est absente et inversement, tous les gènes ne sont pas activement

transcrits dans l’euchromatine.

I.2.Le gène type de classe II et son organisation

Au cours des dernières décennies, le modèle théorique d’un gène s’est étoffé,

passant d’une simple séquence transcrite (ou pas) à une séquence génomique possédant

de multiples régions spécifiques (régions régulatrices, promoteur, site d’initiation de la

transcription, exons, introns, 3’ UTR).

1.2.1. Régions régulatrices

«Comment les activateurs régulent-ils la transcription génique ?», voici une

question qui fut vigoureusement débattue pendant plus d’une décennie (Ptashne, 198$).

Classées dans la catégorie des éléments fixes de régulation, de courtes séquences d’ADN

spécifiques disséminées dans le génome modulent la transcription en servant de point

d’encrage aux facteurs transcriptionnels (TF), éléments mobiles de régulation. Elles

permettent la régulation de la transcription à un lieu plus ou moins précis du génome.
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1.2.1.1. Le promoteur basal

Le promoteur basal est défini comme étant la région minimale, partant de -35 à

+35 ph autour du Site d’Initiation de la Transcription (SIT), permettant l’initiation de la

transcription par la machinerie transcriptionnelle de base (figure 2).

—-37 à-32 —-31 à-26 -2à÷4 +18à+27 +28à+32

Inr

.4

MTE —

300pb

Figure 2. Organisation du promoteur basal eucaryote pour un gène de classe II.

Le promoteur basal est composé d’une combinaison de ces éléments. Les distances présentées sont relatives

au +1 de transcription, symbolisé par la flèche. L’ADN double brin est symbolisé par la bande noire alors

que la verte représente un îlot CpG potentiel. BRE, TFJJB recognation elernent ; TATA, boite TATA; Inr,

initiateur ; MTE, Motfte,z eleinents ; DPE, downstreain proinoter element ; CGI, îlots CpG.
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12.].].]. LaboiteTATA

Ce fut le premier élément du promoteur basal découvert (Breathnach and

Chambon, 1981). Elle peut être comparée à la boite « Pribnow» des procaryotes tout en

n’étant pas son homologue. Localisée chez l’homme à environ 30 nucléotides en amont

du SIT, sa place peut être plus variable chez d’autres organismes (ex: chez S. cerevisae

sa position varie de 40 à 100 pb en amont du SIT). Sa séquence, consensus pour

TATAÀA, est reconnue par TBP (Tata-box Binding Frotein) (Busbnell et al., 2004).

D’abord imaginé comme étant un élément indispensable du promoteur, elle est

actuellement trouvée dans une fraction seulement des gènes transcrits par l’ARN Pol II.

Chez l’humain sa présence, parmi les gènes de classe II, est estimée à environ 32%

(Suzuki et al., 2001), alors que chez la drosophile, elle serait de l’ordre des 43% (Kutach

and Kadonaga, 2000). Faisant partie du mégacomplexe TFIID (13 à 15 sous-unités, plus

de 1,3 MDa), TBP est le principal peptide à fixer la boite TATA, mais il n’est pas le seul

(Muller and Tora, 2004). Récemment mis en évidence, les TBF Related Factor

(TRF,Hansen et al., 1997), TBP Like Factor (TLF, Dantonel et al., 2000), et TFIID

TBPless interviennent aussi dans la transcription au niveau des promoteurs avec ou sans

boite TATA (respectivement TATA ou TATK). Des études à grande échelle devraient

permettre de caractériser, au niveau génomique, l’implication de ces nouveaux complexes

(Muller and Tora, 2004).
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12.1.1.2. LeBRE

Nommée BRE pour TFIIB Recognition Element, cette courte séquence

découverte en premier chez l’humain est reconnue et fixée de manière spécifique par

TFIIB (Lagrange et al., 1998). Possédant une séquence consensus du type G/C-G/C-G/A

C-G-C-C, elle se situe en amont immédiat de la boîte TATA. Toutefois, elle n’est

retrouvée que dans 12% des promoteurs avec boite TATA. Sa (ses) fonction(s) précise(s)

reste (nt) à déterminer. Des études tendent à démontrer qu’elle favoriserait l’initiation de

la transcription en facilitant le recrutement de TFIIB (Lagrange et al., 199$) alors que

d’autres observent un effet négatif sur la transcription, en supprimant son niveau

d’expression basal (Evans et al., 2001).

12.1.1.3. L ‘initiateur

Découvert dans les années 80 dans de nombreux organismes eucaryotes,

l’initiateur (Inr) est défini comme étant un élément discret du promoteur basal (Smale

and Baltimore, 1989). Il se trouve aussi bien dans les promoteurs avec ou sans boite

TATA. Sa séquence consensus, variable dépendamment des espèces (ex: Py-Py-A+i-N

T/A-Py-Py pour les mammifères), englobe le SIT, qui est communément désigné par A+.

L’ Inr serait reconnu par de nombreux facteurs. Des études in vitro indiquent que TFIID

(via TAF1 et TAF2, Chalkley and Verrijzer, 1999) et l’ARN Pol II (Weis and Reinberg,

1997) seraient capable de le reconnaître. Des facteurs spécifiques (TFII-I, YY1

respectivement Gmeneberg et al., 1997 et Weis and Reinberg, 1997) semblent capables

de s’y fixer et de moduler l’expression des gènes associés. Une étude récente menée chez

les eucaryotes primitifs a montré qu’une protéine, 1BP39, serait capable de reconnaître et

de fixer l’Inr (seul élément présent du promoteur basal) et de recruter l’ARN Pol II au



16

SIT (Schumacher et al., 2003).

12.1.1.4. LeDPE

Initialement découvert chez la drosophile lors de la purification de TFIID, le

Downstream Frornoter Elernent (DPE) a été depuis découvert chez d’autres espèces.

Généralement présent dans le promoteur TATK, sa présence est aussi répandue que celle

de la boite TATA: sur environ 30% des promoteurs de drosophiles testés (Kutach and

Kadonaga, 2000). Sa séquence consensus est du type AJG+28-G-A/T-C/T-G/A!C mais elle

peut aussi être relativement dégénérée. L’analyse, chez la drosophile, des promoteurs

DPE-dépendants a mis en évidence l’importance de l’Inr (toujours présent) et la distance

très précise séparant le DPE du SIT (variant de 28 à 32 paires de bases, Kutach and

Kadonaga, 2000).

12.1.1.5. LeMTE

Découvert cette année (Lim et al., 2004), le liOtf Ten EÏernent (MTE) est un

élément de régulation du promoteur basal de l’ARN Pol II qui semble conservé de la

drosophile à l’humain. Positionné en aval du A+1 de transcription et couvrant les bases de

+18 à +27, il est capable, en présence d’un Inr, d’initier la transcription et ce même sur

un promoteur TATA7DPE. Toutefois, Lin et al. ne présentaient leurs résultats que sur

des promoteurs TATK, il serait donc intéressant d’analyser la fréquence et le rôle de

MTE dans le promoteur basal d’une vaste population de gènes.
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1.2.1.1.6. LesîlotsCpG

Il existe dans le génome des vertébrés, des séquences d’ADN anormalement

riches en CG qui ont la particularité d’être sous méthylées par rapport aux CG situés

ailleurs dans le génome : ce sont les îlots CpG (Bird, 1986). Ces îlots sont définis comme

étant des régions d’ADN supérieures à 300 pb possédant une quantité de GH-C supérieure

à 50% et un ratio de CG « observé contre attendu» supérieur ou égal à 0.6 (Weinmann et

al., 2002). Localisés préférentiellement au site d’initiation des gènes, il a été observé que

la plupart des gènes de maintenance (house keeping gene) en possède. Compte tenu de

leur taille, les CGI englobent généralement un (ou plusieurs) promoteur(s) (Adachi and

Lieber, 2002), qui semble d’ailleurs être dépourvu de boite TATA et de DPE. Les CGI

semblent contenir des promoteurs «faibles », initiant la transcription sur une centaine de

paires de bases contrairement aux promoteurs «forts» (ex: TATA ou DPE) qui le font

sur une dizaine de bases. Il est intéressant de noter la proportion relativement importante,

au sein des CGI, de sites de fixation possible pour le facteur de transcription Spi. Ceci

pourrait expliquer le maintien hypométhylé des CGI (Macleod et al., 1994),

contrairement à la tendance hyperméthylé du couple de dinucléotides CG ailleurs dans le

génome (Bird, 1986). Du point de vue transcriptionnel, les sites multiples pour Sp 1, en

association avec un Inr, seraient capables d’initier la transcription sans TATA ou DPE et

créant ainsi des promoteurs CGf/Jnr (Smale et al., 1990).



A) Représentation linéaire du promoteur proximal d’un gène de classe II

+1

n

____CLD

ïr_:_i-_:
yJ

Regroupement de site de fixation Promoteur basal

Promoteur proximal (—-1000 à +250 ph)

B) Représentation, tel qu’in vivo, du promoteur proximal d’un gène de classe II
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Figure 3. Représentation schématique de l’organisation du promoteur proximal d’un gène de classe

II.

(A) Représentation linéaire, sans nucléosome, d’un promoteur d’un gène de classe II. (B) Représentation du

même promoteur mais en incorporant les nucléosomes (plus proche de la réalité in vivo). Les différents

éléments orangés représentent schématiquement les sites de fixation pour des facteurs de transcription. Les

nucléosomes sont représentée par des octaméres gris. Pour le promoteur basal, le code de couleur a été

conservé par rapport à la figure 2.

—
—

n
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1.2.1.2. Le promoteur proximal

Englobant le promoteur basal, le promoteur proximal s’étend de —1000/—250 à

+100 ph par rapport au SIT (variable dépendamment des études ou des espèces, levures

voir Pokholok et al., 2002; Ren et al., 2000 et humains voir Ren et al., 2002; Odom et al.,

2004) (figure 3). C’est lui qui est analysé lorsque l’on parle de «promoteur» au sens

large du ternie. C’est dans cette portion du promoteur que se retrouve la majorité des

sites de liaisons des facteurs de transcription (TF) dits spécifiques au gène (gene specfic).

Dans l’organisation de cette présentation, nous avons opté pour présenter le principe

d’action des TFs plutôt que de présenter une liste des TFs. Pour de plus amples

renseignements, il existe sur Internet plusieurs banques de dolméest qui compilent de

nombreuses informations concernant les TFs (ex la matrice d’ADN fixée, leurs

séquences protéiques, ses domaines fonctionnels, sa structure tridimensionnelle).

Brièvement, les TFs sont des modulateurs de la transcription qui possèdent au moins

deux domaines caractéristiques et distincts. Le premier domaine sert à positionner le TF

sur l’ADN, c’est le domaine de fixation à l’ADN. Le second contacte la machinerie

transcriptionnelle pour en moduler l’activité, c’est le domaine d’activation (ou de

répression). Ces domaines sont complètement dissociables. Le TF chimérique Ga14-

VP16, qui possède le domaine de fixation de Ga14 fusionné à l’activateur de VP16 est un

exemple parfait de cette dissociation (Sadowski et al., 1988).

Dans le cas où un TF ne posséderait pas de domaine de fixation à l’ADN, il

influence donc la transcription via des interactions uniquement protéines/protéines et

TRANSFAC, www. gene-regulation.com
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devient alors ce que l’on appelle un co-activateur (ou co-répresseur).

1.2.1.3. Les modules de régulation “longue distance”: enhancers, silencers

et LCR

Que ce soit dans le promoteur où ailleurs dans le génome, les sites de fixation

pour les facteurs de transcription sont souvent groupés (figure 3). L’hypothèse actuelle

serait que le regroupement permettrait une synergie dans l’efficacité d’action des TFs s’y

fixant. Les enhancers et les silencers (respectivement activant et réprimant la

transcription) n’échappent pas à cette règle. Ces deux éléments ont la particularité d’agir

de manière indépendante de l’orientation du gène, c’est-à-dire aussi bien en amont qu’en

aval du gène régulé. Mais le plus surprenant c’est qu’ils sont capables d’agir à des

dizaines voir des centaines de kilobases (kb) du gène régulé (Bejerano et al., 2004).

L’incroyable conservation de ces éléments au cours de l’évolution pourrait être expliquée

par un rôle régulateur au cours du développement. Compte tenu de la distance pouvant

les séparer de leur cible, la recherche et la caractérisation des enhancers constituent un

défi en soi. L’analyse comparative de génomes se révèle déjà un outil précieux dans cette

voie (ex : comparaison du génome du fugu au notre, voir Bejerano et al., 2004).

Il existe aussi des régions dans le génome qui ont la propriété de pouvoir

moduler la transcription en influençant la structure de large portion de chromatine: les

LCR (Locus ControÏ Region). Ces régions semblent capables d’activer ou de réprimer la

transcription (GrosveÏd, 1999; Fraser and Grosveld, 1998). Leurs mécanismes d’action ne

sont pas encore clairs et leurs interconnections avec les enhancers et les sitencers sont

encore méconnues.
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Figure 4. Schématisation de la topologie de la chromatine au sein du noyau d’une cellule eucaryote.

Représentation des liaisons possibles entre les isolateurs et la topologie de la chromatine dans le noyau des

cellules eucaryotes. Différents domaines chromatiniens, en forme de boucle sont représentés et peuvent

former par exemple une coimection entre MAR/Isolateur et les pores nucléaires (NPC) [i]. Fixation de la

chromatine sur la lamina nucléaire [ii] (par des MAR) ou à elle-même via des isolateurs entre-eux [iii] ou

avec d’autres facteurs liant la chromatine [iv]. Dans tous les cas la formation de ces domaines

architecturaux limite dans l’espace l’action des facteurs régulant la transcription ainsi que la propagation

des silencers de la chromatine.

Les gènes actifs sont en bleu ; les triangles noirs représentent soit des MARs soit des isolateurs ; les ovales

jaunes et verts symbolisent des complexes protéiques ; les rectangles gris, de possibles enhancers ; la

chromatine silencieuse est représentée par un collier de perles noires (tiré de Kuhn and Geyer, 2003).
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1.2.1.4. Compartimentation de la chromatine : les isolateurs et les MARs

Finalement, à l’intérieur du noyau des cellules eucaryotes, chaque gène se

retrouve dans une mer de chromatine, foisonnante de régions régulatrices. Comment un

gène peut-il suivre son profil d’expression spécifique sans subir les contraintes de son

voisinage (Chambeyron and Bickmore, 2004)? Il existe dans l’ADN des régions

spécifiques qui servent à «isoler» certaines portions de la chromatine (Zhou and Berger,

2004 voir aussi la figure 4). Les mécanismes employés pour démarquer l’ADN ne sont

pas encore connus, toutefois ils semblent agir principalement à deux niveaux (revu par

Bell et al., 2001). Le premier serait au niveau transcriptionnel, où les isolateurs

(insulators) formeraient une véritable frontière empêchant les TFs/enhancers/silencers

d’agir au-delà. Indirectement ils protègent aussi lets) gène(s) des effets de la chromatine

qui l’(es) entoure(nt) (West et al., 2004). En second lieu, les MARs (Matrice Attachrnent

Region) seraient capables d’organiser la chromatine dans le noyau, de lui donner une

topologie particulière (en boucle, figure 4), ce qui aurait pour effet de compartimenter

certaines régions du génome (eu- et hétérochromatine, Kuhn and Geyer, 2003). Des

études supplémentaires sont nécessaires pour établir les relations précises entre

enhancers, silencers, LCR, insulators et MARs.

1.2.2. Régions transcrites par l’ARN Pol II

À proprement parlé, c’est tout ce que transcrit l’ARN Pol II du site d’initiation au

site de terminaison d’un gène. Dans un souci de clarté cette séquence a été nommée TDS

(Transcribed DNA Sequence) par opposition au CDS (Coding DNA Sequence) trouvé

dans les bases des données (type NCBI). Le TDS est de taille extrêmement variable chez

l’humain et peut se subdiviser en 3 sous-parties le 5 ‘UTR, le cadre de lecture (ORF,
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Qpen Reading Frarne) et le 3 ‘UTR du gène. Il est important de préciser qu’à l’origine la

séquence d’un gène était obtenue par PCR inverse (reverse transcrzptase PCR) sur

l’ARN mature (épissé), ce qui avait pour conséquence de ne donner que les séquences

strictement codantes d’un gène (sous forme d’un ADN complémentaire, cDNA). Depuis,

des méthodes ont été développées afin dc rechercher spécifiquement le premier

nucléotide transcrit (ex: oligocapping, 5’SAGE, voir respectivement Maruyama and

Sugano, 1994; Maruyama and Sugano, 1994; Wei et al., 2004).

1.2.2.].]. Le5’UTR

Le 5’ UnTransÏated egion est la première partie transcrite du gène et comme

son nom l’indique, elle n’est pas traduite. Elle marque la différence entre le +1 de

transcription (le SIT) et le +1 de traduction (codon start, ATG codant pour une

méthionine). Cette région est, bien entendu, de taille extrêmement variable puisqu’elle

dépend de la distance SIT/ATG qui peut varier en fonction de la présence d’un ou

plusieurs SITs pour un même gène (SITs alternatifs, revu par Black, 2003). C’est aussi

dans cette portion du gène que se fait une partie de la régulation de l’initiation de la

transcription.

I.2.2.].2. Le cadre de lecture (ORF)

Il est possible de définir cette région comme étant celle qui englobe la

séquence codante du gène, délimitée par les codons «start» et «stop ». Par exemple,

chez l’humain les gènes possèdent de nombreux exons entrecoupés d’introns alors que

ces derniers sont rares chez la levure S. cerevisae. Lors de la transcription, les introns

sont transcrits en ARN mais ne codent pas pour des protéines (épissé par la suite). En
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terme de chiffres, un gène de classe II humain fait en moyenne 27,000 ph dont seulement

1500 sont réellement codantes (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001). Donc dans le

génome humain, il est actuellement estimé que 25% serait transcrit par l’ARN Pol II et

que seulement 1.5% coderait pour des protéines. Toutefois, de plus en plus d’études

tendent à indiquer qu’il y a une masse considérable d’ARN transcrit mais non codant

(Bertone et al., 2004).

12.2.1.3. Le3’UTR

Cette région est la moins bien caractérisée et caractérisable des trois car elle ne

possède qu’un seul point fixe, le codon «stop ». En effet, celui-ci marque la fin de la

partie codante du gène, mais l’ARN Pol II continue sa transcription ce qui permet, entre

autre, la polyadénylation (poly(A),Colgan and Manley, 1997). Même basée sur des

études à l’échelle du gène, la taille de cette région reste floue. Des recherches à grande

échelle nous permettront sûrement de mieux caractériser cette région et peut-être de

mettre en évidence de nouveaux mécanismes de régulation (ex : interférence

transcriptionnelle chez la levure, Martens et al., 2004).

I.3.L’expression d’un gène, un processus dynamique hautement régulé

Le remodelage de la chromatine, la reconnaissance du promoteur, l’assemblage

de la machinerie transcriptionnelle, l’initiation, l’élongation, la terminaison, le recyclage

sont autant d’étapes liées entre elles, hautement régulées et impliquées directement dans

la transcription. Toutes ensemble, elles composent le cycle transcriptionnel (Svejstrup,

2004). Seul une coordination précise de toutes ces étapes, incluant les machineries de

maturation des ARNs, pourra conduire à la transcription efficace d’un gène en ARN
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messager (revu par Lee and Young, 2000).

1.3.1. Création d’un environnement favorable à la transcription

Chez les eucaryotes, l’organisation de la chromatine se révèle la première

barrière à franchir dans l’expression génique car elle empêche la reconnaissance du

promoteur par la machinerie transcriptionnelle.

À l’aube de l’étude de la transcription, lorsque la chromatine était largement

ignorée, un activateur reconnaissait le promoteur et activait l’initiation de la transcription

en recrutant des protéines au SIT. La vision contemporaine voit l’(es) activateur(s)

pioimier(s) recruter d’abord des complexes de remodelage de la chromatine afin de créer

un environnement propice à la formation du complexe de pré-initiation (PIC). Comme il

a été présenté jusqu’à maintenant, la chromatine peut être altérée par 1) remplacement

des histones principales par des variants (voir 11.1.1.1.1) 2) modifications covalentes des

queues N-terminales des histones (code des histones, 11.1.1.1.3) et enfin (et surtout) 3)

remodelage ATP-dépendant des nucléosomes. Des complexes spécifiques dédiés à cette

tâche sillonnent la chromatine et déplacent les nucléosomes sur de courtes distances. Les

trois familles de complexes de remodelage de la chromatine ATP-dépendant sont:

SWIJSNF (majoritaires), ISWI et Mi-2 (revu par Lusser and Kadonaga, 2003). Les

mécanismes avec lesquels ils déstabilisent les nucléosomes ainsi que leurs cofacteurs sont

différents, ce qui sous-entend une régulation spécifique au niveau génomique.

Plusieurs exemples peuvent être cités, comme le cas du gène de la levure HO

(Fry and Peterson, 2001; Krebs et al., 1999) sur lequel l’activateur Swi5p recrute

SWIISNF dont l’activité est indispensable au recrutement de Gcn5p (HAT). S’ensuivent



26

le recrutement de SBF puis de l’ARN Pol II et ses GTFs. Chez l’homme, IFN-f3 (Agalioti

et al., 2000) implique en premier un enhanceosome (Merika and Thanos, 2001; Thanos

and Maniatis, 1995) qui recrute Gcn5p (HAT), ce qui permet l’acétylation des histones

permettant à SWI!SNF de venir (probablement) stabiliser le tout. TBP reconnaît et fixe la

boite TATA, ce qui conduirait à la formation du PIC. Enfin, en analysant l’expression de

a1-AT, il a été démontré que HNF-1, TBP, l’ARN Pol II et ses GTFs sont déjà présents

sur le promoteur, en présence de nucléosomes, mais en pause transcriptionnelle

(Soutoglou and Talianidis, 2002). La transcription n’est effective que lorsque des

enzymes de remodelage (1 SWIISNF-like et 2 HAT5) sont recrutées.

Aujourd’hui, il est clair que les enzymes de remodelage de la chromatine peuvent

réguler toutes les étapes du cycle transcriptionnel (Svejstmp, 2004). Finalement, savoir ce

qui détermine la localisation de ces enzymes sur les gènes reste une question à élucider.

1.3.2. La machinerie transcriptionnelle lors de l’initiation de la transcription

L’ARN Pol II eucaryote seule est capable, in vitro, de synthétiser de l’ARN à

partir d’ADN, mais elle est incapable de reconnaître un promoteur (Chambon, 1975). Il

lui faut pour cela l’aide d’autres facteurs. Lors de l’initiation, la machinerie

transcriptioimelle est composée des 12 sous-unités de l’ARN Pol II, des facteurs

généraux de transcription et de complexe(s) multiprotéique(s) (coactivateurs et/ou

médiateurs). L’holoenzyme, formée de la plupart de ces éléments, a été purifiée aussi

bien chez la levure que chez l’humain (Koleske and Young, 1994; Kim et al., 1994). Ce

complexe «tout en un» suggère la possibilité de son recrutement au promoteur en une

seule étape.
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Tableau III. Les douze sous-unités de l’ARN polymérase II humaine.

1.3.2.1. L’ARN Pol II et son CTD

L’ARN Pol II, souvent considérée comme une entité unique, est composée de 10

à 12 sous-unités (tableau III) qui sont remarquablement bien conservées de la levure à

l’humain, au point pour certaines d’être encore fonctionnelles si elles sont interchangées.

L’ARN Pol II eucaryote partage avec son homologue bactérien de nombreuses

caractéristiques (Zhang et al., 1999; Cramer, 2002). L’ARN polymérase bactérienne est

pour sa part composée de quatre sous-unités formant l’enzyme (2a, [3 et [3’) et d’un

Sous-Unité Masse Caractéristiques
(kDa)

RPB1 220 Contient le CTD; orthologue 3’ de l’ARN polymérase
procaiyote ; fixe l’ADN; impliquée dans la sélection du SIT.

RPB2 140 Contient une partie du site actif; orthologue f3 de l’ARN
polymérase procaryote ; impliquée dans la sélection du SIT et
dans 1 ‘élongation.

RPB3 33 Orthologue, avec RPB11, du dimère a de l’ARN polymérase
procaryote.

RPB4 16 Sous-complexe avec RPB7; impliquée dans la réponse au
stress.

RPB5 23 Commune aux ARN polymérases I, II et III; cible des
activateurs transcriptionnels.

RPB6 14.1 Commune aux ARN polymérases I, II et III; impliquée dans
l’assemblage et la stabilité.

RPB7 19 Sous-complexe avec RPB4 fixé préférentiellement durant la
phase stationnaire.

RPB$ 17 Commune aux ARN polymérases I, II et III; possède un
domaine de fixation pour les
oligonucléotides/oligosaccharides.

RPB9 14.5 Pourrait être impliquée dans l’élongation; impliquée dans la
sélection du SIT.

RPB1O 7.6 Commune aux ARN polymérases I, II et III

RPB1Y 13.3 Orthologue, avec RPB3, du dimère a de l’ARN polymérase
procaryote

RPB12 10 Commune aux ARN polymérases I, II et III

ARN Pol II 497.5 Transcrit les gènes codant pour les protéines
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facteur de spécificité (ci) (Zhang et al., 1999; Cramer, 2002). Les deux plus grosses sous-

unités chez les eucaryotes, Rpbl et Rpb2, sont les homologues de f3 et f3’ chez les

bactéries et Rpb3/Rpbll partagent une certaine homologie avec la sous-unité a (Larkin

and Guilfoyle, 1997). L’obtention de la structure cristallographique, à haute résolution

(2.8Â et 3.3Â, voir respectivement Cramer et al., 2001; Gnatt et al., 2001), de l’ARN Pol

II eucaryote a mis à jour de nombreuses caractéristiques pertinentes. Ainsi les

comparaisons structurales entre les ARN polymérases eucaryotes et procaryotes ont

révélé une très forte similarité dans l’organisation des sous-unités. Les cristallographies

ont permis aussi de proposer de nouvelles implications fonctionnelles pour des sous-

unités (Cramer, 2002), ce qui a donné lieu à des études de caractérisation fonctionnelle

afin de mieux connaître ces domaines (Jeronimo et al., 2004). Parmi les sous-unités de

l’ARN PolIT, Rpb4 et Rpb7 forment un sous-complexe dissociable du reste de l’enzyme

(Choder, 2004). Ce sous-complexe est impliqué plus spécifiquement dans la réponse au

stress et lors de l’initiation de la transcription (Choder and Young, 1993). Ceci explique

l’existence des deux formes d’ARN Pol II lors des purifications (10 et 12 sous-unités).

