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l. Généralités sur le virus d’Epstein-Barr

1. L’EBV est un herpes-virus

Les herpes-virus constituent une grande famillglde de 100 virus qui infectent les

vertébrés, en général les mammiféeres et les oiseaais également les amphibiens, les

reptiles et les poissons (Strauss and Strauss,).2@Baque herpes-virus n’infecte qu’une

espéece de vertebrés dans la nature. Les herpessant classés en trois groupes : alpha, beta

et gamma, en fonction de leurs propriétés biologggainsi que des informations disponibles

relatives a leurs séquences d’ADN (table I.1.) :

Sous- Taille du Siege de la latence
Herpes-virus Non commun famille génome (Kbp)
HHV-1 Herpes simplex virus 1 Alpha 152 Neurones
HHV-2 Herpes simplex virus 2 Alpha 152 Neurones
HHV-3 Varicella-zoster virus Alpha 125 Neurones
HHV-4 Epstein-Barr virus Gamma 172 Lymphocytes B
HHV-5 Cytomégalovirus Béta 248 Cellules
hématopoiétiques
HHV-6A Roseolovirus Béta 159 Monocytes
HHV-6B Roseolovirus Béta 162 Monocytes
HHV-7 Béta 145 Lymphocytes T (CD4")
Cellules épithéliales,
HHV-8 KSHV Gamma 170

lymphocytes

Table I.1. : Liste des différents types d’herpes-virus.

Les alpha herpes-virus infectent un grand nombaaidiaux et de types cellulaires.

En culture, ils se propagent rapidement et lyséintaeement les cellules infectées. Chez

leurs hotes naturels, ils établissent une infedwente des neurones sensoriels et I'infection

lytique a lieu, en général au niveau des celluk$é&piderme. Chez 'Homme, cette famille

est représentée par le virus Herpes simplex eéfaacella zoster (Strauss and Strauss, 2002).
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Les beta herpes-virus infectent un nombre restéhdites et leur cycle d’infection en
culture est long. Chez son hoéte naturel, le virisigte de fagon latente, notamment dans les
cellules mononuclées sanguines. Le cytomégalowesisun des représentants humains de
cette famille (Strauss and Strauss, 2002).

Les gamma herpes-virus sont les herpes-virus ggsquent le nombre d’hotes le plus
restreint. lIs se répliquent dans les cellules lgoides et certains peuvent infecter de fagon
lytique les cellules épithéliales ou endothéliales.virus d’Epstein-Barr fait partie de cette
sous-famille desGammaherpesvirinaeet du genreLymphocryptovirus Il a été mis en
evidence par microscopie €électronique en 1964 patelih, Achong et Barr (Epstein et al.,
1964), dans une lignée cellulaire obtenue a pditin lymphome de Burkitt, ce qui fait de

'EBV le premier virus humain a avoir été associénéancer.

2. Structure du virion

De l'intérieur vers I'extérieur, I'EBV est constéud’'un nucléoide, d’'une capside, d’'un
tégument et d’'une enveloppe. Le nucléoide compuemdDN bicaténaire, linéaire enroulé
autour d’'une structure protéique. La capside icdisqee recouvre le nucléoide et est elle-
méme entourée d’'un ensemble fibrillaire asymétrigleetégument. Enfin, I'enveloppe est
issue des membranes nucléaires et intracytoplagigelle porte en surface une dizaine de

glycoprotéines virales sous forme de spicules.
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Figure 1.1. : Morphologie et organisation structurale des herpes-virus.

(A) Représentation schématique d’'un herpes-virus.

(B) Image en microscopie électronique du virus d’Epstein-Barr (Altmann and Hammerschmidt,

2005).

3. Génome de 'EBV

Le génome du virus d’Epstein-Barr se présente sfsrme d’un ADN double brin
d’environ 172 Kbp. Il est linéaire dans la partewirale mais c’est sous une forme épisomale
gue le virus persiste de fagcon latente dans lalleelDurant la phase de latence, 'EBV se
réplique de facon synchrone avec la cellule infeddés de la phase S du cycle cellulaire, en
utilisant l'origine de réplication latente : Ori-Peux autres régions, appelées DR et DL,
constituent les deux origines de réplication ly&idQryLyt) de 'EBV.

L’'analyse de la séquence génomique de la souche8BBientifié une centaine de
cadres de lecture (ou ORF). Ces ORFs sont répestaelon les fragments de restriction
obtenus apres digestion du génome par I'enzyme Bab@d genes EBV sont nommeés selon
le fragment BamHI dans lequel ils se trouvent (dea/AZ), selon l'orientation de leur
transcription (L pour deftward» ou R pour «ightward ») et le numéro de phase de lecture
(ou «frame»). Par exemple, le gene «BZLF1» codant pourptatéine ZEBRA
correspond au fragment BamHI-Z, d’orientatiotefkward», et appartient a la phase de
lecture (frame») n°1 de cette orientation.

On distingue les génes codant pour les protéindstelece et les génes codant pour les
protéines du cycle lytique. Les premieres sont iexges lors de l'infection dite latente, qui

permet la persistance du virus dans la cellulalmence de synthése de nouvelles particules
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virales. Les protéines du cycle lytique sont, dayslupart, des enzymes de transcription et de

réplication virales ainsi que des protéines dectire.

4. Cycle viral

Le virus établit une infection majoritairement fatie et I'activation spontanée du cycle
Iytique ne survient que dans 10 % des cellules aximum.

4.1. Infection latente

Elle est caractérisée par I'expression d’un nombstreint des antigénes viraux et par le
maintien du génome sous forme épisomale. Chaqgue dep’épisome est répliqué une fois,
durant le cycle cellulaire, et ségrege dans letulesl filles. L’origine de réplication de
I'épisome est appelée Ori-P. Cest 'ADN polymérade la cellule héte qui assure la
réplication de I'épisome viral.

Il existe quatre types de latence (table 1.2.). @dtrla latence de type I, seuls sont
exprimés la protéine EBNAL et certains ARNs nonacsl (EBERS et BARTS). La latence de
type Il est caractérisée par I'expression suppléaiendes protéines LMP1 et LMP2. Enfin,
dans la latence de type lll, tous les génes dadats’expriment : les 6 antigenes nucléaires
(EBNAs 1, 2, 3A, 3B, 3C et LP), les 3 antigénes roemaires (LMPs 1, 2A et 2B) et les 2

ARNSs nucléaires non codants EBERs 1 et 2.

4.2. Cycle Iytigue

Le cycle lytique, aussi appelé cycle réplicatif moductif, peut étre induiin vitro par
différents composés tels que les esters de ph¢rB#\) ou le butyrate. Le génome de 'EBV,
linéaire durant le cycle lytique, utilise la maadhiie enzymatique virale ainsi que celle de la
cellule infectée pour exprimer les protéines duleygtique, se répliquer et produire de
nouveaux virions.

Les genes du cycle lytique s’expriment séquentiediet : les produits des genes tres
précoces activent I'expression des génes précooes,les produits activent a leur tour la
réplication du génome viral nécessaire a la trapison des génes tardifs (dont les produits

permettront I'assemblage et la maturation desqaes virales).

16



Les protéines trés précoces sont les protéineRAER Z EBV Replication Activatos)
et Rta codées respectivement par les genes BZLABRéF1. Ce sont des facteurs de
transcription activant plusieurs genes précoceBRA suffit & elle seule pour lever la
latence du virus et le faire entrer en phase Ilgiguwotamment dans les lymphocytes B

(plasmocytes) et les cellules épithéliales.

In vivo, la nature des cellules responsables de la réplicalu virus et les signaux
conduisant une cellule infectée par 'lEBV en phHasente a entrer en réplication Iytique sont
inconnus. Il a été proposé que les cellules B tafex par le virus latent recirculent vers
I'épithelium oropharyngé ou elles se réactiventiqudquement et produisent de nouveaux
virions libérés dans la salive (Laichalk et al.02p Les signaux initiant la réplication virale
in vivo sont inconnus. Cependant, ils ne semblent paspnodu virus étant donné que les
protéines virales ZEBRA et Rta ne sont pas exprinuiams les cellules B mémoires infectées
par le virus en phase latente. Le mécanisme databiv des cellules B mémoires au niveau de
I'épithélium oropharyngé entraine leur différenidaten plasmocytes producteurs d’anticorps
(Liu et al., 1997). L’équipe de David Thorley-Lawsa démontré que la différenciation des
cellules B mémoire infectées en plasmocytes camsté signal initiant la réplication virale
étant donné que la différenciation cellulaire doibir lieu avant que le promoteur du gene
BZLF1 codant pour le facteur de transcription ZEBBW activé (Laichalk et al., 2005). La
premiere étape de différenciation cellulaire impéd’expression de la protéine régulatrice de
la différenciation en plasmocytes BLIMP-1 (« B-lyhgeyte-induced maturation protein 1 »)
(Shapiro-Shelef et al., 2003). BLIMP-1 réprime pegssion de Pax-5, un régulateur négatif
d’'un autre facteur de différenciation en plasmogytXBP-1 (« X-box binding protein-1 »).
Donc BLIMP-1 induit indirectement la transcriptiadte XBP-1, qui est essentielle a la
différenciation cellulaire en plasmocytes. Or, XBHnduit la transcription du facteur de
transcription viral ZEBRA apres la différenciatides cellules B mémoires en plasmocytes.
En effet, le promoteur Zp du géne BZLF1 possedsitende liaison (le site ZII) du facteur
XBP-1 (Sun et al., 2007 , Bhende et al., 2007)teCalbservation met en évidence un possible
mécanisme moléculaire concernant l'utilisation parvirus EBV de la différenciation

cellulaire en plasmocytes pour activer son cydige.
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Programmes de transcription

Principaux genes

Conséquence sur

Mise en évidence

virale exprimés lymphocytes B in vivo
(individu sain)
Primo-infection et MNI :
amygdales et organes lymphoides
Les 6 EBNAs
Programme | Les 3 LMPs Prolifération des Porteur sain :
de Lymphocytes B amygdales lors des réactivations.
croissance | (+ARNs non codant | néo-infectés
(Latence Ill) | EBER et BART) Cancers associés a EBV :
lymphomes B immunodéprimés (30 a
100%)
leyomyosarcome chez immunodéprimés
(100% ?)
Primo-infection et MNI
Programme | EBNAL et 3 LMPs Premiére étape de la | principalement dans les amygdales
par défaut ARNs EBER différenciation des (centre germinatif) Porteur sain :?
; (Latence II) cellules B activés en
Infection lymphocytes B Cancers associés a EBV :
mémoires .Maladie de Hodgkin (30 a 100%)
Latente .Carcinome. Indifférencié cavum (100%)
.Certains lymphome T
Primo-infection et MNI
Latence O Aucun géne a la fin de la primo-infection
transcrit ou inconnue
seulement LMP2A? Porteur sain :
lymphocytes B mémoires
Porteur sain :
Programme | EBNAl maintien de I'épisome | lymphocytes B mémoires
EBNA1 ARN EBER lors de la division des
(Latence I) cellules mémoires Cancers associés a EBV :
lymphome de Burkitt endémique (100%)
Geénes Transactivation des Primo-infection et MNI :

Infection lytique

Précoces immédiats

genes du cycle
lytique

Geénes Précoces

Synthése ADN vir.

Geénes Tardifs

Synthese des
protéines de structure
et des enzymes
nécessaires a la
formation de la
particule virale
infectieuse

amygdales et autres organes lymphoides

Porteur sain :
amygdales lors des réactivations.

Cancers associés a EBV :
(expression partielle ou compléte du
cycle lytique)

Lymphomes B immunodéprimés
Carcinome indifférencié du cavum

Autre pathologie non cancéreuse
Leucoplasie orale chevelue chez
immunodéprimés

Table 1.2. : Principales caractéristiques du cycle viral, latent et lytique (in vitro et in vivo).

5. Transmission du virus et pathologies associées

Les études épidémiologiques ont montré que 95 %adeopulation mondiale est

infectée par 'EBV, dés le début de I'age adultett€ prévalence importante et précoce est

due a la transmission salivaire. En effet, il @shl@tabli que la transmission de 'EBV se fait

principalement par voie salivaire. Les autres matéesontamination sont moins connus.
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De nombreuses pathologies sont causées et assadi&#s/. Ces maladies résultent
de la particularité de ce virus qui persiste derfal@tente tout au long de la vie de I'individu
infecté. En général, l'infection latente reste aptomatigue. Néanmoins, dans certains
contextes physiologiques, le sujet infecté dévedopies pathologies qu’il convient de
distinguer selon que le sujet est immuno-compétntimmuno-déprimé. Voici un bref
résumé des pathologies associées a I'EBV, sachamtpgpur la plupart, elles sont la
conséquence de déséquilibre entre les cycles $atintytiques du virus et les réactions

immunitaires du patient (Figure 1.2.).
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Contamination

Feplication ef [ymphoproliferation
Primo-infection dans ]aro-phavmy of le spsféme
Iymphoide . Covfrdle par Ie systéme
Tmpnifaire.

Asymptomatigue (fréguent) MMononucléose Infectieuse

Bénigne *L

Szrndrome Monotnucléose
de Purtilla chronigque active

Grrawe rare)
| |

. Laferice Lymphocyfes B mé moires
Persistance |

Replicafion « a bas brudf » périodique

ou suh aigué dans Horo-pharynx

I ]
Asymptomatique {fréguent) Association a des cancers (rare)
{Cancer chez {Cancer chez 'immunodéprime
I'immunocompétent Greffe-SIDA

Co-facteurs génétiques Anomalie Autre

et etrvitonnemental de la surweillance Cofacteurs

T Cryrtotorigque

Figure 1.2. : Physiopathologie de I'infection EBV
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La mononucléose infectieuse (ou MNI)

La primo-infection a 'EBV est acquise dans la gegnfance et reste le plus souvent
asymptomatique. Cependant, si le premier contaet Bevvirus survient chez I'adolescent ou
le jeune adulte, l'infection se manifeste sous mrmymptomatique (Mononucléose
Infectieuse) dans 50% des cas. Les symptébmes camgmiede la fievre, une angine et des
polyadénopathies (Schooley, 1988). Les patienwin&st de MNI souffrent d’une grande

fatigue, les symptéomes pouvant durer plus de 6.mois

L’EBV peut infecter de fagon latente les lymphosyR et stimuler leur prolifération.
Ainsi, le virus d’Epstein-Barr est associé a de hmenses tumeurs développées au dépens des
lymphocytes (particulierement de lymphocytes B) sna@galement dans certains cas, de

cellules épithéliales.

Le lymphome de Burkitt

Historiquement, le lymphome de Burkitt (BL) fut peemier cancer associé a 'EBV.
Le virus est retrouvé dans 95 % des cas de lympsateeBurkitt africains. Des formes non
endémiques et sporadiques du BL, observées daasties parties du monde, sont associees
a 'EBV dans seulement 25 % des cas (30 % pourinteaunodéprimeés). Les patients
souffrant d’'un BL développent des tumeurs au nivé@s machoires et des ganglions

lymphatiques (figure 1.3.).

Figure 1.3. : Enfant atteint par un lymphome de Burkitt.
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La latence observée dans le lymphome de Burkittdestype |: seuls la protéine
EBNAL1 et les EBERs sont exprimés. Les cellules éecses sont caractérisées par de
nombreuses mutations affectant des genes codamt desu protéines impliquées dans le
contrble de la prolifération cellulaire telles quenyc (Kelly et al., 2006). De plus, la protéine
virale EBNAL inhibe les protéines cellulaires denttole de la prolifération telle que le
facteur p53 (Kennedy et al., 2003). Enfin, de na@ukrmarqueurs antigéniques importants
pour lidentification et I'élimination des celluleanormales par les lymphocytes T
cytotoxiques (CTL) sont dérégulés dans les cellodaséreuses du lymphome de Burkitt, ce

qui rend le contréle par le systéeme immunitaire gificace (Staege et al., 2002).

Le lymphome de Hodgkin

La maladie de Hodgkin est une autre forme de turassociée dans 40% des cas a
'EBV. Elle est définie comme la prolifération, aein des ganglions, d’une forme atypique
de cellules lymphoides B : les cellules malignesReed-Sternberg (Murray et al., 1992).
Cette maladie se déclenche le plus souvent chgauie adulte et présente un second pic
d’incidence autour de 45 ans (Flavell et al., 20@Dautre part, le risque de développer une
maladie de Hodgkin est deux a cing fois plus élelvéz les individus ayant présenté une
MNI. En général, la latence impliquée dans le lyompk de Hodgkin est de type Il : trois
protéines sont exprimées (EBNAL, LMP1 et LMP2). €uppose que I'EBV est un facteur
iMportant mais pas suffisant au déclenchement aediadie, d’autres facteurs doivent entrer
en jeu tels que l'origine géographique, le sexahhie, I'age...(Flavell and Murray, 2000).

Lymphomes T

Bien que le tropisme d’EBV soit principalement géivers les lymphocytes B,
certains cancers des lymphocytes T, dénommés “lpmehdes cellules T”, sont associés a
'EBV. Néanmoins les recherches ne sont pas traa@es dans ce domaine (Dupuis et al.,
2006).
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Cancers épithéliaux

- Le carcinome indifférencié du Rhinopharynx (NPC) :

Le carcinome du Rhinopharynx (NPC), est un carceigmeu ou pas différencié
associé a 'EBV dans 100% des cas. |l atteint Itedavec deux pics : I'un autour de 20 ans et
lautre aux alentours de 50 ans. |l représente 28e% cancers en Chine. Il est également
présent en Afrique du Nord et plus rarement en jeiret aux Etats-Unis (Wei and Sham,
2005). Les données actuelles suggéerent une cormbmaintre la présence du virus EBV et
certains facteurs environnementaux et génétiqguas adéclenchement de la maladie. Le
NPC est un carcinome qui résulte de la transfoonaties cellules épithéliales du
Rhinopharynx. Comme la plupart des cancers assadi&BV, les évenements clés dans le
déclenchement de la maladie ne sont pas ou pewsolisemblerait qu’une infection latente

par I'EBV soit nécessaire mais pas suffisante (8sa& Strauss, 2002).