Une caractéristique unique de l’ARN Pol II eucaryote est la présence d’un

heptapeptide répété en tandem (Y1S2P3T4S5P6S7) se trouvant en C-terminal de la plus

grosse sous-unité Rpbl le CTD (Carboxy Terminus repeat Domain, Prelich, 2002). Le

nombre des répétitions est très variable, passant de 26 chez S. cerevisiae à 52 chez

l’homme (Corden, 1990). La présence du CTD est vitale aussi bien pour les levures que

pour les organismes pluricellulaires, bien qu’in vitro elle semble dispensable Prelich,

2002. Les fonctions du CTD sont intimement liées à son degré de phosphorylation: non

phosphorylé (forme lIA de l’ARN Pol II, dite hypophosphorylé) dans les complexes
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d’initiation (Lu et al., 1991) ou phosphorylé (forme 110 de l’ARN Pol II, dite

hyperphosphorylé) dans ceux d’élongation (Komamitsky et al., 2000). Le rôle du CTD

lors de l’élongation sera expliqué plus en détails dans la section s’y reportant (section

11.3.3).

1.3.2.2. Les facteurs généraux de la transcription

Les facteurs «généraux » requis pour la reconnaissance in vitro du promoteur par

l’ARN Pol II sont TFIIA, 113, IID, 11E, 11F et 11H (voir tableau III). Malgré leur

appellation de «généraux », il n’est pas encore clair qu’ils soient vraiment tous et

toujours requis in vivo (Holstege et al., 1992). Si le modèle d’assemblage «étape par

étape » du complexe de préinitiation (PIC) tel qu’établit in vitro semble différent de celui

in vivo, ces études auront permis la caractérisation fonctionnelle de ces facteurs (revu par

Lee and Young, 2000).

(TBP5, TAFs). C’est sous forme de dimère que T3P fixe la boite TATA,

induisant une courbure significative de l’ADN (Chasman et al., 1993). TBP seul est

capable d’initier la transcription lors d’essai in vitro, si la matrice d’ADN possède une

boite TATA. Lors de la purification de TBP, de nombreux peptides co-fractionnèrent

avec lui et furent nommés les TBP Associated Factors (TAFs) (Tanese et al., 1991;

Dynlacht et al., 1991). L’association de T3P et des TAFs constitue le complexe TFID

(revu par Matangkasombut et al., 2004). Comme il a été présenté plus haut, lors de la

définition du promoteur basal, en plus de leur association avec TBP, les TAFs peuvent

reconnaître et fixer activement le promoteur basal et ce avec ou sans TBP (revu par

Muller and Tora, 2004). Dépendamment des éléments présents dans le promoteur basal,
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les TAFs sont capables de moduler la fonction de TBP (activer ou réprimer et/ou de

reconnaître sélectivement un promoteur (section 11.2.1.1).

(TFIIA). TFIIA fonctionne en partie en fixant TBP et en stabilisant l’interaction

TBP-ADN (Dion and Coulombe, 2003). Il semble aussi être capable d’empêcher la

répression de certains répresseurs transcriptionnels associés au complexe TFID

(Bleichenbacher et al., 2003; Ozer et al., 1998).

(TFIIB). TFIIB est impliqué dans la sélection (voir section promoteur basal), la

fixation et la courbure du promoteur (Bushnell et al., 2004). Des études ont démontré que

lorsque TFIIB est muté, il y a décalage du SIT et une perte de l’interaction avec l’ARN

Pol II (Fairley et al., 2002). Une étude très récente (Chen and HaIm, 2004) propose un

modèle de PIC dans lequel TFIIB permettrait d’orienter l’ADN et de sélectionner le site

d’ouverture de l’ADN. Cette étude montre aussi une étroite collaboration entre IIB et 1fF

lors de la formation du PIC.

(TFIIF). TFTIF ressemble en de nombreux points au facteur u des bactéries.

Étroitement lié à l’ARN Pol II, il supprime les interactions d’ADN non spécifiques et

stabilise le PIC. Il semble aussi affecter la topologie de l’ADN contribuant à son

enroulement autour du PIC (Chasman et al., 1993; Robert et al., 1998; Coulombe and

Burton, 1999). TFIIF peut aussi stimuler l’élongation en supprimant les pauses lors de la

transcription (Elmendorf et al., 2001).

(Tf11E). TFIIE est fonctioimelÏement lié à TFIIH. Dans le modèle d’assemblage

«par étape », l’arrivée de TFIIE suit celle de l’ARN Pol II et précède celle de TFIIH. Il

active les fonctions kinases et ATPases de TFIIH (respectivement sur le CTD et sur

l’ouverture de l’ADN, voir Watanabe et al., 2003). TFIIE est reconnu comme étant
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capable de fixer de l’ADN simple brin ce qui suggère qu’il pourrait avoir comme un rôle

dans l’ouverture, ainsi que le maintien de cette ouverture du promoteur (Forget et al.,

2004).

(If11H). IFIIH, est un complexe multiprotéique composé de 10 sous-unités; la

10ême sous-unité a été récemment trouvée chez la levure et l’humain, respectivement

(Ranish et al., 2004; Giglia-Mari et al., 2004). Plusieurs maladies humaines ont pour

origine des mutations au sein de ce complexe (Egly, 2001). Il est impliqué dans la

transcription et la réparation de l’ADN (Zurita and Merino, 2003). Le complexe 11H

possède au moins trois activités enzymatiques: ATPase dépendante de l’ADN, hélicase

dépendante de l’ATP et kinase dépendante du CTD (Coin and Egly, 1998; Douziech et

al., 2000). TFIIH, via son hélicase XPB, est impliqué i) dans l’ouverture de l’ADN in

vitro ii) lors du passage de l’initiation avortive à l’élongation iii) dans la prévention des

pauses précoces lors de la sortie du promoteur proximal. Via son domaine kinase

(Cdk7/cycÏinH), TFIIH est capable de phosphoryler le CTD de l’ARN Pol II ainsi que

des protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire, jouant alors le rôle

d’activateur de kinase CDK (Chen et al., 2003). Des études ont aussi montré un lien entre

transcription et réparation de l’ADN. Ainsi, si l’hélicase XPB est impliquée dans la

transcription, l’hélicase XPD joue un rôle dans la réparation de l’ADN du type

NucÏéotide Exicision Repair (NER) (Coin and Egly, 1998; Winkler et al., 2000; Douziech

et al., 2000).
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Tableau IV. La composition de Pholoenzyme

Facteur Nb. de sous- Taille du Fonctions
unités complexe (kfla)

ARN Pol II 12 497.5 Transcrit les gènes codant pour les protéines en
ARN.

TFIID 13 à 15 TBP (38) Incluant TBP, reconnaissance et fixation du
TAF (1014) promoteur; possède une activité HAT

TFIIA 3 69 Fixe TBP; stabilise le complexe TBP-ADN

TFIIB 1 35 Impliqué dans la sélection du SIT et dans la
courbure de l’ADN

TFIIE 2 90 Impliqué dans le recrutement et la stimulation de
TFITH; impliqué dans l’ouverture du promoteur.

TFflF 2 84 Dimère d’hétérodimère. Contribue à l’enroulement
de l’ADN autour du PIC. Supprime les pauses
précoces de la polymérase.

TFIIH 10 475 Formé de deux sous-complexes, il est impliqué
dans l’ouverture du promoteur, la phosphorylation
du CTD mais aussi dans la réparation de l’ADN.

Mediateur Combinaisons De 500 (CRSP) Module l’initiation de la transcription en fonction
parmi 30 à 2000 (ARC-L) des activateurs/represseurs transcriptionnels.

Holoenzyme 40 à 54 2800 à 4300 Machinerie transcriptionnelle capable de répondre
aux stimulations de son environnement

1.3.2.3. Le médiateur

En utilisant des GTFs et de l’ARN Pol II hautement purifiés, la transcription in

vitro n’est pas à son niveau maximum par rapport aux essais utilisant des extraits

nucléaires. Il manque le médiateur (Malik and Roeder, 2000). La fonction actuellement

connue du médiateur est de centraliser et de transmettre à la machinerie transcriptionnelle

(ARN Pol II et GTFs) les signaux provenant des facteurs de transcription. En somme, il

agirait comme un neurone: recevant de multiples «input» et ne donnant qu’un seul

«output» (Kuras et al., 2003). Le médiateur a été purifié aussi bien chez la levure que

chez l’humain, mais la notion d’un complexe unique a été abandonnée au profit des

observations relatant plusieurs sous-complexes (Malik and Roeder, 2000). Leurs

compositions semblent varier dépendamment des gènes considérés, des étapes du cycle
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cellulaire, des conditions de l’environnement. Récemment, la nomenclature des sous-

unités a été standardisée (Bourbon et al., 2004).

1.3.3. La machinerie transcriptioimelle lors de l’élongation

De nombreuses évidences indiquent que le passage de l’initiation à l’élongation

implique i) la phosphorylation du CTD de l’ARN PolIT (Komamitsky et al., 2000) ii) une

stabilisation du complexe transcriptionnel (Ujvari et al., 2002) et iii) l’échange des

facteurs et cofacteurs associés à la polymérase (Komamitsky et al., 2000; Proudfoot et

al., 2002; Pokholok et al., 2002).

1.3.3.1. Transition de l’initiation à l’élongation

La transition pour l’ARN Pol II de l’initiation à l’élongation processive se passe

en plusieurs étapes critiques (Dvir, 2002). Une fois assemblé sur le promoteur du gène, le

PIC est capable d’ouvrir l’ADN (12 à l5pb) créant ainsi une «bulle de transcription»

(Coulombe and Burton, 1999). S’ensuit alors un cycle d’initiation dit «avortif» au cours

duquel l’ARN Pol II synthétise un court transcrit d’ARN (<lOpb), puis s’arrête, recule et

recommence la transcription (Goodrich and Tjian, 1994). Lorsque le transcrit dépasse la

longueur de 10 ph, la polymérase quitte le promoteur et entre alors en élongation

(Spitalny and Thomm, 2003). Passé cette première difficulté, l’ARN Pol II en élongation

connaît une deuxième période d’instabilité qui dure tant que le transcrit n’atteint pas

environ 50 nucléotides. Cette étape peut aboutir à une pause et au décrochage de l’ARN

Pol II (Ujvari et al., 2002). Selon cette étude, cette pause impliquerait la stabilisation du

complexe transcriptionnel plutôt que la proximité du promoteur.

Le CTD, de part sa longueur, peut être positionné à une distance considérable du
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coeur enzymatique de l’ARN Pol II (Cramer et al., 2001). Il sert d’échafaudage à de

nombreuses protéines impliquées aussi bien dans la transcription que dans la maturation

des ARNs (Maniatis and Reed, 2002). Avant l’initiation, hypophosphorylé, il sert de

support au médiateur. Après l’initiation, rapidement hyperphosphorylé, le médiateur se

détache et de nouvelles protéines sont recrutées (incluant la machinerie de maturation des

ARNs).

La phosphorylation sur le CTD est localisée sur certains acides aminés et reflète

la position relative de la polymérase sur le gène (Komamitsky et al., 2000). Ainsi les

sérines 5 sont phosphorylées en 5’du gène (par Cdk7 membre du complexe TFIIH, Lu et

al., 1992) alors que les sérines 2 phosphorylées sont retrouvées en 3’ du gène (exemple:

Cdk9 faisant partie de P-TEFb, Shim et al., 2002). La phosphatase la mieux caractérisée

actuellement est FCP1 (Kamenski et al., 2004). La forme humaine de cette protéine est

capable de déphosphoryler à la fois les sérines 5 et 2 alors que la forme fongique (chez S.

pombe) a une préférence pour les sérines 2 (Lin et al., 2002). Récemment découvert chez

l’homme, SCP1 (Small CTD Phosphatase 1) aurait quant à elle une préférence pour la

déphosphorylation des sérines 5 (Yeo et al., 2003).

L’émergence du CTD au cours de l’évolution reflète sûrement un besoin pour

l’ARN Pol II d’un système de régulation conjoint entre transcription et maturation des

ARNs Proudfoot et al., 2002. Par exemple, le spiiceosome (machinerie d’épissage des

ARNm) interagit avec le CTD et stimule la transcription in vitro (Fong and Zhou, 2001;

Jurica and Moore, 2003). La mutation chez la levure du facteur Spt5 (complexe Spt4-5),

fixant normalement l’enzyme de coiffage des ARN, entraîne l’accumulation d’ARN non

épissés (pré-ARNm) (Lindstrom et al., 2003).
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1.3.3.2. Les facteurs d’ élongation

Un très grand nombre (et en constante augmentation) de facteurs possède la

capacité d’influencer l’élongation transcriptionnelle. Parmi les facteurs influençant le

départ du promoteur, peuvent être cités ceux qui ont un effet négatif tels que «Factor 2»

qui favorise un décrochage de l’ARN, (Xie and Price, 1996), DSIF et NELF qui

confèrent une sensibilité à DRB, inhibant la synthèse d’ARNm et la phosphorylation du

CTD (Xie and Price, 1996; Dubois et al., 1994). Ceux qui ont un effet positif regroupent

TFIIF, TFIIH, P-TEFb. P-TEFb a pour fonction de contrer l’effet négatif de DSIF et

NELF (Yamaguchi et al., 1998). L’homologue de Cdk9 (complexe P-TEFb) chez

l’humain s’avère être un cofacteur de la protéine Tat du VTH qui stimule l’élongation en

recrutant le facteur Tat-SF1 (Zhou and Sharp, 1996).

Une autre classe de facteurs influençant l’élongation son ceux qui augmentent sa

processivité, citons par exemple TFII$, Elongin, ELL, CSB, Tat-SF1

et l’élongateur (elongator). Découvert chez la levure à la fin du siècle dernier (Otero et

al., 1999), l’élongateur a vu son rôle dans la transcription mis en doute (Pokholok et al.,

2002) puis finalement ré-accepté par une étude présentant une variante intéressante de la

technique d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) transformée en

immunoprécipitation de l’ARN (RIP) (Gilbert et al., 2004a).

De plus, la machinerie transcriptioimelle progressant sur la chromatine (à travers

les nucléosomes), cette dernière doit nécessairement être dans un état permissif. Il

convient alors d’ajouter les complexes de remodelage de la chromatine, qu’ils soient

ATP-dépendants ou HAT (Bejerano et al., 2004; Ng et al., 2003; Robert et al., 2004).

Enfin, avant que l’ARNm ne soit transporté hors du noyau pour être traduit, il lui
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faut subir les étapes de maturation. L’acquisition d’une coiffe en 5’, d’une queue

polyadénylée (poly(A)) en 3’ et l’épissage des introns constituent trois réactions

majeures, biochimiquement distinctes, mais toutes liées intimement à la transcription.

Aujourd’hui il est accepté que la maturation des ARNm s’effectue non plus de manière

post-transcriptioimelle mais co-transcriptioimelle (revu par Proudfoot et al., 2002).

1.3.4. Terminaison et recyclage

La terminaison de la transcription par l’ARN Pol II differe fondamentalement de

l’initiation dans le sens où elle n’est pas faite sur un site précis (à la base près) mais sur

une zone plutôt vague en aval du site de polyadénylation (revu par Proudfoot et al.,

2002). La terminaison de l’ARN Pol II est la moins bien caractérisée des trois

polymérases (Wickens and Gonzalez, 2004). Néanmoins, plusieurs points clés dans ce

processus peuvent quand même être cités. Premièrement, il semble que CPSF (CÏeavage

Folyadenylation pecfic Factor), impliqué dans la reconnaissance du site de

polyadénylation et la coupure du transcrit, s’associe à TFIID suggérant qu’il serait

présent sur l’ARN Pol II dès le promoteur (Dantonel et al., 1997). Deuxièmement, une

mauvaise phosphorylation du CTD conduit à la terminaison prématurée de la

transcription, ce qui souligne une fois de plus l’importance du passage «initiationldépart

du promoteur» (Morillon et aÏ., 2003). Et finalement, même si la déstabilisation du

complexe Po1IIIADN/ARN reste obscure, il semble que la chromatine joue un rôle

important (via Chdl, Iswl ou 2 voir Alen et al., 2002).

Suite au décrochage de la matrice d’ADN, l’ARN PolIT est rapidement recyclée

(déphosphorylée, passage de la forme 110 à lIA) afin de participer à un nouveau cycle de
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transcription. Il est présumé que la phosphatase Fcpl est impliquée dans cette étape car sa

mutation chez la levure a démontré une accumulation de Pol II hyperphosphorylée (Cho

et al., 2001). Les détails du mécanisme du recyclage restent encore inconnus.

I.4.La transcription à l’ère « omique»

Génomique, transcriptornique, protéomique (et d’autre encore), les mondes «—

omiques» polarisent actuellement la communauté biologique. Ces domaines de

recherche s’attachent à étudier les entités desquelles ils tirent leur nom (génome,

transcriptome et protéome). Le suffixe «-orne» illustre très bien la volonté des

biologistes d’étudier désormais les systèmes dans leur globalité (terme en anglais

«wide »). Certains de ces «nouveaux» domaines, les techniques qui permettent de les

étudier ainsi que les questions qu’ils soulèvent, seront brièvement présentés plus bas.

1.4.1. Le séguençage du génome humain, un tournant de la biologie moderne

Le séquençage du génome humain a donné lieu à un véritable duel opposant la

recherche publique (Internationnal Human Genome Sequencing Consortiumi) et la

recherche privée (Celera Genomics**). La course s’est terminée par une double

publication, début 2001, d’une version «brouillon» de notre génome (Lander et al.,

2001; Venter et al., 2001). L’accessibilité de ces séquences a révolutionné la biologie

moléculaire en permettant largement aux scientifiques de récupérer sur Internet, dans une

banque de données, une séquence d’ADN (ex: un gène) plutôt que de tenter de la cloner

voir le poster du mois d’octobre 2004 de Nature Genetic Review

IHGSC, http:!/www.genome.gov/
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et de la séquencer. Toutefois, le qualificatif de «brouillon» était donné à juste titre

puisque la séquence contenait des centaines de milliers de trous, représentant jusqu’à

environ 10% de l’euchromatine et 30% de la séquence complète du génome (incluant

l’hétérochromatine). Ces trous ont conduit à des artéfacts lors de l’annotation (présence

de pseudogènes erronés) ou lors des comparaisons entre génomes (analyse

phylogénétique). Depuis cette ébauche, un travail de finition a été entrepris par l’IHGSC

aboutissant au séquençage complet de plusieurs chromosomes (voir tableau II) ainsi qu’a

une version finie à 99.9% de l’euchromatine (International Human Genome Sequencing

Consortium, 2004). Désormais les études phylogéniques devraient apporter encore plus

de précisions quand à l’évolution subit par les espèces en se basant sur l’analyse de leur

génome (exemple entre le tetraodon et l’Homme Jaillon et al., 2004).

1.4.2. La génomique fonctionnelle

Parmi les autres «ornes », le protéome symbolise l’ensemble des protéines

présentes dans les organelles, les cellules, les tissus (Kahn, 1995). La protéomique

s’attache à caractériser les fonctions locales et globales des protéines (Dziembowski and

Seraphin, 2004; Gavin et al., 2002). Nous pouvons aussi citer le transcriptome, qui

représente l’ensemble des éléments transcrits provenant du génome (Kampa et al., 2004).

Pour les ARNs, les «codants» font parti de l’ORFome (Harrison et al., 2002) alors que

les «non codants» du RNome. La transcriptomique propose ainsi une annotation du

génome par l’étude de ces produits (Saha et al., 2002). L’interactome, aux frontières de

ces trois mondes, propose d’étudier leurs liens et interactions (Sanchez et al., 1999;

**

: Celera Genomics, http://www.celera.com!
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Coulombe et al., 2004). Les recherches «-omiques» sont rendues possible grâce à la

robotisation et au perfectionnement des techniques de biologie moléculaire ainsi qu’au

développement des outils informatiques, désormais omniprésents dans la science.

Une fois la séquence d’un génome obtenue, il reste à l’analyser,

fonctionnellement parlant: Qu’est ce qui est codant? Qu’est ce qui est régulateur?

Qu’est ce qui est actif d’une autre manière? Ces questions constituent ce que l’on appelle

désormais la «génomique fonctionnelle ». L’importance d’étudier de manière

«fonctionnelle» le génome s’illustre parfaitement par les chiffres suivant: 1.5, 25 et

75%. Si nous savons que 1.5% de notre génome est codant et que nous estimons que 25%

est transcrit, à quoi correspondent les 75 autres pourcent? Et pourquoi ont-il été

conservés lors de l’évolution? Peut-être que l’analyse de cette matière noire (Bejerano et

al., 2004) du génome permettra d’expliquer le C-value paradox (voir tableau I)?

1.4.3. Les perspectives de recherche

La régulation du dogme [ADN3ARN3protéine] nous apparaît de plus en plus

complexe. Outre les régulations «classiques» (ex : de la transcription, de la traduction),

il faut désormais ajouter les régulations «modernes » du type: transcription sens/antisens

(Martens et al., 2004; Yelin et al., 2003), interférence d’ARN (revu par Hannon and

Rossi, 2004), localisation intra-nucléaire (Misteli, 2004). Aux vues d’une telle

complexification des systèmes, il est normal de se demander ce qui, parmi ce qui a été

établi in vitro (à l’échelle d’un gène), est encore valable in vivo, à l’échelle du génome.

Plusieurs questions émergent, par exemple 1) les composantes de la machinerie

transcriptioimelle de base sont toujours toutes requises pour la transcription des gènes de
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type II dans le génome; 2) les facteurs «généraux» de transcription sont vraiment

généraux ou seulement limités à certains groupes de gènes (Holstege et al., 199$); 3)

S’ils ne sont pas tous toujours requis, où existe-t-il des combinatoires particulières en

fonction des gènes (Harbison et aÏ., 2004; Odom et al., 2004); 4) Plus directement vis à

vis de l’ARN Pol II, où se situe-t-elle dans le génome? Est-elle localisée seulement au

niveau des gènes de classe II? Et jusqu’où poursuit-elle sa course lors de la transcription

d’un gène (Callen et al., 2004) ? Transcrit-elle l’ADN en d’autre ARN que l’ARNm

(Kampa et al., 2004)?

1.5. Contribution apportée par le présent projet

Au sein de l’armada de protéines impliquées dans la transcription, l’ARN Pol II

reste la cible ultime: l’enzyme qui transcrit les gènes en ARNm. Bien que la plupart des

gènes transcrits par l’ARN Pol II soit maintenant connu (International Human Genome

Sequencing Consortium, 2004), de plus en plus d’évidences tendent à démontrer qu’elle

transcrirait bien plus l’ARN que les ARNrn f< sens » (Callen et al., 2004; Cawley et al.,

2004; Dermitzakis et al., 2002; Kampa et al., 2004; Lipman, 1997; Martens et al., 2004;

Yelin et al., 2003). Jusqu’à maintenant la plupart des études génomiques cherchant à

étudier l’activité de la machinerie transcriptionnelle utilisaient une approche orientée

«coté gène », regardant et analysant les ARNm et/ou une (des) région(s) candidate(s)

(généralement le promoteur). Mais pour comprendre la transcription par l’ARN Pol II

telle qu’elle se dessine sous nos yeux, de moins en moins restreinte sur le génome, il était

nécessaire de développer des approches orientées «coté génome ». Nous décrivons ici

une méthode génomique d’analyses permettant d’identifier et d’étudier la localisation des



41

éléments composant la machinerie transcriptioimelle de base.

S’intégrant dans un vaste projet de génomique et de protéomique, la contribution

de cette thèse a porté principalement sur 1) la recherche des sites d’initiation de la

transcription d’un maximum de gènes humains, 2) la mise au point d’une technique

d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) utilisant la double affinité du système

TAP (Tandem 4ffinity Purification), et 3) la validation de cette technique en localisant

l’ARN Pol ii à travers le génome.

Dans un premier temps, tous les $ITs humains connus (février 2003) ont été

rassemblés, comparés et classés. Cette étape a aboutit à la création d’une base de données

de SIT disponible au laboratoire. En parallèle, l’essai TAP-xChlP en double affinité a été

développé afin de permettre la localisation de l’ARN Pol II grâce à sa sous-unité RPB 11

TAP-taggée. Validé à l’échelle du gène sur différentes régions transcrites ou non (set de

gènes pilotes), le clonage a été utilisé comme approche «orienté génome ». Le clonage

de séquences associé à l’ARN Pol II révèle que 17.3% des séquences correspondent à des

promoteurs, 34.5% à des régions transcrites et 9.1% à des 3’end. En comparaison, ces

régions ne représentent théoriquement que 1.5, 23 et 1.5% du génome humain (données

selon NCBI, datant de juillet 2004).

A ce jour, aucune équipe n’a encore démontré une utilisation complète du TAP

tag lors d’une ChIP ainsi que son efficacité en clonage. La mise au point du TAP-xChW

en double affinité n’a constitué que le premier pas dans la cartographie des réseaux de

régulateurs de la transcription, à l’échelle du génome, entrepris par le laboratoire du Dr

Coulombe.
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II) Matériels et méthodes

11.1. Construction de la banque de données de SITs

Deux sources différentes ont été principalement utilisées lors de la recherche de

SITs humains connus. Dans un premier temps, c’est dans la littérature qu’on été

recherchés les gènes dont le promoteur aurait été expérimentalement caractérisé. En

second lieu, les bases de données publiques centralisant les ARN «pleine longueur» (fi

RNA) ont été utilisées, citons Mammalian Gene Collection (MGC, Strausberg et al.,

1999; Strausberg et al., 2002) et Database 0f Transcrttion Start Site (DBTSS, Suzuki et

al., 2002). «Pleine longueur» signifie ici que sa séquence en 5’ comprend au moins

l’ATG et souvent plus. Une fois récupérées, les extrémités 5’ de ces gènes ont été

comparés dans le but d’obtenir un Su consensus. Afin de déterminer la fiabilité du SIT,

les extrémités 5’ ont été soumises à plusieurs filtres de sélection (voir figure 5) et une

cote de confiance leur à été attribuée. C’est à partir de cette base de données qu’un

ensemble de gènes pilotes a été choisi afin de tester, par PCR, le TAP-xChIP.

11.2. Design des amorces et choix des régions «négatives»

Les amorces de PCR utilisées dans cette étude ont été conçues avec le logiciel

Primer 3 (Rozen and Skaletsky, 2000) en suivant les recommandations de Qiagen pour la

PCR quantitative (QPCR, voir ci-dessous). Les paramètres du logiciel avaient les

modifications suivantes filtre s hurnaiz ; taille des produits attendus : entre 150 et 250

nucléotides; pourcentage de GC: entre 40 et 60%; température d’hybridation: autour

des 60°C et avec au maximum de 1°C de différence entre les deux amorces d’une même
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région; longueur de l’amorce: de 19 à 27 nucléotides, ne contenant pas de répétition de

plus de trois nucléotides identiques ; concentration en sel (milieu réactionnel) : 1 OOmM

concentration des amorces (milieu réactionnel) : 300mM. Les contrôles négatifs choisis,

théoriquement non transcrits, correspondent à 2 régions localisées sur les chromosomes

17 et 13. Le contrôle Desert_Island-chl3 a été recherché suite à la publication d’une

étude qui a démontré l’absence de toute transcription dans cette région (Nobrega et al.,

2003). Le Control-region_chl7 provient d’une recherche manuelle d’une région

conservée, non répétée et non transcrite. Les amorces présentées dans cette étude sont

rassemblées dans le tableau V et sont basées sur la version build 33 (avril 2003) de

l’assemblage du génome humain (voir UCSC hgl7 basée sur NCBI build 33). ENO1

code pour l’enolase Œ, un gène fortement exprimé et spécifique au rein. FTL code pour la

«Ferritin light polypeptide », un gène qui possède un très haut niveau d’expression et qui

est exprimé de manière ubiquitaire. GTF2F2, codant pour RAP3O du complexe TFIIF, est

exprimé de manière ubiquitaire et à un niveau modéré. Pour chaque gène, plusieurs paires

d’amorces ont été créées afin d’amplifier spécifiquement le SIT et au moins une région

transcrite en aval. La spécificité d’amplification a été vérifiée lors de la conception en

utilisant UCSC in silico PCRtt.

11.3. Les lignées cellulaires et plasmides.

La création de la lignée cellulaire utilisée, ainsi que les conditions de cultures et

d’expressions du peptide-taggé ont été mises au point avant le début du présent projet

(description voir Jeronimo et al., 2004). Brièvement, l’ADNc codant pour Rpbl 1

UCSC in silico PCR, http://genome.ucsc.edu/cgi-binlhgPcr
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(Invitrogen; accession number AA$1411$4) a été cloné dans le vecteur d’expression

mammifère pMZI (No et aI., 1996) de manière à porter en C-terminal le TAP-tag (Rigaut

et al., 1999). Ce vecteur a été transfecté de manière stable dans des cellules EcR-293

(Invitrogen) par la méthode du phosphate de calcium. L’induction du peptide étiqueté est

faite, pendant 24h avec 1 à 3jiM de ponastérone A (un analogue de Ï’ecdysone) de

manière à exprimer le peptide-taggé à un niveau proche de celui physiologique (Jeronimo

et al., 2004). Les cellules sont ensuite récoltées, concentrées, puis congelées (-80°C)

jusqu’à utilisation.

11.4. Immunoprécipitation de la cliromatine (TAP-xChIP)

L’immunoprécipitation de la chromatine grâce au TAP-tag est déjà utilisée dans

sa forme «simple affinité» (Krogan et al., 2002; Jeronimo et aÏ., 2004). Elle est

présentée ici dans sa version complète (double affinité). Les étapes de préparation de la

chromatine se basent principalement sur un protocole déjà établit (Jeronimo et al., 2004)

et celles d’immunoprécipitation suivent sensiblement le même protocole que lors d’une

purification par TAP-tag (Rigaut et al., 1999). Tout comme lors d’essais protéomiques,

des cellules induites () et non induites Ç) pour le peptide «taggé » sont traitées en

parallèle. Avec 2x107 cellules, il est possible de voir un enrichissement spécifique en

QPCR. Mais de manière routinière, environ 2x108 cellules sont utilisées afin de pouvoir

procéder au clonage. Brièvement, les cellules sont fixées au formaldéhyde (1% final à

température ambiante, pendant imin), puis lysées. Les noyaux sont isolés, nettoyés et re

suspendus dans un tampon de sonication (tampon RIPA, lOmM Tris-HCY pH 8.0, lmM

EDTA, 0.5mM EGTA, l4OmM NaC1, 1% Triton X-100, 0.1% NP-40, 0.1% SDS,
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1mMPMSF et 5g/ml de leupeptin, pepstatin A et aproptinin). Des fragments de

chromatine variant de 0.lkb à 0.7kb sont obtenus par sonication (5 fois pendant 20s

espacé d’au moins 2 minutes à 50% de la puissance maximum de l’appareil, Fisher Sonic

Dismembrator). Lors de la première affinité, les billes d’IgG-sepharose sont lavées avec

un excès de tampon IgG-wash (5OmM HEPES pH$.0, lmM EDTA, 0.7% DOC, 1% NP

40, 500mM LiC1) avec un rapport de 20 volumes d’IgG-wash pour 1 volume de billes.

Lors de la deuxième affinité, les billes de calmoduline sont lavées avec le même tampon

mais comprenant 2mM de CaC12 en plus (20 volumes de tampon Calmo-wash pour 1

volume de billes). L’élution est faite par destruction des pontages au formaldéhyde (suite

à une incubation toute la nuit à 65°C). Les fragments d’ADN sont ensuite purifiés

(Qiaquick® PCR purification kit; élution dans 1 00d de EB) et leur taille analysée sur gel

d’agarose 1.5%. L’ADN purifié est conservé à -20°C en attendant son utilisation.

11.5. Validation par PCR quantitative (TAP-xChIP-QPCR)

Après avoir renversé les pontages, une PCR quantitative (Sybrgreen II®, Qiagen)

est réalisée sur l’ADN immunoprécipité induit (IP) et non-induit (1P) sur les régions

d’intérêt (vis-à-vis de la transcription) afin de vérifier la spécificité de l’enrichissement.

La quantification de l’ADN cible TP est calculée en fonction d’une courbe standard,

résultant de dilutions en série d’ADN WCE (non immunoprécipité, à concentration

connue) en respectant les recommandations du manufacturier (Qiagen). La courbe, dont

les dilutions sont respectivement de 1/25e, 1/125, 1/625e et 1/3125e, est faite pour chaque

couple d’amorce et à chaque expérience. Les expériences ont été faites en utilisant le

«MX4000 Multiplex Quantitative PCR system» (Stratagene). Tout les fragments
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d’ADN amplifiés sont uniques, tel que déterminé par BLAT (Kent et al., 2002), par

courbe de dissociation (QPCR) et par analyse sur gel d’agarose. En remplacement de la

QPCR (ou en la précédant), un test par PCR standard est souvent utilisé. Les amorces

utilisées sont les mêmes que lors de la QPCR. Les conditions de réactions suivent les

recommandations d’utilisation de la TAQ polyinerase (Amersham). L’amplification est

réalisée pendant 40 cycles (94°C pendant 60s, 60°C pendant 45s, puis 72°C pendant 30s)

et les résultats sont ensuite visualisés sur gel d’agarose (1.5%).

11.6. Validation par c]onage (TAP-xChIP-cloning)

Quelques précautions sont à prendre en considération, pour une efficacité

maximale lors de cette étape, due à la très faible quantité d’ADN manipulée (entre 0.02 et

0.2 ng/(LL, estimation par QPCR). À moins d’une indication contraire, toutes les étapes

de cette technique sont réalisées selon les recommandations des manufacturiers.

Brièvement, les extrémités des fragments de chromatine et WCE sont réparés en

utilisant la T4 DNA polymérase (Invitrogen). Parallèlement à cette étape, le plasmide

pBluescript II® SK (Stratagene) est digéré par l’enzyme de restriction SmaI (Arnersham)

et déphosphorylé par la phosphatase alcaline de veau (ClAP, Invitrogen). La ligation est

ensuite réalisée avec un excès de vecteurs (ratio de 1 insert pour 3 vecteurs). Pour cette

étape, la T4 DNA ligase HC (Invitrogen; High Concentration à 5U/.iL) a été utilisée en

suivant les recommandations valables pour le clonage de fragments blunt. Des bactéries

ultracompétentes, XL1 0Gold® ultracompetent ceils (Stratagene), sont alors transformées

avec une partie de la ligation (5pL de ligation par 100tL de cellules). Il est possible de

congeler la ligation à condition de faire une congélation rapide (-80°C pendant lmin puis
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-20°C). Les bactéries sont cultivées sur milieu solide permettant la sélection bleu/blanc

(LB agar avec ampicilline, tétracycline, LPTG 8OmM et Xgal 2%). Après vérification de

la présence d’insert dans le vecteur par «criblage par PCR », les clones positifs sont

cultivés en milieu liquide (au moins 18h) puis les plasmides sont purifiés par kit Qiagen

(Plasmid miniprep purification kit). Les vecteurs purifiés sont ensuite séquencés par

l’amorce universelle T7 en utilisant un séquenceur automatique. Les séquences sont

disponibles en annexes.

11.7. Analyse des séquences clonées par BLAT

Une fois les inserts séquencés, ils sont soumis à une analyse par BLAT (Kent et

al., 2002) sur le génome humain (version datant de juillet 2003 ;UCSC hgl6 basé sur

NCBI build.34). Les restrictions quant à l’acceptation ou au rejet d’une séquence sont les

suivantes: 1) avoir une homologie maximale ( 99%) entre la séquence clonée et la

séquence du génome, 2) posséder au minimum une séquence unique de 20 nucléotides

qui permettent une localisation précise à travers le génome sinon elles sont considérées

comme des séquences répétées (repeat), et 3) en cas de duplicatas de séquences (dus à la

culture bactérienne) seule une séquence est considérée (les autres entrent dans la

catégorie duplicate). Les données permettant de caractériser la séquence analysée (taille,

localisation chromosomique, position intrachromosomique, brin) ont été compilées dans

une base de données. Les séquences ont été majoritairement analysées de façon

génomique (par rapport à leur environnement) plutôt que par rapport à leur composition

nucléotidique (par rapport à leur séquence). Le calcul des distances séparant la séquence
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analysée d’un élément d’intérêt (ex: une CGI, un SIT, un 3 ‘end et un gène coimu) a été

réalisé manuellement (A ±5%). Une distance négative indique que l’ADN cloné est situé

en amont de l’élément analysé et à l’inverse une positive le situe en aval. L’« amont» et

l« aval» tiennent compte de l’orientation du gène, ce qui ne s’applique donc pas pour

les CGI. Concernant les CGI, c’est le premier CGI «fort» (longueur 300pb) qui a été

considéré. Les domaines géniques fonctionnels analysés lors de cette étude ne

correspondent qu’à des éléments appartenant à des Refseq, ce qui veut dire qu’ont été

volontairement exclus les gènes prédits par Ensembl (Birney et al., 2004; Hubbard et al.,

2002) ou Genscan (Burge and Karlin, 1997). Enfin, aux vues de la taille du génome

humain (2.8 Gb accessibles) la résolution de 50,000 bases (50kb) a été utilisée pour la

figure 9. La figure 1 DA représentant une analyse à plus haute résolution des figures 9B,

9C et 9D, elle bénéficie d’un grossissement de l’échelle, qui passe de 50 à 10kb, voir 2kb

pour les régions très spécifiques (ex : le Su et de le 3’UTR).

: Le terme «gènes connus» désigne tous gènes définis selon SWISS-PROT, TrEIVifiL, mRNA ou

RefSeq. À des fins de simplification, nous l’appellerons désormais Refseq
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III) Résultats

J’ai réalisé l’ensemble des expériences présentées dans ce mémoire. Les données

ajoutées en compléments ou à titre explicatif sont suivies de la source d’où elles

proviennent. Le protocole initial de TAP-tag utilisé dans la mise au point du TAP-xChlP

provient de Célia Jéronimo (Jeronimo et al., 2004). Les cellules utilisées, induites ou non,

ont été produites par Annie Bouchard.

111.1. Construction de la base de données de Sus humains connus

L’approche principale visait à établir une procédure générale pour identifier le

SIT d’un gène. Voulant analyser la transcription à grande échelle, un maximum de SITs a

été recherché afin de s’approcher le plus possible de la réalité du génome. Pour cela, deux

bases de données publiques proposant des séquences « pleine longueur» d’ARNm (fi

RNA) (figure 5A) ont été utilisées. La première, MGC (Mammalian Gene Collection)

répertorie des cDNA (analyse 3’+5’) provenant de nombreuses lignées cellulaires

humaines (Strausberg et al., 1999; Strausberg et al., 2002). La deuxième, DBTSS

(DataBase of hurnan Transcription Start Site, Suzuki et al., 2002), référence le SIT de

nombreux gènes définis par capture de la coiffe du transcrit, donc le premier nucléotide

transcrit ***(oligocapping, Maruyama and Sugano, 1994). Dans un premier temps, les

cDNA de MGC ont été comparées aux clones disponibles dans DBTSS.

Provenant de PCR inverse, c’est un cDNA qui est obtenu; le terme cDNA est utilisé.

Obtenu par séquençage direct, de 5’en 3’, le terme de «clone » est utilisé.
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B) Analyse de SITs provenant de MGC par le filtre de la base de données

Distances séparant les SITs MGC et 4Opb avec Sclones
00 ±lOOpb ±5Opb

DBTSS DBTSS regroupés sur lOpb

MGC « pleine longueur» 100 X X X

Au moins un clone DBTS$ 60 55 54 X

Au moins cinq clones DBTSS 39 37 36 26

Au moins dix clones DBTSS 28 26 25 24

Figure 5. Construction de la base de données de SITs humains.

A) Organigramme schématisant les sources utilisées, le nombre de SITs analysés, les critéres de sélection et
les différentes cotations possibles dans la base de données. Le système de classification (Articles, MGC,
Bon, Meilleurs, DBTSS et TRANSFAC) rend les différentes classes mutuellement exclusives. B)
Evaluation, sur un set de 100 fl-RNA provenant de MGC, des critères de sélection utilisés lors de
l’élaboration de la banque de SITs. La case bleue représente l’ensemble des séquences répondant à
l’ensemble des critères 1+2±3+4 décrit ci-dessus. aucune limite de distance.
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Observant des différences dans la localisation précise du SIT, plusieurs critères

de sélection ont été établis afin de sélectionner les SITs les plus fiables. Les critères

utilisés sont : sur MGC, 1) être «pleine longueur », et 2) d’avoir une extrémité 5’

«consensus » trouvée dans au moins 3 lignées cellulaires différentes; Pour DBTSS, 3) un

SIT est considéré s’il a au moins 5 clones dispersés sur un maximum de 10 bases. Enfin,

4) les extrémités 5’ trouvées sur MGC et DBTSS, pour un gène donné, ne doivent pas

être séparées de plus de 40pb. Appliqués ensemble, ces critères de sélection composent la

matrice de sélection à travers laquelle sont passés tous les cDNAs de MGC et les clones

de DBTSS. D’après une estimation, ce criblage permettrait de récupérer autour de 25%

des SITs, disponibles dans l’une et/ou l’autre de ces deux bases de données (figure 53).

Afin d’avoir une base de données plus complète, les critères de sélection ont été diminués

et les sources diversifiées. Les gènes trouvés dans la littérature (voir liste en annexes) ont

eux aussi été passés au crible, tout en bénéficiant d’un poids supplémentaire dû à la

caractérisation fonctionnelle du SIT. Enfin, notre laboratoire s’intéressant de près à la

transcription par l’ARN Pol II, les gènes codant pour les facteurs impliqués dans ce

mécanisme représentent un intérêt tout particulier. Utilisant TRANSFAC (transcrztion

Jçtor), une base de données publique rassemblant toutes les informations disponibles sur

les protéines impliquées dans la transcription, les gènes qui avaient été écartés de la base

de données ont été insérés et ponctués d’une remarque les identifiant. L’établissement

d’une classification entre les différents SITs permet de choisir avec plus de confiance les

SITs pilotes nécessaires à la mise au point du TAP-xChlP. Au final, malgré les

divergences des types de données analysées, une banque de Sus humains rassemblant

près de 17,000 sites dont 2,000 fiables a été créée. C’est à partir de cette banque qu’ont
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été choisi les SITs utilisés dans la suite de l’étude.

Tableau V. Liste des amorces utilisées dans cette étude

Toutes les régions génomiques, sauf DI chl3, sont basées sur la version d’avril 2003 du génome humain

(build. 33). DI chl3 est basée sur la version de juillet 2003 (build 34).

C
Nom du gène (ID)

a
Expression Localisation Nom de Séquence des amorces

. b
(niveau) génique l’amorce

ferritin, light Ubiquitaire Promoteur basal fTL-pr Fwd: gctgagactcctatgtgct

polypeptide (2312) (+++)
rev: acactgttgaagcaagagac

aval FTL-av Fwd: tatagaagccagctgaagat

Rev: gtgaaatgaggctctgaa

GTF II F2 (2963) Ubiquitaire Promoteur basal GTF2F2-pr Fwd: tttcttcagttatgctgacc

(+)
Rev: ttacctgccagaacactg

aval GTF2F2-av Fwd: ctaagaggtctttcttgtcg

Rev: actattctgggtatgacagg

Enolase ci (2023) Spécifique au promoteur ENO1-spi Fwd: agaaagggacagggtcac

Rev: cgaccttgctgacaactt
rein (+++) proximal

Promoteur basal ENOY-pr Fwd: ggtgagggaatgagtgac

Rev: accgaggtgaacgtaaag

dernier intron ENO l-LI Fwd: tcaagatccaaacagctc

Rev: tagttctcctcatcccaac

dernier exon ENO1-LILE Fwd: gcacaagtttagagggttta

Rev: cagctcctcttcaattctt

Controle region chl7 Non transcrit Balayage sur Ctrl_chl7 Fwd: agagaattgtctggatcttg

UCSC, build
33d Rev: tgaagctatatgacactactgc

Desert Island chl3 Non transcrit Nobrega et al., DIchl3 Fwd: gagtatcactcagaaagaga

2003 C Rev. attctcctcaggtatagaag

Légende:
a: Nom et numéro d’identification (ID) provenant de NCBI.
b: Spécificité cellulaire et niveaux d’expression provenant de CGAP.
C: Séquences des amorces (fwd = sens et rev: anti-sens) obtenues par Primer3.
d

: Balayage du génome humain (built 33.)
e: La confirmation par Nobrega et aï. de l’absence de transcrit à conduit à la sélection de ce contrôle.
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111.2. Analyse de la localisation de l’ARN Vol II à l’échelle du gène

La localisation de l’ARN Pol II au niveau du gène a pour objectifs de valider la

méthode de purification en double affinité ainsi que de déterminer son efficacité. Bien

que plusieurs protocoles utilisant le système de purification par TAP-tag lors d’une ChIP

aient déjà été publiés, aucun n’a encore présenté une méthode qui utiliserait

successivement les deux affinités de l’étiquette (Jeronimo et al., 2004; Kim et al., 2004;

Krogan et al., 2003; Kuras et al., 2003; Verdel et al., 2004; Westermann et al., 2003). Or,

Rigaut et al. ont démontré que la majeure partie de la très haute spécificité de la

purification par TAP-tag résulte en grande partie de la deuxième affinité, avec la

calmoduline (Rigaut et al., 1999).

Brièvement, l’immunoprécipitation est effectuée sur des cellules humaines

EcR293 exprimant une version TAP-taggée de la sous-unité Rpbl 1 de l’ARN Pol II

(obtention des lignées cellulaires et culture voir Jeronimo et al., 2004). Les cellules sont

induites à la ponastérone A afin d’exprimer le polypeptide-taggé. Traitées en parallèle

avec des cellules <non induites» (-), les cellules «induites » (+) sont fixées au

formaldéhyde. La chromatine est ensuite isolée, puis fractionnée par sonication de

manière à obtenir des fragments de petite taille permettant une bonne résolution lors des

analyses (de 100 à 700pb, figure 6C). Les fragments d’ADN portant des ARN Pol II

possédant un Rpbl 1-TAP sont co-précipités par les IgG (fixées sur des billes d’agarose),

élués par clivage enzymatique (coupure par la protéase TEV), puis re-précipités, en

présence de calcium, en utilisant la calmoduline (fixée sur des billes de sépharose)

(Figure 6B).
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A) Schématisation de polypeptitde taggé : Rpbl 1-TAP

B) Schématisation du TAP-xCMP séquentiel

Clones cellulaires

Isolation et fractionnement de la chromatine

[c
4,

WCE - - E -
- jè

AIo):
- Élution par la TEV I

‘*.

Renversement des pontages et purification de l’ADN

Visualisation des

ésultats par PCR

Quantification des

resultats par QPCR

Clonage de l’ADN

> IP et WCE

Figure 6. Le TAP-xChIP en double affinité.

A) Représentation schématique du polypeptide utilisé dans cette étude. 3) Présentation de la méthode. TAP
pour Tandem Affinity Peptide; X pour «chimique»; ChIP pour Chromatine immunoprecipitation; QPCR,
PCR quantitative. C) fragmentation de la chromatine de manière à obtenir une taille variant de 100 à 700pb.
D) Test d’amplification, par PCR, d’une région transcrite (ENO1-LI) par rapport à une région non transcrite
(DIchl3) lors du TAP-xChIP de RPB11. WCE+, whole ceil extract (non immunoprécipité). IP+ et I?
correspondent à de l’ADN IP induit et non induit. Mock est un contrôle de la méthode. H20 représente le
contrôle négatif de PCR. L’astérisque (*) correspond aux dimères d’amorces.

N-term Rpbll CBP TEV protéine A - C-terni

Induction (+)
Pas Induction (-)

/
r -

- Formaldélyde -

-

I I ‘j’

WCE
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C) Fragmentation de la chromatine
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D) Visualisation, par PCR, de l’efficacité de l’immunoprécipitation
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Après plusieurs lavages des billes de calmoduline, les pontages sont renversés.

Avant d’être cloné (voir section suivante), l’ADN jp purifié est d’abord testé

qualitativement par PCR standard (figure 6D) et/ou quantifié par PCR quantitative (figure

7). L’efficacité est démontrée en comparant l’IP et l’IV au niveau de l’amplification

d’une région transcrite, par exemple le dernier intron de l’enolase-Œ (ENO1-LI), par

rapport à une région contrôle (non transcrite), telle Desert Island chl3 (figure 6D).

Afin de quantifier l’enrichissement spécifique de l’ARN Pol II par le TAP

xChIP, en double affinité, une quantification par PCR (QPCR) de plusieurs régions

d’intérêt a été réalisée (figure 7). L’enrichissement brut est déterminé par intrapolation

sur une courbe de dilutions standard (à concentrations connues, voir section 11.5) et

résulte d’une moyenne entre deux duplicata. Pour chaque région cible, l’enrichissement

réel est calculé par un ratio entre le nombre de copies obtenu dans l’IP divisé par celui

obtenu dans l’IV (figure 7B). Nous avons proposé qu’un enrichissement de 2 fois

constitue le seuil au-dessus duquel un enrichissement est considéré comme effectif. Pour

les contrôles non transcrits (DICh13 et Ctrlchl7), l’enrichissement est nul ou

négligeable (respectivement lx et l.8x). Dans le cas de GTF2F2, ubiquitaire et

modérément exprimé, l’ARN Pol II est détectée au niveau du promoteur (12.9x) et très

faiblement dans la région transcrite (2.$x). Dans le cas de FTL, ubiquitaire et fortement

exprimé, le ratio au promoteur révèle une absence presque totale de l’ARN Pol II (1.2x)

alors que la région transcrite se révèle fortement enrichie (107.6x). Pourtant, le promoteur

de FTL est très loin d’être dépourvu de polymérase comme le montre les résultats bruts

de la QPCR (figure 7A, FTL-pr). Mais étant donné l’enrichissement dans l’IF, le ratio

des deux donne une valeur proche de 1. Enfin, dans le cas de ENO1, dont l’expression est



57

forte et spécifique aux reins, plusieurs régions ont été analysées : en amont du SIT, sur le

SIT, dans le dernier intron et sur le dernier exon. L’enrichissement détecté dans ces trois

dernières régions est respectivement de 49x, 15.7x et 27.6x et démontre une localisation

effective de l’ARN Pol II tout le long du gène. Le site en amont, possédant un site de

fixation pour SPi, est lui aussi enrichi car, en plus d’être relativement proche du SIT

(SOOpb), SPi a été localisé sur cette séquence (Cojocaru M., résultats non publiés) et une

possible interaction avec l’ARN Pol II est donc envisageable.

En conclusion pour cette section, localiser l’ARN Pol II sur des régions

génomiques ciblées en utilisant le TAP-xChIP en double affinité s’avère une méthode

précise (résolution, voir figure 6C) et efficace (peu de bruit de fond, voir Figure 6D et 7).



58

f A) Résultats bruts de QPCR

Régions contrôles FTL GTF2F2 ENO1

DI-chri3 Ctrl-chrl7 pr av pr av spi pr LI LILE

Expi IP 1.64 2.32 562.7 84.13 10.36 13.65 60.25 92.11 33.06 11.20

1P 2.38 1.01 388.3 0.78 0.57 7.8 3.53 1.32 1.94 0.82

Exp2 IP 1.02 2 378.1 137.1 37.9 10.9 62.73 205.9 43.78 41.56

IV 0.79 1.43 408.5 1.45 5 2.79 1.92 7.28 3.05 1

B) Enrichissement quantifié sur des régions d’intérêt

Ratio IP+1P

14013

120.0

107.6

10013

00

600 .

49.0

400 2&9

D-ti1 3 C1I-chi T FTL-r 6TFF2-;w 6TFF2- ENO1-SPi E[I01-r ENÇt-LI ENQ1-LLE

Figure 7. Localisation de l’ARN Pol II sur des cibles transcriptionnelles connues.

A) Nombre de copies de chaque région cible obtenue après IP et IV et quantifiée par QPCR (pour plus de
détails sur les amorces, voir le tableau V). av, aval ; pr, promoteur; spi, région en amont du SIT d’ENOi
contenant des sites de fixation pour Spi ; LI, dernier intron d’ENOÏ ; LILE, limite dernier intron dernier
exon d’ENO 1. 3) Représentation graphique des enrichissements obtenus après correction IP7IV.

n
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111.3. Analyse de la localisation de l’ARN Pol ii à l’échelle du génome

Afin de confirmer l’efficacité de la méthode de localisation par double affinité

testée sur l’ARN Pol II, une analyse génomique de l’ADN IP a été réalisée par clonage.