- Le cancer du sein :

L’'association de 'EBV au cancer du sein a été é¢eg(Bonnet et al., 1999). Des études
suggerent que les antécédents de MNI constitueriaataur de risque indépendant dans la
survenue ultérieure du cancer du sein (Yasui e2@01). L'implication réelle de 'EBV reste

a élucider et demeure discutée.
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Il. La protéine ZEBRA

1. Historigue de sa découverte

La souche P3-HR-1 de I'EBV est issue de la lign&ulaire Jijoye Burkitt
Lymphoma (Hinuma et al., 1967). Contrairement autxes souches de 'EBV, P3-HR-1 ne
peut immortaliser une lignée de lymphocytes (Meseseal., 1975; Miller et al., 1974) mais
est capable d’activer I'expression d’antigénes @eés (EAs pour early antigens») d’'un
génome latent de 'EBV aprés surinfection de ceuRaji (cellules EBV-positives) (Henle et
al., 1970). En 1978, une étude mit en évidenceddtogenicité du génome viral de la souche
P3-HR-1 de 'EBV (Delius and Bornkamm, 1978). Efeefune sous population de virus P3-
HR-1 posséde un ADN viral hétérogéne (nomhet DNA) qui difféere de I'ADN viral
classique de la souche P3-HR-1 par des réarrangermiedes délétions importantes (Cho et
al., 1984; Heston et al., 1982). George Millerex sollaborateurs montrerent que la capacité
particuliére de la souche P3-HR-1 a activer un g@ntatent de 'EBV était entierement due a
cette sous population de virus P3-HR-1 contenanhetiDNA (Miller et al., 1984). Par la
suite, cette méme équipe identifia la région génomide lhet DNA responsable de ses
fonctions d’activation: il s’agit d’'un fragment d&8 kpb qu’ils appelerent le fragment
BamHI-WZ het(ou BamHlhet2.7) (Countryman and Miller, 1985). Ce fragmentcoatient
qu’une seule ORFopen reading frameintacte correspondant & la séquence BZL&d
génome standard de la souche P3-HR-1, et des m®rtle trois autres ORFs : BWRF1
BRLF2® et BZLFZ. Ils se demandérent alors si ce fragment d’ADN BatwZ het seul
suffisait a I'induction de génomes latents de 'EBM si le produit de transcription de ce
fragment était responsable des effets observéssl&udes leur ont permis de conclure que le
polypeptide de 33 kDa codé par le fragment BamHI-NéZétait responsable de 'induction

des génomes latents (figure 1.4.).

BZLF1!, BZLF2': «Bam H1-Z fragment — leftward — frame»1C’est-a-dire le cadre de lecture n°1 (ou n°2rBELF2")
en direction de la gauche du fragment de dige@amHI-Z du génome de I'EBV.

BWRF1? : «Bam H1-W fragment — rightward — frame>1C’est-a-dire le cadre de lecture n°1 en directle la droite, du
fragment de digestion BamHI-W du génome de I'EBV.

BRLF1®: «Bam H1-R fragment — leftward — frame>1
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(Countryman J. et al., 1985)

Figure 1.4. : Immunoblot des polypeptides antigénes de I'EBV induits aprés transfection du
fragment BamHI-WZ het.

Pistes 1 et 2 : transfection de cellules LTK- par un vecteur vide pSV2neo (piste 1) ou par le
vecteur pSV2neo contenant le fragment BamHI-WZ het (piste 2). Pistes 3 et 4 : transfection
de cellules D98/HR-1 par le vecteur vide pSV2neo (piste 3) ou par le vecteur pSV2neo
contenant le fragment BamHI-WZ het (piste 4). Piste 5 : cellules D98/HR-1 traitées au PMA
(phorbol 12-myristate 13-acétate). La fleche a gauche indique la bande correspondant au
polypeptide de 33 kDa issu de la traduction du fragment BamHI-WZ het. Piste “M” : marqueurs
de poids moléculaires.

La détection des antigénes a été réalisée par un sérum humain polyvalent W.C., et suivie par
251|.

un traitement a la protéine A staphylococcale marquée a I

(Les celllules D98/HR-1 sont des hybrides entre les cellules (adenine
phosphoribosyltransférase) et la lignée du lymphome de Burkitt HR-1 (Glaser and Rapp,

1972). Elles expriment I'antigéne nucléaire EBNA de I'EBV, un produit de la phase latente,
mais une trés faible proportion de cellules produit les antigeénes du cycle de réplication virale.

Les cellules LTK- correspondent & des cellules (thymidine kinase)™ de souris).

Ces observations furent confirmées par Kenzo Takeda 1986 qui montra
l'importance de la séquence BamHI Z seule (cornedpot a 'ORF BZLF1 du génome
standard de I'EBV) sur I'activation de génomesritade 'EBV de cellules Raji (Takada et
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al., 1986). Jill Countryman et ses collegues coemneart I'effet de la transfection du fragment
BamHI-WZ hetet de la séquence BamHI Z seule sur I'activatiomgéoome latent de 'EBV
de cellules D98/HR-1 (Countryman et al., 1987)nilgntrérent ainsi que la transfection de la
séquence BamHI Z seule permettait effectivememtddire la réplication du virus mais de
maniere beaucoup moins efficace que suite a Iafearmon du fragment BamHI-WHet Ce
résultat intriguant fut éclairci par Cliona Roondg I'équipe de George Miller I'année
suivante : ils démontrérent que les réarrangemgétomiques particuliers du fragment
BamHI-WZ het permettait I'expression du gene BZLF1 qui est radement silencieux dans
les génomes non réarrangés de 'EBV (Rooney e1288). En effet, la fusion des séquences
BamHI W et BamHI Z a entrainé le positionnementétgons promotrices contenues dans la
séquence BamHI W en amont de 'ORF BZL1, permetiémdi le recrutement de facteurs de

transcription cellulaires activant 'expressiongkne BZLF1 (figure 1.5.).

< < iN—7/ e “F ’,
B “nel ~ BAM HI W (HR-1) 8 B8\ R -~ B
~ “~ \BAMHI Z(HR-} -~
S~o S~ \‘\ r’}’
\\\\ \\“ \'\ ”'/
_A\‘\ \\_‘\\ )’f
~ ~. P \\
~ ~ - )
~ e ~o -~ A
RN BWRFI '~ _ ?Igaérl) _-~BILFI \%ZBLFZ
‘-,\_\\ : (475n.) “'\_\\\ '_—’:",,’ (627n.) (1 \“-)
3 P X Bg H P
1134 bp X IS77bp
BAM HI WZhet

(Rooney et al., 1988)

Figure 1.5. : Carte génomique du fragment BamHI-WZ het.

Ces réarrangements génomiques de I'Altides virus P3-HR-1 résulteraient d’'un
mécanisme de dispersion utilisé par le virus d8VEpour rompre la latence et entrer en
phase de réplication, tout en échappant aux va@eodtrole des cellules hotes.

Chez d'autres virus a ADN, l'initiation du cycletigue repose sur I'expression de
facteurs de transactivation précoces (®mediate early proteins) comme la
phosphoprotéine Ela de l'adénovirus (Berk et @791 Jones and Shenk, 1979) ou la
protéine ICP4 du virus HSV (Dixon and Schaffer, @9Breston et al., 1978; Watson and
Clements, 1978). Les travaux de I'équipe de Gedviker avaient mis en évidence

'implication du polypeptide de 33kDa résultant laxpression de la séquence BamHI Z du
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fragmenthet DNA dans le mécanisme de rupture de la latences ®last I'équipe d’Alain
Sergeant. en 1986 qui démontra que ce polypeptaieun facteur dérans-activation viral
précoce qu’ils nommeérent EB1 (Chevallier-Grecoleti®86). Leurs travaux leur permirent
egalement d’identifier un deuxieme facteurtidms-activation viral précoce du virus EBV : le
facteur EB2 (encore appelé SM, BMLF1 ou Mta, prodei'ORFBSLF2-BMLF). En effet,
en transfectant la séquence BamHI Z non seulensamg des cellules EBV-positives telles
gue les cellules Raji mais également dans desleglEBV-négatives telles que les cellules
BJAB, ils prouvérent la nécessité d’'une coopératioine les facteurs EB1 et EB2 pdans
activer le génome de I'EBV.

D’autres noms furent par la suite attribués au pitatiexpression du gene BZLF1 : en
1987, I'équipe de George Miller (Grogan et al., 7P8appelerent « ZEBRA » pour
« BamHI-Z Epstein-Barr replication activater ou tout simplement « Z » ou « Zta ». Et cette
méme équipe présenta en 1987 les premiers immusotidola protéine ZEBRA et mit en
évidence des différences de taille et de migradiectrophorétique de ZEBRA suivant que le
géne BZLF1 provenait d'un génome de souche B95-81FP3-HR1 ou P3-HRHet(figure
1.6.) (Countryman et al., 1987). L'existence defé@iénts variants de ZEBRA est discutée

dans la partie I1.2.

(Countryman et al., 1987)

Figure 1.6. : Mobilité électrophorétique de la protéine ZEBRA (BamHI-Z Epstein-Barr
replication activator) du virus d’Epstein-Batrr.

Immunoblot de protéines extraites de cellules COS-1 transfectées avec différents plasmides
pSV2neo contenant l'insert BamHI-WZ het (pistel) ou l'insert BamHI-Z provenant des
souches HR-1 (piste2), FF41 (piste 3) ou B95-8 (piste 4). Le vecteur pSV2neo vide a été
chargé piste 5. The immunoblot was reacted with a 1:250 dilution of a polyvalent human

antiserum, SC.

27



Enfin, un éclaircissement fut apporté en 1988 daedétermination de la séquence
nucléotidiqgue du fragment BamHI-WZ I'équipe de GeopMiller : il est formé de la fusion
des séquences BamHI W et BamHI Z du génome stamigalal souche P3-HR-1, séquences
qui se trouvent normalement a plus de 55 kpb I'ded’autre dans le génome classique de
'EBV (figure 1.5.) (Jenson and Miller, 1988). Cetéquipe confirma la présence de régions
promotrices dans la séquence BamHI W placées emtash® 'ORF BZL1 grace au
réarrangement particulier dehé&t DNA. Comme aucune homologie significative n’apjiiara
entre les séquences BamHI W et BamHI Z, leur fusésulterait d'une recombinaison non-
homologue.

La protéine ZEBRA, qui apparait déja comme un facté du déclenchement du
cycle lytique de 'EBV, va étre intensivement étaliet révele de nombreuses fonctions tant

au niveau du développement du virus que du cond®léexpression des genes cellulaires.

2. Les variants de ZEBRA

Certains variants de ZEBRA et leur relation a dath@ogies associées a 'EBV ont
été mis en évidence. Le gene BZLF1 codant pourdéime ZEBRA est composé de trois
exons et deux introns. L'équipe d’lIréne Joab aiétles séquences de transcrits BZLF1 issus
de biopsies de tumeurs NPC (Cochet et al., 1998)e& comparant aux transcrits BZLF1 de
la souche B95-8, deux différences ont été détectéegpremiére concerne I lexon et
résulte en une mutation de l'acide aminé leucineeBlisoleucine. La seconde différence
concerne une délétion de deux bases dans le siteedo d'épissage du®® intron. Cette
mutation jouerait un réle dans la vitesse d’épiesdes ARN messagers BZLF1. En effet, les
analyses PCR reéalisées lors de cette étude onréngume la majorité des transcrits BZLF1 ne
sont pas du tout ou incompletement épissées, cexqliquerait la tres faible proportion de
cellules tumorales NPC exprimant la protéine ZEBRA.

Une autre mutation a été mise en évidence par osdtme équipe et concerne la
mutation de I'acide aminé 206 en sérine : variadser206 » (Grunewald et al., 1998). Cette
mutation est plus fréquemment observée dans les de lignée B95-8 de tumeurs NPC de
patients provenant d’Afrique du Nord et d’Europ@ b des transcrits issus de tissus NPC
provenant de ces zones géographiques présentgatiaat Zser206 alors qu'il n’est présent
gue dans 13 a 18 % des cas dans les cellules gagpbs du sang de sujets sains issus des
mémes zones géographiques). Une mutation de l'aaidmé alanine 205 en sérine a

également été mise en évidence dans les virus EBMsides lignées cellulaires P3HR1 et
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Akata, ainsi que de virus B95-8 isolés a partitédgons OHL (Lau et al., 1992). Les résidus
205 et 206 appartiennent au domaine de dimérisattoZEBRA. Bien qu’une diminution
significative de la capacité a dimériser ait étéasbee pour le variant Zser206 (Martel-Renoir
et al., 2000), la mutation de ce résidu ne semategffecter les fonctions de transactivation
de ZEBRA. Cependant, les résidus 205 et 206 pantra@iontribuer, via leur localisation sur
les hélicesy du dimére de ZEBRA, aux interactions de ZEBRA ades protéines cellulaires
étant donné que la double mutation A205R/A206D bBnhinteraction entre ZEBRA et les
récepteurs aux acides rétinoiques RA®d RXRu (Sista et al., 1995). Plus récemment, 5
nouveaux variants BZLF1 ont été identifiés dans néggon sud vde la Chine, endémique au

NPC. 11 acides aminés different de la souche BQA&555) (Ji et al., 2009).
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1. ZEBRA et ses multiples fonctions...

1. Les protéines bZIPs

Les protéines a motif leucine zipper, y comprispestéines bZIP, contiennent dans
leur séquence primaire, une région riche en legcuens laquelle un résidu leucine est
présent de fagon répétitive tous les 7 acides aminé

Dans tous les cas, la région riche en leucine adope structure en héliee dans
lagquelle les leucines apparaissent tous les deus thélices et sur le méme coté de I'hélice.
Cette configuration leur permet ainsi d’interagiia leur chaine latérale, avec les résidus
leucine d’'un deuxieme monomeére, formant un motikdaucine zipper » et résultant en la

dimérisation des deux monomeres.

Figure I.7. : Représentation schématique de la structure en hélice d’une protéine a leucine
zipper présentant une séquence de 7 résidus abcdefg, ou la position «d » est toujours
occupée par une leucine. La position «a» étant généralement occupée par un résidu
hydrophobe, cela permet de former des contacts hydrophobes a l'interface hélice-hélice des

deux monomeres.

Ces résidus leucines présents tous les 7 acidegsarffigure 1.7.) sont extrémement
conservés chez toutes les protéines bZIPs. Deditstibsas de ces résidus leucine en
isoleucine ou valine chez les protéines bZIPsdeajlee C/EBR ou Fos et Jun empéchent leur

dimérisation avec un monomere intact, indiquantrdée critigue de ce domaine de
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dimérisation. Les régions riches en leucines dex dmonoméres s’associent de maniere
parallele, avec leurs hélices orientées dans laerdraction comme illustré grace aux études
structurales de I'hétérodimére Fos/Jun lié a I'AQGIover and Harrison, 1995) : chaque
monomeére forme une héliae et la dimérisation résulte de I'association dexdeeglices
paralleles qui s’enroulent I'une autour de l'aupreur former un motif structural appelé
« coiled-coil» (ou super-enroulement d’hélices), similaire auicaldopté par les protéines
fibreuses comme la kératine ou la myosine.

Contrairement aux protéines « a doigts de zinc »aaxi protéines « helice-boucle-
hélice », le motif leucine zipper ne contacte pesctement ’ADN. Ce role est assuré par une
région adjacente tres riche en résidus basiquesnep@ant a cette région d’interagir
directement avec 'ADN acide. Le motif leucine zgpgouerait cependant un rdle structural
indirect dans la fixation a I’ADN : en facilitantldimérisation, il permettrait ainsi de
positionner correctement les régions basiques @esx dnonomeres sur la double hélice
d’ADN. De fagon intéressante, la région basiquend’protéine bZIP n’est pas complétement
structurée avant sa liaison a 'ADN : elle ne secttire complétement en hélicesqu’une

fois liée a sa séquence ADN.

2. Laréqulation de I'expression de ZEBRA

En plus d’'une auto-activation par la protéine ZEBRWe-méme, le promoteur Zp
contrblant 'expression du géne BZLF1 est régulegemnombreux facteurs de transcription
cellulaires. La figure 1.8. présente l'organisatidas sites de fixation de ces facteurs de

régulation cellulaires dans le promoteur Zp :

\ MEF2D
[mereo |

l

|— ZIA | ZIB

TTTAAA

+1

Figure 1.8. : Organisation des sites de fixation en cis des facteurs de transcription cellulaires

sur le promoteur Zp du gene BZLF1. Les éléments ZI (ZI A, B et D) sont liés par les facteurs
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MEF2D et Spl/Sp3. Le site ZIl est lié par les facteurs CREB, ATF1/2, cJun et C/EBPa
(« CAAT enhancer binding protein a »). Les deux sites ZIlIA et ZIlIIB sont reconnus par la
protéine ZEBRA pour une auto-régulation positive. Cependant, ZIlIB peut également étre lié
par la protéine C/EBPa. Les séquences ZIV et HBox sont des éléments de régulation négative
respectivement reconnus par les facteurs YY1 et E2-2. Enfin, prés de la TATA box, le site ZV
est un site important de régulation négative lié par la protéine ZEB. Des sites potentiels de

fixation du facteur SMAD, responsable de I'activation du facteur TGF-3, sont indiqués.

A lorigine, les séquences de régulation du prommoi&p ont été classées selon 4
groupes : ZI, ZII, ZIll et ZIV. La région -233 a 21du promoteur Zp rassemble les
principales séquences de régulation associéeadutiion du cycle lytique. Les 4 membres
du groupe «ZI» (ZI A a ZI D) sont des motifs mshen paires de bases A-T régulant
négativement le promoteur Zp en absence de stidwbkycle lytique. Le facteur cellulaire
MEF2D, fixé aux sites ZI A, B et D (Liu et al., 9B), recrute les complexes HDACs
(« histone deacetylase complexgséduisant ainsi I'activité du promoteur Zp (Gatiet al.,
2002). Cependant, ces sites ZI deviennent des atérde régulation positive en présence de
certains stimuli d’induction du cycle Iytique, corantes esters du phorbol, les ionophores
calcium ou les agents de chimiothérapie (Flemingimh Speck, 1990a).