Bien que des protocoles de clonage à partir d’ADN immunoprécipité aient déjà été

publiés (Laganiere et al., 2003; Weinmann et al., 2001; Weinmann and Famham, 2002),

aucune étude n’a encore proposé d’utiliser le TAP en double affinité. À partir de l’ADN

IP purifié, et après avoir vérifié la qualité de l’immunoprécipitation, les extrémités des

fragments de chromatine sont réparées puis insérées dans des vecteurs préalablement

coupés (blunt) et déphosphorylés. Malgré l’efficacité de l’immunoprécipitation

séquentielle, la quantité d’ADN disponible est très faible (estimée par QPCR entre 0.02 et

0.20ng/tL). Ceci oblige l’analyse de tous les clones P obtenus lors des transformations

bactériennes. Les ADNs IP et WCE (dilués au 1/l25eme, quantitativement comparable à

l’IP) sont traités en parallèle. Ne considérant que les clones possédant un vecteur

recombinant (avec un insert), 113 clones provenant d’1P de RPB1 1 et 129 provenant du

WCE ont été analysés (séquences en annexes).

Du point de vue de la longueur des fragments, aucune différence significative ne

semble séparer les séquences IP des séquences aléatoires WCE (figure 8A), malgré une

légère tendance à cloner, les fragments de chromatine de petite taille (<300pb, comparer

les figures 6C et 8A). Leur localisation chromosomique est quant à elle légèrement

différente vis à vis des chromosomes 3, 16, 17, 19 (figure 83 et $C). D’après les

estimations présentées dans le tableau II (voir 1.1.1.2), les chromosomes 16, 17 et 19 font

partie des chromosomes «riche en gènes ». Par contre, il est très surprenant de ne

détecter aucune séquence sur le chromosome 3 qui, pourtant, est de grande taille



(l99Mb) et pas particulièrement pauvre en gènes (6.23gènes/Mb, voir tableau II).

A) Classement, selon leur taille, des séquences provenant du clonage des jp et WCE

Figure 8. Analyse macroscopique des séquences provenant des clonages IP et WCE.

60

A) Taille des fragments d’ADN séquencés. «Duplicate » indique le nombre de clones dupliqués lors de la
croissance sur pétris. B) et C) correspondent à la répartition des séquences uniques et non répétées à travers
le génome humain (respectivement pour WCE et IP). Tenant compte du nombre limité de séquences
obtenues, l’utilisation du pourcentage de séquences par chromosomes et par clonages s’avère plus
représentative. Les séquences répétées et dupliquées ont été exclues de cette répartition (voir section 11.3).
X, chromosome X.
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B) Répartition des séquences WCE par chromosome
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Afin de déterminer le rôle potentiel des fragments d’ADN LP et WCE vis à vis de

la transcription, différents éléments transcriptionnellement actifs tels que les CGIs, les

SITs, les Refseq et les 3 ‘end ont été étudiés (figure 9). Suite à l’analyse des séquences par

BLAT (Kent, 2002) et grâce à la visualisation graphique du génome humain disponible

sur le site Human Genorne Browser Gateway (aussi nommé UCSC, Karolchik et al.,

2003), les distances en kb séparant le clone de l’élément d’intérêt ont pu être calculées.

En ce qui concerne les éléments se rapportant au «Gène» (SIT, Refseq et 3 ‘end),

l’orientation en amont (valeurs négatives) et en aval (valeurs positives) par rapport à

l’élément a été précisée. Dans le cas des CGIs, aucune divergence significative n’est

observée entre jp et WCE, tout en notant que la majorité des clones est plutôt proche

(<50kb) des GCIs. L’analyse de la distance séparant les clones d’un Refseq et compte

tenu de l’immense diversité de taille des gènes humains, la valeur zéro (0) a été attribuée

à toutes séquences tombant entre le SIT et le 3 ‘end d’un Refseq. Des valeurs négatives ou

positives ont été attribuées pour tout clone tombant respectivement en amont ou en aval

d’un Refseq. Suivant cette approche, un plus grand nombre de séquences jp par rapport

aux WCE (respectivement 54 et 41) est retrouvé dans les gènes (figure 9B). Les

différences apparaissent nettement lors de l’analyse de sites géniques précis. Ainsi, deux

fois plus de clones IP que de WCE sont observés dans la région en aval lors de la

recherche des SITs (figure 9C). La localisation des séquences clonées par rapport au

3 ‘end révèle un enrichissement IP/WCE très net en amont et en aval du site

(respectivement 40 contre 24 clones et 19 contre 4 clones).



Figure 9. Localisation génomique de l’ARN PolI!.

A) Localisation par rapport au CGI fort (300pb, GC 0.6%, etc..) le plus proche. L’axe des ordonnées
représente le nombre de clones obtenus. L’axe des abscisses indique la distance (en kb) séparant la
séquence clonée du CGI. B) Localisation par rapport au Refseq le plus proche. C) Localisation par rapport
au SIT le plus proche. D) Localisation par rapport au 3 ‘end d’un Refseq. (Suite page suivante)
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A) Localisation génomique des séquences clonées par rapport au CGI le plus proche
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B) Localisation génomique des séquences clonées par rapport au Refseq le plus proche
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C) Localisation génomique des séquences clonées par rapport au SIT le plus proche
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D) Localisation génomique des séquences clonées par rapport au 3 ‘end le plus proche

(Figure 9. suite)

Pour les graphiques B, C et D, la position relative de la séquence tient compte de l’orientation du gène
négatif en amont et positif en aval. Duplicate indique le nombre de clones dupliqués lors de la croissance
sur pétris. Out indique le nombre de clones dépassant la distance limite de 500kb par rapport à l’élément
considéré. Repeat indique le nombre de clones dont la séquence tombe dans une région répétée du génome.
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A) Localisation fonctionnelle des séquences clonées par rapport à Refseq

B) Liste des gènes classés en fonction de la région transcriptionnelle

Figure 10. Analyse fonctionnelle des séquences associées à l’ARN Pol II humaine.

A) Répartition des séquences clonées IP et WCE provenant du TAP-xChIP de RPB 11. Une échelle de
10kb a été utilisée en amont et en aval du gène. Les régions SIT et 3’UTR bénéficient d’une échelle plus
précise de 2kb. LD-pr, long-distance promoter s’étend de -10 à -1kb. 3’down, 3 ‘downstream s’étend de O à
+10kb. La région « TDS » dépend de la taille du gène, elle s’étend de 1kb après le SIT jusqu’au codon
STOP de chaque gène. B) Liste des gènes auxquels les séquences clonées sont associées.
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TNFRSF13B STAG2; SPTLC2; SGCZ; PPARG; RHOBTB3;
DND; FLJ22679; BC063432; CACNG3;
KHDRBS2; AKR1D1; VRK2; NT5M.

CTPS 3C036762 ZNF5Y5; RGS7; FAF1; L0C84524; ARID1B; PDXK KCNJ6
FLJ20527 IMP-1 C21orf42; M22406; TFCP2LY; NUP214; SULT1A3 BC041587
UPK3A STMN1 TCTEL1; KIF5C; ARMC4; COG1; WRN; FL111126 RANBP2LÏ
HLA-G TRRAP L0C285513;BC057245;DD5;ZNF585B; RNF135 MBP
LTC4S PPP3CA MLR2; ZNf533; CTBP2; WBPII; FLJ32743; L0C115294
TUFM ZNF43 AK00021O; KE’J; FLJ34870; HDAC8; AFAP; BAZ2A

DUFD1 HMGB2 RNRPC; SPATA5; Clorf24; PSPC1; NRK;
ZNF567 COX7B CACNB4; PLEC1; TG; ZCCHC14; ATP6VOA1.

PITPNM2 DAFT1
C6orfl 19

n
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L’exploration du génome nécessite une échelle de distance adaptée: 50kb nous a

semblé être une taille raisonnable comparée au 2.9Gb du génome entier. Toutefois, la

taille moyenne des gènes humains étant estimé à 27kb (Lander et al., 2001; Venter et al.,

2001), l’échelle de 50kb englobe l’amont, l’aval et le gène en un tout peu représentatif.

Afin de mieux départager les différences entre l’enrichissement spécifique et le bruit de

fond, il nous faut augmenter la résolution de notre échelle. Tenant compte de ce

paramètre, une analyse à plus haute résolution (2 ou 10kb) de la localisation des clones à

proximité d’un gène a été pratiquée (figure 1OA). Différentes échelles ont été utilisées

afin de mettre en évidence les régions d’un gène telles qu’elles ont été décrites au cours

de l’introduction (promoteur, SIT, TDS, 3’UTR et 3’down). C’est dans le TDS,

représentant tout ce qui est transcrit de +1kb par rapport au SIT au codon STOP, que

nous trouvons le plus de séquences (38 et 40 respectivement jp et WCE). Toutefois, en

tenant compte du nombre total de séquences analysées (38 sur 113 pour jp et 40 sur 129

pour WCE), nous nous rendons compte que ces valeurs sont assez proches de

l’estimation du pourcentage du génome couvert par les Refseq (25% comparé à 33% et

31% respectivement 1P et WCE’). Donc par rapport aux TDS, l’1P ressemble au WCE,

et serait plus l’effet d’un bruit de fond que d’un réel enrichissement spécifique. Les

régions SIT et 3’UTR, respectivement englobant le SIT (+1kb) et la fin non codante du

gène (entre 1 et 2kb), bénéficient d’une résolution d’environ 2kb. Sur le SIT, seuls des

clones jp (10 clones) ont été retrouvés. En 3 du gène (3’UTR et 3’down), une

proportion largement supérieure de clones IP par rapport aux WCE est détectée

(respectivement 6 et 4 contre 2 et 0). Les régions SIT et 3’UTR, représentant

statistiquement 1.8% du génome, sont trouvées respectivement à 8.8% et 5.3% dans
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l’ADN jp et 0% et 1.5% dans l’ADN WCE. Bien que le nombre de clones soit faible,

de manière générale, les séquences Fp révèlent bien la présence de l’ARN Pol II sur un

gène transcrit. Une analyse par ontologie, utilisant FATIGOttt (Al Shabrour et al., 2004),

des gènes obtenus lors des clonages (figure lOB) n’a pas révélé d’appartenance

particulière à une classe fonctionnelle (données non montrées).

Pour résumer, l’approche génomique par clonage après TAP-xChfP a permit la

localisation de l’ARN Pol II sur des régions transcriptionnelle très petites et précises (SIT

et 3 ‘end), contrairement à des régions plus générales (TDS) qui, compte tenu de leurs

grandeurs, se perdent dans le bruit de fond. Associée aux résultats à l’échelle du gène, en

terme de quantification de l’enrichissement, l’approche génomique présentée ici

démontre la faisabilité et l’efficacité de la localisation par TAP-xChfP en double affinité.

FATIGO, http:/!fatio.bioinfo.cnio.es/
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IV) Discussion

Séparément, les techniques de ChIP (revues par Orlando, 2000) et de TAP-tag

(Rigaut et al., 1999) ont prouvé leurs efficacités et se révèlent de précieux et puissants

outils en génomique et en protéomique (respectivement Harbison et al., 2004 et Gavin et

al., 2002). La combinaison des deux, en utilisant la première affinité du TAP-tag (par

IgG) a été publiée par notre laboratoire (Jeronimo et al., 2004) ainsi que plusieurs autres

(pour exemple Kim et al., 2004; Krogan et al., 2004; Verdel et al., 2004; Westermaiin et

al., 2003). Actuellement cette technique reste limitée à une approche par «cibles

présumées » (ex: amplification par PCR ou puce à ADN). Afin de profiter au maximum

du potentiel qu’offre le TAP-tag, nous avons développé un essai ChIP utilisant les deux

affinités de l’étiquette TAP et avons confirmé son efficacité par clonage, une approche

par « cibles inconnues ».

IV.1. Mise au point de la méthode

La difficulté majeure rencontrée avec le TAP-xChfP réside dans la structure de

l’étiquette elle-même. Pour être optimale, l’étiquette TAP doit avoir une conformation

permettant à la fois 1) l’accessibilité des billes d’IgG à la protéine A, 2) l’accessibilité et

la reconnaissance par la TEV de son site de coupure, et 3) l’accessibilité des billes de

calmoduline au CBP. Étant de nature protéique et de grande taille (2OkDa), le TAP est

sujet aux pontages fait par le formaldéhyde (Metz et al., 2004) et cela s’avère critique

lorsque l’on passe en double affinité. Pour permettre une conservation conformationnelle

la plus native possible, tout en permettant la fixation des protéines à l’ADN, le temps

d’action du formaldéhyde a été diminué au minimum (voir matériel et méthodes, inspiré
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de Saunders et al., 2003). De plus, il est connu depuis longtemps que les pontages à la

formaldéhyde rendent la chromatine plus ou moins bien fractionnable. Or, l’une des

conditions critiques pour une efficacité optimale de l’immunoprécipitation reste la taille

des fragments de chromatine qui, lorsqu’ils sont trop grands, nuisent considérablement à

la résolution de la technique (Orlando et al., 1997).

IV.2. La méthode TAP-xCHIP : analyse au niveau du gène

Dans un premier temps, la méthode a été validée par des essais classiques de

ChIP (PCR et/ou QPCR), en ciblant des régions candidates (tableau I). Étudiant la

localisation de l’ARN Pol II (via sa sous-unité taggée RPB11), le choix des contrôles

négatifs (non transcrits) est très important. De nombreuses études proposent comme

contrôle lors d’une ChIP d’utiliser une région en amont ou en aval de la région candidate

(Laganiere et al., 2003; Liang et al., 2004; Parekh and Maniatis, 1999). Si cette approche

est valable lors de la localisation de facteurs de transcription, fixes sur l’ADN, elle

s’applique plus difficilement à l’ARN Pol II, extrêmement mobile sur l’ADN. Suivant

l’exemple des études faites chez la levure (par exemple Wood et al., 2003), l’utilisation

de régions non transcrites situés à de plus grande distance des gènes, principalement dans

les gene desert island (Nobrega et al., 2003), représente la meilleure solution (tableau V).

Ainsi, à l’échelle du gène, nous avons montré que la méthode fonctionne et que

le bruit de fond est faible (figure 6D). L’amplification par QPCR indique que l’ARN Pol

II est retrouvée sur les gènes transcrits, avec une proportion plus importante sur le

promoteur (figure 7B). Ceci peut s’expliquer par une probabilité plus importante de

trouver l’ARN Pol II sur les promoteurs (initiation de la transcription) comparativement à
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une région transcrite quelconque le long du gène. Toutefois, le cas du promoteur de FTL

est à noter. FTL est un gène de très petite taille (-1500pb), ubiquitaire et très fortement

exprimé, il possède au niveau du promoteur une CGI particulièrement grande. Or, la

méthode TAP-tag, chez l’humain, immunoprécipite de manière non spécifique TFII-I

(retrouvé dans les éluats provenant des cellules non-induites, communication personnelle

de Jeronimo C.). TFII-I est un TGF retrouvé au promoteur de certains gènes TATK

/Inr7CGi et il interagit directement avec la machinerie transcriptionnelle (Roy et al.,

1993). FTL, un gène de maintenance, possède un promoteur du type Inr7CGf et aucune

boite TATA n’a été formellement identifiée (utilisation de TFSEARCH, Dragon PF,

Promoter 2.0, résultats non montrés). Ainsi, la possible présence de TFII-I au niveau du

promoteur de FTL pourrait expliquer l’enrichissement observé dans la lignée non-induite

(enrichie au promoteur et non dans la région transcrite, figure 7.A).

IV.3. Le TAP-xChIP enrichit les régions géniques

À ce jour et à notre connaissance, c’est la première fois que la possibilité de faire

une double immunoprécipitation de la chromatine en utilisant le système TAP-tag et de

valider la méthode par clonage est démontrée. Toutes les études traitant actuellement de

clonage suite à une ChIP n’analysent que l’ADN IP. Pour palier à un possible biais lors

du clonage, nous avons décidé de traiter en parallèle l’ADN jp et de l’ADN non

immunoprécipité (WCE).

Si aucune différence notable n’est observée entre les tailles des séquences 1P et

WCE (Figure 8A), une légère tendance à être localisée sur les chromosomes riches en

gènes (chl6, 17, 19) est observée pour les séquences IP (figure 8B). L’absence de tout
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clone jp sur le chromosome 3 est plus surprenante et reste inexpliquée. Le chromosome

3 n’est ni un chromosome pauvre en gène ni de petite taille (tableau III).

Du point de vue génomique, le patron de distribution pratiquement identique

entre IP7WCE par rapport aux CGIs est assez surprenant (figure 9A) sachant qu’il est

prouvé que les CGIs ne sont pas distribuées aléatoirement dans le génome Craig and

Bickmore, 1994). Le fait est encore plus troublant lorsque l’on regarde la distribution des

séquences par rapport aux gènes connus, aux SITs et aux 3 ‘end. Si l’on s’attend à voir un

enrichissement particulièrement fort pour lJ)N jp provenant de RPB1 1, la même

chose n’est vraiment pas attendue pour WCE (figure 9B, C et D). Une hypothèse

pouvant expliquer ce biais implique à la fois le formaldéhyde (et ses pontages) et une

destruction totale ou partielle des régions intergéniques. Baignant encore dans un milieu

nucléaire lors du renversement des pontages, contrairement à l’ADN JP, la chromatine

«WCE» pourrait être la cible de nucléases s’attaquant aux régions moins protégées en

protéines (les régions intergéniques). Une étude réalisée chez la levure démontre que les

pontages au formaldéhyde, puis leur renversement, enrichissent les régions

chromatinieimes contenant des gènes par rapport à celles intergéniques (Nagy et al.,

2003).

Par conséquent, malgré l’efficacité du TAP-xChJP observée au niveau des gènes

(voir figure 7), il est indispensable de traiter en même temps TP/WCE lors des clonages.
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IV.4. Localisation de l’ARN Pol II sur des régions fonctionnelles très

précises.

C’est en considérant l’enrichissement de fragments près d’un SIT que l’on se

rend le mieux compte de l’efficacité du TAP-xChIP. Cette région, considérée ici de +1kb

autour du Su de chaque gène de classe II, ne devrait théoriquement pas représenter plus

de 1.8% du génome lors d’une analyse aléatoire ; elle est ici de l’ordre de 8.8% (figure

1OA). La même observation est aussi valable pour la région 3’UTR (du codon «stop » au

3 ‘end), avec les valeurs de 5.5% pour l’IP et 1.5% pour WCE. Conscient de la

possibilité d’obtenir des résultats faussés par un contaminant de la méthode (du type

TFII-I, voir section précédente) l’ADN 1W a été analysé et traité dans les mêmes

conditions (résultats non montrés). Outre le fait que cet ADN était en quantité encore plus

faible que celui (tel qu’attendu si la méthode fonctionne), un nombre limité de

séquences a été obtenu (16 clones dont 13 uniques). Parmi celles-ci, 6 tombent dans un

ORF, 1 dans le 3 ‘downstrearn (de O à +10kb en aval du gène) et le reste au-delà de +10kb

autour d’un gène.

Ainsi, malgré l’absence d’enrichissement sur les régions TDS, la fraction des

séquences clonées correspondant aux SIT ainsi qu’aux 3’UTR semble bel et bien résulté

d’un enrichissement spécifique (figure 10). Si par ces résultats, la méthode démontre bien

son efficacité au niveau génomique, l’analyse à plus grande échelle sur un ensemble de -

régions précises permettrait de diminuer le bruit de fond observé lors des clonages. Une

étude par location array possédant des SIT, des 3’UTR en plus des TDS devrait

permettre cela.
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IV.5. Le TAP-xChIP efficace en clonage.

Malgré le nombre limité de séquences analysées, l’ADN JP indique la

localisation de l’ARN Pol II de -10 à 10/20kb autour des gènes de classe II (limité au

Refseq, voir figure 10). La détection de l’ARN Pol II entre -10 et +10/2Okb autour des

Refseq peut être expliquée par plusieurs hypothèses. Les pontages indirectes, lors

d’interactions entre l’ARN Pol II et des protéines localisées loin des bornes des gènes,

sont une possibilité. Toutefois, gardant à l’esprit la topologie de la chromatine in vivo

(voir figure 4) et compte tenu des résultats obtenus en PCR, l’hypothèse d’une interaction

directe entre l’ARN PolIT et la région clonée semble la meilleure. Allant dans ce sens, un

étude à très haute résolution du transcriptome humain a démontré, entre autre, l’existence

de nombreux exons transcrits au-delà des limites actuellement établies des gènes

(Bertone et al., 2004).

Mis ensemble, ces résultats démontrent: 1) qu’il est possible d’utiliser les deux

affinités de l’étiquette TAP en ChIP, 2) l’efficacité du TAP-xChlP dans la localisation

génomique d’un complexe aussi mobile que l’ARN polymérase II humaine, 3) que le

bruit de fond est assez réduit pour permettre la détection de régions très spécifiques dans

le génome, et 4) qu’en analysant uniquement les gènes connus, la machinerie

transcriptionnelle a été détectée bien en dehors des bornes limitantes du gène.
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V) Conclusions et perspectives

Durant les dernières pages de ce mémoire, je résumerai brièvement la

contribution apportée par le présent travail au sein du projet global entrepris par notre

laboratoire, ainsi que ses perspectives. Enfin, je terminerai par une projection personnelle

des challenges génomiques à venir.

V.1. «Du génome à l’organisme»

S’inscrivant dans un vaste projet de génomique et de protéomique, notre

laboratoire a entrepris de caractériser, chez l’humain, les réseaux de régulateurs de

l’expression génique. Dans ce projet, les volets de génomique et de protéomique avancent

conjointement, étant connectés l’un à l’autre (Coulombe et al., 2004). Utilisant la

technologie de TAP-tag, plusieurs facteurs généraux de transcription (incluant l’ARN Pol

II) ont été purifiés (Jeronimo et al., 2004). Etiquetés à leur tour, ils servent à purifier

d’autres complexes impliqués dans la transcription.

Le but initial de mon projet était de développer une méthode permettant l’analyse

et la caractérisation des réseaux régulateurs, à l’échelle du génome et in vivo, des

régulateurs de la transcription. Démarré en septembre 2002, l’approche choisie consistait

à développer et à utiliser une puce à ADN (type location array) et une technique

d’immunoprécipitation de la chromafine associée au système de purification par double

affinité du TAP-tag.

Le premier volet du projet consistait à construire et à utiliser une puce à ADN du

type location array possédant le maximum de promoteurs humains de -900 à +100 autour

du SIT (exemple de design Odom et al., 2004) afin d’y détecter la présence de la
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machinerie transcriptionnelle. Si l’étape de construction a été atteinte sous la forme de

notre base de SITs, son utilisation par contre n’a pas été possible (celle-ci a été rendue

opérationnelle à la fin de la rédaction de ce mémoire). Il serait donc intéressant, dans un

premier temps, d’analyser, via cette location array de promoteurs humains, la localisation

de l’ARN Pol II (via sa sous-unité RPB1 1).

Le deuxième volet du projet a été atteint en déterminant la localisation de RPB1 1

à l’échelle du gène (QPCR), puis du génome (par clonage), démontrant l’efficacité du

TAP-xChlP séquentiel. L’utilisation de cette technique sur d’autres membres de la

machinerie transcriptionnelle de base constitue l’étape suivante de cette partie du projet.

L’accessibilité à une location array de promoteurs humains devrait permettre de détecter,

pour les facteurs plus difficiles à immunoprécipiter, les promoteurs auxquels ils sont

associés. Une étude pilote réalisée avec TFIIB a démontré que la technique, sans aucun

changement par rapport à celle utilisée avec RPB 11, fonctionnait mais que

l’enrichissement était plus faible (5 fois moins fort que celui de RPB1 1 sur le promoteur

de l’énolase a). Un enrichissement trop faible nuit aussi, par la trop faible quantité

d’ADN récupérée, à la localisation par clonage. Pour pallier à ce manque d’ADN, une

étape d’amplification par PCR (telle la LM-PCR, Ren et al., 2000) pourrait être ajoutée.

V.2. Corréler « localisation génomique» avec « expression génomique»

Réussir à localiser l’ARN Pol II sur le génome ne répond qu’à l’une des deux

questions qu’il faut se poser lorsque l’on cherche à étudier la transcription. La seconde

étant «Quel est le profil d’expression génomique de la cellule étudiée ?». Autrement dit,

l’expression corrèle-t-elle avec la localisation? Répondre à cette question constitue la



76

suite logique d’un projet de localisation.

La technologie des puces à ADN du type expression array de gènes de classe II

représente bien sûr un excellent moyen d’y parvenir (Schena et al., 1995 et revue par

Young, 2000). Dans l’hypothèse d’une analyse plus exhaustive, l’utilisation des tiling

arrays (Selinger et al., 2000 qu’utilise aussi Bertone et al., 2004) présenterait un très bon

parallèle avec des analyses par clonage. À plus petite échelle, il serait possible de faire,

en plus d’une analyse de localisation complémentaire (le long du gène), une analyse par

PCR inverse (RT-PCR) afin de mesurer l’expression des gènes en question. Ainsi, dans le

cas des gènes dont le SIT a été localisé, il serait possible de savoir si l’ARN PolIT est en

pause (gène non transcrit) ou active (gène transcrit). En étudiant l’expression des gènes,

dont une région transcrite (nommé Refseq dans cette étude) a été analysée lors des

clonages, il serait facile de faire la différence entre l’immunoprécipitation spécifique et le

biais qui semble être imputable au formaldéhyde (Nagy et al., 2003). Enfin, l’analyse par

RT-PCR des régions 3’UTR obtenues lors des clonages pourrait se révéler triplement

intéressante. Premièrement, l’expression d’un ARNm est détectée et les essais de

localisation confirment la présence de l’ARN Pol II le long du gène. Dans ce cas,

l’hypothèse d’une densité d’ARN PolIT équivalente à celle du promoteur serait envisagée

(présentée dans l’Introduction). Deuxièmement, l’ARN Pol II n’est pas détectée sur le

$IT et un ARN est détecté non pas sur le brin sens mais sur celui antisens. De plus en

plus d’évidences convergent vers l’existence d’une transcription antisens, qui pourrait

jouer un rôle dans la régulation de la transcription (Yelin et al., 2003; Bertone et al.,

2004; Kampa et al., 2004; Lipman, 1997; initialement revue par Inouye, 1988). Enfin,

aucun ARN n’est détecté dans aucun des deux sens et l’ARN Pol II n’est pas détectée
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dans l’unité de transcription. Dans ce cas, plusieurs hypothèses peuvent être émises dont

par exemple le cas d’une pause sur la fin du gène en attendant peut-être le signal d’une

transcription antisens. L’hypothèse d’une boucle régulatrice, entre le SIT et la fin du gène

(démontrée chez la levure O’Sullivan et al., 2004), est aussi à considérer auquel cas le test

de localisation au niveau du SIT devrait révéler la présence de l’ARN Pol II.

Si ces modes de régulation de la transcription sont désormais connus, la

composition de la machinerie transcriptionnelle nécessaire au fonctionnement de ces

mécanismes reste en revanche inconnue.

V.3. Au-delà des bornes du gène: la zone de transcription s’étend.

Comme l’ont démontré les nombreuses études le caractérisant manuellement ou à

grande échelle (MGC et DBTSS, respectivement Strausberg et aÏ., 1999; Suzuki et al.,

2002), le site de l’initiation de la transcription chez l’humain possède une organisation

particulière. Supportés par de récentes évidences (Bertone et al., 2004), les gènes

humains de classe II semblent posséder en plus de leur SIT majeur un ou plusieurs SIT(s)

mineur(s) pouvant être utilisé(s), dépendamment du type ou de l’environnement

cellulaire. Selon les résultats publiés par Bertone et aï., la transcription pourrait

commencer jusqu’à 10kb en amont des gènes actuellement connus. Cette possibilité met

alors l’emphase sur les séquences clonées qualifiées de «promoteur longue distance»

(LD-pr, figure 10). Avec des évidences telles que 1) la transcription inverse (Yelin et al.,

2003), 2) les sites d’épissage alternatifs, ou encore 3) la transcription intergénique

(Martens et al., 2004), l’analyse de l’expression des gènes associée aux séquences

localisées en aval des gènes (0 à +10/20kb) revêt-elle aussi un intérêt d’étude
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supplémentaire. Ainsi la question de savoir si les sites de fixation éloignés en «amont»

ne seraient pas tout simplement en fait proches d’un site d’initiation alternatif peut être

posée.

V.4. Quand le transcriptome parle, l’obscurité s’éclaircit.

Depuis la publication de la séquence du génome humain, les études à grandes

échelles ont explosé et on ne compte plus les articles étudiant le génome humain, ainsi

que plus récemment le transcriptome. Qu’ils utilisent des techniques du type SAGE (5’

ou 3’) ou une approche par puce à ADN (d’expression ou de location, tiling ou pas), leurs

résultats démontrent qu’une proportion énorme du génome, jusqu’à maintenant

considérée comme dujunk-DNA (dans certains cas appelé DNA dark inatter, voir Pennisi,

2003), serait transcrite mais pas forcément codante. Passant outre le fait qu’actuellement

toutes les études, même les plus récentes (Bertone et al., 2004), se basent sur la version

du génome criblée d’erreurs et de trous, l’ampleur du phénomène est de taille (pour la

nouvelle version du génome humain voir International Human Genome Sequencing

Consortium, 2004, et comparer avec Lander et al., 2001; Venter et al., 2001). La

séquence euchromatieime du génome humain étant maintenant de très bonne qualité, les

analyses transcriptomiques futures devraient permettre d’évaluer précisément la portion

du génome transcriptionnellement active. De telles études pourraient permettre entre

autre de porter un regard différent sur le contenu d’un génome et ainsi peut-être permettre

de mieux comprendre ce qui est actuellement appelé le C-value Paradox. L’exploration

du dark inatter de notre génome, qui semble être le prochain défi au niveau du

transcriptome humain, révélera peut-être un rôle crucial dans l’intégrité cellulaire.
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http ://www. genome. goy!

Human genome gateway

http://www.nature.com/nature/focus/humangenome!

MGC, mammalian gene collection

http :!!mgc.nci.nih.gov!

NCBI, natioimal center for bioechnology information

http :!!www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Primer3, Webware, design PCR amplification primer

http://ftodo.wi.mit.edu!cgi-binlprimer3/primer3 www.cgi

Projet général du Dr Coulombe

http ://www.ircm.gc.calmicrosites/expressiongenetigue/fr/

Promoter 2.0, promoter prediction program (PPP)

http ://www.cbs.dtu.dk/services/Promoter/

Refseq, NCBI reference sequence

http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeg/

SOURCE

http://source.stanford.edu

TFSEARCH, transcription factor search binding site

http ://molsun 1 .cbrc.aist. go .jp/researchldb/TFSEARCH.html

TRANSFAC

http ://www. gene-regulation.coml

UCSC Genome Browser

http://genome.ucsc.edu/

UCSC in silico PCR

http ://genome.ucsc.edu/cgi-binlhgPcr
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VII) Annexes

>IP_1 4-07-04_07
tttcattataaagagtaggaaatggacatgatggagaaga
ggggcttgccctgaaatcacacggccagtgatgaaagag
ctgcttcccaactccaaaagtaacat

>IP_1 4-07-04_09
tttcattataaagagtaggaaatggacatgatggagaaga
ggggcttgccctgaaatcacacggccagtgatgaaagag
ctgcttcccaactccaaaagtaacat

>IP_1 4-07-04_10
atactaactttacttgcaacaacttaatggatatcatcatccc
cctttttatatatggacactaaggcacaaagaggttaaatac
attgctcaaggaacttacctgagttagaaaatggctgagcc
agggtttgcagtcagattctagaacctgcagttgtaacgact
gtgctatgcatgaaacttctcttgcagaatgtacagtctagtg
actccagcataccagcaatagtaatagtc

>IP_1 4-07-04_11
taactttctgtcttgttgatctgtctaatgttgacagtggggtgtt
aaagtctcccattattattgtgtgggagtctaagtctctttgtag
gtcactcaggacttgctttatgaatctgggtgctcctgtattgg
gtgcatatatatttaatatagttagttcttcttgttgaaftgatccc
tttaccattatgtaatggccttctttgtctcttttgatgtttgttggttt
aaagtctgtfttatcagagactaggallgcaacccctgcctttt
tttgttttccatttgcttggtagatcttcctccatcdftllaftftgag
cctatgtgtgtctctgcacgtgagatgggtttcctgaatacag
cacactgaagggtcttgag

>IP_1 4-07-04_12
ctccctgtcttggtgagggccaggggacaggtcggggcag
tatttgggggaagcgagaggcaagcagggcgggctggat
acggagcgccctatgactgaggttagggaggacgcccga
gacccccggcatcctagtcctgggccgtgggctccggacg
ccgggcca

>IP_1 4-07-04_13
ctgtcctttaaatattgcctacagaggatatagagtcaaaat
actgtactatactgtgtttttaagtaattttaattcagatttttgatt
atgtcatcaactcgatacacggatacattcacttcaatttgttt
acaattcctagtgattgccgtttaaatttaatttcattttggagta
tgtaaacacatcaatgtaaaatagaagtgtatagtaatata

>IP_1 4-07-04_14
ccaagaaaaattcaaatgcttaagaatggaatattactaaa
ctaatatggttctagttactcttttgtgttcttcttgtatacactagc
accattafttQcttacacacaacacaaaacataacaQccat

>IP_1 4-07-04_15
ctctcgttgtggcttttccgggaggtggctgtgttcttaccgga
gaaagtttcgatggccttcatcgcccagtgctcgtccgggc
agtccacgaaggcgtagccggatttgaccaagaactggc
cgctgtaggagatcttgtgctccgcaaacactttctccaagt
ccgcgggggtcacgctct

>IP_1 4-07-04_16
cagcactttgggaggccgaggcaggtggatcacctgaggt
caggagttcgagaccagcctggccaacatggtgaaagcc
cgtctctactaaaaatacaaaattagccgggtgtggtgg

>IP_1 4-07-04_17
gattttttaattgtgttgttttcttattgttgaattgtaagagttcctt
gtatattgtggataccagtgctttatcagatacgttttgcaaag
attttcccccagtctgtagtttgtctttcagtgtcttaatggtgtatt
taaaagaatcaaagttttaaattttaataaattccaacttaca
attttttctcatagattgtgcttttgatgttgtgt
>1 P_14-07-04_18
ctatctcaaaaaaaaaaaaaaaaagtttgggttgtctttgaa
ggtactctacagccacatcttctttcaagaagcatttgatgttt
atcaaagtgcctggaacataacagatgctgagaacatact
tgctgaggtaatgaagatgctatgggagatggaaaaatga
gccallcacccaaccactcctctgaatgaccacttgacattg
tcttcttcctcaaagctcttccatctcctcccccatattctcctca
gctggtggtcttg

>IP_1 4-07-04_19
catgcttcattcttttttattcttttttcttctgtctcctctgactgtattt
ttaagcaggttgtcttcacactcactaatactttctgtctgatca
attctgctactaaaagacttaaaatgcattcttgagtagttca
attgcattttcaactccagagtttctgcttgattcttttttaattaat
tcagtctctctgatagacttctgaattccttttccatattatcttga
atttctttgagtttccctcaaagcagctctttggaattctctgtct
gaaaaaggtcacatatctgtttctccaggattggtccctggtg
cctcatttaactcatttggtgaagtcacgttttcctggataatctt
gatgcttatggatgtttgctggtgtctgggcatat

>1 P_14-07-04_20
ggtcagcaggttaaaagaggccatcagggctctgggtgg
gccctgatccaagctgcttggtgtccttgtaagaagaagag
atgaggacacagacacacacag

>IP_1 4-07-04_21
ctatctcaaaaaaaaaaaaaaaaagtttgggttgtctttgaa
ggtactctacagccacatcttctttcaagaagcatttgatgtft
atcaaagtgcctggaacataacagatgctgagaacatact
tgctgaggtaatgaagatgctatgggagatggaaaaatga
gccattcacccaaccactcctctgaatgaccacttgacattg

agtgatgaatgcagtaatttctaacctattaacatttccagatt
atttgaaaacctacatattgtaatctgtaatggga



100

c,tc,tt,,tt,aaat,LL, ctt,,a La LuJast,Lt,a

gctggtggtcttg

>IP_1 4-07-04_22
ttttUtttttyttyttUttUdtttUttttdt(dttyttLLUtdytttt

cattgtagagatcttgcacatttttggttaaattcctaggtgttct
attattttttgttacaattacaaatgcgattgatttctttttcagcta
gttcgttttggtgtatagaaacactactgatttttatatgttgatttt
gtatcctacaatgttaccaaattggtttatcaattttaagagtta
tttaatagagttttttgtcttttagtttttctatatataagactatgttt
ctgcaaaca

>WCE_1 4-07-04_24
cgatcctcccacctgagccccacgaatagctgggaccac
aggtgcgtgccatcacgcctggctcatttttttactllllgaaaa
gtccaggtctccctatgttgcccaggctggtcttaaactccta
ggcttaagcaattcttccacctcagcctcccaaagtgctggg
aatataggcatgagacaccatgctcagcttgtgttatcagta
gttttttcctctgttg

>WCE_1 4-07-04_25
caggaacagtaccataftttccaaatatttccaggctacagtt
gcattcggtgcctttccagaacaactgaacaatgaaatgga
tagtaatctgccaaatgcatacagctgtatgcctgtttcctg

>WCE_1 4-07-04_26
aatggcctctcatttaaagtggctattacacaggggggtctc
aaaagtgctaggcatacagaaccaacttcattgtacctgga
aaccacaatcctcaggaaaggcagagaaaacaaatgat
attatcaaaagacacctcagaaaatgttccaaagtaactca
cctgccttgggttacccttcttcctatagcttcactaaggataa
ggaacacctgttcaaagttagttttaagcccattagaaattat
gtatgggtggcctttcctcaccaataacctttt

>WCE_1 4-07-04_27
cctgcttllagagcaggaagtttttctccccacccaccacctc
cccccccccttttttttttttttttttttgtcgagatggagcctggctc
tgttgtccaggctggagtgcagtggcgtgacctcggctcact
gcagcctccacctgccgagttca

>WCE_1 4-07-04_29
caatttgtggctgacagagaaggtattaaagagccggaaa
ggtaagtgaftttcccagallgcagctagttagcagcaaag
ctacagctggcacaagaggcttftcttttctttgtaattgatga
agctggtftcctttttaaacctggaccctggcttgagllagaag
ttcaactcgactgtttcctggatgtgtgaacacaggcaaact
atctaaactgcctgaagctcaattcaaagaggaagttcagc
atcgagatgaaaaagtctgggggcttccagcaccacatca
tgtctggattcttgatctgccactttcttgccattgagacctgca
aacattatttacccttttaaggttcagttttccactctccaaaat
gggtgtgagtactcagactcattgcatagaggtggcaaga
gaattaaatgcttaatacacataaagcacttaattcctgaca
tttaagagtcaaataataagtgttagctgttttttatgatgatac
tgttttcttatcagtgaaaatgggataataatgtaaaactcact

gaatcaccaagaagaggaatccaggaactaagaatagt
accacgcacacagcagacatatcatgaacactagactgtt
agtagcattatagattttgaagtctgctaaacctaacatttcttt
fttcaataaacctctggaa

>WCE_1 4-07-04_31
catactcctcttcaccgttctcgactactcatacacgccctgct
cttgtttacactgnnccggtttacactgtttttccaagccatca
cagctgatatctcctggtgctatccccaaactgccactcttaa
ctcttgaag

>WCE1 4-07-04_33
aatggcctctcatttaaagtggctattacacagggggtctca
aaagtgctaggcatacagaaccaacttcattgtacctggaa
accacaatcctcaggaaaggcagagaaaacaaatgata
ttatcaaaagacacctcagaaaatgttccaaagtaactcac
ctgccttgggttacccttcttcctatagcttcactaaggataag
gaacacctgttcaaagttagttttaagcccattagaaattatg
tatgggtggcctttcctcaccaataacctttt

>WCE1 4-07-04_34
tatttttattttttttattatactttaagttttagggtacatgtgcaca
acgtgcaggtttgttacatatgtatacatgtgccatgftggtgt
gctgcacccattaactgatcatttacattaggtatatctcctaa
tgctat

>WCE_1 4-07-04_35
tgtgtcaaaagaaaggttcaactctgttagttgaggacaca
catcacaaataagtttctgagaatgcttctgtctagttcttattt
gaagacatttcctttctcaccttaggcctgaaaacgctcgaa
atatccacttccagatacgacagaaacagtgattcaaacct
gctctatgaaagggaatgttcaactaggtgacttgaatgca
aacatcacaaagcagtttctgagaatgctgctgtctactftct
atttgtaatcccgtttccaacgaaatcctcagaactatcgaa
atttccaattgcagattccacaaaaagcgtgtttca

>WCE_1 4-07-04_37
acactataatttttttggttgtttactttgttttttttcttgtaattaagt
aataataaaaagttcaataacaacagctcactttttttttttttttt
ttgagacagagtctcgctctgtcccccaggctggagtgcac
tggcgagatctcagctcactgcaagctccaccttccaggtt
cacaccattctcctgcctcagcctcctgagtagctgggacta
caggcatccgccaccatgcccggctaatfttftgtattfttftta
gtcg

>WCE_1 4-07-04_38
caccaaaatctcacacatcatcactaaagaacttactcatct
gttccccaaaaaactgatgggaattttttttaaaaagaaaca
tatagagtggcagatgttcccaacctctgtatgtgagagaat
gtctttgttaaattcacggcagaaagatattcttataaatacat
cataatgcagtcacaaggtggcatcttcctcctatctccactg
cctgccgctgtgattcactgacactgtgttatagttttgtttttaa
aacaaaacatg
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>WCE_1 4-07-04_39
aacaatttatttaaaactatacaaaaccagattagtcatcatt
ttttaatatacacaattctaattagcaatgagttataagaacat
agctttgaaaatggagagtatttgaaaggtgaagactgaa
ctatctagtatttaccaaaafttgtgagtttataatgcattttcag
acatattaaagaactaatcttaaataaagatatcatatatgct
tacacgatllcggtatctaaaagctagtaatattcaaaattac
aaagaaataagatttcataacattcatcctagtttttttttgtaa
gataagtttdllcaaaataccttatcctgttgtgctttaagttcttc
atallgagtcttgtacctacgtccaattttcttaacttgagtaat
agttttgactttttcttggat

>WCE_1 4-07-04_40
ctgccaatggaatctgctctggatataagataaggtacaaa
gatctgaatcccttgctaaagggaaccaattaatacaaaa
atcaggactaggtaggcaaaaggaagaactgaatggctt
agtggaatttttagcatttatgatcttccttacaaaaaaagaat
ataaccagtacttgctgagacatatggcctctgaagaactgt
agtctatgggctgagcctgtatactattaaatgaggcaaac
agtcatttaccaaagttccacttccctacttccgaaagtaag
gtcactttcagactagctttgagagtatatgtgaagaccagg
agaagttggagagggtagaggtagaagaagagaatcag
gatgggaaggttttggtgatcatgcgtggtctggtgttatcttg
agtcaccttggtcttgagactttgaggcagaccagcatagg
aaaaaagtgggaaacaaacaaacctgagagtgttaaaa
aggatcggtaagggga

>IP_1 5-07-04_14
gaacttatttcaagaaatggggagtcctcacctgcgtcaaa
cactgagaggttgagtgatgagagcttagcatattgaccac
tggatttggagacctggaggtttcctgtcatdftaagagcaa
attaggggcatgatgtgggtaaaagcctaatgccagagga
ataaggagagaatgggag

>IP_1 5-07-04_15
cactaaggttggttaagttaacaaatcataaccctcaaaaa
tgttaacccaacttgaaagaagcttttgaaactgtttacag

>IP1 5-07-04_16
caaaataaataaataaataaataacaagaggaggttagt
gggctgggcgtggtaactcacacctgtaatcccagcacttt
gggaggctgaggtgggaggattgcttgaggtcagaagttc
aagaccagcctgggcaacaaagtgagctcttgtctctaca
aaaatttaaaaata

>IP_1 5-07-04_17
ctcattctcttctactttctatccagttgtgtcctagaggaaaac
ttaccccallagtttctcgtttgatcatacttatgcaaagtgttgtt
tgtcaaaagtccaaagtaatattttattcacatttgtctcaaga
gctactatact

>IP_1 5-07-04_19
cagccccagcggaccactgcactgatgaagagaaattca
ggctggtcataaacaagaaacaaacaaaaaaacaaaa

aacaaaccctatgaat

>IP_1 5-07-04_20
tttctctttccgtcctgctdfttgccctgtgtctgcacagcaataa
cttagtgcactaatatctgtaaaaccagcacgtatccaatgt
acaaggacatgatacatactattatgtgcttctaagtaacac
aaatggtgatacatctttctgcaatttcaftaacaatatgtggg
atccaaaaccattgaaaaatactgatctaattcttttatctgc

>IP_1 5-07-04_21
gcctttcttaattctcattaccagggggaaaaaacagtaaftt
tgtgaatactgcggcatttggaattaaaaataattacacaaa
cagttttccaacagcacagagacagtatctgaactgagac
cttttttctgcatgcattacttccaacattactttgactttctctacc
attcagcaatataacacatacacactttttttatgaagagaat
caaaacgttttcttttaagaaaagttatttttctgtttttagaaaa
gtttaaaaagcccacttgaagggggaaattactaaattaaa
tttgatatgaacaaacatgccaaataatagcataattataatt
attttc

>IP_1 5-07-04_22
ctaccaacaagcactagtgaaataaacatgtaatcatcatc
gtttctaaaactctgatagaaatcacaaaacattcaagcaa
aagggcaaggtcttccaggagcctaggagcagacttttgg
ctacaaagagcctagtccaggctgaatgccttatggagtat
gtcagt

>IP_1 5-07-04_23
tgctacgtaactgttcttttcacagtggccctgctcctgtgagt
cggagtgtgtcatttctccacttaaaacactccagtgtctcca
cctcggtcttgtgaagcttctggagtgtcaggcacttgagcat
atgaggggatacctcgttcattgtagggactaagttaatttttg
ttgacttaatgaatgaaatatgagtgtattaaattgcatcaca
gataattataaactgtaaaacactgaaaaagttcagaaag

>IP_1 5-07-04_24
cctacccaggcattgatattcacctggtgatactaataattgt
ctcaggtgataaattgtctcagctgctctcccacatggccca
caggtccctggaggttccccggatcctttcagggaagacc
at

>IP_1 5-07-04_26
catcttgtggccttcgttggaaacgggatttcttcctattctgct
agacagaagaattctcagaatcttccttgtgttgtgtgtattca
actcacagagttgaaggatcctttacacagagcagacttga
aacactcttlltgtggaatttgcaagtggagatttcagccgctt
tgaggtcaatggtagaaaaggaaatatcttcgtataaaaac
tagacagaatgattctcagaaacttctttgtgatgtgtgcgttc
aactcacagagtttaacctttcttttcatagagcagllaggaa
acactctgtttgtaaagtctgcaagtggatattcagacctcttt
gaggccttcgttggaaacgggttttttcatataaggctagac
agaagaattccca

>WCE_1 5-07-04_27
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ctttctcttttgtatgctttccctgaatcaactgtgactcatggtttt
gactttcacttccatgttgatagccctcctctttacagaacttctt
ctatttatgctttggttaggttccaaaaggttggtttaagtctgttt
gcaaagtgacacttaaaatgagtaactgctaacaccctctg
atggtaccaggcaaagttgattg

>WCE_1 5-07-04_28
tgctggagaagcaagcagattgtaacgcacatctaaatag
cagagccgagcttcctaagtgggaaatggatgttgtaatac
aaaggcagttagcagggtccttggaggtttcagcaggatg
taallatggttctttaaaaagaggctcgcatatgttfttgagca
aacttaacagatgcccggat

>WCE_1 5-07-04_29
caccacaccctgctaattttgtattttttagtagaaatggggttt
catcctgttggccaggctggtctcaaactcctgacctcaagt
gatccacccgccttggcctcccaaaatgctgggattacagg
caagaacgaccatgccctgcctgttttcttgtatcttgtccaa
atttactttttttttttttctttctcaatccaggacaaagctgaaca
aaatccactcttcttacaaggacgccaa

>WCE_1 5-07-04_30
aataaattccctaaaggaagataagtatgtaaagttccattg
gcacatttaatgtttatggataagtatacagatgcctctccac
cttagagttatgtccagataaacaataatgatattttcaattta
caatagaggtttatcaaaaaataaccccataataagtcaa
agagtatactgaatgcctatcactttttcaccatagtaaaa

>WCE_1 5-07-04_31
catttggcacatggtaagtcttcaacaagtatttgttgaataa
cagatttatcaatgaatcacttcacatgtgtaccctacgacct
cctct

>WCE_1 5-07-04_32
gtgtgtattcaactcacagagttgaacgatcctttacacaga
gcagacttgaaacactctttttgtggaatttgcaagtggagat
ttcagccgctttgaggtcaatggtagaataggaaatatcttc
ctatagatactagacagaatgattctcagaa

>WCE_1 5-07-04_33
ctcacaaagggggactcaggtgaggcactagttccttaga
catggcaccaaaagcatagccacaaaagaaaagatag
gtaaactg

>WCE_1 5-07-04_34
ctgttggttcagcagcttggaaaccccctttctgagaatctgg
aaagggaaaatctttagtccattgaggtctatggaaaaaaa
actgaatattctcgaaaaaaaaaaaaactggaaagaagc
tatctgtgaaactgctttatgatgtgtgggttcatcttagagtta
aacatttcttgtgattcagcatgttggaaacattatttttggaga
atcttcgaagggacatttgggagaccattgaggcctatgag
gaaaatatgaatatctccagttaaaaacttgaaaaaagcta
tctgtgaaacagatttgagatgtgtggattcatctcacagagt
taaatctttctttcaatttatcatgttggaaacactctttttggaa

>WCE_1 5-07-04_35
tttgatatgcacacattctaccaacagtctccacattttgctta
ctgatgcataaggaaggacagacagaaaggaaaaggat
ttataggtcgcatgtctftccdfttccttctgtgtcatcaftttctgc
attagtggttgactaacagggaggtaatgtgaggaagaaa
aaatagtatgttctgtatctgtt

>WCE_1 5-07-04_36
ttttttttttttgagaaagagtcttgctctgtcacccaggctaga
gtgcaatggtgtgatctctgctcactgcaacctctgcctcctg
ggtgagccaccacgcccagccaacaaaaaatttttaatag

>WCE_1 5-07-04_37
actcaggaggctgaggcaggagaattgcgtgaacccgg
gaggcagaggttgcagtgagccgagatcgtcccactgca
cttcaatctgggcgacagagcaagactccgtctcaaaaaa
aaaacaagaaagagaacgaaataggggataggattatg
aaaaaataggtgagatagaggttaaagttttagacagtga
gaaaggtaattatgacagaatg

>WCE_1 5-07-04_38
aattgcttagtggtgaatatttttcagtgaacccatatcttaca
accacatctgctgaaccataaggtttgtaaagctgtggtcatt
ctacaaaactgtcccatggcctacttaatttatacccaaagg
aaagcatgaata

>WCE_1 5-07-04_39
ccatcaatcaagctgctgtttgttctacatgatagcattgtgta
gaacaaacagcatgtttgattgatttttttggagcaaggtgac
tgaaattccacttcatagcaaacacagcctcaatctctagtg
ccaatgcttaagtgccagatagttcatctcccaac

>WCE_1 5-07-04_40
ctccaaagggggactcaggtgaggcactagttccttagac
atggcaccaaaagcatagccacaaaagaaaagataggt
aaactg

>WCE_1 5-07-04_41
ttgaaagtgataattagataattcgggaaagtatttggaagc
ttcaatgcagacagatgctacagatgtacaaagcaattctc
cttccacctagctgacttgcaaaacctgtggattttagg

>WCE_1 5-07-04_42
ctcactatgccctcaagtgagtgaagactgttctgaatgcca
gtactaaccacggagcctgacacctagtaggttctcaaag
atctatcaag

>WCE_1 5-07-04_43
gactttttcccctttttttcttcttagagaattttggtctcaggcaat
gttgcaagtcaatacttctttccccaaatgtgagtaggtggat
acgtatagaagctgtaaaagttaatgatcgttctctgactcat
agctgatggtttcaggttgaggaaaag
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>WCE_1 5-07-04_44
atatcctgggggtaaagaggaaagcttgacttcctcctttcct
tcaaagagctcttaattcccttgtgtttttacttactgtccccagt
gtgctagctactgcagggacacgaagacaaataggacat
ctgggatgagccagatggagcttaatttaggdfttgacatgg
gcagatgacctttcttaattttagattcttcaagtcacaagag
ataaaattatgacdfttcagattgttgagaacatatftaaaagt
ctcctgcaccttgtattggcatatggttaaccagtcgcttccttc
cttcctglltctttt

>WCE_1 5-07-04_45
ccatcaatccagctgctgtttgttctacatgatagcattgtgta
gaacaaacagcatgtttgattgatttttttggagcaaggtgac
tgaaattccacttcatagcaaacacagcctcaatctctagtg
ccaatgcttaagtgccagatagttcatctcccaac