Le motif ZIl est reconnu par de multiples facteceiulaires comme le facteur CREB,
ATF-1 et I'hétérodimére ATF-2/cJun, et I'hétérodmaé&Jun/cFos, aussi connu sous le nom
de AP1 pour activator protein 1» (Adamson et al., 2000; Flamand and Menezes, ;1906
et al., 1998; Wang et al., 1998). Ces facteurgalestription cellulaires sont communément
exprimés dans différents types cellulaires maisr leapacité d’activation est souvent
dépendante de leur état de phosphorylation (notarhpae les kinases p38 et JINKqdun N-
terminal kinase»)). Il a également été démontré que le motif &f,conjonction avec le site
Smad, est important pour I'activation du promot&prpar le facteur TF@-dans certaines
lignées cellulaires du lymphome de Burkitt.

Les deux sites ZIIl A et ZIll B sont des élementZREs » (pour «-responsive
elements») qui sont reconnus directement par la protéiBBRRA. Cependant, la capacité de
ZEBRA a activer son propre promoteur dans le cdatekun génome viral latent reste
controversé (Le Roux et al., 1996; Yin et al., 2@@dlani et al., 1996).

De fagon intéressante, les sites ZII et ZIll B darpoteur Zp sont également reconnus
par le facteur de transcription cellulaire C/EBf& CAAT enhancer binding protein»). Il a
été suggeéreé qu’'une coopération existerait entreRABt C/EBF. pour activer le promoteur

Zp au niveau de ces sites (Wu et al., 2004).
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Le promoteur Zp contient aussi difféerents sitegé@ilation négative. Parmi eux, le
motif ZV, situé juste a c6té de la TATA box, appamomme le plus important. ZV est
reconnu par le facteur ZEB, une protéine a doigtgidc (Kraus et al., 2003). Le facteur YY-
1, lieé aux sites ZIV, régule également de faconatieg le promoteur Zp (Montalvo et al.,
1985; Montalvo et al., 1991). Enfin, un certain towende loci « HBox », reconnus par le
facteur de transcription E2-2, régulent négativetmie promoteur Zp en cellules B alors
gu’ils I'activent en cellules épithéliales (Thometsal., 2003).

3. Les fonctions detrans-activation de ZEBRA

ZEBRA est membre de la famille des protéine bZIBs protéines a « leucine-
zipper »), incluant entre autres les facteurs destription cellulaires cJun et cFos (Farrell et
al., 1989; Kouzarides et al., 1991). ZEBRA reconhrkds sites similaires aux sites AP1
appelés sites ZREs E<responsive element§ (Chang et al., 1990; Lieberman and Berk,
1990). Les motifs ZREs sont présents dans de nammbpeomoteurs viraux précoces. La
présence de deux sites ZREs ou plus conduiserg tians-activation synergique de ZEBRA
(Carey et al., 1992). ZEBRA interagit directemeve@de nombreux facteurs de transcription
cellulaires, incluant TFIID et TFIIA (Chi and Carey993; Lieberman and Berk, 1994). De
plus, ZEBRA interagit directement avec les compeld®ACs (notamment les facteurs CBP
et p300) ce qui résulte en l'acétylation de la aitne et ainsi I'activation de la transcription
(Adamson and Kenney, 1999; Chen et al., 2001; Dengl., 2003). Bien que ZEBRA ne
puisse former d’hétérodimeres stables avec lesdestcJun ou cFos, elle semble s’associer a
un autre facteur de transcription de la famille bi2d>s, le facteur C/EBR pourtrans-activer
son propre promoteur Zp via des sites de fixatit@EBPo (Wu et al., 2004).

Au niveau du génome viral, ZEBRA active en toutnpiex lieu le promoteur Rp du
géene BRLF1 (figure 1.9.), afin de rompre la phaselatence (Adamson and Kenney, 1998;
Francis et al., 1997).
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Figure 1.9. : Schéma du promoteur viral du géne BRLF1. Les séquences des trois sites ZREs
(ZRE1, ZRE2 et ZRE3) du promoteur Rp sont représentées. Les ilots CpG méthylables des
sites ZRE?2 et ZRE3 dont indiqués par un astérisque. Le site ZRE1 ne contient pas de cytosine
méthylable.

Le mécanisme d’activation du promoteur Rp par ZEBsbvinble différent de celui
gu'utilise ZEBRA pour activer d’autres promoteuigaux précoces. Par exemple, un mutant
de ZEBRA ou la sérine 186 a été mutée en alanésd{t normalement présent chez tous les
autres bZIPs connus), empéche ZEBRA de lier ettigacles sites ZREs du promoteur Rp,
mais n’affecte pas ses capacités de liaison a rd'sudites ZREs de promoteurs précoces
(Adamson and Kenney, 1998; Francis et al., 199& prlomoteur Rp présente trois sites ZREs
atypiques dont deux contiennent des ilots CpG (ZREZRES3) qui peuvent ainsi étre
méthylés (table 1.3.) :
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ZRE1
AT GG
*x*
TCGCTCA
ZRED N
hhhhh ACCELET
x
E
OGO ARN
7ZRER
[N mE ACCEOTT

Table 1.3. : Représentation des séquences nucléotidiques des 3 heptaméres ZREs du
promoteur Rp ainsi que du site AP1. Les astérisques indiquent les cytosines méthylables des
flots CpG des sites ZRE2 et ZRES3.

En effet, le promoteur Rp est intensivement méttgdeant la phase de latence
(Bhende et al., 2004). De facon surprenante, ZEBRA préférentiellement le site ZRE2
dans son état méthylé (elle lie également le SREZ méthylé) (Bhende et al., 2004). De
plus, la structure cristallographique du complelsBRA/AP1 résolue par Carlo Petosa et ses
collaborateurs en 2006 (Petosa et al., 2006), saggeréle clé de la sérine 186 de ZEBRA,
qui interagirait directement avec une cytosine ryléth du site ZRE2. Cette particularité
unique a ZEBRA a activer préférentiellement desrmiteurs meéthylés, suggere que le virus
de 'EBV a trouvé un échappatoire aux effets irtieibbis de la méthylation du génome viral.

Au niveau des génes cellulaires, ZEBRAns-active via des sites AP, des sites
ZREs, de nombreux génes tel que le facteur dedmatisn cFos (Flemington and Speck,
1990a), l'interleukine IL-10 (Mahot et al., 2008, facteur de croissance T@HCayrol and
Flemington, 1995), la tyrosine-kinase TKT (Lu et @D00) et les métalloprotéases de matrice
1 et 9 (Lu et al., 2003; Yoshizaki et al., 1999ndtivation des cytokines humaines IL-10 et
TGF par ZEBRA aurait pour but de supprimer la répdnsaunitaire cellulaire vis a vis du
virus de 'EBV. Le réle de l'activation par ZEBRAed autres genes cellulaires cités ici est

moins clair.
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4. Les fonctions de réplication de ZEBRA

En plus du réle essentiel de facteur de transonptiral, la protéine ZEBRA joue un
réle prédominant dans le mécanisme de réplicati@iev L’origine de réplication de 'EBV,
oriLyt, contient une série de sites ZREs, et la fixatierZ EBRA sur ces sites est requise pour
déclencher la réplication virale (Fixman et al.929Hammerschmidt and Sugden, 1988). La
mutation des résidus 12 et 13 de ZEBRA ne lui perphes d’assurer ces fonctions de
réplication mais n'affecte pas ses fonctionstrd@s-activation (Sarisky et al., 1996). Enfin,
plusieurs équipes ont démontré que ZEBRA interadisdirectement avec différentes
protéines du complexe de réplication virale (Gaal etl998; Takagi et al., 1991; Zhang et al.,
1996). Ces résultats suggerent que la fixationEBRA sur 'origine de réplicatiooriLyt est
essentielle a la réplication de 'EBV et que cdit@tion engendrerait la formation du

complexe d'initiation de la réplication.

5. ZEBRA et le controle du cycle cellulaire

Les Herpesvirus en général interviennent dans sanismes de contréle du cycle
cellulaire pour assurer la disponibilité en sulistealéquats a la réplication de I’ADN viral et
également, pour avoir le temps de se répliquer. Z&Bxerce différents effets sur le cycle
cellulaire qui sont dépendants du type cellulaimacerné. Chez certains types cellulaires,
incluant les fibroblastes, ZEBRA active I'expressite la protéine p21 tandis qu’elle inhibe
'expression de la cycline A et du facteur c-myesQ@onctions résultent en un arrét brutal du
cycle cellulaire en phase G1/S (Cayrol and Flenoingl996; Mauser et al., 2002; Rodriguez
et al., 1999). Dans les cellules HeLa, ZEBRA dineine taux de cycline B, résultant en un
arrét du cycle en phase G2 et en une inhibitiola@endensation de la chromatine (Mauser et
al., 2002). Dans les keratinocytes modeles illmstta mieux les cellules cibles que 'EBV
infecte in vivo dans l'oropharynx, ZEBRA active I'expression dastfines associées au
déclenchement de la phase S : E2F61 et les cydiiresA. Enfin, beaucoup moins d’études
ont été réalisées concernant le contréle du cyallalaire par ZEBRA dans les lymphocytes.
Ces résultats suggeérent gu’un environnement cetuldoqué en phase G1/S, dans lequel la
réplication de ’ADN cellulaire est impossible maig certaines protéines impliquées dans la

phase G1/S sont exprimées, serait un environneigeait pour la réplication de I’ADN viral.
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L’inhibition de la réplication de 'ADN cellulairdiminuerait la compétition pour les substrats
nécessaires au mécanisme de réplication entre ries \8t la cellule héte, tandis que
I'expression de protéines cellulaires impliguéessdia phase G1/S, comme E2F-1, semblent

nécessaires a la réplication virale.

6. Les interactions ZEBRA-protéines cellulaires

Les interactions ZEBRA-protéines cellulaires cormaece jour sont listées dans la table
l.4. Pour la plupart de ces interactions, les &ug@ ont été entreprises pour évaluer la
pertinence de l'interaction ont été réaliséesitro aprés sur-expression d’au moins un des
partenaires. Il n’est donc pas encore prouve gsénteractions se produisdntvivo et le défi
actuel est de comprendre la pertinence de cesaatii@ns vis-a-vis de la biologie du virus

d’Epstein-Barr.

Protéine cellulaire interagissant o
avec ZEBRA Références
p53 Zhang Q. et al.,1994
Mauser A. et al., 2002
CBP Adamson A.L. et Kenney S., 1999
Zerby D. et al., 1999
C/EBPa Wu F.Y. etal., 2003
TFII A-D Lieberman P.M. et Berk A.J., 1991, 1994
Chi T. et Carey M., 1993, 1996
Lieberman P.M. et al., 1994, 1997
ChiT. etal., 1995
Ozer J. et al., 1996
Berk A.J. et al., 1998
Deng Z. et al., 2001
RXR a, RAR a Sista N.D. et al., 1993, 1995
Pfitzner et al., 1995
NFkB Gutsch et al., 1994
Hong et al., 1997
Ubinucléine Aho et al., 2000
Rack1l Baumann et al., 2000

Table 1.4. : Résumé des interactions ZEBRA-protéines cellulaires (Sinclair, 2003).
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= p53

Zta interagit avec p5& vivo et in vitro et régule négativement la fonction ttans
activation de p53 (Mauser et al., 2002; Zhang et 894). La région bZIP de ZEBRA
interagit avec la région C-terminale de p53. CepanhdMauser Aet al ont récemment
montré que certains des effets de régulation négate ZEBRA sur les mécanisme de
transcription p53-dépendante nécessiterait l'irdetion de la protéine KATA binding
protein» (TBP)(Mauser et al., 2002).

= | a protéine CBP (“CREB-binding protein™)

L’interaction entre ZEBRA et la protéine CBP a giise en évidence dans des systemes
de sur-expression et dans des cellules infectéesHBV en cycle lytique (Adamson and
Kenney, 1999; Zerby et al., 1999). La région de UBiliquée dans linteraction avec
ZEBRA correspond au motif CH/1 de la moitié N-temale et a la région CH/3 du domaine
C-terminal. La région CH/1 stimule I'expression dane BZLF1 dans un systéme geéne-
reporteur alors que la région CH/3 réprime les fions detransactivation de ZEBRA.
Cependant, dans son contexte physiologique, laéip@tCBP coopére clairement avec
ZEBRA dans ses fonctions dé&ansactivation et dinduction du cycle lytique.
L'identification de la région de ZEBRA impliquéendal'interaction avec CBP est moins
connue. Des études de mutagenése suggerent gégida de dimérisation de ZEBRA est
nécessaire ainsi que certains résidus du domaitrarteactivation.

Le fait que CBP régule positivement les fonctioa¢rdns-activation de ZEBRA serait du
au fait que ZEBRA stimule l'activité « histone-gie transférase de CBP (Chen et al., 2001),
ce qui entraine la réorganisation de la chromadtraaméliore I'accessibilité des sites ZREs de
I’ADN.

» C/EBPa

L'interaction directe entre ZEBRA et C/EBPsemble activer la fonction d#ans
activation de C/EB&, conduisant a la stimulation de I'expression deBB% et d’une cible en
aval : p21(CIP-1), entrainant ainsi l'arrét du eydellulaire (Wu et al.,, 2003; Wu et al.,
2004). La capacité a activer I'expression desémes C/EBR et p21(CIP-1) dépend du
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domaine C-terminal de ZEBRA (Wu et al., 2003). badtion de cette interaction semble étre

principalement en rapport avec le contrble du cgeltulaire par ZEBRA.

= | es protéines de la machinerie de transcription

La premiére indication d’'une interaction entre ZEBBt certaines protéines spécifiques
de la machinerie transcriptionnelle est venue destix de Lieberman P.M. et Berk A.J. qui
ont démontré que non seulement ZEBRA et TBP iniesagt directement, mais que cette
interaction stabilise I'association de TFIID ave&TTATA box» (Lieberman and Berk, 1991).
D’autres travaux ont par la suite décrit la forrmatde complexes stables d'initiation de la
transcription contenant ZEBRA (Chi and Carey, 1996i et al., 1995; Deng et al., 2001,
Lieberman and Berk, 1994; Lieberman et al., 19%&r@t al., 1996).

= Autres protéines cellulaires

ZEBRA interagit avec les récepteurs aux acideso&jues RARy et RXRa (Pfitzner et
al., 1995; Sista et al., 1995). La pertinence fiomctelle de cette interaction vient du fait que
les acides rétinoiques sont capables d’empéchéadtdivation de 'EBV en phase de latence
(Sista et al., 1993). Les régions de dimérisatipdedrans-activation de ZEBRA semblent
étre impliquées dans cette interaction (Pfitznex et1995).

La région de dimérisation de ZEBRA est égalememiogmée dans l'interaction avec la
sous-unité p65 du facteur de transcriptionkRFGutsch et al., 1994; Hong et al., 1997). La
sur-expression de p65 en cellules inhibe les fonstide transactivation de ZEBRA.
Cependant, on ne sait pas encore si cette infbiexerce de facon réciproque ni si
I'interaction ZEBRA-p65 se produit dans des comah$i physiologiques.

Une autre protéine cellulaire interagissant ave@RAE, appelée ubinucléine, a été
identifiée en 2000 (Aho et al., 2000). Une intei@csimilaire existe entre 'ubinucléine et le
facteur de transcription cellulaire c-jun, maissignification fonctionnelle de ces interactions
est pour I'instant obscure.

La protéine RACK1 a été identifiée comme partena@hulaire de ZEBRA grace a un
systeme double hybride utilisant le domainet@dms-activation de ZEBRA comme appat
(Baumann et al., 2000). Malgré les relations efdrgrotéine RACKL1 et la kinase C, et

malgré le fait que la kinase C soit impliqguée dEnmécanisme de rupture de la latence de
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'EBV par les esters de phorbol, RACK1 n’influenuiel’état de phosphorylation de ZEBRA
ni ou les fonctions dgans-activation de Ztan vitro ouin vivo (Baumann et al., 2000). Cela
suggere que l'interaction RACK1-ZEBRA n’intervigomas dans la transduction du signal des
esters de phorbol a ZEBRA.

ZEBRA peut enfin interagir directement avec le éactCREB |ui permettant de réguler
négativement les fonctions tlans-activation de ce dernier (Adamson and Kenney, 1989
est intéressant de remarquer que ZEBRA disposeedr doies de régulation négative du
facteur CREB : soit par une interaction directecagelui-ci soit en interagissant avec la
protéine CBP (£REB-binding proteim). Il a été suggéré que CREB jouait un réle dans
régulation du promoteur du gene BZLF1 et que laaci@ de ZEBRA a réprimer les
fonctions de CREB lui permettrait d’exercer uneoaudtgulation de la transcription du géne
BZLF1.
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IV. Structure cristallographique de ZEBRA en complexe ave le site
AP1

1. Organisation en domaines de ZEBRA

ZEBRA est une protéine de 245 acides aminés org@anen deux domaines
principaux : un domaine deansactivation N-terminal et un domaine de dimérisatéi de
liaison a 'ADN (domaine DBD) (figure 1.10.). Ce mheer est un domaine de type bZIP
(«Basic region leucine zipper) composeé de trois régions : une région basi®i®),(une
région de dimérisation leucine zipper> atypique vis-a-vis des séquences consensus, @lP)
une queue C-terminale (CT). Celle-ci comprend lésd@rniers résidus de ZEBRA et est
essentielle aux fonctions d’homodimérisation efixigtion a ’'ADN de ZEBRA (Hicks et al.,

2003).