>WCE_1 5-07-04_46
tgaaccattcccaagttttgtgctatagtacttctctttcaggtg
aaaaatatggcacagataccaagatgataagaaatatctg
aagtttccaagcctgtgttatggcttagcattttctaaaagagt
gctgtccagtagaaatatgatgtgagcagccatatatgtaat
ttacatttcttagtagccatatgaaaaagtataaagaaacaa

>WCE_1 5-07-04_47
tgaccaaggttcccaacctctctgattctcagtttccttctgtat
cccctcataggattaaattggatgaaaaggagtgttcttgct
ggccagaggtgagaatcacatacttllaggttgatgatgac
atcctgtctatgaa

>1 P_21-07-04_01
agccgtgatccctggcccaggagaagctgtgatcctgggc
ctaacgcctcactcaatggctttaccctttgttcaagggctgc
cccttatgttcaggcctggaagttgctctctacaggacagga
ggtgcttgctgtttggcgtgagctgaggttgccctgcagagc
ctggggtcagtgctataactgggccctgtggcacccgtaaa
ctcacttaatgaccacctggacattgggcctcatgctaggg
ccgctgtcagcattctttatctgtgaaggcagaggacattgg
aaaaaccagttagggtgtgtgaggcatgttttatgttgatatc
aagggagtgttggactcttggttcaggagcctggaaatgtat
gcaatctggctttttcagaaagtcagccatgttgaataggga
agcaagacctttttaggcgtcacatctcctgaacaggcaag
tgggcaggatgagagtttggggtttgctcctcttccctctgatg
ggaaaggcgtccagcgcgtcaccatgagcagcactggg
gtttggcatggtcaagaagtgttcactggcatgtgaccaga
gaccttcctaatggctgagacggagtctgacccagtgggc
atggctgtgctcggccagtgtcatggccggtg

>IP_21 -07-04_02
gaacccgagtttccagactcttagtgatctgtgcctctgtcgc
tcatttctgaagcaggaactttagtgttgctggcaatgtcagt
gtcatttgtagactcactcagtaaagagatgtctctttggggc
tctgttatagcaccattttcttcttagaacaaatat

agccgtgatccctggcccaggagaagctgtgatcctgggc
ctaacgcctcactcaatggctttaccctttgttcaagggctgc
cccttatgttcaggcctggaagttgctctctacaggacagga
ggtgcttgctgtttggcgtgagctgaggftgccctgcagagc
ctggggtcagtgctataactgggccctgtggcacccgtaaa
ctcacttaatgaccacctggacattgggcctcatgctaggg
ccgctgtcagcalldlltatctgtgaaggcagaggacattgg
aaaaaccagttagggtgtgtgaggcatgttttatgttgatatc
aagggagtgttggactcttggttcaggagcctggaaatgtat
gcaatctggctttttcagaaagtcagccatgttgaataggga
agcaagacctllllaggcgtcacatctcctgaacaggcaag
tgggcaggatgagagtttggggtttgctcctcttccctctgatg
ggaaaggcgtccagcgcgtcaccatgagcagcactggg
gtttggcatggtcaagaagtgttcactggcatgtgaccaga
gaccttcctaatggctgagacggagtctgacccagtgggc
atggctgtgctcggccagtgtcatggccggtg

>IP_21 -07-04_04
ctcacttcttaaatgtttaatggcttatattagagaaaataatgt
gttttaaatactatcttggaattgtttcgactgagtctgtgtgtttt
ggtgtttcaaataacagtttttacttcagtaaatagctagataa
gagttgcttctatattatgtaaattacatattttaaatcagataa
ggagttttatgtacatagcattattactgcatatcaccaagatt
tgattctataatcttttaagcataaaagaatcctggtatacaa
ataaatgtctccagggttgaatgaagaaagagtgagtata
agaaaattgaacaatcaatttccagttattctggacctagtg
atccagtttggggcctatttgcttacttttcttacattcctaaattt
cacactttaftgtgftgttgatcatgaagaggaagagagaca
gaagggatgtttgttactcattcagaaagtacacactgagg
gagcgtgcagggcatagacccttctggagtttacagctgag
gggcaggcagggcagacacatcaaacagtcctgctgga
aggtgtcagcctgcatttgctgtgtggtaagtgccactagt

>IP_21 -07-04_05
gaatggaggactccctctcaccccctctggctggcatttcac
caaaccgagggttccctctcaccccctctggctggcatttca
ctgagcagggggccccctctcaccctcaggcagacctgtc
attgcacccagcctttctctctcctgatgtgcaacaccaggct
gggccggcgctgaccaccct

>IP_21 -07-04_06
atgaaatatttcacgtttgaaattaaaagtacccataaaattg
cagcaaaggcagactatggcatctaaatagaggactgca
accttgtagtggagaaaataacattattcattggatcattga
ggatcagaaccagaagcgttcttatgactaccggtttccca
atgaaatttacaaagcctagctgtcagtgttcttaaccaacat
aatgaaggt

>IP_21 -07-04_07
cttcgcggccggacgcgcggacagcttgggtggcggcag
gttgggcatggggacggcgggaggcggtggcgagctca
ccg

>1 P_21-07-04_03 >IP_21-07-04_08
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gcaaactaaacaagttcttctctcctgataatatttgcagcta
ccatttattgtgtgtttcctatgcactaggcaaggtacaaaa

>IP_21 -07-0409
gcaaactaaacaagttcttctctcctgataatatttgcagcta
ccatttattgtgtgtttcctatgcactaggcaaggtacaaaa

>IP_21 -07-04_1 1
ctttatgccatggttgtaattgctgatataagctgatgtttcact
ctgttgccatttttcttgctttttgttUttaatttttgcttttgggtgtga
gtcccaccagftaagtcttaaatcatcatttaaaattcaaaac
agaaaaaatgcacgaagtcagcttccaggataaggaga
aggaacatctgacgcggttgcaggatgctgaagaaatga
aggtgtgtgtggctgccccttccatcaagcccagtgtgcattt
gatgcatttggattggaaatgcttgttctaggaaaatctgtca
ccttcagatccgtatatggcaagggacaggggaggggctt
tgttgggcattcagagtcgatctcagagtatagcctggc

>IP_21 -07-04_12
gcctgggaggtcgaggctgcagtgagctgtgaatgcacta
ccatactccagcctgaatgacagagcaagatcctttctcta
aacaaaaaacaaacaaaaaaagatgatcactcttggag
gtgtatagggacaggatcaga

>IP_21 -07-04_13
cgcctgggaggtcgaggctgcagtgagctgtgaatgcact
accatactccagcctgaatgacagagcaagatcctttctct
aaacaaaaaacaaacaaaaaaagatgatcactdftgga
ggtgtatagggacaggatcaga

>IP_21 -07-04_16
ttgttccttcgtaacccaagctcccagcggctgacacctgga
tcgtggcaacagcctcctaagtgagctcttggcatccattct
agccccaaggggatctattgccacctaaaagccaaattc
atttatttcatttcagttgcgataaatgctaccaaataaaagta
caggatgcacgggcacacataacagagggtccgcacca
agcctggaaggtcccaggaggcttccattgttctttggataa
agtctaaattccctagcctcgct

>WCE_21 -07-04_17
cacgggccaggcccagagtccctctgctatgtgcagtctag
ggacttggtgccctgtgtcccagccaccacagccatgacta
aaaggggcaaaggtacagctcaaggcatggcttcagag
ggtgcaagccctaagccttggcaccttccacatggtgttga
acctataggtgcacaaaagtcaagaattgagtcttgggaa
catctgcctaggtttcagaggatgt

>WCE_21 -07-04_19
gtgttcatttcatgatatattatgggccttttctattcacagattta
gttctctggatatttttttctgttttatttattgtcttcctctgcatttatt
gtgagtctcttaagccttttttttacacaccattaattagatattt
aaaaactttttattataaaaaatttcaaatatatacagtagag

agactagtgttatggattctcatg

>WCE_21 -07-04_20
ccagttcgaacttcctggtggctttgtttacactgtgagggga
aaaccgcctactcaagcctcagcaatggcagatgcccctc
cccccaccaaacccaagcatcccaggtcgagctcagact
gctgtgctggcagcaagaatttcaagccagtggatcttagct
tgctgggctccatgggggtgggacctgcca

>WCE_21 -07-04_21
tctctccttagdftctggtaaacatgaatctgttctccatcctllg
ffttttttttccagactataatacaaatagaatcatactgggtgg
agctttttgggtctggattctttggcttacaaaataatgcattta
agattcaagtatgttaatgcatgaatcaatacacatcccttttt
gttgctg

>WCE_21 -07-04_22
tctttcactcagcattacatctataagattgatcgatactgtttta
catagcaaaataagtttttaaaaccactgtgtagtatttcata
aattattcatctgttctatagttgatggatatttgtttgttgtagcat
ttggttattatgaatacaagtgctatgaacattcttgtctata
tgtgctggtggatggatataaagcactcatttatgtttattgtct
gttcaggtgtggaattactgggtcatagagtggacatatctg

>WCE_21 -07-04_23
tttttcccgagccgtgggcggggccagagcggtllccagga
tgtcggggacgtggccctggcattcccagccggattgagg
ctggagctttgcacagaaaatctggggcgggcctgggtag
ttttgtccttgttggggcgggtggagtattcagtggggcaaaa
cgccagtt

>WCE_21 -07-04_24
tttcatatgagaatataaatatgatttgttgctccatcttggctg
aaaaaataaattttataatctaatgtaaagccttttgcctttca
ggcattacagaaagaaat

>WCE_21 -07-04_25
caatgaatgtgagaggcaaggaaatgaaaacagtgaatt
tgataatgcatttgagaaattattcgaggatgtagaatagag
agatggctgggaagaatccacaaccctcatctcccctatct
acgtacaatatttttaattgagtctagctgtggttcaggaagct
gtgaaatttgtgaaaattgagttcatgagcacaggttactttgt
gtgaagactacaaagaaggaagtaatttgtcttacatttttca
tatttcaaaaa

>WCE_21 -07-04_26
tgaaaaggllagaatgatttgagatgtcaccatggtgtaatg
tgatgtgaaactatactgacagaccgaatgctttatgttccat
ttgtatttagagagaa

>WCE_21 -07-04_27
gctgataaagacatactagagactgggaagaaaaagag
gtttaattggacttat



105

>WCE_21 -07-04_28
ctggaatcccagctacttgggaggctgaggcaggaaaatc
gcctgaacccaggatgtgaaggttgcagtgaacagagat
gttgccattgcactccagcctgggcaacagagtgagacttc
atctccaaaaaaag

>WCE_21 -07-04_29
gctgataaagacatactagagactgggaagaaaaagag
gtttaattggacttat

>WCE_21 -07-04_30
cacctgaaagaaaaacaaaaccctaatagcatgattaaa
aaaaatacaaccaaggcaaaaatacatcaaaggacca
ataaatgagtggatc

>WCE_21 -07-04_31
atgttcatgaatattgccaagatgtgcttggatatctttttttctc
ctcaattctctttggaactgtgagccttttgaatcttaagattaa
ttcttcgcttagcttatggatattttcttttagtatttgtttaggaata
tggcatatctaatatttacacattaagtcccctggatctatgcc
tgtctcttttccctc

>IP_22-07-04_08
ctagatgacacctcagaaccaggagggaacaaaaaag
acctctgagcagtcaaaataatgctataagcatgtattccag
cttactttcggcatttctgtggagtgcaggaggccacattttgtt
catagatccagtttgacaagcttgg

>1 P_22-07-04_09
caccttcaccgtggcgcagaatgagcgcttcgatgcggac
tatgcggagaagatggcaggctgcagcctcagcttccgct
ctgagctgtgagaggggctcctggagtcactgcagaggg
agtgtgcgaatctaccctgaccaatgggctcaagaataaa
gtatgatttttgagtcaggcacagt

>IP_22-07-04_1 1
nggtctttgatcatatggaatttgttcagaacctaaataaaaa
gtcattgtattatttgtaaaatcataatcatttctatatgataatg
gatttccatcttttcctcttactaggccccacctcccaacactg
ttgcactggggattaagtccaacacatgaacttttggggcat
gcattcagcagatttgctttgtctggatatttcatataaatgca
actatacaatatgtggtct

>IP_22-07-04_1 2
taaaaaatagtttgcgtcataagaagtaacgatatgagtag
aaatattttggtacggacggggtacgtgggttggttggtgaa
tatccgatcaccccggaatttgtcatgaaactgggt

>WCE_22-07-04_1 3
C

acattgtcacttctgccatttgcatcagttcctgggttcagttaa
ccctgcttcattataatagcacagcttcgtggactgact

>WCE_22-07-04_1 4
cattgaccaccaatcggctgaaatctccacttgcaaattcca
caaaaagagtgtttcaagtctgctctgtgtaaaggatcattc
aactctgtgagttgaataaacacaacacaaggaagttact
gagaattcttctgtctagcagaatatgaagaaatcccgtttcc
aacgaaggtctcaacgaggtctgaatatccacttgcagact
ttacaaacagagcgtttcctaactgctctatgaaaagaaag

>WCE_22-07-04_1 4_bis
gcctgtgaagatatagctactagtttagcaaatgaaacctta
agcatcatctgaaaactctgaatgttaaggttgtattctagta
aatgttctaagccagggaatagaatgccttcctgcttctcctg
tgct

>WCE_22-07-04_1 5
caacattgtcacttctgccatttgcatcagttcctgggttcagtt
aaccctgcttcattataatagcacagcttcgtggactgact

>WCE_22-07-04_1 6
ggataccctgggcatcagtgcatgggacgatgaaatattg
gggcagggctggtgaaagccacttgtgttcatctccatcttct
cagtaaaagaggagtctgagtgtgaggatgaggaaggtg
gcattgagtgttgaaggcaagagaagaaaatgtgaagtg
atcttctaggaatgtgggag

>WCE_22-07-04_1 7
atcagttatattgaactttatttacaaagggatgtgtattactctt
tttctttctttttcttttttcttttttttgagacagaacctcactttgtca
cccaggctggagtgcagtggtgtgatcccagctaactgca
acctctgcctccagggttcaagcaattctcctgcctcagcct
ccccagtagctggggctacaggcgtgcaccaccacacct
ggctaatttttgtatttttagtacaaacagggttttgctatgttgc
caaggctggtcttgaactcctggcctcaagtgatccacccg
ccttggcctcccaaagtgctgggattacaggtgtgagccac
cgtgcccgacctcgctctcttctttctccctctgccttcattcctc
ctctgcagattgtgctcttatttgcatgtaagctattatggcactt
aggtcaccttccatgtccagcaccgataattaagtaactagt
ct

>WCE_22-07-04_1 8
aaataaattccacatttaagatctctgtcaaagttatgaagtc
cacctgaactccccaactatttttttaaaaggcagaaaatga
acaacaacaacaaacaaactgtcaggataagactttaaa
atgtcaaaaactgacagcccagaattctggaaacattgaa
ggtactctaggctagaggtgagcaact

>WCE_22-07-04_1 9
caaaatattgctgtgtagctaggcaccatagcaggcaccta
cagtcccagctatgctggaggctgaggcaggaagattgttt
gagCCCaggaaatCgaCaCtgCagtgCaCCatgattaCa
cCtgtgaatagCCaCtatgCtCCagCCtgggCaaCatagc
aagaCCCtatgtcttaaaaaaa



106

>WCE_22-07-04_20

ctacttacatcatatagttgaataagcgtcaactaaataatta
aaaatccaagactgcattttctcatggatgggtaatttcaata
tactggaaaaaaacttgtggctctgttaacaatgatggaaat
actgcggtaaataccctcttggcaggatgctggcafttgaag
gattaatggaaaaaggaagcacaaaggttatgtaaagctt
aaaaagccatgaaagaagaaaaatctaattagaaaatta
tatataagggtttaattcaaattatatgcctagaaatgagtt

>WCE_22-07-04_21

C

attgaccacaaagcggctgaaatctccacttgcaaattcca
caaaaagagtgtttcaagtctgctctgtgtaaaggatcattc
aactctgtgagttgaataaacacaacacaaggaagttact
gagaattcttctgtctagcagaatatgaagaaatcccgtttcc
aacgaaggtctcaacgaggtctgaatatccacttgcagact
ttacaaacagagcgtttcctaactgctctatgaaaagaaag
gcctgtgaagatatagctactagtttagcaaatgaaacctta
agcatcatctgaaaactctgaatgttaaggttgtattctagta
aatgttctaagccagggaatagaatgccttcctgcttctcctg
tgct

>WCE_22-07-04_22

ccgttttccccttgttctgccctcatttaaattatgcatgcattca
attcaacccatttgaaatatttacctgtgtacdllgcactgaaa
gaaatacagacagccttgcctctgaaaga

>W CE_22-07-04_23
acctaaaatctaaatgtcttattttcttctgtcataccacttaac
cccaatacaaactcaacaatggttccaattagccagaaaa

tggcactttcaatcfftccat

>1 P_25-07-04_01

attatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaa
tgaagttttaaatcaatc

>1 P_25-07-04_02
naagtgcgggccccctcgaggtcgacggtatcgataagct

tgatatcgaattcctgcagcccccaccgatgcgcagcagat
ggaaaaagcgtctccaccctgagtaaaagtaaaagtgaa

gtagccgtttctgacgagtaggagccgcgcctcgcggcga

atggttcaggcaacctcgatcatgagctgaacccaccattc

gccccggggcggggctcctacagttcgtggacaa

>IP_25-07-04_03

tgaagatgtcaaatcaaaatgaatgaatggaagaaaaag
tcccaatactggttgcccaagtttagacagctcaaagggca

attctttatcaagaatatcatgtttccagacctggcaattgatt
atgacggtacttctatgcatgaattcagccaggagtcttttgg
caaagatftgctctctattatctaaagttaaacataattaagct

aagtgttgat

>1 P_25-07-04_04

agactctactaaaaatacaaaaaattagcatggtggctgg

cacctctagtctcagctactcgggaggctgaggcaggaga
atcgcttgaacctgggaggcggaggttgcagtgagctgag
B

>IP_25-07-04_08

cccacatacctctggactccatatttgggaagttaccatcag

ggtcagatctttaagtgcgtcatlltg

>1 P_25-07-04_09
atgtttaagaagttttcttatatagacttctatagacttatgcaa
attttcttctatacacaactagaacttgttg

>IP_25-07-04_1 O
ccccgtgcccgcgcaggccgcacccacttgggggcggc

gcgccggggcctggtgctcggtcggcgggtgctgccgcttt
aagcgggggcgggactgcgcgcggccgagcggttgcga

cgagggCtcg

>IP_25-07-04_1 1

attgataaaatgttgatggCaatagttgtttttatgtattttttgttt
gtttgttttgttttgaga

>WCE_25-07-04_1 3
t
CtagtCtccttttgtaaagaatcgttcactatgCtgattaaaaa
tgaCCaagaaaatgataCCagtaadftCttattataaaaaa

gaCtttatcCcttttggataC

>WCE_25-07-04_1 3_bis

ggtgaggtatgatCtCaCtgctgtattCCagCCtgCatgataa
agtgagacaCtctcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaga

aagaCattgtaatgattaaatatttagaaaaaaatCaCatac

actgtaCattCtgtatggattacaattatttCtagtattgaaaag

ataataaCCaaCtCtttaaCBtgBtaBtatBBCtgBaCCtgB

tttaatttgtttttttCtttg

>WCE_25-07-04_1 5
ggtCgaaaCCgtgtgtttCCCtCCCcCatcgtggagCagCg

aCtCgggCatCgCgCtgatgtggtcCCCtCCCCtgggagga
gtggaatgCaatgatgtcacagtgcCCCtaggaaCt

>WCE 25-07-04_1 6
ggtttCtgtttCaggtgatacaaacattCttgaaatggataatg

gtgatggttgCallacattgggaatatacttagtgCtgtggact

tgcacactttaaagtagttaaaatcgcaafttgtatgttatgtgt
tttttaccatgaagaataaacaaaggattagtttaatatCagtt

gCCCCttcataaattttttCtccgtgtttaCagaattggCtgallC

CagacaacaacaCtttaagagagaCagataaCaggaCC

gaCatattttatgaggaatggatgttggactctcctgagtagg

gCaagatCaCllCaataCatcaaaattCtgtgatgaCaggtC

tgaacagcaaccctca



107

>WCE 25-07-04_17
caaggaaaaattaccaacaggaacgcatgagtctatctgt
ttatctacgcatatgcctgtctacagcctgactcgggacactt
ctcgaaaacatgaaagaaacaaaaggactcactatgaa
aaggaaaacagtcaataagggccattttatgtttaaaaaaa
aaaaaaacacaggccaggcgtgatagctcacgcctgtaa
tcccagcacttcgggaggccaaggcaggcagatcacaa
agtcaggagatcaagaccatcctggctaacacggtgaatc
cctgtctctactaaa

>WCE_25-07-04_1 9
tgtaatatgtaccgaaatgttagcctaaggactaaaacctc
aacctgggattgtaaaagcttttcttagtataaaagtttaaattt
ttttttttttttttttttttgagacagagtctcactctg

>WCE_25-07-04_20
gactgtacttaacaaaaatcactgctaaagtgacatctgact
ctgatggacactatgtgacttgcccaagatcacatggagag
tcagggttagagttctgctctcccagattagtggccttttggtgt
ggcagatcccaggggacactgcctctttttcttggggaagc
gtttaggggcctctgacatcagccaggccagagagtgatg
cgggagtcacccagattaggctgga

>WCE_25-07-04_2 1
cactgtgcctggtctccttcactgttgtaagatacttgaattgg
gtcaatatttgtggagaagtctcttaaaagttcacttgallgtc
agtactagaactctacatttaatattgacatattcctgggagc
atttcagagcallctattagcttagaaaggtccaggataattt
gactttagaagttactgttaccatgaatctcaatgacttttgaa
atccatgaagaatatcttttttttttttffgagacggagtctcact
ctgtcgcccaggctggagtgcagt

>WCE_25-07-04_22
cttccttgggctgggcacagtggctcatacctataatgccaa
ctactctgcaggctgaagaaggattgtttgaagctagtaga
actgtttggggcctgcacaacatagcaagttcctatctctaa
aac

>WCE_25-07-04_23
cattccactccacccgcatttattcgattccattccattccattc
cattccattccattccagttgattccattggattccattccgacc
gaatccatttcattccattccattccattccattccattccattcc
8

>1 P_28-07-04_01
attaaacctagaagaaaatcagaaatatactgtalltagatg
aatgcaaattcaactaccttaaatttcaaagtcaatgcaaa
gaaatgagacaaatgtaagaaaacatgacagctaaagat
tatccttccctagcatctgtgttgttaatgcctttctctccctatgg
gttttcagggttggaggtgattgtgtagaatatacctggcacg
aaatagatgftcactcaatatttgttaatcaattttctcccttgtc
atgtcaaagctgtgaaataatatatagcaagtaaggttatg
atagtgtcactataaataacgctgaaatllcttacatgactag
actcatttaaatatcctctgttcttagtttttggcatgaaagc

>1 P_28-07-04_03
gccaccgcggcgctccgcttacctttcaccaccctgtcggtc
gtcgacaacttgggatcaattgccttgggctcggacatctcc
agctgccggaggacagcgacgcgctgctcgtccgtccga
ctgcacaccccgaccggaccggcgggccagacactcaa
cgccgccgccgccgccgccgcc

>1 P_28-07-04_04
gccaccgcggcgctccgcttacctttcaccaccctgtcggtc
gtcgacaacttgggatcaattgccttgggctcggacatctcc
agctgccggaggacagcgacgcgctgctcgtccgtccga
ctgcacaccccgaccggaccggcgggccagacactcaa
cgccgccgccgccgccgccgcc

>1 P_28-07-04_05
gcctcagcctcccgagcaggtgggtctataggcacacagc
accatgccagactaattgtttttcttttttttttttttgagacagag
gctcactctgtcacccagactggagtgcagtggtgcaatct
cagctccctgcaacctctgc

>1 P_28-07-04_06
gtgcatggtggcacgtgcccataatcccagcttctcaggag
actgaggcaggagaatcgcttgaacccggaaggtggag
gctgcagtgcggtgagccaagatcacaccactgcactcca
gcctgggcaacagagcgagactccacctcaaaaaaaca
caaaaggtgacaacaataacaaaataaagtgtattcctatt
atcattaca

>1 P_28-07-04_07
ctatctaaaaccaggaggttatggagagaatcaaagctaa
tgatagcatctcctgtcactgcctgaacttcttggcatgtgatg
catggagtaggggcagccaggttatccctaaataggaga
acaagaggaatcaggaaagcactaaacttcgctttgcttgc
ctctaagctaaaacttccatgtttctgctgccagtagtgacaa
ggtacctcaaaagttcttggcttcagcagcccccagatccta
agcttaaact

>IP_28-07-04_09
caatattaactccctccctatttataattattttgaatgtgaata
aattaaactcctcaatcaaaaaacatactattccagaaaac
tcaaaaggagggaacacttctacacatattcaataagacc
agcattaccctgatccaaagccaggcaa

>1 P_29-07-04_07
ctatatgallgaatttcttaaaattatagaaaaggcaaagat
atactgatacaaagcagattagtgcttgccaaggtggatgg
gaggaagaacttttgaggaaataaaaatgttctatgttatg
attgcaatgatgattacacagcagttcgcgtttggcaaaatc
attgaataatgtccccaaaactggtaaattttagttttataaatt
atat

>1 P_29-07-04_08
gaa8tgtaaattcgtacagcctttatggaaaatggtatgaaa
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ctttctgagaaaattaaaaatagaactaccataagatccag
caattctccttctgggtatatccacaaaggaattgaaatcaa
cacctcagcgagatatctacatatgttcccatgttcattggag
cattactcatgatagccaagatatggaaacaacctaagtgt
ctgtcagtggatg

>IP_29-07-04_1 1
gtcacactgtgtggccggcctgggtgggttcctgctgagttg
ctccttcgctggaggggtacctccgagcagggcatctgca
ggatggtgggcacacttgcctctcactcttggcggggccag
gagtctctgttgccactgagtgacgttatgctgggaaatgga
ggcgtggtgtccgdftctct

>IP_29-07-04_1 2
taattatccctgctgatatttagaccagaggcaggaagtgg
aatcagttacaactgaactgggaaatatctgggatcctgaa
gcctgacccagaactcttagccaggctagctgcacagattc
tcccacattatttcagaaaccttgtaatagcctaatgccatga
ctgaattttttttttgtaccccatttaatgtatcattgaggagtttc
attccatctcttttacttactactctgtttttgggcaaa