Domaine de trans-activalion Domaine DBD
' BR ZIp c"'
[ Yl
ZEBRA
1 _..--175 198 220 245
175 185 185 205 25 25 235 s

I - I I | | I
oo LDETKRYKNEVASEKCEAKFKOLLOHYREVAAAKSSENDRLRLLLEKOMCEPSLDVDSITPRTPDVILHEDLLNE

L} L

ZIP CcT

Figure 1.10. : Représentation schématique de I'organisation en domaines de ZEBRA.

Le domaine de trans-activation N-terminal est représenté en bleu. Les régions BR (région
basique), ZIP (région de dimérisation « leucine zipper ») et CT (queue C-terminale) du
domaine DBD sont représentées respectivement en jaune, orange et gris. Les séquences en

acides aminés de ces régions sont indiquées sous le schéma.
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2. Analyse du complexe ZEBRA/AP1 et études de mutagesede ZEBRA

e STRUCTUREDU COMPLEXEZEBRA/APL1 :

Le fragment C-terminal de ZEBRA (résidus 175 a 286¢té cristallisé par Carlo
Petosa et ses collaborateurs en complexe aveiteuARl provenant du promoteur du géene
lytique précoce de 'EBV BSLF2/BMLF1 (Petosa et &006). Comme les autres protéines
bZIP, I'hnomodimere de ZEBRAaisit 'ADN via ses deux longues héliag¥ caractéristiques
des bZIPs, la région basique de chaque hélimgmant des contacts avec le sillon majeur de
la double hélice d’ADN et la région leucine zippermant un «coiled-coil» (autrement dit,

un super enroulement d’hélices(figure 1.11.).

!
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9-8-7-6-5-4-3-2-10 123456789
AAGCACTGACTCATGAAGT

TCGTGACTGAGTACTTCAt
87654 3210-12-34-5-6-7-8"-9-10

Figure 1.11.: Vues orthogonales du complexe ZEBRA/APL. Le coiled-coil est légérement
courbé : l'une des hélices du bZIP (en jaune) est courbée et l'autre hélice (en vert) est
essentiellement droite. La séquence nucléotidique ainsi que le code numérique qui leur est

attribué est indiqué ; 'neptamére AP1 est souligné.
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De facon surprenante cependant, les résidus dégianr C-terminale de ZEBRA
(queue CT) forment un motif structural additionifégjure 1.10.). L'héliceaN de chaque
monomere se coude au niveau du résidu Pro223 pdescendre de fagon anti-parallele au
coiled-coil et former une hélice a un tour appelée « héli€e>. La queue CT forme ainsi de
nombreuses interactions avec les hélidgdu coiled-coil permettant ainsi de le stabiliser et
d’augmenter considérablement l'interface de dinafidm. Ceci explique la stabilité de
’lhomodimére de ZEBRAen dépit de I'absence d’'un motif leucine zippervaarionnel, et
également l'incapacité a lier ’ADN entrainée pasdlélétions affectant l'intégrité de cette
queue CT (Hicks et al., 2003).

Un alignement structural entre ZEBRA et I'hétérodim Fos-Jun (Glover and
Harrison, 1995) montre que éeiled-coilde Fos-Jun forme 4 tours d’hélices supplémentaires

a partir du résidu ou la chaine polypeptidique BBRA change de direction. (figure 1.12.).

Longer
coiled caoil
in Fos/Jun

Tail
structure
in ZEBRA

Figure 1.12.: Structure du complexe ZEBRA/AP1 : comparaison avec I'hétérodimere bZIP

Fos-Jun par alignement structural (rmsdgsc,=0.91A).

Ainsi, ZEBRA a du évoluer a partir d’'un ancétre coum a Fos a travers des
mutations (ex : l'introduction du résidu Proline position 223 qui entraine une cassure de
I’hélice aN) qui ont contraint la queue CT de I'hélice bZl® dEBRA a redescendre le long
du coiled-coil et a former de nouveaux contacts entre monoméZefie structure ne
ressemble a aucune autre protéine bZIP celluldgrés les banques de données, suggérant

ainsi gu’elle serait uniquement présente dangfeék virale.
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o INTERFACEDIMERIQUE ET SELECTIVITEDE L'HOMODIMERE DE ZEBRA

Chez les protéines bZIP usuelles, les contacte éxflices des deux monomeres sont
assurés par des résidus hydrophobes (a) et dekigésiucines (d) dans le motif répéte

d’acides aminés (abcdefdjigure 1.13.).

1 175 221 245
| TAD [bziP T ]
Basic Region Zipper Tail
’ - aN 5 oC “delefion’
S 180 W 1% 200 210 220 230 240
ZEBRA 175 LEIKRYKNRVASRKCRAKFKQLLOHIREVEWWARSSEJDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPDv1hedllnf 245
c-Fos 140 RRIRRERNKMAAAKCRNRRRELTDTLQAETDQLEDEKSALQTEIANLLKEKEKLEFILAAN. . . 200
cJun 264 AERKRMRNRIAASKCRKRKLERIARLEEKVKTLKAQNSELASTANNLREQVAQLKQKVMNH. . . 324
abcdefgabcdefgabcdefgabed abcd abcd
Heptad 1 2 3 4

Figure 1.13.: Alignement de séquences et structure secondaire. Les 4 résidus consécutifs
«a» et «d»de ZEBRA déviant du motif consensus sont surlignés en noir. Les lignes vertes
délimitent les structures en hélice ; I'hélice bZIP du monomere jaune de ZEBRA forme un tour
d’hélice supplémentaire en N terminal (ligne verte en pointillés). Les mutations S186A et

C189S sont indiquées. (TAD, « transcriptional activation domain »).

ZEBRA difféere de ce schéma classique au niveau deoditions (a) et (d)
consécutives. Deux résidus en position (d), la iy 200 et la lysine 207, dirigent leur
groupement hydrophobe vers I'extérieur de I'axd’'luice aN (voir figure 1.14. ci-dessous),
ce qui confere a la lysine 200 son exposition duast et a la lysine 207 de former un pont

salin inter-monomeéres avec la queue CT de ZEBRW figure 1.14. ci-dessous).
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Figure 1.14. : Structure du complexe ZEBRA/ADN : mise en évidence des résidus d'acides
aminés présents a l'interface des deux monomeéres. Les 4 répétitions du motif « abcdefg »

caractéristiques des protéines bZIP sont indiquées.

La tyrosine 200 est impliguée dans des interacterec de nombreux facteurs de
transcription. Au sommet dwoiled-coil les deux cystéines 222 positionnent leurs
groupements thiols & 3,9 A I'un de l'autre, ne Iparmettant pas de former un pont disulfure.
Cependant, ces deux cystéines 222 contribuenefpantient a la sensitivité redox de I'activité
de liaison a 'ADN de ZEBRAWang et al., 2005).

L’homodimére de ZEBRA est stabilisé par une lamgerface hydrophobe
impliquant les héliceaN etaC (figure 1.15.).
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* dimerization

muianisg
muianis

Figure 1.15. : Résidus hydrophobes a l'interface dimérique de ZEBRA. La surface occupée par
les chaines latérales des résidus hydrophobes est indiquée en jaune et celle occupée par la
cystéine 222, en magenta.

Cinq résidus hydrophobes (Leu218, Leu225, Val2223D0 et lle231) forment une poche
a la surface de chague monomeére. Le résidu leddedu deuxieme monomere s’insére
profondément dans la poche hydrophobe du premienomére alors que les résidus
hydrophobes adjacents (Leu214, Leu218 et Met22&yagissent avec la surface de cette
poche. Cette reconnaissance trés spécifique aritank 217 fait de ce résidu un épitope clé
de l'interface dimérique.

ZEBRA ne peut pas former d’hétérodiméres avec tesémes bZIPs cellulaires cFos,
cJun, C/EBR et CREB (Chang et al., 1990; Kouzarides et al9119Vu et al., 2004),
permettant ainsi a ZEBRA d’exploiter les voies wlalires d’activation de la transcription
indépendamment de ces protéines. L’instabilitéetie Hétérodimeres est partiellement due a
des contacts inter-hélices insuffisants dansdied-coil ainsi formé et a I'exposition au
solvant de résidus hydrophobes du domaine C-tetndimamonomere bZIP cellulaire (la
région de dimérisation de ZEBRA étant plus cour)fin, de fagcon surprenante, ce résidu

leucine 217 de ZEBRA correspond a un résidu polairechargé chez presque toutes les
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autres protéines bZIPs usuelless, suggérant gqeedanaissance tres spécifique de ce résidu
hydrophobe unique a ZEBRA au niveau de l'interfdomérique favoriserait la formation

d’homodimeéres au détriment d’hétérodimeres.

o SPECIFICITESDE ZEBRAPOURSESSITESADN CIBLES

ZEBRA a une plus grande variété de sites ADN cibles les autres protéines bZIPs, lui
permettant ainsi d'activer de nombreux genes gied et viraux. La sous-famille de
protéines bZIP Fos/Jun reconnait I'neptamére ARGA®/cTCA » alors que la sous-famille
de protéines bZIP C/EBP reconnait I'octamere « TBGBA » ; ZEBRA peut se fixer sur
les deux sites AP1 et C/EBP, ainsi que sur d’augites ZREs dérivant de ceux-ci (Farrell et
al., 1989; Kouzarides et al., 1991). Le site ZRHisét par Carlo Petosa dans la structure de
ZEBRA/AP1 contient le site heptamére AP1. Ce deres& reconnu par ZEBRA en formant
les mémes contacts « bases-spécifiques » que Roslasparagine 182 interagit avec la

cytosine G et la thymine T, et I'arginine 190 avec la base centrafe(figure 1.16. A et B).
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Figure 1.16. : Contacts protéine/ADN du complexe ZEBRA/AP1 au niveau du sillon majeur
d’ADN.

(A) Résumé des contacts Protéine/ADN. Les résidus de ZEBRA (encadrés en jaune et en
vert) sont listés a c6été de leurs homologues chez Fos/Jun (encadrés en noir et en gris). Les

résidus effectuant les mémes interactions sont reliés entre eux en pointillés. Les résidus ne
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formant aucune interaction sont en parenthéses. Les lignes continues représentent les
liaisons hydrogénes et les discontinues, les contacts hydrophobes. Les molécules d’eau sont
signalées par un « w ». Les interactions protéine-ADN uniques a ZEBRA sont en rouge. La
liaison hydrogéne Serl86/T' (astérisque rouge) est hypothétique, dépendant de la
conformation gauche’ ou trans de la sérine 186 (B).

(B) Interactions de ZEBRA avec le site AP1 dans le sillon majeur de 'ADN. La chaine latérale
de la sérine 186 a été représentée selon ses trois rotaméres préférentiels (t: trans, g:
gauche). La capacité de la sérine 186 a diriger son groupement hydroxyle vers ou a I'opposé
de la base en position 1’ et celle de I'asparagine 182 a fournir un donneur ou un accepteur de
lien hydrogéne a la base en position 2’ pourrait expliquer la tolérance de ZEBRA pour les
paires de bases 1/1’ et 2/2’.

La forme cristalline contenant la mutation S186A, e peut déterminer quel rotamere
adopterait la sérine 186 ; cependant, des consiolésa stéréochimiques favorise une
conformation de la sérine 186 dans laquelle ellerpait former un lien hydrogéne avec
I'atome d’oxygéne O4 de la thyminé Tfigure 1.16.B.).

ZEBRA fixe des sites ZREs dont les nucléotides asitpn 1’ et 2’ varient
considérablement alors que I'hétérodimere Fos/Jdesaexigences strictes concernant ces
positions (Kouzarides et al., 1991). Ces nucléstiske trouvent respectivement a proximité
des résidus sérine 186 et asparagine 182. L’adpard@2 est universellement conservée
alors que la sérine 186 est unique a ZEBRA : lpgtudes protéines bZIPs ont une alanine et
aucun n’a a cette position un résidu capable dmdorune liaison hydrogene. La seule
exception notable concerne le résidu glutamine &0dadprotéine Pap-1. Cette glutamine
influence la spécificité de fixation a 'ADN de Rapen induisant une conformation
alternative de I'asparagine 86 (équivalente a Baagine 182 de ZEBRA) (Fujii et al., 2000).
La sérine 186 de ZEBRA jouerait un réle similairepermettant a 'asparagine 182 de fournir
un groupement donneur de liaison hydrogéne a la &aposition 2'.
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V. Activation des promoteurs méthylés par ZEBRA

1. Conséquences fonctionnelles de la méthylation dé&ADN

La méthylation de I'ADN est dite « épigénétiquearqe qu’elle module I'activité du
génome sans en affecter directement la séquenieecdticerne principalement les cytosines.
La méthylation des cytosines n’existe pas chez tlmss organismesSaccharomyces
cerevisiaeet Caenorhabditis eleganen sont, par exemple, totalement dépourvus. Dans le
regne animal les cytosines méthylées se trouvesgpe invariablement dans le dinucléotide
CpG. Chez les vertébrés, ces sites méthylablesmsuimne distribution non uniforme: il existe
des domaines, appelés flots CpG, ou ce dinuclé@sieplus fortement représenté. Bien
gu’identifice dés 1948, la méthylation a été perpemdant de longues années par la
communauté scientiique comme un épiphénomene dgale. Cependant, les progrés
réalisés au cours des derniéres années ont peuntisnéraire de démontrer le rdle essentiel
joué par la méthylation au cours de plusieurs E®suee biologiques associés au
développement, comme [l'inactivation du chromosomeh¢z les mammiferes femelles,
limprinting génomique ou encore l'expression dengg spécifiques de tissus (Jones and
Takai, 2001). En outre, il semble de plus en plas qu'une méthylation aberrante de 'ADN
joue un réle primordial dans le processus de cagefiese. En particulier, une méthylation
altérée peut conduire a I'inactivation de génegpsegseurs de tumeurs et a un processus de
tumorigenése comparable a celui induit par les tiauis génétiqgues (Baylin and Herman,
2000).

La méthylation exerce une action directe sur I'espion des genes en empéchant la
fixation de protéines qui contrblent la transcopti Ainsi les activateurs transcriptionnels
Spl, CREB, YY1, et d'autres encore, ne se liens glicertaines de leurs cibles si elles sont
méthylées. En effet, de récents développements éseigg que le verrouillage de la
transcription par méthylation de I'’ADN est intimembeconnecté au remodelage de la

chromatine par des enzymes de modification deerast(figure 1.17.).
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Figure 1.17. : Mécanisme par lequel la méthylation de I’ADN réprimerait I'expression des gene.

Ces récentes découvertes ont permis I'ébauche dliadéle de répression de la
transcription. Dans un premier temps, les méthy#tiérases de 'ADN, Dnmt, utilisent le S-
adénosyl-méthionine comme substrat pour catalgsrahsfert d’'un groupement méthyle sur
'anneau de la cytosine avec formation de la ciemé base, la 5-méthylcytosine (figure
.18.).
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(Herman JG et al., 2003)

Figure 1.18. : Réaction de transfert d’'un groupement méthyle sur ’'ADN.
Les Dnmt catalysent le transfert du résidu méthyle CH3 a partir de la S-adénosyl-méthionine

sur le cinquiéme carbone pyrimidique des cytosines, converties ainsi en 5-méthyl-cytosine.

Dans un deuxieme temps, les protéines MBD (« Mdinding-Domain Proteins »)
se lient spécifiguement aux dinucléotides CpG méthyen s’associant a des complexes
répresseurs de la transcription (complexes Sin3&luRD) (Fuks, 2003). La famille MBD
comprend cinqg membres : MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3, IMB (Hendrich and Bird,
1998). Tous les membres de la famille MBD, via ldamaine conservé MBD, peuvent fixer
les dinucléotides CpG méthylés a I'exception de MBIENfin, les histone-désacétylases
(HDAC) sont recrutées au niveau des seéquences ggnesrméthylées, ce qui a pour effet de
désacétyler les histones et de maintenir une steictondensée de la chromatine, réprimant
ainsi la transcription (Jones et al., 1998; Naal t1998).

Etant donné l'effet répresseur de la méthylation I&xpression des genes, on ne
comprend pas comment certains génes méthylés vioauxellulaires sont activés sous
certaines circonstances. Au moins un virus, lesviftog 3, code pour une fonction permettant
une transcription efficace de genes méthylés.rlisavantageux pour les gammaherpes virus
qui ont le plus souvent un génome méthylé de fag@msive durant leur phase de latence, de
coder pour une ou plusieurs protéines capabledivkacdes promoteurs viraux méthylés.
Dans le cas de 'EBV, méme si le promoteur Rp astdment méthylé en phase de latence,
ZEBRA active efficacement la transcription du g@&8iLF1 (Bhende et al., 2004). En effet,
Bhende P.Met al ont démontré que ZEBRA fixait et activait préférellement le promoteur
Rp lorsque le motif CpG du site ZRE2 de ce promoétait méthyle.
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2. Reconnaissance préférencielle de promoteurs méthgl@ar ZEBRA

ZEBRA reconnait et fixe préférentiellement les pobeurs viraux de I'EBV dans leur état
meéthylé (Bhende et al., 2004). Cette caractéristiqnique a ZEBRA est cruciale pour
I'activation du cycle Iytique car le génome de IZBst hautement méthylé durant la phase
latente. Plus précisément, la principale cible BBRA est le géne précoce BRLF1, dont le
promoteur Rp contient 3 sites ZREs (ZRE1, ZRE2RIEZ) dont deux sont méthylables
(ZREZ2 et ZRE3), car contenant un ilot CpG. BheRdé. et al. ont montré en 2004 que
ZEBRA reconnaissait préférentiellement le site ZRIB&s son état méthylé (figure 1.19.).
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Figure 1.19. : ZEBRA fixe préférentiellement le site ZRE2 dans son état méthylé.

Comparaison de la fixation de la protéine ZEBRA (traduite in vitro) sur des oligonucléotides
marqués au %2p contenant les sites cibles Rp ZRE1, Rp ZRE2, Rp ZRE3 ou AP1 du promoteur de
'EBV BMRF1. Un lysat de réticulocyte de lapin non traduit sert de contrdle négatif pour chaque

oligonucléotide (« Retic »).

Le site ZREZ2 contient la séquence TGAGE Gouligneé : ilot CpG). Bhende P.Mt al
ont estimé que ZEBRA fixait ce site ZRE2 méthylée@awix fois plus d’affinité que
I'équivalent non méthylé. Cependant, ZEBRA ne pseitfixer au site mutant ZREZ :
TGGACGG, que ce soit dans son état méthylé ou non. Cdque que ZEBRA ne peut pas

reconnaitre n’‘importe quel site contenant un il@@GCméthylé (Bhende et al., 2004).
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Concernant le deuxieme site ZRE méthylable du pteardRp, ZRE3 (TTCGCS), il n’est
reconnu par ZEBRA que dans son état méthylé (figuee).

Un deuxiéme article de Bhende P.&t.al en 2005 ont permis d’identifier les résidus de
ZEBRA jouant un role essentiel dans la reconnacsagoréférentielle du site meZRE2
(Bhende et al., 2005). En se basant sur la steiciistallographique de I'hétérodimeére Fos-
Jun en complexe avec le site AP1, ils ont émispidtgese que la sérine 186 formerait une
liaison directe avec la cytosine méthylée du moeZRE2 (TGAGC@®). Pour vérifier cette
hypotheése, ils ont testé la fixation des mutantBRE S186T et ZEBRA S186A sur les sites
meZRE2 et ZRE2. Le mutant ZEBRA S186T garde la ciédpa fixer le site meZRE2 mais
ne reconnait plus le site ZRE2 non méthylé. Le muf&BRA S186A, quant a lui, ne fixe ni
le site meZRE2 ni le site ZRE2 non méthylé. Langet la thréonine sont des acides aminés
tres semblables contenant un groupement hydro®gei peut expliquer le fait que le mutant
ZEBRA S186T est toujours capable de reconnaitstéemeZRE2. Contrairement a cela, la
mutation de la sérine en alanine, un acide amimépudaire, ne permet plus a ZEBRA de
fixer le site ZRE, qu’il soit méthylé ou non. Unete explication serait que différentes
conformations de ZEBRA sont requises pour la reamsance des sites meZRE2 et ZRE2

non méthylé et que seule ZEBRA WT est capable gidtaces différentes conformations.

D’aprés la structure cristallographique du compl@&BRA/AP1, Petosa Cet al ont
proposé une hypothése sur le mécanisme de receanags préférentielle des promoteurs
meéthylés par ZEBRA. Le site ZRE2 differe du sitelA&u niveau des positions 1’ et 2’
(nucléotides soulignés dans la séquence du sit@Y Rl constituent le motif CpG, méthylé
sur la cytosine €. Tel que I'évoque la structure du complexe ZEBRRIAa présence de ce
motif CpG ne permettrait plus a I'asparagine 182fatener une liaison hydrogene avec la
base en position 2° comme observé dans la struZidiBRA/AP1.Cependant, la méthylation
de cet flot CpG pourrait stabiliser la sérine 18Hhg une conformation lui permettant
d’interagir avec I'asparagine 182 ce qui, par cqosét permettrait a cette derniére de former
un lien hydrogéne avec la guaniné,Gaugmentant ainsi I'affinité de ZEBRA pour le site
meZRE2 (figure 1.16.A et B et figure 1.20.).
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ZRE2

Figure 1.20. : Prédiction de structure du complexe ZEBRA/meZRE2. La sérine 186, stabilisée par

le groupement méthyle de la cytosine C?, interagirait avec I'asparagine 182 qui, & son tour,
formerait une liaison hydrogéne avec la guanine G°.

Cette hypothese est en accord avec I'observation $&quelle le mutant ZEBRA S186A
ne peut fixer aucun des sites ZRE2 méthylé ou ebrgue le mutant ZEBRA S186T est
capable de reconnaitre le site meZRE2 (Bhende.et2@05). De plus, cette hypothese

expliquerait également la meilleure affinité engemutant ZEBRA S186A et le site AP1
(Francis et al., 1999) (figure 1.16.B. : légende).
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

Les récentes avancées scientifiques ont démone&ZBBRA était le seul facteur de
transcription connu a ce jour capable wansactiver préférentiellement des séquences
d’ADN virales méthylées (Bhende et al., 2004). Daspla structure cristallographique du
domaine bZIP de ZEBRA en complexe avec le site fPdtosa et al., 2006) montre que
ZEBRA adopte une structure tridimensionnelle totaitiatypique au vu des autres membres
de la famille des protéines bZIPs tels que I'héténgre cFos/cJun.

Or, ZEBRA est le facteur responsable de la tramsigntre phase latente et phase
lytique du virus de 'EBV. Cette fonction primortkaajoutée a I'unique capacité de ZEBRA a
fixer préférentiellement des promoteurs viraux mgkth et a la structure particuliere de la
protéine ZEBRA, fait de I'élucidation du mécanisie reconnaissance de 'ADN méthylé
par ZEBRA un atout essentiel pour la compréhengd@hactivation du cycle lytique du virus
de I'EBV.

Mon travail de thése a tout d’abord consisté arabta structure cristallographique du
domaine bZIP de ZEBRA en complexe avec un site ZREpromoteur viral BRLF1 que
ZEBRA fixe préférentiellement dans son état methy&site meZRE2. D’apres la structure
du complexe ZEBRA/AP1 obtenue précédemment, P€oskal ont proposé une hypothese
guant au mécanisme de reconnaissance de I'ADN mééthyr ZEBRA. Des études de
mutagenese de la protéine ZEBRA et du site meZREs2 que des expériences de mesures
d’affinité de ZEBRA pour différents sites ZREs a#te prévues afin de compléter ou de

confirmer cette hypothése.

Enfin, la structure tridimensionnelle hors norme ldeprotéine ZEBRA a mis en
evidence, sur chague monomeére, la présence d'udkeepwoydrophobe capable d’accueillir
une petite molécule chimique suggérant la drugabde cette protéine virale. Nous avons
ainsi prévu un criblage de chimiothéque afin d’tifesr un inhibiteur spécifique de la
protéine ZEBRA qui permettrait de bloquer la tréinsi entre phase de latence et phase

lytique du virus EBV.
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CHAPITRE 11 :

PREPARATION ET CRISTALLISATION

DE ZEBRA EN COMPLEXE AVEC UN

SITE ZRE2 METHYLE
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l. Stratégie de cristallisation du complexe ZEBRA/ZRE?2 mihylé

1. Choix du clone de ZEBRA

La structure cristallographique du bZIP de ZEBRAcemplexe avec le site AP1 a été
résolue en 2006 (Petosa et al., 2006). Les preragsais de cristallisation ont été réalisés a
partir du domaine C-terminal de ZEBRA, du résid® au résidu 245. Ces premiers essais se
révélant infructueux, 9 résidus (VLHEDLLNF) en Cntenal de leur clone ont été délétés. En
effet, 5 résidus sur les 9 délétés étaient hydrogo leur élimination a permis d’accroitre la
solubilité de la protéine. Le clone ZEBRAZ®*™Y contenait également deux mutations
ponctuelles : S186A et C189S. La mutation de laéiys 189 en sérine protége la protéine
contre les phénoménes d’oxydation et permet d’aretlia qualité des cristaux comme I'ont
montré Glover et Harrison (Glover and Harrison, 3)9@rs de la cristallisation du complexe
Fos-Jun/DNA. La mutation de la sérine 186 en akrawait pour objectif de rendre la
séquence primaire de ZEBRA plus similaire a cetleFds et Jun (puisque seule ZEBRA
possede une sérine a cette position 186, voir tkdphV.2.).

Cependant, il a été démontré que cette sérine tjawairéle crucial dans la
reconnaissance préférentielle du site ZRE2 dans é&an méthylé, appelé site meZRE2
(Bhende et al., 2005). Nous avons donc décidéstiuer cette sérine 186 et de ne garder que
la mutation ponctuelle C189S. Les essais de diggtibn sont donc réalisés a partir du clone
« ZEBRA C189%°2%,;  Nous ferons référence a ce clone sous le nonplifignde

« ZEBRA ». La séquence en acides aminés de ce ekin@ésentée ci-dessous (figure I1.1.) :

175 186 196

LQHYREVAA

206 216 226
AKSSENDRLR LLLKOQMCPSL DVDSI | PRTPD

Figure 1.1 Séquence en acides aminés du clone ZEBRA. En jaune : région basique. En

orange : domaine de dimérisation.
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2. Choix des oligonucléotides contenant le site ZRE?2

Difféerents duplexes oligonucléotides contenant paenére ZRE2 sous forme méthylée

(meZRE2) ou non méthylée (ZRE2) ont été testese@alll.1.).
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Table 1.1 : récapitulatif des différents oligonucléotides testés pour la cristallisation du

complexe ZEBRA/ADN. meZRE2(a) et ZRE2 (a) : oligonucléotides double brin de 19 bp
contenant le site ZRE2 sous forme méthylée (meZRE2) ou non (ZRE2) et présentant les

séquences flanquantes utilisées pour la résolution de la structure ZEBRA/AP1. meZRE2(b) et

ZREZ2 (b) : oligonucléotides double brin de 19 bp contenant le site ZRE2 sous forme méthylée

(meZRE2) ou non (ZREZ2) et présentant les séquences flanquantes naturelles du site ZRE2

dans le promoteur viral du gene BRLF1 du génome de 'EBV.

Nous avons joué sur deux caracteéristiques :

la méthylation ou non des cytosines en positio®’ €/-1/1’,

la nature des paires de bases flanquant I'heptagiRER2. Ces séquences flanquantes

représentent dans un cas celles présentes dansplexé oligonucléotide de la
structure ZEBRA/AP1 (oligonucléotides « meZRE2{aet « ZRE2(a) »), et dans

'autre cas représentent les paires de bases eltggnflanquant le site ZRE2 dans le

promoteur

viral

du géneBRLF1 du génome de

« meZRE2(b) », et « ZRE2(b) »).
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De plus, tous les duplexes oligonucléotides tgatésentent des extrémités cohésives afin

de favoriser les contacts cristallins.

Il. Purification du complexe ZEBRA/ZRE2 méthylé

1. Purification de ZEBRA

La premiére étape de purification est une chromapdge échangeuse de cations
réalisée sur une résine SP Séphar@e Kealthcarg. Apres élution a l'aide d’'un gradient
NacCl, les fractions contenant la protéine ZEBRA\(fe 11.2.)sont rassemblées et soumises a

une précipitation au sulfate d’ammonium.
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Figure 1.2 : Purification de ZEBRA
(A) Profil d’élution de la protéine sur résine échangeuse de cations.
(B) Gel SDS-PAGE des fractions issues de la premiéere étape de purification de ZEBRA par

chromatographie échangeuse de cations. Les fractions analysées (38 a 50) sont de 1ml.

Apres resuspension du culot de protéines précgpidesulfate d’ammonium dans le
tampon GF (voir Annexe C.2.3.), la protéine ZEBR/is une ultime étape de purification
par chromatographie d’exclusion de taille sur co®nSuperdex S75Pharmacia/GE
Healthcarg (figure 11.3.) :
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Figure 1.3 : Derniére étape de purification de ZEBRA par chromatographie d’exclusion de

taille sur colonne S75.
(A) Profil d’élution de la protéine de ZEBRA. En haut sont indiqués les poids moléculaires de

protéines de référence (67, 43, 25 et 13,7 kDa). * : pic correspondant a la protéine ZEBRA en

complexe avec de 'ADN contaminant.
(B) Gel SDS-PAGE des fractions issues de la derniére étape de purification de ZEBRA par

chromatographie d’exclusion de taille. | : input.
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Le profil d’élution de la protéine ZEBRA se préseisbus la forme d’'un pic unique
correspondant a un poids moléculaire apparent a@mvl5 kDa (figure 11.3.A.) soit
approximativement deux fois le poids moléculairéca@& pour un monomeére de ZEBRA
(7300 kDa). Ceci indique que ZEBRA existe en tarihgmodimére en solution. Toutefois,
un petit pic se forme en amont (indiqué par unéresjue aux volumes d’élution 8 a 10 ml).
Aprés analyse des fractions d’élution de ce piajsnpouvons affirmer qu’il s’agit de la
protéine ZEBRA en complexe avec de I’ADN contaminasu de la lyse des cellul&scoli
BL21(DES3) ayant servi a exprimer la protéine.

La protéine ZEBRA est tres pure aprés ces deuxegtde purification comme le
montre le gel SDS-PAGE des fractions d’élutionsiéssde la chromatographie d’exclusion
de taille (figure 11.3.B.).

2. Purification des oligonucléotides contenant le sitéRE?2

Les oligonucléotides sont synthétisés sous formmplsi brin et concernant
I'oligonucléotide meZRE2, nous le recevons déjahylét Chaque oligonucléotide sous
forme simple brin est purifié par chromatographteangeuse d’anions sur colonne MonoQ
HR10/10 Pharmacia/GE Healthcadgfigure 11.4.) :
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Figure 1.4 : Purification des oligonucléotides simple brin.
en bleu : profil d’élution des oligonucléotides meZRE2 simple brin 1(A) et 2 (B) sur colonne

MonoQ HR10/10. en rouge : courbe de conductivité du tampon.

Apres élution par un gradient NaCl, les fractioobectées sont rassemblées, dialysées
et dessalées. Les simples brins d'oligonucléotid@splémentaires sont appariés pour former
un duplexe d’oligonucléotides.

[1l. Cristallisation du complexe ZEBRA/ZRE?2 méthylé

Avant de procéder aux expériences de cristalloger@ésteraction entre ZEBRA et

chaque duplexe oligonucléotide est testée pareg@id (ou EMSA).

Seuls les complexes contenant les duplexes oligéotites meZRE2(a) et ZRE2(a)
(c’est-a-dire contenant les séquences flanquastases de la structure ZEBRA/AP1) ont
permis d’obtenir des cristaux (figure 11.6.). Lesnditions de cristallisation de ces derniers
ainsi que les différents ratios protéine/ADN tes@st résumés dans le tableau 11.2. :

63



Ratio protéine/ADN | Nom Conditions de cristallisation

22 % PEG 4000
I 18 % PEG 400
Tampon AA pH 4,0

11

12 % PEG 4000
Il 15 % PEG 400 + 20 % isopropanol
Tampon AA pH 3,8

25 % PEG 4000
1,4/1 I | 10 % PEG 400
Tampon AA pH 4,0

20 % PEG 4000
1/1,2 IV | 15 % PEG 400
Tampon AA pH 3,8

20 % PEG 4000
1/1 V | 15 % PEG 400
Tampon AA pH 3,8

12 % PEG 4000
1/1,2 VI | 15 % PEG 400
Tampon AA pH 4,2

Table 11.2 : Résumé des conditions de cristallisation des complexes ZEBRA/meZRE2(a) et
ZEBRA/ZREZ2(a). AA : tampon acétate de sodium/acide acétique a 50 mM.
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Quelque soit l'oligonucléotide teste, le mélangeBRA/ADN entraine I'apparition
d’'un culot de précipitation. Aprés centrifugatioa ce mélange, le culot et le surnageant ont

été analysés par gel retard (figure 11.5.) :

Figure 11.5 : Analyse du complexe ZEBRA/ADN par gel retard.
L'oligonucléotide testé ici est le meZRE2(a).
Piste 1 : oligonucléotide meZRE2(a) seul.

Pistes 2 et 3 : surnageant et culot du mélange ZEBRA/meZRE2(a) aprés centrifugation.

L’ajout de l'oligonucléotide double brin a la sabri de ZEBRA entraine la
précipitation d'une partie du complexe ZEBRA/ADNeub le surnageant est utilisé pour
réaliser les gouttes de cristallogenese. Nous neqms donc pas savoir exactement quel ratio

protéine/ADN est réellement présent dans la goutte.
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Figure 11.6 : Images des cristaux obtenus.

(A) et (B) complexe ZEBRA/meZRE2(a) : conditions de cristallisation | (A) et Il (B).

(— : aiguille de dimensions 800 x 40 um).

(C a F) complexe ZEBRA/ZREZ2(a) : conditions de cristallisation Il (C), IV (D), V (E) et VI (F).

Cependant, seuls les cristaux du complexe ZEBRAREZ{a) issus de la condition
de cristallisation | ont diffracté a haute résalati(figure 11.6.A.). Cette condition était donc
prometteuse pour la détermination de la structureamplexe. Mais ces cristaux en forme
d’aiguilles étaient tres fins et petits et ne pdtaient donc pas d'effectuer plusieurs

irradiations avant de se dégrader complétementeg&neproduisant, nous avons ajouté 20%
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d’isopropanol au milieu de cristallisation (conditide cristallisation 11). Les cristaux sont
apparus au bout de 48H et en grand nombre (figuBeBl). La majorité des cristaux est
toujours sous forme d’aiguilles, mais des cristamxforme de plaques sont apparus. Ces
derniers d’une taille approximative de 800 x 40,dvit permis d’obtenir un jeu complet de

données a 2,6 A de résolution.

67



CHAPITRE Il :

RESOLUTION DE LA STRUCTURE

DU COMPLEXE ZEBRA/ZRE?2

METHYLE
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La structure du complexe ZEBRA/meZRE2 a été résobae remplacement
moléculaire en utilisant comme modele une partiliité du complexe ZEBRA/AP1 (Petosa
et al., 2006). Le complexe ZEBRA/meZRE2 cristalltsns le méme groupe d’espace (C2)
gue le complexe ZEBRA/AP1. Cependant, les paramette maille sont différents :
notamment, la taille de la maille a doublé danslitaction «a » En effet, aprés plusieurs
recherches, nous avons découvert la présence dlengieme molécule du complexe
ZEBRA/meZRE2 dans l'unité asymeétrique, en relatamec la premiére molécule par une
simple opération de translation. De plus, ceft¥ tholécule n'étant pas aussi bien ordonnée
que la £ nous avons choisi de nous focaliser sur®&rholécule pour la description et

l'interprétation de la structure.
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l. Collecte des données de diffraction

Les données de diffraction ont été collectées dassconditions cryoprotectantes sur
la ligne 1D23-eh2 de 'ESRF a 100K et a une longu#onde de 0,873 A. Cette source de
rayons X est une ligne micro-focus : elle générefaiaceau de rayons X trés étroit qui
permet de viser un endroit trés précis du cridtaleese déplacer le long du cristal dans le cas
ou la zone irradiée se dégraderait.