>IP_1 9-08-04_01
acagaagtgaaagggagaagggatgagcaagaaagtc
tctggatttcaggagaaggaagacagccccaagggcag
gagaaacacttgtgaagggtccattgaagag

>IP_1 9-08-04_02
acagaagtgaaagggagaagggatgagcaagaaagtc
tctggatttcaggagaaggaagacagccccaagggcag
gagaaacacttgtgaagggtccattgaagag

>Non-IN Dl 9-08-04_05
caaagaagtttattctaggcttaccactctaacccatgttcac
aagctcccccagtcatgcttaat

>Non-IND1 9-08-04_06
caaagaagtttattctaggcttaccactctaacccatgttcac
aagctcccccagtcatgcttaat

>WCE_1 9-08-04_07
catatttatcgccaattttagatatgtttaatggcgaagttattg
cttaagatttgtctacaagcgctaataaccagcaaattaga
aaaatgcttcaaagagcttttttcaaagcacaaaaatcttga
gggtttaatttttcacattga

>WCE_J 9-08-04_08
agtaagcaggcacatcttacatggctggagaagaagaaa
gagagaggggagaggtattacacancttttgaacaatcac
aacttgtgataactcacaattacaagagtggcaccaatggt
gaaatcttccccccatgatctaatcadftcccaccaagcccc
acctccaacactggaaattacaacttgatatgagatttgggt
ggggatacagaactaaaccatatcactttgcagctggtcac

tggtcccttttttgtttgtttggcgaagtcgtgttttcctggatggt
cttgctgctggtgaatgtttgtcagtatctgagcact

>WCE_1 9-08-04_09
gctttatatatctgggttttttgatgctgggtgcatatatagttag
aattgttatatcttcttgctgaattaatccctttatcattatataat
gaccttctttgcctttcttctaatatttgacttaaagcttgtgttatc
tgatataagtatagctattcttcctcatctttgacttctgtataca
agtaatatdftttcccatccctttaccatcatactatatttgtlltta
caggtgacaagagtttctggtaggcatcatatagt

>WCE_1 9-08-04_10
aataaaaatgggtttgagggtcaaatatgtttggggtaaaa
gcaaagtcaatgcatttctttactgccggacttctcagtgttttt
gatatgccaataaatgttgtgaatttccaacagtgacataaa
acaggcagggtttcctaatgtccatgaactcctctgcttttca
aaaaccatgcatctcagaatgagcacaccccccagcata
gtatgaaaaacactgtattggttaagattactgtcgctagtgtt
gtgattgcactccagatggctcaaggccagcctactatctct
gccctgaaagtgaggaaatctaagctcctggccctggaga

>WCE_1 9-08-04_1 1
ctaatatagtacattcagctatgattatacatgtgattaggcc
aaatgtggccaagcgtgacattcccagaagctctatgagc
aaaaacgtgcaggaagaatgagtctggctttgccaggcc
gactccttctattactaatcatat

>WCE_1 9-08-04_12
ccaaatatcccagcctgggaaatatctgattttaccataaag
attcagggagaattacaaatatatttttcaaatgaactaaggt
taaatgaggctgtgattaataacaggggtttgtgttatttattat
attttgagttgcctctgaggtgagctgctctttaagtactttttctt
tccaaaagagaaaatgggcaaaataataatgaatgctgc
ctattattaggtacatatca

>19-08-04_13
ttftagttatttcttgccttctgctagcttttgaatgtgtttgctdft
gcttttctagttcttttaattgtgatgttagggtgtcaattftggatc
tttcctgctttctcttgtgggcatttagtgctataaatttccctcta
cacactgctttgaatgcgtcccagagattctggtatgtggtgt
cfftgttctcgttggtttcaaagaacatctttaaatcatgctgcta
taaagacacat

>WCE_1 9-08-04_l 4
gtttagataccatacacttctccaggaggagtttgacaacat
ggtcacacagttgcaaagtgcacaaagctcaaggcacag
agtagaagaaagttgtgaactgatgggggaaagttctagc
aaaagcagagttagcattttcctttaacaagactttctaatgc
taaacaaagaccaactcttttaaaaggggttgttttggttgtg
ggtgaaaaatactgtactgtaatgatctgdft

>WCE_l 9-08-04_15
caatttctgcatttataaaatgaaagtaacattagtaccaatt
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ccatcagcttgttttgagaatatattggaaaaatttgtaaagtg
tttaccatatgtccagcatctattacatactaaatacattctag
ctattagtacagctaatataggattctattcatttaaagtatcc
aatcatttaaacttgccattctttaatgagcctgcattgtttaaa
ttctttattacttgaatttgaagacaagaacaattgtattcaact
gatagctcaattgatttcttggagtagttgagacactgaattll
gatatatatatatatatatacacacacatacacacacacac
acacatacacatacacacttggaatttgtattatggcccaat
aaatacttttta

>WCE_1 9-08-04_16
ttaaaaattaataaaagaacaaatcaaatagacaatgaa
attgtacagataagagtaaattaaattgaaacatttactaca
aagattggtaaatccaaaagatggtttatttgaattaacgaa
taaaattgaaccagtatacgtctatttaattttatcaaagtgac
aaaggaggaaatgacagatgagaataatccatttatgag
atggaaacatattctgatgtgcattcaatcctagatttattgta
attgtgaaatagaatataacctgggtgtcagggaacataatt
atgtgtgaattatttgagaaataacactctacacatgtccca
gttgagtctatatgccaatctgaagtggttctaatatagtttga
cattgtaatcatattagag

>WCE_1 9-08-04_17
ctagtccagccctacaagaaatgcttaaaaacatcctgcat
ftgacagtaacaggatgatatctaccatcatgaaaacacac
ataagtallaccctggtagagcagtcacacaaatgagaaa
gagaaatgactccaattttaccactacaaaaaaaaaaaa
aaacactccaatgataaataataaaagagaaaggaaca
aaagataaactgcatctgagtgtctctttgatatttgactaaa
gtaggttataagatacctatacgttcatttatatttatatctatac
ctctatttatctatctatatccctataaacatctactcgaaatca
tgtggcaataaccattttctcttcaattttattgtacatcagatca
gaatggctttgagcctagagtccccaaaggcttaaactattt
attgctgtccctcaatagactttaagctccatgggggcaaaa
acttctctcttcaatgttgtaaacatggtgtctctaatagtgcct
gatatatagcaggctctcaagaaatatttgttgaatgatttaat
ttagtgctttatctggatactgatcaaaatattttatttaatttaaa
tttttttttgaggtgaggtctcactctgtcaccgaggctggagt
gatctcagttcactgcagcttctgcctcccagggctcaagtg
atcctcccacctcagcctacggagtagttgggcccacagg
cacacgccaccacacctggttcattttttgtatttttggtaaag
gcag

>WCE_1 9-08-04_18
gtcctgaaaactaacccatgtcaatgtagtctttttaaaattat
taactgaaaaaaattggtgacctcaaaaaaattttttaagatt
aggaaacaaaaagtacttaaaaggagcctcaaacaaatt
tacaagaaaaagacaaacaaccccatcaaaaagtgggc
aaaggatatgaacagacacttctcaaaagaagacatllat
gcagccaaaagacacatgaaaaaatgctcatcatcactg
9cc

>WCE_1 9-08-04_19
ttacctgggtcccacacacggcagcaaagaaagtgtggtg
tgcatggctaaagtcaggctatccctgagtctatagaggag
gatacatcagcataacaaataggttcctttctattcacactac
ttaggaatcatggttttctaaatgctttcacaaggctgtaaaat
ggaaacttgatatcaccagtaaacccatgaagaagcctct
gttcatctctatggtgagagagccatttcttta

>WCE_1 9-08-04_20
tgcaattcggtgttcttgtaagttggtctgtcaccatcaggctc
atgaggaaagggacccaagagaaaacagaaaccagc
ctgagccctcgagggtcttatgtgtggcatagtttaggctagt
gttaccgggggggtgaaattgtttgctattgcccagactcag
atggcaaagacaagtgtggcccagattgaaaggagtgca
ggagggctgtgggctgtgcccaggctcatccctgacaatg
ctgcctgttgggtttatcatact

>WCE_1 9-08-04_21
gtcaatttattgtcagatatataaatagaatacagaagtctcc
atttatccacaggggatacattccaagaccaccagtggatg
cctgaaaactcagtaccaaaccctctatatgctgtgttttttctt
a

>WCE_J 9-08-04_22
agttacaaaactttttttcctgtgttgcaggggcttctgctgtgg
taaggcctgtgagcaggcaatgtttcattcatttttccgtcctat
gggtacagcacacagtataataaaftgctataaggaacta
ataataacagttattgaataaacaaagaaatata

>WCE_1 9-08-04_23
cacataacagtctaaaattaaaaactaccttccccagactc
ccttgcagctaggtgggctcccatgaatctgttctggccagt
gggatgtaaatagaaatgatgagccctggcacagtggctc
atgcctgtaatcccagcactttgggaggccgaggcaggca
gatcatgag

>WCE_1 9-08-04_24
ttataatttatcttaagtcataggcattatactcatagtccattta
tttacgtccacccaatagattgtcaggctctgaagacaaca
cctggccttgcccaggactgcacgtacagtgctcacagtag
gtgcactggcttcttttaaataaaggcttttagtatctggatact
tggttttattagattaatcagaatttg

>WCE_1 9-08-04_25
gtcctgaaaactaacccatgtcaatggtagtctttttaaaatt
attaactgaaaaaaattggtgacctcaaaaaaattttttaag
attaggaaacaaaaagtacttaaaaggagcctcaaacaa
atttacaagaaaaagacaaacaaccccatcaaaaagtg
ggcaaaggatatgaacagacacttctcaaaagaagacat
ttatgcagccaaaagacacatgaaaaaatgctcatcatca
ctggcc

>WCE_1 9-08-04_26
cagtcaacgctatcatccccattttaggaagaagggcatcg
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aggcacagagaggggaaacaagcctaagatgacacaa
agggttaagtggcagagctgggaftcacagccgggtctgg
ctcactcctgaggccaaac

>WCE_1 9-08-04_27
ctctggaatattcctgggggtgtgaagctcgtcctgccttcct
caggccctactccatttggcgaagaccatggaactagaga
ttctctcgcctgcctggatgtcaa

>WCE_1 9-08-04_28
gtaagtttaagagaaaaattgaggattctgttttggacatgtt
aaatttgggatggatgttagctatcctagcagagatgtcaag
caggagcaaggaagagagaagagtgtggaallcagaa
gacactcttaactgaagatattaaaaa

>WCE_1 9-08-04_29
ctgaatttttgaattcagaaagagcaaaatagtaggactaat
aaataaattcaaaatcttgtgctctcttataattagaaggtatt
cactctgtgatatttttctttcttttagaataaatatgggctgggc
gcagtggctcatgcctgtaatcccagcactcttgggaggcc
gaggcgggaggatcccttgagctcaggagttcaagacca
gcctgggcaacatggcaaaaccccgtctttacaaaaa

>WCE_1 9-08-04_30
atccatttagctgaaaatgacaggatttcattcgtllttatggct
gaatactattctattgtgagtatattcccattttctttatccattcat
ccattgattgacacttagattgattccatatctgggctattgta
aagagtgctgcagtaaatatgggggtacagatatcccgttg
atacactgatatctttttttggatatatacgcaggagtgggatt
gctggatcatatggtagatctgttcttagttttttgagaaatctct
gtactttttttcataatggctgtactaatttacattcccaccaac
aatatacgataattttcttttcttcacatgcttgccagcatttgttg
tgctttgtctttttaatacccattctaacaagtgtgagatgatat
ctcac

>WCE_1 9-08-04_31
attgataaaataatgcaacactaaatattaaatattatatactt
atatataattattatattgcccaaaatagcatattctctaatgc
gtattttgcagtaggtttgtaaatagcttctttctctcatgacaat
ctttcttctttttctaatgtctgatcaagcccatag

>WCE_1 9-08-04_32
gacattttgctaaattatcattcaataaacacacatcgaatttc
tatgctgattttatcactacttaac

>WCE_1 9-08-04_33
cattccagcatcagtgacagagggtgaccctgtctcaaaat
tagaaa

>1 P_20-08-04_01
caggcgtgaggcaccatgcctggccaatatatgtatttttttta
aaaaaggccaggcgcggtggctcatgcctataatcccag
cattttgggaggctgaggcgggtggatcacaaggtcagga
gttcgagaccagcctggccaacatggtgaaactccatctct

actaaaaatacaaaaaaattacctgggcgtggtggcagg
cgcctggaatc

>1 P_20-08-04_02
tctgaataaaggaaggttccactctgtgagttgaatacaca
caacacaaaggatttactgagaattcttctgtctagcagtaa
atgagaaatcccgcttccaacgaaggcctcaaaggggtct
aactaatcacttgcagactttacagacagagtctttccaaac
tgctctatgaagagaaaggtgaaactctgtgaactgaacg
cacagatgacaaagcagtttctgagaatgattctgtgtagttt
ttacacgaagatatttccatttcaaagattagcctcaaatcgc
ttgaaatctccacttgcaaactccacagaaagaatttttcaa
aactgctctgtctaaaggaaggttcaactctgtgacttgaat
acacacaacacaaagaagtgactgagaattcttctgtctag
cattatatgaagaaatcccgtttccaacgaaggcctcaatg
aagtccaaaaaagcacttgcaggctttacaaacagagtgt
ttccaaactgctctatgaaaagaaaggttaaactctgtgagt
tgaacgcacacatcacaaagtagttgttgagaatgattctgt
gtagtttttatacgaagatatttccttttctgccataggcctaga
agcgcttgaaatctgcacttgcaaattccaaaaaca

>1 P_20-08-04_03
tctgaataaaggaaggttccactctgtgagttgaatacaca
caacacaaaggatttactgagaattcttctgtctagcagtaa
atgagaaatcccgcttccaacgaaggcctcaaaggggtct
aactaatcacttgcagactttacagacagagtctttccaaac
tgctctatgaagagaaaggtgaaactctgtgaactgaacg
cacagatgacaaagcagtttctgagaatgattctgtgtagttt
ttacacgaagatatttccatttcaaagattagcctcaaatcgc
ttgaaatctccacttgcaaactccacagaaagaatttttcaa
aactgctctgtctaaaggaaggttcaactctgtgacttgaat
acacacaacacaaagaagtgactgagaattcttctgtct
agcattatatgaagaaatcccglltccaacgaaggcctcaa
tgaagtccaaaaaagcacttgcaggdlltacaaacagagt
gtllccaaactgctctatgaaaagaaaggttaaactctgtga
gttgaacgcacacatcacaaagtagttgttgagaatgattct
gtgtagtttttatacgaagatatttccttttctgccataggccta
gaagcgcttgaaatctgcacttgcaaattccaaaaaca

>1 P_20-08-04_04
ctcatcatcactggccatcagagaaatgcaaatcaaaacc
acaatgagataccatctcacaccagttagaatggcaatcat
tacaaagtcag

>1 P_20-08-04_05
cacatggctaacttagtctcctcagcttgaccttgcaaggtc
aagctgatactgcatggcccaaggcccacaggtaaacaa
aaacactcttatcaggcaagatattctaatggcttagaggtt
atctcccaggagccaggcaggggcctattctttatttggaat
gtccagggttcaaacatcccaagttcatcctgtatcacac

>1 P_20-08-04_06
tcaatatagtgagctaattcaatataatgagctaatacttgac
aactagatadlltaaaaagtgttaacatgcagdftgtgaata
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gcaagttllctacctggatcaaactgggggaggggaacac
aggaaaactccagaaagcaagc

>1 P_20-08-04_07
gacctcaggtaatacacccacctcagcctcccaaagtgct
ggaattacagacatgagccactgcgcccggccaattttttta
ttttttgtggaaataaggtcccactatgttgcccaggctggtct
caaactcctggcctcaagtgatcaaagtgctgggattatag
gtgtgagccactgtgcccagccaaataacagcaattcttaa
tgtttacactcttagaagtatcagaagcactgaaaatataac
tgaggaattatagtaacattataaatatataatagctcttgtt
ctaagagctgtagctctagggagggagactatttagtatatft
ttgctttagaggtaaggaatgtcttggtttgtgaaactaaaag
catctgccaagcttctgattatataacactatagatcatctcc
agaggatcactcttgggtactcccatacaaatcttccctctgt
gtaagtgcacagtagtgggtagtctatcagggcacagact
cagagtatcctacgatggaaaaccacaatgaaaagggat
acagaggcaaccacagtaccagattgagtagatt

>1 P_20-08-04_08
ttcgctgggtaaactggctggcgcgaaaaccgaagcgaa
aggcgcatatcctggctggcagccggacgctaattctccg
gtgatgcatctggtacgtgaaacctatcagcgcctgttcaac
aagacgccgaacatccagattatccacgcgggcctggaa
tg

>1 P_20-08-04_09
tatgtgaaatatgcatgtggaatttctaggaaaagcaataca
agaatagaaacagaggacatagcttcaaatctagtagatg
gaaaaagaaaggaaaaagataaaagtaattaatctaaa
aaaagaaagtaagcaaaacaaaatgttag

>IP_20-08-04_1 O
tgaataggaagagctttggtccgtggcatttctagtccctctttt
ggtctattagaaacaggagagtcggccgggcgcggtggg
tcacgcctttaatcccagcadfttgggaggtcgaggtgggtg
gatgacgaggtgaggagttcgagagcagcctggctaatat
ggtgaaccccgtctatactaaaaatacaaaaattagctgg
gcgtggtggcgcgcgcctgtaatcg

>IP_20-08-04_J 2
agatcagtagggtggagtggagagtggaatcattaggaat
caaatccagtattagtacccttcccctataggcagctaagg
aggaagag

>IP_20-08-04_1 3
gcctacatttgcttttgatctatctagtataagaaatattcaca
gaaattgtatgtagataccctttgttttgaaaatgct

>IP_20-08-04_1 4
cactgagtgaaagtagccagaccagaaaacaggacaca
tttatatttatagaaacttaatttatataaaattctagaaaaata
tgaactgaactatgacagaaagcatgtcagcagatgtcga
ggaagacagaggatgcaggagcagaaggtaggaggg

agggattagagagggaaatggaggatctattcatcagct
agattgtagtgatggttttatggaagtaggcacatgttga

>IP_20-08-04_1 5
cctggctaatttttgtatttttattatttatttatttatttatttttattt
ttttgagatggagtttcactcttgttgcccaggctggagtgca
gtggcacaatctcggctcactgcaacctccacctcccaggt
tcaagcaattctcctgcctcagcctcctgagtagctgggact
acaggcacgt

>IP_20-08-04_1 6
ctgaagccacagtccacagatgggatttllctctgcctcagg
gaaacctcggttctgctcttaaagcctttcagttgattgggtat
agccctcctagattgt

>IP_20-08-04_1 7
ctgaagccacagtccacagatgggatttttctctgcctcagg
gaaacctcggttctgctcttaaagcctttcagttgattgggtat
agccctcctagattgt

>IP_20-08-04_1 8
gacggggfttcaccatatftgccaggctggtctcgagctcct
gaccttgtgatctacctgcctcggactcccaaactgctggga
ttacaggcatgagccaccatgcctg

>IP_20-08-04_1 9
ttattattctctgggcggcgcacgggagaccctgcagggca
acagagcagagcgactacagctcccaggagccaacgct
gcagggctgagccgacgcgggggacagacaggaccta
aatg

>IP_20-08-04_20
agcattaggagatatacctaatgtaaatgataagllaatgg
gtacagcacaccaatatggcatatgtatacatatgtaacaa
acctgcacactgtgcacatgtaccctagaacttaaagtata
ataaaaaaatlltffttaa

>1 P_20-08-04_21
catccatgttgctatgaatgccattatctcattcctttttatggct
gagtagtattccatggtgtatatataaaacattttctttatccac
ttgttgattgatgggcatttgggctggttccatatttttgcatttgc
aaattgtgctgctataaacatgcgtgtgcaagtatctttttcgt
ataatgacttctttttttctgggtggatacctagtagtgggattg
ctaaatcaaatggtagatctacttftagttctttaaggagtctc
cacactgttttccatagtgattgtactagtttacattcccacca
gcagtgtaaaagtgttcccttttcaccacatccat

>1 P_20-08-04_23
ggatttttttggggggaaaattgggggtattacgataattgca
tataaaat

>1 P_20-08-04_24
ttctctgtatttcctgaatctgaacgttggcctgccttgctagatt
ggggaagttctcctggataatatcctgcagagtgttttccaac
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ttggttccattc

>1 P_20-08-04_25
ccgtcctggccacgcaggaagaggatgaaacttcaccgc
gcgcgctggcgttgcgtgtgcttgacc

cacttggttacgccggttagagtctcagatgctttgttacagg
ggcacaaactaccctacccctactgtgcgtgggtgcggga
gccttggtccataagggagccatgtgggcaatggcttagg
gtggtttagggttcctcagagacagagaaccagct

>WC E_20-08-04_39
>IP_20-08-04_26
tgggaggccgaggcgggtagatcacgaggtcaggagat
cgagaccgtcctggctaacatggtgaaaccccatctctact
gaaaacacaaaaaattagccgggcatggtggagggcgc
ctgtagtcctggctactcgggaggctaaggcaggagaatg
gtgggaacctgggaggcagagcttgcagtgagccgagat
cgcaccactgcactccagcctggacaacagagcaagact
ccctctcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaagacttca
tttccttgttatcttacagaaagtttcaattttatcagtgacctca
gactgagcatgagttgtaacaaagtatactttaagtctactct
ggtctacaatgcttgcagccaggtgtggtggctcacacctgt
actcccaacactttgggaggcagaggcgggcagataactt
gaggtcaggagttccagaccagcctggcctacacggtga
aaccctgtctccactaaaaatacaaaatctagccaagcgt
ggtagtggtgggtgcctgtaatcccagctacttgggaggat
gaggcaggagaactgcttgaacccgggaagtggaggttg
cagtgag

>1 P_20-08-04_27
gtgtgagccgccaacggactaatgcatgcaggctgcaaa
gattcgtgggagaagtgtggtttcctaagagtagtcgcaca
ataactcactgcttcccttggct

>Non-IND 20-08-04 33
ctcctgcagtcaacttcaatgtagtgaatggcaataccatgc
tttcagttgcttagaccaaacatcttaacaatgatctccaact
ccttttttttcccactcatactctacattcaatctgtcaagcaatc
ctgttggttcttcatcaaaatacacccaaggtctcattatcatc
actacctccattgctactaccctagtacaagccactatcatc
aattatctagattactgctgcaattagcaaactatctgcttcca
atccacagtctattgtcaacactgcagccaaagtgatactg
aaaactagactgtgtaactacacggcataaaa

>Non-I ND_20-08-04_34
ttcaatgaaaattattataaaccatcacactcagttttataag
gctgcttctttgttttcagcttttccaagttaatttcagtcattagg
gggccgtgataatatatgtaattttatacatgtatgtatagattt
gaaggtgcatatatttcataactttcattcttggcagacaggg
tcagaaa

>Non-IND 20-08-04_35
ttcaatgaaaattattataaaccatcacactcagttttataag
gctgcttctttgttttcagcttttccaagttaatttcagtcattagg
gggccgtgataatatatgtaattttatacatgtatgtatagattt
gaaggtgcatatatttcataactttcaftcttggcagacaggg
tcagaaa

catgtgatatttgtctttgcgtgcctgacttatgtcacttaagat
aataacttccagtgccattcatgttgttgcaaatgacatgattt
caftatgtatatcacattttctttatctattcatccattaaggaac
acttaggttgatttcttatctttactatcgtgaatagtactgcaat
aaacatgagtgcaggtattgdlltgataatattaalltattttcct
tagatacccagtgtgaaggctgctggatca

>WCE_20-08-04_40
atatgagaattaagcatatgctcagattttcttaaggagtttcc
ttattattgaagttaatttgtttcttcgtaaagattgtaaatttata
gaatgtgaaatttgatagctagatttttttgcttgtcctttaggac
tatttattttctcttcctgcttcctaagttgtcacatatgttacaac
aag

>WCE_20-08-04_41
aatttttgctttagttgtggcaaftattacatttagcaccataata
atttcaacagaaaagaaacaagctcttgaacgtgaagata
aacttttcca

>WCE_20-08-04_42
ccagtcaggcactttgatgccttcaagcagcctaggaccta
gaggtttcaatgcctctgctttcctatttataaatgggcagact
ggacctgaagtcctgaaggctcacccgcctggaagccac
ctctcctctggagttctgatgacgctgcagaagcctgtacgt
atctctgcccaataccacatgtacaacagaggactttaact
aaaacgagtgagagagagagattcctttttcccaacttagg
atctaaaagtttcttgaacgtt

>WCE_20-08-04_43
aacttacggaccaatcaatacagccattaccctttggacca
tggcaccgacacaggtgcaaggagccaggggagcagg
cctcgcccctgcacctctgccatccttgaggtccctgagctct
gcccagcttctgcagctccttctggtggctctcacaaggtctt
ctcattgttgccccctcttctgtctttcttgagtcctcttacac

>WCE_20-08-04_44
attaaggtatctacattaacttactgaggaggtagagtaaaa
tattttaactgccttaacgagcttagaaattgttgtgtggccac
ttgaagtaacttagaaaaatattatttagcatattattatggaa
ttttgacaggttagtaactatcaaacataaagaaatgtttaca
ttgttaataattctacatgtacaaaactatttacatctattctttttt
aaaaaaattttgaatgactgaactcaaatatgcagaataac
catgag

>W CE_20-08-04_45
atgatagctctctctgtgcatcatcttagaadllgagacagta
aaatatcgttttcaggtacaagtttatgctagtctttcgtgcatc>Non-IND 20-08-04 36
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aaaagtatctgccaacgttccgtgtagtgacaacagaggct
ggaacccatcaaacaatcctaaaattcaactaataccaaa
gaatgttcatgttaaaaagttaagaattttttggtgagaaaat
gaaggatgccaacttaagaaatatactattt