Cette ligne micro-focus nous a été d'une grande &thnt donné la fragilité et
I'étroitesse de nos cristaux en forme d’aiguill@sace a elle, nous avons ainsi pu collecter un

jeu complet de données a 2,4 A (figure I11.1.).

[
=
p -3

Phi=0°

Figure Ill.1 : Clichés de diffraction a Phi=0° et P hi=90° L'axe de rotation est horizontal.
L'oscillation est de 1°et le temps d’exposition est de 4 secondes. Le faisceau de rayons X est
de 10 um. La transmission est de 10 %. Les taches de plus forte intensité (fleches) sur le
cliché Phi=0°sont dues a la présence de ’ADN.
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Statistiques de collecte des données

Paramétre Valeur

Source de rayons X ID23-eh 2, ESRF

Longueur d’onde (A) 0,873

Température de collection des données (K) 100

Détecteur MAR CCD 165mm

Groupe d’espace Cc2

Parametres de la maille (A) a=208,b=26.6,c=280.9, p=103.1°

Résolution (A) 30-2.4

Reym (%) 9.6 (61.7)

Nombre total de réflexions 64,010 (7350)

Nombre de réflexions uniques 17,346 (1931)

Complétude (%) 98.5 (98.7)

Redondance 3.7 (3.8)

Mosaicité (9 0.24

/o (1) 9.5 (2.4)
Statistiques de traitement des données

Paramétre Valeur

Reryst/Riree (%) 27.0/29.9

Nombre d'atomes

Protéine 1866

ADN 1119

H,O 126

Facteurs de température (A%

Protéine 44.0

ADN 59.4

H,O 44.1

Rmsd longueurs liaison (A)/angles (°) 0.012/1.9

Résidus présents dans les régions les plus favorables/

autorisées du diagramme de Ramachandran (%) 80.5/18.5

®Les valeurs en parenthéses font référence a la couche de plus haute résolution

(2.4-25 A).

bRsym =X |I-<I>| / ZI, ou | est I'intensité observée pour une intensité donnée.

‘Reryst = X |Fo — Fc| / Z Fo, ol Fo et Fc sont respectivement les facteurs de structure observés et calculés. Ryree
est égal & Rcyst pour une portion de 5 % de réflexions sélectionnées au hasard et non utilisées dans le

processus d’affinement.

Table 1.1 : Résumé des statistiques de traitement des données de diffraction et de I'affinement du

modéle.

71




. Traitement des données de diffraction

En premier lieu, nous avons comparé les paraméteesnaille avec ceux de la
structure de ZEBRA en complexe avec AP1 et caleutdefficient de Matthews (Matthews,
1968) ainsi que le pourcentage de solvant seloih yait 1, 2 ou 3 molécules du complexe
protéine/ADN par unité asymétrique (table Ill.Zette analyse nous permet d’obtenir des

indications sur le nombre de molécules du comppegeentes dans l'unité asymétrique.

Complexe ZEBRA/AP1 ZEBRA/meZRE2
Paramétres de maille (A) a=94.2,b=26.5,c=98.1, =103.9 | a=208,b=26.6,c=80.9, B=103.1
Molécules/u.a. 1 1 2 3
Coefficient de Matthews (A%/Da) 2,19 3,99 1,99 1,33
% de solvant 49 % 72,5 % 45 % 17,5 %

Table 1.2 : Comparaison des parameétres de maille des complexes ZEBRA/ADN. (u.a. : unité

asymétrique. Da : Dalton).

Cette table indigue clairement que notre struatgr@eut pas contenir 3 molécules par
unité asymétrique car le pourcentage de solvartitseop faible (17,5 %). En revanche,
l'unité asymétrique peut contenir 1 ou 2 moléculies complexe ZEBRA/meZRE2 étant
donné que ces deux cas de figures présentent tegpeent des pourcentages de solvant
cohérents de 72,5 % et 45%. Cependant, un pougeedtasolvant de 45 % est plus cohérent
avec la résolution de la diffraction des cristalde plus, le coefficient de Matthews
correspondant a 2 molécules/u.a. est similaireld calculé pour la structure du complexe
ZEBRA/AP1. Cela suggere que l'unité asymeétriquetieom 2 molécules du complexe
ZEBRA/meZRE2.

Afin de vérifier la présence de 2 molécules/u.aysavons tout d’abord calculé une
fonction d’auto-rotation. Cette derniere n’ayarnt &épparaitre aucun pic correspondant a de la
symétrie non cristallographique, cela indique queurse deuxiéme copie du complexe
ZEBRA/meZRE2 est présente dans l'unité asymétriglie, pourrait se trouver dans une
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orientation tres similaire a la premiere copie a@mplexe. Pour vérifier la présence d’'une
symétrie non-cristallographique purement transtet@le, une fonction de Patterson a été
calculée a partir des données de diffraction (cdet@atterson expérimentale ; figure 111.2.B.).
Celle-ci a été comparée a une fonction calculée [oméme groupe d’espace a partir d’'un
modele hypothétique placé arbitrairement dans lmenéaille a raison d’'une molécule/unité

asymeétrique (carte de Patterson typique ; figur2.A.).
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(A). Carte de Patterson générée pour le groupe d'espace C2 a partir d'un modéle
hypothétique placé arbitrairement dans la maille a raison d'une molécule/u.a.(carte de

Patterson typique).
(B). Carte de Patterson générée a partir des données de diffraction (carte de Patterson

expérimentale).

Le pic « A » présent sur la carte de Pattersorqugifigure 111.2.A.) correspond a de
la symétrie cristallographique propre a ce groupspihice. En revanche, un nouveau pic (pic
« B ») apparait sur la carte de Patterson expétatee(figure 111.2.B.). La position de ce pic
est cohérent avec la présence de 2 molécules daite lasymétrique, reliées par un facteur
de translation (0,0 ; 0,5; 0,5).

(Un deuxieme pic « A+B » apparait sur la carte dddPson expérimentale section
v=0,5 (figure I1.2.B.) : il correspond a la sommies symétries cristallographiques (pic « A »)

et non cristallographiques (pic « B »).)

Pour résoudre la structure par remplacement maieulnous avons utilisé le
programme PHASER. Le premier modele choisi cornedant a la structure compléte de
ZEBRA en complexe avec AP1, n’a pas permis deucisola structure. Nous avons donc
utilisé un modeéle réduit comportant uniguementréesdus 175 a 200 de chaque hélice du
bZIP de ZEBRA ainsi que les 12 paires centraleduflexe oligonucléotides de 19 bp (voir
Chapitre VIII : Matériels et Méthodes, section J).bes caractéristiques des quatre premieres

solutions proposées par PHASER sont résumées aaaislé 111.3. :

Z-SCORE

Rang de la solution Angles d’Euler (9 Translation (A) LLG
RF TF

1 1825 35.6 177.7 -0.321 0.082 -0.774 7.4 8.2 597

2 231.3 106.7 336 0.004 -0.236 1.036 5.2 11.4 558

3 1795 36.5 179.2 -0.181 0.113 -0.985 7.4 5.8 558

4 75.2 129.3 22.8 0.107 1.209 0.906 54 8.8 539

Table 111.3 : Table résumant les statistiques de remplacement moléculaire des 4 premiéres
solutions proposées par le programme PHASER.

RF : fonction de rotation.

TF : fonction de translation.

LLG : « log-likelihood-gain ».

75



La 1°® solution semble correcte étant donné I'écart ingrrentre son score LLG et
celui de la 2™ solution.

Nous avons analysé 'empilement cristallin de cptmiére solution en générant les
copies du complexe ZEBRA/meZRE2 obtenues par syenétr groupe d’espace C2 (figure
11.3.)
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Figure 111.3 : Analyse de I'empilement cristallin du complexe ZEBRA/meZRE2.

(A) La maille est représentée avec une molécule du complexe ZEBRA/meZRE2 par unité
asymeétrique. Les trois directions X, Y et Z de la maille sont indiquées.

(B) (C) Empilement cristallin correspondant a la premiére solution proposée par le programme
PHASER. Observation selon I'axe Y (B) et selon I'axe de 'ADN (C).

Nous n’observons aucun chevauchement entre leérelities copies du complexe
ZEBRA/meZRE2, ce qui indique que la premiére solutproposée par le programme
PHASER est convenable. De plus, il reste beaucoegpdce dans la maille qui se trouve
inoccupé et qui pourrait accueillir uné™@molécule du complexe ZEBRA/meZRE2 (figure
11.3.B.).

Une carte 2Fo-Fc calculée a partir de ceff@sblution révéle de la densité hélicale
supplémentaire, en prolongation de I'hélice pddiptésente dans le modeéle (figure 111.4.) :
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Figure 11l.4 : Vues orthogonales de la carte de densité électronique 2Fo-Fc du complexe
ZEBRA/meZRE2.

En jaune : modéle utilisé pour le remplacement moléculaire.

En rouge et en vert : partie omise de la structure provenant du modéle complet ZEBRA/AP1.

Le fait que le modele utilisé pour le remplacemerdléculaire soit réduit (voir
Chapitre VIII : Matériels et Méthodes) et que nqusssions clairement distinguer la densité
électronique correspondant aux deux hélicesi bZIP de ZEBRA confirme que la premiere

solution proposée par le programme PHASER est oinéien correcte.
L’empilement cristallin a été réexaminé en rajoutaur l'image la densité

électronique d'une carte Fo-Fc calculée a partir lalepremiére solution proposée par
PHASER (figure II.5.) :
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Figure I11.5 : Carte Fo-Fc de la 1% solution proposée par PHASER calculée & partir du modéle réduit
utilisé pour le remplacement moléculaire. (A) Observations selon un axe perpendiculaire & 'ADN et

(B) selon I'axe de I'ADN. En vert : densité hélicale supplémentaire.
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Cette carte montre clairement une densité élecjuensupplémentaire correspondant a
une deuxiéme molécule du complexe ZEBRA/meZRE2 tangé asymétrique. L’opération
de translation reliant ces deux molécules danstéumsymétrique est en accord avec celle

déterminée par I'analyse des cartes de Patterson.

[l. Affinement et validation

La ™ molécule a été placée dans la densité électroridlaade de la partie réduite
du modéle. Le programme CNS a été utilisé pour @elhaffinement. Au début du processus
d'affinement, les parameétresR: et R étaient respectivement de 53 et 56 % avec une seul
molécule dans l'unité asymétrique puis de 48 e Ba,en rajoutant la deuxieme molécule.
Puis la structure du complexe ZEBRA/meZRE2 a étésttuite manuellement a I'aide du
programme « O » et affinée par le programme CNS$jufas construction complete du
complexe. La densité de I&" molécule est de qualité inférieure & celle de®& durtout au
niveau des extrémités du double brin ADN et deddi@ C terminale de la protéine (figure
111.6.). Cette 2™ molécule du complexe est plus désordonnée carsniém tenue en place
par des contacts cristallins. Cela explique pourtpugaleur de Rys/Riee €St I€gerement plus
élevée que ce qu’elle devrait étre a cette résmlutNous avons donc choisi de concentrer
linterprétation de la structure du complexe ZEBRWZRE?2 sur la ¥® molécule présente
dans 'unité asymeétrique.

Le modéle a été validé grace au programme PROCH&CKerifiant que la géométrie
de la structure était satisfaisante (voir tablellét diagramme de Ramachandran en Annexe
E).
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Figure 111.6 : Alignement des structures des 2 molécules du complexe ZEBRA/meZRE2
présentes dans l'unité asymétrique. En jaune et bleu : 1% molécule du complexe ; en vert et
cyan : 2°™ molécule du complexe. Les parametres relatifs a cet alignement sont présentés en

Annexe F.1.
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CHAPITRE IV :

ANALYSE DE LA STRUCTURE DU

COMPLEXE ZEBRA/ZRE2 METHYLE
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l. La protéine ZEBRA
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Figure IV.1. : Séquences oligonucléotidiques des heptaméres AP1 (en haut) et meZRE2 (en
bas). Les paires de bases surlignées en rose sont spécifiques de AP1 et celles surlignées en

jaune spécifiqgues de meZRE2.

Le site meZRE?2 differe du site AP1 uniquement axeail des paires de bases -2/2’ et
-1/1": les bases Get T sont remplacées par deux cytosines méthyléesréfitiil.). La
structure d’'une cytosine méthylée se rapprocheefle d’'une thymine étant donné qu’elle

possede un groupement méthyle additionnel en podtide son cycle (figure IV.2.) :

NH2 NH2 0
| NN \f“}N i NH
o o o
H H H
cytosine 5-methylcytosine thymine

Figure 1V.2. : Structures des bases cytosine, cytosine méthylée et thymine.

Les heptameres en général, tel que le site AP, asymeétriques. L’heptamere
meZRE2 marque encore plus cette asymétrie : ileptésun demi-site droit identique a celui
d’AP1 et un demi-site gauche contenant un ilot @p&hylé (figure 1V.1.). Chaque demi-site
est reconnu par un monomere de ZEBRA : les congaiotéine-ADN dans le sillon majeur ne
seront donc pas les mémes pour les deux hélicaszthi de ZEBRA. L’arginine 190 du
premier monomere de ZEBRA forme deux liaisons hgdnes avec les atomes O6 et N7 de

la base centrale Gde I'heptamére meZRE2 alors que I'arginine 19@duxiéme monomeére
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forme des contacts avec le squelette phosphatéAB& I(figure IV.3.). Nous avons tout
d’abord aligné les complexes ZEBRA/AP1 et ZEBRA/RR&2 en minimisant les rmsd des
Co de ZEBRA et des phosphates de I'ADN, tout en respe les différences de

conformation des deux arginines 190 de chaque aatfigure 1V.3.).

Figure IV.3. : Superposition des complexes ZEBRA/AP1 et ZEBRA/meZRE2 : alignement
global.
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(A) Vue d’ensemble de I'alignement structural des complexes ZEBRA/AP1 (en jaune et bleu)
et ZEBRA/meZRE2 (en vert et cyan).

(B) Vue othogonale. Seule une partie des hélices bZIP de ZEBRA est représentée sous forme
de « tonneaux ».

Alignement réalisé en minimisant les rmsd des Ca de ZEBRA et des phosphates de I’ADN (les
parameétres associés a cet alignement sont présentés en annexe F.2.). L'alignement conserve
I'asymétrie des sites AP1 et meZRE?2 : les arginines 190 des monomeres de ZEBRA formant
des contacts avec le squelette phosphates de I'’ADN sont alignées, et celles interagissant avec

la base centrale G° (indiquées par un astérisque) le sont également.

A premiére vue, les structures de ZEBRA en compésex les sites meZRE2 et AP1
semblent trés proches l'une de lautre. Les chamgésnsont minimes au niveau des
protéines. Cependant, des variations plus impasasé remarquent au niveau de la double
hélice d’ADN. Les deux complexes ont donc étéragycette fois, uniquement par rapport a
la double hélice d’ADN (figure 1V.4.).

Figure IV.4. : Superposition des complexes ZEBRA/AP1 et ZEBRA/meZRE2 : alignement
selon les doubles hélices d’ADN.

85



Le complexe ZEBRA/AP1 est représenté en jaune et bleu et le complexe ZEBRA/meZRE2 en
vert et cyan. L'alignement est réalisé en minimisant uniquement les rmsd des atomes de

I’ADN (les paramétres associés a cet alignement sont présentés en annexe F.2.).

L’alignement des complexes vis-a-vis de la douléléich d’ADN met en évidence une
courbure importante du dimere ZEBRA associé au/ARé (en jaune). Au sommet des 2
hélices bZIP, c’est-a-dire au niveau des résiduses 224, la distanceocCo entre les deux
complexes est de 10 A. Cependant, cette courbucemeerne que la partie C terminale de la
protéine, I'orientation des régions basiques épamnfaitement conservée. Cette inflexion n'a
donc certainement pas de conséquence sur la fixatllADN de la protéine ZEBRA et doit

étre due aux contacts cristallins, differents dasgleux complexes.

I. LA DOUBLE HELICE D'’ADN

En alignant les complexes vis-a-vis de la doublécéél’ADN, plusieurs changements
significatifs sont a présent visibles (figure 1\).5.
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Figure IV.5. : Superposition des complexes ZEBRA/AP1 et ZEBRA/meZRE?2 : alignement
selon les doubles hélices d’ADN.

(A) Vue d’ensemble de I'alignement structural des complexes ZEBRA/AP1 (en jaune et bleu)
et ZEBRA/meZRE2 (en vert et cyan). L'alignement est réalisé en minimisant uniquement les
rmsd des atomes de I'ADN (les paramétres associés a cet alignement sont présentés en

annexe F.2.).
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(B) Vue en stéréo de I'alignement des doubles hélices ADN correspondantes aux sites AP1 et
meZRE2. Seules la région comprise entre les paires de base (-5/5’) et (5/-5’) est représentée.
Une partie de I'hélice a d'un monomeéere de ZEBRA est représentée et la sérine 186 est

indiquée par une astérisque (*).

On ne décele aucun changement significatif au nivées demi-sites droits des
heptameres AP1 et meZRE2 : les paires de basesa(@B5’) et les squelettes phosphates
sont alignés. Par contre, un décalage apparaitveaundes phosphates de 'ADN du demi-
site gauche (paire de bases -5/5’ a -1/1") dummg&@RE2, notamment au niveau de la région
formant des contacts avec la sérine 186. Afin dtest plus précisément ces variations, le
programme 3DNA a été utilisé pour mesurer et compkas largeurs des sillons majeur et

mineur de chaque double hélice d’ADN (figure 1V.6.)

20 - —— meZRE2
-+- AP1

=z 181
E L:':M—_ﬂs_——‘-._ /_h‘ -3 2 -1 0 1 2 3
2 TOUTUN ol TC*GC|TCA
= 16 \/ meZRE2 A ol ol A -
-g r“ﬁi‘ljéi.if 3f o2r 1ro ooro1rooar gr
= 14_mineur 5 -z 1 00 1 0z 3
@ TGAQTCA
D AP1
o
- 12 1 3 2 1 or -1 2F -3

10

-3 -2 -1 0 1 2 3

Paire de bases

Figure IV.6. : Comparaison des largeurs des sillons majeur et mineur des doubles hélices
d’ADN des sites AP1 (en noir) et meZRE2 (en bleu). Seule la région comprise entre les paires
de base -3/3’ et 3/-3' est représentée. Les données ont été obtenues grace au programme
3DNA.

Les largeurs des sillons majeurs des sites APl eZRE2 sont pratiquement
identiques excepté au niveau de la paire de baseale0/0’, soit trés prés de I'llot CpG du
site meZRE2. On observe alors un rétrécissemestllda majeur du site meZRE2 : sa taille
est de 15 A comparé a 16,3 A pour le site AP1. @stcompensé par une augmentation de

taille du sillon mineur au niveau des paires deebad/1’ et 0/0’. L'introduction d’'un Tlot
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CpG semble entrainer un rétréecissement du sillojeunadu site meZRE2. Mais la
méthylation d’'ilot CpG joue-t-elle un réle dansa®ngement structural ? Peu d’études ont
éteé réalisées concernant l'influence de la méttopiad’un 1lot CpG sur la structure de I’ADN.
Heinemann et Hahn ont comparé les structures digoraucléotide de 10 bp méthylé ou non
sur une cytosine (nous l'appellerons oligonucléot€) (Heinemann and Hahn, 1992). Les
largeurs des sillons majeur et mineur de cet olig#otide sont représentées ci-dessous
(figure 1V.7.) en fonction de son état de méthgati

-<4- non méthylé
20

1 2 3 5 3} 7 g8 9
18 ; .. BGBTCCG GACC
methyle )

- “'-. 7/ \ -
16 {majeur it -
mineur

14 |

12 |

Largeur du sillon (A)

10 |

Paire de bases

Figure IV.7. : Comparaison des largeurs des sillons majeur et mineur de I'cligonucléotide X
non méthylé (en noir) ou méthylé sur une cytosine (en bleu). Seule la région comprise entre
les paires de base 2/2' et 8/8 est représentée. Les données ont été obtenues grace au
programme 3DNA et daprées Heinemann et Hahn, 1992. Les n° d'entrée pdb des

oligonucléotides X méthylé et non méthylé sont respectivement 122D et 1BD1.

Contrairement au site meZRE2, la méthylation déssiyes ¢ et C' semble entrainer un
élargissement du sillon majeur de I'oligonucléotlau niveau des positions 4 et 6 ; cela est
compensé par un rétrécissement du sillon mineupe@tant, les auteurs précisent que la
meéthylation de ces cytosines ne change que tré&sdémnt les parametres structuraux de
I'oligonucléotide X. Nous avons observé 'effet @rge concernant le site meZRE2 puisque le
sillon majeur se rétrécit. Cependant, les cytosméshylées de I'oligonucléotide X ne font
pas partie d’'un ilot CpG contrairement au site meZRCela suggére que les changements
structuraux observes entre les sites AP1 et meZRRE#ent principalement dus a la présence

de I'llot CpG, et non & la méthylation des cytosif® et C%
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Avant d’analyser les contacts établis entre ZEBRAeesite meZRE2, rappelons ceux
décrits par Carlo Petosa concernant le complexeRZZBP1 (figure 1V.8.).
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Figure 1V.8. : Contacts ZEBRA/ADN au niveau du sillon majeur.



(A) Contacts entre ZEBRA et le site AP1. La sérine 186 a été modélisée étant donné que ce
résidu a été muté en alanine dans la structure réelle. (B) Prédiction de structure du complexe
ZEBRA/meZRE2. les fleches indiquent les contacts hypothétiques entre les résidus de
ZEBRA et le site meZRE2. (C) Contacts protéine/ADN de la structure réelle du complexe
ZEBRA/meZRE2. Seul les demi-sites gauches des oligonucléotides sont représentés ainsi
gue les 3 résidus N182, S186 et R190 de ZEBRA. Les liaisons hydrogenes sont représentées

en pointillés.

En complexe avec le site AP1 (figure IV.8.A.), pasagine 182 forme deux liaisons
hydrogénes avec les atomes N4 de la cytosinet@4 de la thymine . Le résidu 186 a été
modélisé en sérine étant donné qu’il a été mut@lanine a l'origine. Cette sérine 186
adopterait une conformation lui permettant aingntdragir avec I'atome O4 de la thymine
TY. Quant & I'arginine 190, elle forme deux liens togenes avec les atomes 06 et N7 de la

guanine 6.

Le site meZRE?2 differe du site AP1 uniquement axeail des paires de bases -2/2’ et
-1/1’. Petosa et ses collaborateurs ont ainsi praditructure du complexe ZEBRA/meZRE2
et suggéré une hypotheése sur le mécanisme de wassance préférentielle de I'ADN
meéthylé par ZEBRA (figure IV.8.B.). D’apres eux, peesence du motif CpG ne permettrait
plus a l'asparagine 182 de former une liaison hgéne avec la base TCen position 2’
comme observé dans le complexe ZEBRA/APdpendant, la méthylation de cet ilot CpG, et
plus particuliérement la présence du groupemertyteéétle la cytosine & pourrait stabiliser
la sérine 186 dans une conformation lui permetfanteragir avec I'asparagine 182. En effet,
la chaine latérale d’'une sérine peut adopter 3 ocordtions préférentiellesgauche |,
gauché et trans La sérine 186, stabilisée en conformatigauché, interagirait avec
I'asparagine 182, qui, & son tour pourrait reformerlien hydrogéne avec la guaniné,G
augmentant ainsi I'affinité de ZEBRA pour le sitesARE2 (Petosa et al., 2006).

Analysons a présent la structure réelle de ZEBRA@nNplexe avec le site méthylé
meZRE?2 (figures IV.8.C et IV.9.).
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[1l.  Analyse de I'interaction entre ZEBRA et le site ZRE2néthylé

CpG
motif 1

R190

S186

N182

RIGHT

Figure 1V.9. : Schématisation des interactions ZEBRA/meZRE2 au niveau des résidus N182,
S186 et R190 des hélices gauche et droite du dimére de ZEBRA. L’hélice gauche (en vert) est
celle représentée dans les figures A,B et C. Les liaisons hydrogenes sont représentées en
rouge et les liaisons hydrophobes en pointillés noir. La liaison médiée par une molécule d’eau

(« W ») est indiquée en gris.

En accord avec la structure prédite, le lien hydnegentre le groupement hydroxyle
de la sérine 186 et I'atome N4 de la cytosine &t maintenu (figure 1V.8.C.) mais la
direction de la liaison est inversée : la cytosinéthylée se retrouve donneur de liaison
hydrogene et le groupement OH de la sérine 186&paear (alors qu'il était donneur de
liaison hydrogene en complexe avec le site AP1).plks, le groupement méthyle de la
cytosine C ne se trouvant qu’a 4,25 A du groupement méthytenka sérine 186, forme un
contact hydrophobe avec cette derniére. Le rotagguehé de la sérine 186 est stabilisé par
ce contact hydrophobe. Enfin, I'arginine 190 comedes deux liaisons hydrogenes qu’elle

formait auparavant avec la base centrdle G
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Cependant, plusieurs différences avec la strugiugdite sont a noter. Tout d’abord, le
rétrécissement du sillon majeur d’ADN induit pample&sence de I'llot CpG (voir partie Il de
ce chapitre) permet & la sérine 186 d'étre plusheale la cytosine €et ainsi de former une
nouvelle liaison hydrogene avec I'atome N4 de cgytesine. L'asparagine 182, quant a elle,
a pivoté de 180°. Elle interagit toujours avecdaden position 2’ mais la direction de ce lien
est inversée comparé au complexe ZEBRA/AP1 : leggment amine de I'asparagine 182
est donneur de lien hydrogéne & I'atome O6 de émige G . L'interaction qu’elle formait
avec la thymine T est remplacée par une interaction indirecte via molécule d’eau entre
son atome @1 et I'atome N7 de I'adénine *A Enfin, la sérine 186 ne forme aucune
interaction avec I'asparagine 182, comme cela &téiproposé par Carlo Petosa. La structure
de ZEBRA en complexe avec le site meZRE2 permgipdieger une révision a I'hypothése
du mécanisme de reconnaissance préeférentiell@NI'méthylé par ZEBRA.

Le rétrécissement du sillon majeur du site meZRi#tiit par la présence de I'llot
CpG et la stabilisation de la conformatigauché de la sérine 186 par le groupement
méthyle de la cytosine'C permet a la sérine 186 de former une nouvellsdimhydrogéne
avec la cytosine méthylée*CCeci explique également le réle clé joué pagkng 186 dans
le mécanisme de reconnaissance préférentielle AIl2N' méthylé par ZEBRA et mis en

évidence par Prasanna Bhende (Bhende et al., 2005).
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CHAPITRE V :

ANALYSE DU MECANISME DE

RECONNAISSANCE

PREFERENTIELLE DE L'ADN

METHYLE PAR ZEBRA
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Shannon Kenney et ses collaborateurs ont montréZgBRRA fixe préférentiellement
’ADN méthylé (Bhende et al., 2004). En réalisaas EMSAS, ils ont estimé que ZEBRA lie
un site ZRE2 méthylé avec 10 fois plus d’efficadijgun site non méthylé. Cependant,
aucune mesure précise d'affinité n'a a ce jourréadisée. La structure cristallographique de
ZEBRA en complexe avec un site ZRE2 méthylé résalueours de ma thése, apporte des
indices importants pouvant améliorer la comprélmnglu mécanisme de reconnaissance
préférentielle de sites méthylés par ZEBRA. Afin denfirmer et de compléter les
informations apportées par cette structure, nowmsmis au point, en collaboration avec
'équipe de Francois PARCY du CEA, une techniquemattant de mesurer avec précision
les affinités de ZEBRA pour divers sites ADN. Ealrgant une étude de mutagenése du site
ZRE2 méthylé ainsi que de la protéine ZEBRA, nopigoatons une révision importante du
mécanisme de fixation préférentielle de ZEBRA susite ZRE2 méthylé proposé par Petosa
et al. en 2006.
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l. Principe de la technique d’anisotropie de fluoresawe :

La technique d’anisotropie de fluorescence (Lundletiaal., 1996) repose sur I'étude de la
mobilité rotationnelle d’'une molécule fluorescer{dans notre cas des oligonucléotides
marqués a la rhodamine correspondants aux sitéisademn de ZEBRA, voir tableau V.1.).
En excitant le groupement fluorescent par une leap@larisée, la lumiere est émise dans des
directions qui dépendent de: i) la direction deatvation (par rapport a la direction de
lumiére incidente) ; ii) I'orientation initiale, laotation /., la déformation de la molécule
pendant le temps qui sépare I'absorption de I'éimssC’est ce dernier aspect qui est le plus
intéressant car il donne des informations, notanymeur la mobilité des molécules sondées.
La valeur d'anisotropie de fluorescence (AF) esnpnse entre 0 et 1. Elle est calculée

comme suit (Canet et al., 2001) :

|AF = (A-An) / (A+0,5 A)|

ou A = Iy, + Iy (Ia somme des intensités de lumiére émises ap@&ton selon I'axe
vertical) et A = lhh + Iy (I2a somme des intensités de lumiére émises ap@®EtEoN selon
'axe horizontal). En effet, seule la lumiére d’'@ation est polarisée. La détection a

I'émission se fait sans polariseur (voir Chapitid YMatériels et Méthodes).

Si la molécule marquée est libre, elle a une grandeilité rotationnelle donc les
dipbles émetteurs se désorientent tres vite parora@ la durée de vie de fluorescence (qui
est de quelques nanosecondes pour la rhodaminejalear d’anisotropie de fluorescence
sera ainsi tres faible car l'intensité de lumiém@se apreés excitation selon I'axe vertical XA
sera pratiguement équivalente a l'intensité de éueniémise apres excitation selon l'axe
horizontal (A). A l'inverse, si cette méme molécule est en caxglavec une molécule de
plus grande taille (comme ZEBRA), sa mobilité ratambelle est réduite donc les dipbles
émetteurs se réorientent plus lentement par rappaiemps de vie de fluorescence : la valeur

d’anisotropie de fluorescence sera donc plus inaptet(voir figure V.1.).
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Figure V.1. : Schéma représentant le principe d’'anisotropie de fluorescence

L’'analyse de la courbe de fixation obtenue permet déterminer la constante de

dissociation a I'équilibre qui informe sur I'affb@i et la spécificité des complexes.

. Mise au point des expériences d’anisotropie de fluescence

1. Choix des clones de ZEBRA et cJun et purification &s protéines

Nous utilisons le méme clone de ZEBRA ayant senla aésolution du complexe
ZEBRA/meZRE2. Cependant, bien que ZEBRA fixe I'ARN tant que dimeére, ce clone de
ZEBRA de 61 résidus (7298 Da) n’avait pas unedaisez importante pour affecter de facon
significative la mobilité rotationnelle de I'oligocléotide marqué a la rhodamine. Nous avons
donc ajouté une étiquette MBP Ntaltose binding proteim) du c6té N-terminal du bZIP de
ZEBRA. A la différence d’'une étiquette GST, la @ioe MBP ne dimérise pas en solution,
elle ne risque donc pas de fausser les capacit@ébntrisation ou de liaison a 'ADN de
ZEBRA. La construction MBP-ZEBRA forme a présent polypeptide de plus de 50 KDa
qui va permettre d’obtenir un meilleur signal dsotropie.

Afin de comparer le comportement de ZEBRA a uneeaptotéine bZIP classique,
nous avons choisi le facteur de transcription c@ismdernier peut former des homodimeéres
mais également des hétérodimeres en interagisgaatefacteur de transcription cFos. Pour

plus de simplicité, nous avons décidé d’étudiecdenportement de cJun en l'absence de
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cFos. Etant donné que nous ne nous intéressona doraaine bZIP de cJun, ce dernier a

également été exprimé en fusion avec I'étiquettéPMB

Toutes les protéines de fusion-MBP étudiées soritiges selon le méme protocole (voir
Chapitre VIII : Matériels et Méthodes). Les figuidgstrant cette partie présentent 'exemple
de la protéine MBP-ZEBRA.

La premiére étape de purification est une chronrafige d’affinité sur résine d’amylose
(NEB).
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Figure V.2. : Purification de MBP-ZEBRA par chromatographie d’affinité sur résine d’amylose.
Gel SDS-PAGE des fractions d'élution. FT: « flow-through »; 1 a 12: fractions de 1ml

contenant la protéine de fusion-MBP.

Apres élution par ajout de maltose, les fractiomstenant la protéine de fusion-MBP
sont analysées sur gel SDS-PAGE (figure V.2.) atentrées afin de subir une seconde étape
de purification par chromatographie d’exclusiontdidle sur colonne Superdex 200 10/300
GL (GE Healthcarg (figure V.3.A.).
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Figure V.3. : Derniére étape de purification de MBP-ZEBRA par chromatographie d’exclusion
de taille sur colonne S200.

(A) Profil d’élution de la protéine de MBP-ZEBRA. *: pic correspondant a la protéine MBP-
ZEBRA en complexe avec de I’'ADN contaminant.

(B) Gel SDS-PAGE des fractions issues de la derniére étape de purification de MBP-ZEBRA
par chromatographie d’exclusion de taille. Les numéros des fractions déposées correspondant

a ceux des fractions du pic d’élution présenté en (A).

Le profil d’élution se présente sous la forme d’pit unique correspondant a
’homodimére de MBP-ZEBRA. De la méme facon que Ide la purification de la protéine

ZEBRA (voir chapitre 11.2.1.), un petit pic se foenen amont du pic d’élution correspondant a
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la protéine MBP-ZEBRA en complexe avec de ’ADN t@minant issu de la lyse des cellules

E.coliayant servi a exprimer la protéine.

2. Choix des oligonucléotides :

Nous avons choisi des oligonucléotides de 19 mst@-dire de méme longueur que
ceux utilisés en cristallogenése. Ces oligonualéstisont marqués a la rhodamine en 5’ sur
un seul brin (voir tableau...). L’heptamere reconran BEBRA est flanqué des séquences
présentes naturellement dans le promoteur du B&lid-1 de I'EBV (tableau V.1.). Nous
avons au préalable vérifié qu'il n'y avait aucunéédence d’affinité que I'on utilise des

oligonucléotides présentant ces séquences flanggiantcelles utilisées en cristallographie.
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NOom Séauence olioonuci
Sequence oligon

ADA e )
Al )

PRifis

)

N
A
T

meZRE2/AP1

Hemi1-ZREZ2

Hemi2-ZREZ2

Tableau V.1.: Récapitulatif des oligonucléotides utilisés lors des expériences d’anisotropie
de fluorescence. Les paires de bases surlignées en jaune sont caractéristiques de I'heptamére
meZRE2, celles surlignées en rose caractéristiques du site APl et celles surlignées en gris
indiquent la mutation en position -3/3'. Les séquences flanquant I'heptamére sont présentées sur
le 1* exemple « AP1». Le brin marqué a la rhodamine est indiqué par la lettre « F ». Les
oligonucléotides « hémil-ZRE2 » et « hémi2-ZRE2 » (pour hémi-méthylé) représentent le site
meZRE2 ou seul un des deux brins est méthylé. Les oligonucléotides « AP1(mut3) » et « meZRE2
(mut3) » ont leur paire de bases en position -3/3' mutée en « G-C ». Enfin, les oligonucléotides
« AP1/meZRE2 » et « meZRE2/AP1 » représentent des hybrides des sites AP1 et meZREZ2.
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ll. Affinité de ZEBRA pour les mutants du site ZRE2 méthylé

Les courbes de fixation de ZEBRA sur les différeotgyonucléotides ont été
analysées selon la méthode décrite dans le chafiltrdiatériels et Méthodes. Précisons que
le but de cette étude est de comparer entre @tesffinités relatives de ZEBRA pour ces
différents sites (et non d’obtenir les valeurs dealisolues) afin de déterminer le mécanisme

de reconnaissance préférentielle de TADN méth@e4EBRA.