>WCE 20-08-04_46
cttcaattctacgtgdfttcaaaggattctggagggtgagga
caagggaagggagattggggtcttagagtccctgatgctgt
taagccttttcccggcagtggcttctcctcccctgggccgtgg
gcaactgttgatctcacgctgcagagagggctftgctccgta
atccattttcctctgcctttctttggagattagacaagtgcccc
gctggccaccaaagccagctaaagctctctggggcctgg
aggctctctgtttccagtcagggaaggattcttgagggtctg
gacagccacctctactgctggatgaaaaaggcaggggct
agggatcctgctctctagggccatggggtccagccaaggg
agccaagatatctggccaaagtaagtaaataaattgatcat
atttaacaaatctttaaagaaatcaaacaaggcctgtttggg
agtgatgtgagttaagtattggttgagccacccagacagag
ttgtttaatatttctgagcctctgttttgccatctgtaaaagggg
aataaagatacctcagcccccacttccccaggcagtttgga
ggcccttcgaggcccctgtgtgacctgagccttcttatttccct
ccctaatctcat

>WCE_20-08-04_47
gtagaggataaagaaacacaactttaatfttttagagtggcc
tatatallllgtttggaagcttaaaftctctgttatcacctggtagt
ggccatccctgctgctgtggcccctcttactgttactctgacct
tcacaggtctttgggaacttatcactcattgttgatggcatttttc
ttctgtatagcagtctttgcttttcttcctatcatcaaacagatta
agaatggacac

>IP_21 -08-04_01
gatgcagtttcttcatagcgttgatggtctttcaatttggtatgttt
gtacagtggatatttagtgcttccttcaggag

>IP_21 -08-04_02
tattcgtagggtacactgaaactaaggataaagccctctag
tattttttacaacatgatcttctttaaaagatagccacctaaag
tcaaaagttaaatggcaactgtcatatgacattgtacagtttt
gttgaaattatttaggcaaaaaaatctggacttgatttattctta
ttttgttctaataaatagggcagcattgcaactaaacttatttat
aaaataaaataagcatattttaataatattaagcccaaatta
aagact

>IP_21 -08-04_03
ttctctcaaattcagattaaggtggatatngtgttttataaaatg
agctgaggcccaccagccccatggaaatatttgcccatgg
tgcagtgcctgagatttttgcatatgaggtttgacactftccctc
ctgagtgctgagggaaggtgagagaaagaaagttaaata
tggaaactacttttcttcaatattctgtctcttgactgcaataca
agtctt

>1P21 -08-04_04
aggaacatgtgaaggttccgcttcaaaatatgaatgaatgg

gctcctcgtgcccctattattttctggccacccccaggggtcc
tgatggaagggaggctggcctgcggggtgcaagaacca
cgattcactgctccccgctgaaggtgcttggtc

>IP_21 -08-04_05
cctaacagctttcttttctttctttctttttgagacgtagtctcgctc
tgtcgcccaggctggagtccagtggcacgttctcggctcact
gcaacctccgcctcccgggttcaagtgattattctgcctcag
cctcctgagtagctgggatgacaggcgcgcgccaccacg
cc

>IP_21 -08-04_06
ctgggacctcctgagtagctgggaccacacacatttaacct
gtatttataaaattactgtttagagaataacatttgatggaatc
atgcttttactttctgcttatgactcaattgtttgtactgacattaa
catcccaaatccttagcatggcctacaaggccctgagcaa
tgtggcacctgctgaagcctgctgcctcat

>IP_21 -08-04_07
ctagctcccatgtcttgaccaactttgcattcccctccaggac
cttatgggcacatgggttcctatcatttcacgggtatgtagact
caggaatgtggcattgacttctgggtggagtacagatgact
gacacccccaccccgattcg

>IP_21 -08-04_08
tattcgtagggtacactgaaactaaggataaagccctctag
tattttttacaacatgatcttctttaaaagatagccacctaaag
tcaaaagttaaatggcaactgtcatatgacattgtacagllll
gttgaaattatftaggcaaaaaaatctggacttgatttattctta
ttttgttctaataaatagggcagcattgcaactaaacttatttat
aaaataaaataagcatattttaataatattaagcccaaatta
aagact

>IP_21 -08-04_09
tagaaatctaagatggatttttcagttttatttggttttgcgttata
cacagtttaaggggggaagaaaacagaaataacttagta
cagtactttccaaatctagctgtacatcagaatcaccagata
agctttgaaaaaccaaggatttcctggccatgaaccag

>IP_21 -08-04_1 1
tcttcttgttgaattgatccctttatcattatgtaatggtcttctttgt
ctcttttgttctttgttggtttaaagtctgttttatcagagactagg
attgcaacccctgccttttttttgttttccatttgcttggtagatctt
cctccatcctlltattttgagcctatgtgtgtctctgcacatgag
atgggtttcc

>1 P_21-08-04_14
tttctctgtttttctctaagtttctttctgtctttcctgtattggtctcta
actttcatgttaaatccttgcctccaagtctggtgattctggggt
atccatttacafttgagttagatgctaaaagtctgattgcatgt
ggataga
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>IP_21 -08-04_16
cctcggcgcgggcttgctgatcctgcc

>IP_21 -08-04_18
agctatgtttggttgaaagcagaaaggccttggcagcactc
acggactcagcctcctcctgtttgcactgcggcccatggcg
ggggtgcctgtcctgctgctgagcactactccatctgaaccc
agctcactcccaccccagtgctgcgtgacg

>IP_21 -08-04_19
tgcaggtttgttacgtaggtatacacgtgccatggtggttgat
gggtgcacccatcaaccctacattangtatttctcctaatgct
atttctcccctantccaccacccccaaacaggccccantgt
gtgatgttccccttcctgtgtccatgtgttctcatcgttcagctcc
cacttat

>IP_21 -08-04_20
tgatggagtgagactctgcctcaaaaaaaaagcaataga
aacaatatcattgttagttttatttgtatcgtttttctggattactaa
tgaggttaaacatattttcatatgtctattgaccactcagaatt
cctttc

>IP_21 -08-04_21
ctaattftttaatatttttagtagagatggagtttcaccatgttgg
ccaggctggtdllgaactcctgacctcaagtgatctgcccat
cttggtctcccaaagtgctgggattacaggtgtgacccactg
tgcccagccctctccagcatattttatacaaagttttcctatcc
acaatccaatcccaggcaaggcatgattcctgaggatact
ggatgccggagtcccaccgagacttgcgtggcactgcatc
atcaccctgcacctttttctgtctggctgagtggagtct

>IP_21 -08-04_22
aaaaaaatccaaattccaatacacttctagtcccaaacattt
tagataagggatactcaacacgtacattttgtgggtgtatatg
tgtgtgtgtattaccaataacctaatttaaaggaatgacttaa
cacagtactcaggtaaagctaaagtgtagtatgaccaccta
aacttggggatacactcactgaactaaataaaaactgcttt
aactgtgtcaactggaacaccatftaatgatcaatgacgag
aggtaftcatctaacadlltatcaatataa

>IP_21 -08-04_23
ggtggctcatgactgtaatccgagcaccttgggaggccga
ggtgggtgatcatttgaggtcaggagttcgagaccagccta
gccaacatggtgaaaccccacccgtac

>IP_21 -08-04_25
ggccgtcctgggctatgcctctatggaattcaccatcggttcc
agccagccaacggtcgcaacgtgccatcgtctatcc

>IP_21 -08-04_26
gttaggggaggcctggggagccttgtctggctgcatctgga
gaggaagtacttttaccattgcctgcttcagctcctgattggg
aaccagtaggtttgggaagcagagagcagaaggaagct
ctcttagagcaagaggagagggactcaagggaggcaga

aggaggttatggatacccacagtcctgagtcccaggcccc
cagacctgcc

>IP_21 -08-04_27
gtcctcacaagccctgagttcagtttgggaaggtgcctgaa
attcatgtgtctgcattgctccagataaggagcaaaagttgt
gcatttcccaccaacccatgacctaagctgctgcagcctgg
tgccatcttgaatctagaggcactgctgaaatacactatgttc
tgggggccagtaaacactgtgcctctccagtcttgcagctcc
actgtcafttcaccaagccccaactgatggctgaaatgctgt
gaccctgactgctcagatcttgggcccaggaaaggt

>IP_21 -08-04_28
ngtttttagcatgaagggttgftgaattttgtcaaaggccttttct
gcatctattgagataatcatgtggtttttgtctttggctctgtttat
atgctggattacatttattgatttgcgtatattgaaccagccttg
catcccagggatgaagcccacttgatcatggtggataagct
ttttgatgtgctgctggattcggtttg

>IP_21 -08-04_29
atcacttttttgtctttgggaaaccacaggaacaatttctctgg
agacaaggctgtgtctctctcctggtcatttttgttccagcctct
tcagactgtgcaatctttcagcaggaactccctctcttctcggt
agctttgaatcttaagcttctacgggagagtggtagaactgg
atcatttcctaatcccalltagttgtgcttttcttcatlladftcata
ccccaggaccccttccccagcagcagagaccctggagc
acaggagagtagggag

>Non-IND21 -08-04_31
cagcccggtcttgtaggcctgataagacgcgtgagcgtcg
catcaggcaaggcaaacagtgaggaatctatgtccaaact
cgatctaaacgccctgaacgaactgccgaaggtagatcg
cattctggcgctggcggaaactaacgcccaactggaaaa
actggacgctgaaggccgcgtagcctgggcgctggataat
ctgcc

>Non-IND_21 -08-04_32
cagcccggtcttgtaggcctgataagacgcgtgagcgtcg
catcaggcaaggcaaacagtgaggaatctatgtccaaact
cgatctaaacgccctgaacgaactgccgaaggtagatcg
cattctggcgctggcggaaactaacgcccaactggaaaa
actggacgctgaaggccgcgtagcctgggcgctggataat
ctgcc

>Non-IND_21 -08-04_33
ttaattgtgatgttaggatgtcaattttagatctttcctgcttcctc
ttgtgggcatttagtgctataaatttccctctacatactgctttaa
atgtgtcccagagattctggtacgttgtgtctttgttctcattggt
ttcaaagaacatctttatttctaccttcatttc

>Non-IND21 -08-04_34
ctctacaaaaaaftagaaacttaccaggtatagtggcgcac
acnctgttgtcccagctactcggaaggctggacag
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>WCE21 -08-04_36
atatattttatatatatcattatatatataccatatatatatatattt
tgaggcagagtctcactccattgcccaggftgaagtacagt
agtgtgaacacagctcactatataccaaagaaaaftaaag
aaaaatcaaaacatattaccagaaagaaaaaaaatatga
atgaaacacaaaggaaacagtaggagaggaaaagatg
ggcaaaaaattatcagatagataaaattaattaacaaaac
agcaagacatttgctattaataattactttaaatat

>WCE_21 -08-04_37
atctttaattatggattattgtaaagaagagatcatgataatttt
taattttatttctttgaaagatgtatctacacacacacacacac
acacacacacacacacactgtatacaaagattggaagttg
ggaatggagttaaaagggcatggtctttgaaattaacctttta
ttcattcgttcaatcattcattcagtgaatcatccaatcagtcat
tcatt

>WCE_21 -08-04_38
cattaaaaatacaaaaaaattagccaggctttgtggtacat
gcctgtagtcccagctacacaggaggctaaggcaggagg
atcgcttgaacc

>WC E2 1-08-04_39
gtatgtataataataattattattatttcgagacagagtttcact
cttgttgcccaggctggagtgcaatagcgtgatctcggctca
ctgcaacctctgcctcccgggttcaaccgaftctcctgcctca
gccacctgagtagctgggaftaaaggcacgtgccaccatg
ccgagctaatttgtatttttagtagaggtggggtttctccatgtt
ggttaggttggt

>WCE_21 -08-04_40
actaccattcaacccagcaattccattactgggttatataccc
aaaggaaaataagctattctaccaaaaagacacacgcac
ttgcaggttcatcacagcacggttcacaatagcaacaaca
tggaatcacctaggtacccatcgacagtggactgaataaa
gaaaatgtcactcatagtcaccatggaatactacacagcc
ataccaaaatgagatcatgtcctttgcagcaatgtggatg
cagctagaggccaccaccctaaatgaattaatgtaggaat
agaaaaccaaacactgcatgttcttgcttacaagtgaaagc
taaatatagggtacacttggaaataaagatggtaataataa
acaccagtgagtactagaaaggggagagagaagaggct
cagggcctgaaaaactaccaattgggtactatt

>WCE_21 -08-04_41
actaccattcaacccagcaattccattactgggttatataccc
aaaggaaaataagctattctaccaaaaagacacacgcac
ttgcaggttcatcacagcacggttcacaatagcaacaacat
ggaatcacctaggtacccatcgacagtggactgaataaag
aaaatgtcactcatagtcaccatggaatactacacagccat
accaaaatgagatcatgtcctttgcagcaatgtggatgcag
ctagaggccaccaccctaaatgaattaatgtaggaataga
aaaccaaacactgcatgttcttgcttacaagtgaaagctaa
atatagggtacacttggaaataaagatggtaataataaac
accagtgagtactagaaaggggagagagaagaggctca

gggcctgaaaaactaccaattgggtactatt

>WCE_21 -08-04_42
aacttacggaccaatcaatacagccattaccctttggacca
tggcaccgacacaggtgcaaggagccaggggagcagg
cctcgcccctgcacctctgccatccttgaggtccctgagctc
tgcccagcttctgcagctccttctggtggctctcacaaggtctt
ctcattgttgccccctcttctgtctftdftgagtcctcttacac

>WCE_21 -08-04_43
gagtatcccttggatgaggcccaaggtccacatggctttaa
atcaaacgctatttaattacataggaatgtaatatttcatattc
agtattllaaaaacagaagaataaaggtgggtataatttgc
ctgatattttttctgcacatagattaaaaaaaattcatttccaat

agtttaaaatatgcagacaaagccttatgaaatgcaaaaa
ccaaaagctcagacaggataa

>WCE_21 -08-04_44
tatctgttattttgtgggtttttttccttatgaaggacctcccaaat
tgtgtaagtttgaggccctacaaaatctgaaaccatccctta
aagagaccaaaaagaaggccaccatgacaaataacta
aatgactagaatgcgaaatccaatggagatgaagag

>WCE_21 -08-04_45
gtattaaaaatctctgttgccagtacttttgtccctacttcaagg

caagactgaagaatcgaagactaaaatatgagaagaaat
cata

>WCE_21 -08-04_46
cacacacaatggctgacaaaacaatgtggtgaggaaga
aatggatacttftctggacacataacccaagactaaaccag
gaagaaattaaatatctgaacagaccaataacaaactcc
aaacttgaatcagtaataaacagtcaggggacaaggcca
aaagaaccagcctgatgctagtatcactaggaactggccc
cactcctctaactctcaggcccacccataaggacaggcac
ctcttgtctttaaggtgagtttcacaaaaaggaaaaaaaaa
aatgaggaactgaagtagaaaagtcataaacacactgag
cttgggaaagacccttaggaggagtaggaaagtgcccta
attagactagaatcagtggttgtctcagtaaagggaaaatta
gccatctttagaactcttgggcttgagccagaggtaaccagt

gctggcccttcccactcaaggttttaagaa

>WCE_21 -08-04_47
taattattctggtctataatagattattattactactattttgttctta

ttaatcataacaatgctgctaatttcaaatatacattttctgcca

tattattatttttacctttaaggagaattattgtcaagatatcagg

agggaaatatttgaatttcctttgagtcaagtttcttatttgttcgt

cagttcccacctctctgctgagggtcatatgaa

>IP 24-08-04 02
atctgtgtatgtgtttttagctcacaaacattttgttttggcccat

agtctttggtttcagaaagtaagcaggctaacatgtgcatag

cactgttgtgtttftaatggggatgatgggtttaggtggagattt

gcagtcactgactaccatcttgggcttgtcagcatttcatgaa
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aggagaattagaagaaacagtataacctagtgaggtcttttt
ttctgagtcc

>1 P_24-08-04_03
atcggccaggacgtagtggaattgcgaaccgatggtagc
aacatgtccgccgagcaggttaacaatccccatcaccgcg
caaccagccagcaaggccggaaggtgaccgggtaaac
gaatgcccagacgcggccaaaaaacaagaatacctagc

>1 P_24-08-04_05
atcggccaggacgtagtggaattgcgaaccgatggtagc
aacatgtccgccgagcaggttaacaatccccatcaccgcg
caaccagccagcaaggccggaaggtgaccgggtaaac
gaatgcccagacgcggccaaaaaacaagaatacctagc

>1 P_24-08-04_06
ctctgtccgtttgcccgcctgatggacagcagcagcggtgc
ctgcagccctcctcatgtgctgtggcagctgcccccagccg
ctcccctcggacttcctcccgcaagaccccagcttcttcccc
aggccctagtcctctccgctcaagcctcgcatccctcatccc
tccaggcctggcagcccagcaccccccttcagatccttgtg

>1 P_24-08-04_07
cc
taacactttgggaggctgaggcgggtggatcacctgaggt
caggagttcgagaccagcctggccaacatgacaaaacc
ccgtatctactaaaaatacaacaattagccagacgtggtgg
tgcgcacctgtaatcccaactactagggaggctgaggcag
gagaatcacttgaacctggtggggcggaggctggagtga
gctgagatcatgccattgcactccagcctgggcacactcgc
aaaaaaaaaaagtgcaatatagcttttcacaaaatatgga
actgtggtagtgtagaacaatgtctcaatatacctcctacact
aagt

>1 P_24-08-04_09
aactgagaactcttcatgtgcaggcctccatagaccccagt
cacgcgctgcccatgtctgagtgacggtgtcttcctagcaca
ccacacttgccatagcccggtactgcttatagctctgaagttt
gcttgccacggtacagatgaaactgtctcccagg

>IP_24-08-04_1 O
gatgtctcaatgcaatgttgtctccgtccgatgacgacaggg
agacgtgagctgggctcttcdftccagcaagtgccctgtgg
ccgtacaggcctccaaggcagdllccagtcacttctattctg
cttatcacaggga

>IP_24-08-04_1 3
attcccagataaaattggcgtctcttaacagtttctctggacc
ctcgatcgtgtcttggctcacgtggcacacgaagtaacatg
gccgaccagttccgtaaatgtgctgctgccggggccctgg
ggaccagtgtccaagcacctttctggctggtgggtggcact
gatctcatgtcacagggcatgactgctgtcgtcaaccttggt
ggccatgaatacagcattgagaggaagggcttgaagaag
cagtgg

>IP_24-08-04_1 4
ctcccttctccggtgattcccagaacttccgtctctacccgtca
cctgctcccaatcaaaggagcttaatagacggcgacgtttt
cgactgcccagccaccaggcaggctgaaagtgcatgga
gggcatcatccacctttagacagctacttgcccacacctcat
cgagctctgggcgttgtgccagcatttgaagaagcgatctgt
tgcaaagcgatccacacggagagccttagttatcgcgaga
cttgacaggcaccctcaactttagcccgccggaagcgga

>IP_24-08-04_1 5
gctatcagcaaatctgagttcttcttfttgtgttttgaccaagtta
ctllaggacttgagacaagtatcacttcctgtctgaaatggtc
atgtaatatgtgttct

>IP_24-08-04_J 7
tatgcctcctgaccttgtccctccccaacccaatataccctac
aacacagccactgggggtatttcaatgcgccatggctgtgt
caccatcagcttcaccgctctctcttggatggctccttgttgtc
caaatgaggcaaaaactactatggctggtttctgccaacct
ctagtctcacctgtccccagttccccactcctgcctctgctcc
agccaagctgaatadftgctagtccccaacacgtgatgga
cctacaggtg

>Non-ND24-08-041 8
agtccaatagtggcccagctaaagaaaggatttcagtaag
aacccaccctctgtccatttgtcagaaattcttcacagagga
aaaatctatccagtacccaagaggaaaaccttcaatgaga
ttggttcttcataagcaagtcagaa

>Non-1ND24-08-041 9
gatagcattaggagatatacctaacgctaaatgacgagtta
atgggtgcagcacaccagcatggcacatgtatacatatgta
actaacctgcacaftgtgcacatgtaccctaaaacttaaaat
ataataataataaaataaaaaggagatctatt

>Non-IND 24-08-04 20
ttgtttagtgcttgttctattctatttttccatatgaagcaagagg
aatacagaagccaaagtcaaacctggctgctttccctaga
ggtcctaagcacacatgcacagcatgaactcg

>Non-1ND24-08-042 1
gacaataggcaaatgccaccacattcatctaatttattgtattt
tttgtagagatggagtctctataaaagttgcccaggctggtct
taaactcttgagctcaagcgatctacccaccttggcctccca
aagtgcagagattacaggtgtgagtgacttcgcccaacca
acaattggatacttttcagtactatctgaattattattatttgcca
tacacataagttacatctattaataaaatagtcaggccagg
cgcggtggctcatgcctgtaatccagctacttgggaggctg
aggcaggagaatcacttgaacccgggaggcagaggttat
agtgagccaagatcgcgccattgcactccagcctaggca
acaagagcgaaactccgtctcaaataaacaaataaatag
g
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>Non-IND 24-08-04 22
agtccaatagtggcccagctaaagaaaggatttcagtaag
aacccaccctctgtccatttgtcagaaattcttcacagagga
aaaatctatccagtacccaagaggaaaaccttcaatgaga
ttggttcttcataagcaagtcagaa

>Non-I N D_24-08-04_23
tattagcatatatagttttatttaaatattaagttcagtgtcgttac
atctagaaagccttttctaactttccagaaaggagtgaccatt
ccctcttgtaatctcctttgtaatctgtttatatttatgtcatttgttg
aactaattcacaaatatctccccgctgaagctctgagctctt
cgtttgtttgtttgttttgtttgtttgtttgttgttgttgtttttcgagatg
gagtcttgctctgttacccagactggagtgcagtggtgtgatc
ttggctcactgcaacctctgcttcccgggttcaagagattttcc
tgcctcagcctcctgagtagttgggattacaggttccagcca
ccacacccggctaatttttgtatttttagtagaaacagggtttc
accatgt

>Non-IND 24-08-04 24
acagcagaaaaaaacatttttaattgataatgggaagagg
gtagcaagttaagggcacaagtaattaatattacctgctga
aaacaggcctggacaagattctcagggaacatattcctgtt

>Non-IND 24-08-04_28
ctcataggtgttcgcagtgagtaaaggaactcttgtctttcatt
aatcttgacaaatgtataattattacctdllcacatattgtatctt
ttctacttttaaaattatctttttctgtaactataggtagatacata
gtaatccattttaattactctgccatgactcttaaattgccatgt
ctcttttccttgagtftatatatg

>WCE_24-08-04_29
cctcagtttcacttctaagctctctctttgtgatttgtaacattttg
gagtatgagattctttcatagaagtgcccattcatgtatctttc
atgaagtttcatgagcatactgaacctcatccatggagctaa
atgacacagtattcgtacctaaactcccaacaccagctgcc
tgtggtgggtcacccaccgagtaaccgtgtcttacagagtct
actgtcaaacttatctatagtgttcctttctttttattgtcagtaga
aacactggctcccaaggatttcttctttt

>WCE_24-08-04_30
caataatgtacctaattcttgcatgaaatgaggaaaactgtc
ttctaccatcgcattactcatgatagctgaaattttttaacacct
caacatc

>WCE_24-08-04_31
gtcatcttaaatcgacatactcagaagataaaatgtatgtta
caaggaagcaacaaftcgtcaatacatcccaacattcagg
aaaagcaatagataatggaaaaccattttgaagcaattac
ctcactgatgaggataatcataaaatgaactgatttgttataa
tgagtatcatgttctgagagaaatatcgcatactaagacaat
atcctggaagaaatattctatttctgaatttgctcacttg

aattacatattatataggtaatatataaatatgaaaatgcac
acagagacacatttacatcttggatattagcttttaattaagc
agacttttaacctttgagctcttaaaaaatccttttaaatctcaa
taccattttt

>WC E_24-08-04_33
atccacccaccttggcctcccaaactgctgggattacaggc
gtgcaccaaacgctcctggccagaaaaccatattctaagg
aaagcaaacagttatcacaattacacacttcagcaacctc
catctcctctttgctacttaagggatgaaaacatcaactgtgt
atgtaaaag

>WCE_24-08-04_34
cttactatgtgactttccaaacacacggacctcttaagaccc
ctgcacacactatgggccccgcctccacctgggctgccca
gcttcctcccaccatgtctgtgtggcatcctcccacccatcctt
accgggacgcttgtttaaatcacgtcttctgcacctgctggtt
ggtatcctgctctcgggaactgctgaccaat

>WCE_24-08-04_35
ccttttggaattggagtatttacccaatgcctaaatccccattg
tatcttggaagtaaataacttgtttctgatttcacaggctcatg
ggcaaaagggacttgccttgtctcagaagagacttgggac
tttggactttactggtaatgctggaaagaggtaatggactgtt
ggaaaaccattgttacattttgaaatgtgagaaatgtcaggc
ctctgagcccaagccaagccatcgcatcccctgtgac

>WCE_24-08-04_36
gctctgtcgcccaggttggggagcagtggtgtgattatggct
cactgcagcctcaacctccttggctcaagtgatcctcctccc
acctcagcctcacaagcagctgggactacaggcaagtgc
caacccttttgtatttttttgtagagatggggtttcaccatgttgc
ccaaactggtcttgaactcctagactcaagcgatcctcctgc
ctcag

>WCE_24-08-04_37
cctccttactgccccgtgcctttgccttgtgcttggaaaccagt
aaccccacacgtacagagcctacatatttgcacaaagaa
ctggaaaagctgctgcacttttcggagttgggggtgggcttg
gtttccacgttaatacactcccgggcggatatatggtgtcca
gactccccatgccgagcgctgcctataaatgaacactcgc
cacacactggagcctattcctgaggctgcagaaagtacca
gggcattttctccagtttaaagtttatcattaggcatccgctgta
gaagagctcagcacactgggctctgtgaaagtcaccttctg
aagtgcctggtgttgatggagacaaacggtacttggtftcctt
tfttaacacctgtccctcaacaaaccacattactgatgaggc
atctttctgatgtcagaagaaatgtcacttgttagagacagta
gtacagagaacaggactgtggagtggggagcactaactg
tgcttgggaggcagacagacttgggtttgagtcctgactga
gcccctgagcagcatgtgacttggggcaagtttcctcatctg
gaaaacagagataataatatctacccaacaaaagagag
gatgcagtgaacttgtggctaaaaaacgggctcttgtaac
ttccttctcctctttatcaaaccctccagcagcaaccctaggt>WC E_24-08-04_32



ggccaatcaagggatgccaaaaaacactcagcctctttaa
ttttgt

>W CE_24-08-04_39
tacttgggaggctgaggcaggagaatcgcttgaactcggg
gaggtagaggttgcagtgagttgagatagccccactgcac
tccagcctgggtgactctgtctcaaaaaaaaaaaaaaaat
agaatacagt

11$