1. Reconnaissance différentielle du groupement méthyte

Nous avons tout d’abord mesuré et comparé lesitéfinle ZEBRA pour le site ZRE2

dans ses états méthylé et non méthylé :
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= 7RE? TCGCTCA
o 160
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Figure V.4. : (A) Courbes de fixation de ZEBRA sur les oligonucléotides meZRE2 (A) et ZRE2

(A). (B) Représentation logarithmique de la courbe de fixation de ZEBRA sur I'oligonucléotide
meZRE2.

La courbe de fixation a une forme hyperbolique Uffeg V.4.A.). De plus, la
représentation logarithmique de cette courbe manieeles valeurs d’anisotropie augmentent
de AFRnin @ ARnax €n 2 unités de log. Ces caractéristiques sonescellune fixation simple
indiqguant que ZEBRA se fixe en tant que dimere Boeptamére ADN. Les valeurs
d’anisotropie mesurées sont typiques de ce geragpdiience avec un écart d’amplitude
d’anisotropie de 80 en moyenne.

Le complexe ZEBRA/meZRE2 a une constante de digsoni (Ky) de 34 £ 2 nM
alors que le complexe ZEBRA/ZREZ2 a updé 245 = 10 nM. ZEBRA présente une affinité 7
fois plus élevée pour I'état méthylé du site ZRE2 gour son état non méthylé (ce qui est en
accord avec les données publiées par Prasanna @barzD04).

D’aprés la structure cristallographique du compl&EBRA/MeZRE2, les cytosines
méthylées G et C sont toutes deux proches de la sérine 186. Maisnjeelles toutes les
deux un r6le crucial dans la reconnaissance préfelie du site meZRE2 par ZEBRA ? Pour
répondre a cette question, nous avons testé ladiikde ZEBRA sur les sites hemil-ZRE2

(uniguement méthylé sur la cytosine 1) et hemiZ=2Runiquement méthylé sur la cytosine -
2):
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Figure V.5. : Courbes de fixation de ZEBRA sur les oligonucléotides hemil-ZRE2 (e) et
hemi2-ZRE2 (o).

ZEBRA a une affinité pour 'heptamere hemil-ZRE2; & 37 + 3 nM) nettement
supérieure a celle pour le site hemi2-ZREQ €06 + 30 nM).

En effet, ZEBRA fixe les oligonucléotides meZRE2hetmil-ZRE2 avec la méme

affinité (figure V.6.). De méme, les complexes ZHBRRE2 et ZEBRA/hemi2-ZRE2

présentent sensiblement la méme constante de @isodfigure V.6.).
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Figure V.6. : Courbes de fixation de ZEBRA sur les oligonucléotides meZRE2 (A), ZRE2 (A),
hemil-ZRE2 (e) et hemi2-ZRE2 (o).

Ces résultats indiquent que seule la cytosine réhg joue un role crucial dans la

reconnaissance préférentielle du site meZRE2 p&RZ:

Mais est-ce I'identité de cette cytosiné €h position 1' qui est importante ou seulement
le groupement méthyle qu’elle porte ? Afin de réprena cette question, nous avons muté la
paire de bases GC en position -1/1’ en paire A-T et obtenu ainglijonucléotide
« meZRE2/AP1» (voir ci-dessous, partie IV.3.). Effeteune base thymine comporte
également un groupement méthyle en méme positiameeytosine méthylée (voir Chapitre
IV., figure IV.2.). D’aprés les expériences d’arirepie de fluorescence, ZEBRA a la méme
affinité pour meZRE2 (K= 34 £ 2 nM) que pour meZRE2/AP1{kK 36 + 2 nM). Ce résultat
nous permet d’'affirmer que l'identité de la pyrinme en position 1' n'est pas cruciale,

pourvu qu’elle porte un groupement méthyle.
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2. Reconnaissance différentielle de la paire de base€¥3’ flanquant le site CpG

méthylé :

La comparaison des structures de ZEBRA en comere les sites AP1 et meZREZ2,
suggere un rble différent de la paire de basesasitign -3/3’ . en complexe avec AP1,
I'asparagine 182 forme une liaison hydrogéne direntec I'oxygéne O4 de la thymin€® T
(figure V.10.) alors qu’en complexe avec le siteZRE2, elle ne forme plus qu’une liaison
indirecte médiée par une molécule d’eau avec I'atdwd de I'adénine A (figure V.11.).
Cette observation suggéere qu’une mutation de leep#e bases en position -3/3’ aurait un
effet moins perturbant dans le cas du complexe Z&ABRZRE2 que dans le complexe
ZEBRA/APL.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons compes affinités de ZEBRA pour les
oligonucléotides AP1(mut3) et meZRE2(mut3).
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Figure V.7. : (A) Courbes de fixation de ZEBRA sur les oligonucléotides AP1 (o) et AP1(mut3)
(0). (B) Courbes de fixation de ZEBRA sur les oligonucléotides meZRE2 (A) et
meZRE2(mut3) (x).

ZEBRA a une affinité pour le site AP1 {k 33 = 1 nM) similaire a celle pour le site
meZRE2. La mutation de la paire de bases en posi88’ (site AP1(mut3)) entraine une
chute brutale de cette affinité d’'un facteur 2Qy &K 640 + 86 nM). Cependant, la méme
mutation dans le site meZRE2 a un effet beaucoumandrastique puisque ZEBRA fixe
I'oligonucléotide meZRE2(mut3) avec ungkde 100 + 10 nM, soit avec une affinité
seulement 3 fois moins importante que pour lerasg&@RE2.

L’identité de la paire de bases en position -3/8oac un réle moins crucial pour le
complexe ZEBRA/meZRE2 que pour le complexe ZEBRAIABbmme décrit par I'analyse
des structures de ZEBRA en complexe avec les ARdset meZRE2.
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3. Reconnaissance indépendante du site meZRE2 par laérse 186 et

I'asparagine 182 :

D’aprés la prédiction de structure du complexe ZBBReZRE2, Carlo Petosa et ses
collaborateurs ont proposé une hypothéese sur lamsue de reconnaissance préférentielle
par ZEBRA des promoteurs méthylés (Petosa et @062 La sérine 186, stabilisée par le
groupement méthylé de la cytosin&,Gnteragirait avec I'asparagine 182 qui, & sorr,tou
formerait un lien hydrogéne avec la guanirfe @ugmentant ainsi I'affinité de ZEBRA pour
le site meZRE2 (voir Chapitre I, section V.3.). pras cette hypothese, la mutation de la
paire de bases B¢ en position -1/1’ modifierait la conformation &k sérine 186, ce qui
devrait avoir des conseéquences sur I'asparagineelé@nc sur I'affinité de ZEBRA pour le
site meZRE2/AP1. De méme, en mutant la paire desb@$G en position -2/2’ en paire G-
C, l'asparagine 182 perdrait les liaisons hydrogége'elle formait avec la guanine®Gat
avec la sérine 186, ce qui devrait déstabiliseplaplexe ZEBRA/(AP1/meZRE2). En fait, la
structure du complexe ZEBRA/meZRE2 ne montre audamon hydrogeéne entre la sérine
186 et I'asparagine 182. Ce qui suggere, contrantém ce qui a été prédit, que ces deux
résidus reconnaissent le site meZRE2 indépendambuentde l'autre. Pour vérifier cela,
I'affinité de ZEBRA pour les sites hybrides (AP1/ARE?2) et (meZRE2/AP1) a été mesurée.
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Figure V.8.: (A) Courbes de fixation de ZEBRA sur les oligonucléotides meZRE2 (A) et
AP1/meZRE2 (0). (B) Courbes de fixation de ZEBRA sur les oligonucléotides meZRE2 (A) et
meZRE2/AP1 (o). Mémes si les plateaux des courbes ne sont pas atteints pour les mémes
valeurs, la superposition des courbes a basses concentrations de [ZEBRA] montre que les

courbes ont sensiblement le méme K.
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ZEBRA présente les mémes constantes de dissociadionles sites meZRE2 (k=
34 £ 2 nM) et meZRE2/AP1 (K= 36+ 2 nM) alors que son affinité pour le sitelAReZRE2
est sensiblement plus importante; 19 + 2 nM). Or, selon I'’hypothése proposée firté
de ZEBRA pour ces sites hybrides aurait du chuiasiclérablement étant donné I'interaction
prédite entre la sérine 186 et I'asparagine 182cDke fait que ZEBRA ait la méme affinité
ou méme, une meilleure affinité pour les sites meZRP1 et AP1/meZRE2 suggere que la
mutation de la paire de bases en position -1/1'epuposition -2/2' du site meZRE2 ne
compromet pas la fixation de ZEBRA sur le site mEZRContrairement a I'hypothése de
Carlo Petosa, la sérine 186 et l'asparagine 182onremissent le site meZRE2
indépendamment l'une de lautre, comme observé dinsstructure du complexe
ZEBRA/meZRE2.

4. Discussion

Les mesures d’affinité de ZEBRA pour les mutantsitiel meZRE?2 et leur corrélation
avec la structure cristallographique du complexeBRE/meZRE2 nous permettent de
proposer trois conclusions préliminaires (voir &l V.2.) : les deux groupements méthyles
présents sur les cytosines @t C? n'ont pas la méme importance dans le mécanisme de
reconnaissance préférentielle du site meZRE2 pdBRZL la paire (en position -3/3")
flanquant I'llot CpG méthylé du site meZRE2 ne j@as le méme rbéle que dans le complexe
ZEBRAJ/APL1 et les interactions de la sérine 186et'asparagine 182 avec le site meZRE?2
sont indépendantes I'une de l'autre.
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Tableau V.2.: Récapitulatif des constantes de dissociation (K4) des complexes ZEBRA/ADN en

fonction de I'oligonucléotide testé.

Des deux cytosines méthylées @t C? seule la cytosine méthylée' Goue un role
crucial dans la reconnaissance préférentielle del sieZRE2 par ZEBRAEN effet, la
cytosine C est engagée dans une liaison hydrogéne avec ¢kytdrde la sérine 186 via son
atome N4. De plus, le groupement méthyle de ceftesime ne se trouve qu'a 4,25 A du
groupement meéthylene de la sérine 186 (figure VI@i.permettant ainsi de former un contact
hydrophobe avec cette derniere. Or, la chaine dlaéd’une sérine peut adopter 3
conformations préférentiellegjauché , gauché ettrans Le rotaméregjauché observé dans
la structure cristallographique du complexe ZEBRAZRE?2 serait stabilisé par ce contact
hydrophobe entre le groupement méthyle de la ayoé et le groupement méthyléne de la

sérine 186.
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Figure V.9.: Vues en stereo (« cross-eyed stereo ») de l'interaction entre la sérine 186 et les

cytosines méthylées C? et C* du site meZRE2.

D0 au rétrécissement du sillon majeur d’ADN induéir la présence de IMlot CpG (voir
Chapitre IV., figure IV.6.), la cytosine®peut elle aussi engager une liaison hydrogéne avec
'hydroxyle de la sérine 186 via son atome N4. Refait, son groupement méthyle se
retrouve & proximité de I'hydroxyle de la sériné18,8 A). Cependant, il n’influence pas la
conformation de cette derniére et c’est pourqutieagytosine méthylée €ne jouerait pas un

réle crucial dans la reconnaissance du site meZRE2.

L’identité de la paire de bases en position -3/8hardle moins crucial pour le complexe
ZEBRA/meZRE2 que pour le complexe ZEBRA/APl. Dan® Icomplexe
ZEBRA/AP1(mut3), I'asparagine 182 ne peut plus fermavec la guanine &la liaison
hydrogéne qu’elle formait auparavant avec la thymiri du site AP1 (base encerclée sur la
figure V.10.). Cette perte d’'une liaison hydrogéhecte affecte grandement la stabilité du
complexe ZEBRA/AP1(mut3).
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Figure V.10.: Agrandissement de la structure du complexe ZEBRA/AP1 représentant les
interactions protéine/ADN au niveau du sillon majeur de 'ADN. Les liaisons hydrogénes sont
représentées en pointillés. A droite sont représentées les séquences des oligonucléotides AP1 et
AP1(mut3).

En ce qui concerne le complexe ZEBRA/meZRE2(mu&)nutation de la paire de
bases en position -3/3" A-T en G-C n’affecte qudidison indirecte via la molécule d’eau
qu’entretenait 'asparagine 182 avec I'adénire (Rase encerclée sur la figure V.11.). Les
conséquences sur laffinité de ZEBRA pour ce siteZRE2(mut3) sont donc moins

importantes.
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Figure V.11.: Agrandissement de la structure du complexe ZEBRA/meZRE2 représentant les
interactions protéine/ADN au niveau du sillon majeur de 'ADN. Les liaisons hydrogénes sont
représentées en pointillés. La molécule d'eau est représentée par une sphére rouge. Les

séquences des oligonucléotides meZRE2 et meZRE2(mut3) sont indiquées a droite.

Contrairement a la prédiction de structure du cexplZEBRA/MmeZRE2, la sérine 186
n’interagit pas avec l'asparagine 182 par un ligdrbgéne. Les résultats des expériences
d’anisotropie de fluorescence semblent indiquer ¢ deux résidus reconnaissent le site
meZRE2 indépendamment I'un de l'autre.

D’apres la structure cristallographique de ce cexgl la sérine 186 forme des liaisons
hydrogenes avec les paires de bases -1/1' et tdftlis que I'asparagine 182 interagit
directement avec la paire de bases -2/2’ et viamwlécule d’eau avec la paire de bases -3/3'.
En mutant la paire de bases -2/2™(G) en G-C (oligonucléotide AP1/meZRE?2), le premier
guart du site devient identique au site AP1l. L'asgee 182 pourrait alors changer de
conformation et retrouver les deux liaisons hydnage directes qu’elle formait avec la
thymine T° et la cytosine € (figure V.10. ci-dessus) du site AP1. Et d’aprés iesures
d’affinité de ZEBRA pour le site AP1/meZRE2, ce mbament de conformation de

'asparagine 182 n’a aucune incidence sur le cotepwnt de la sérine 186 et donc sur
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l'affinité de ZEBRA pour ce site. Ces deux résidesonnaissent donc le site meZRE2
indépendamment 'un de 'autre. Cette observatgircenfirmée par les mesures d’affinité de
ZEBRA pour le site hybride meZRE2/AP1 : la mutatibmla paire de bases -1/1' (G)X&n
A-T transforme le deuxieme quart du site meZREXiém AP1. La sérine 186 pourrait de
nouveau interagir avec la thyminé Bans que cela affecte la conformation de I'aspagag

182 puisque les affinités pour les sites meZREAeARE2/AP1 sont équivalentes.

IV. Identification des résidus de ZEBRA suffisants a undixation

préférentielle du site ZRE2 méthylé

Nous avons identifié les bases nucléotidiques quieft un rdle crucial dans la
reconnaissance de I'ADN méthylé par ZEBRA. Qu’et-ilegoncernant les résidus de
ZEBRA impliqgués dans cette reconnaissance ? Popondke a cette question, le
comportement de ZEBRA vis-a-vis des sites meZREZRIEE2 a été comparé a cJun, une
autre protéine bZIP classique. Un clone chimereifi@re ZEBRA-cJun) a été construit
comportant la région basique de ZEBRA fusionnéd@maine de dimérisation de cJun, afin
de déterminer si les résidus responsables detiaadisn entre ADN méthylé et non méthylé
se trouvaient uniqguement dans la région basiqu&ZEBRA. Enfin, d’apres la structure
cristallographique du complexe ZEBRA/meZRE?2 ettiagsaux de Prasanna Bhende en 2005
suggérant un réle clé de la sérine 186 dans ladidixalu site meZRE2, nous nous sommes
demandé si cette sérine était suffisante au méuoande reconnaissance préférentielle ou si
d’autres résidus de ZEBRA étaient impliqués de grancruciale. Nous avons donc construit
le mutant cJun A275S possédant I'équivalent deétmns 186 de ZEBRA. Les séquences de
ces différentes protéines sont présentées ci-degigure V.12.) :

175 186 106 208 216 226
ZEBRA LEIKRYKNRVA SRKCRAKFKQ LLQHYREVAA AKSSENDRLR LLLKQMCPSI. DVDSIIPRTPD

264 275 285 285 305 315
cJun AEFERKRMRNRIA ASKSRKRKLE RIARLEEKVK TLKAQNSELA STANNLREQV AQLKQKVMNH

175 186 1971287 295 305 315
Chimére LEIKRYKNRVA SRKCRAKFKQ LLARLEEKVK TLKAQNSELA STANNLREQV AQLKQKVMNH

ZEBRA-Jun

Figure V.12. : Séquence en acides aminés des protéines ZEBRA, cJun et de la chimére
ZEBRA-Jun.
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Contrairement au dimeére de ZEBRA, I'homodimeére dancest moins stable. cJun fixe

ainsi I'ADN en tant que monomére puis recrute lexd@me monomere dans un deuxieme
temps(Kohler and Schepartz, 2001). La fixation dancsur I’ADN est donc coopérative,

représentée par une forme sigmoidale des courbégal®n (non montrées). Nous avons

décidé de représenter I'axe des abscisses en @&dbglrithmique afin de mieux mettre en

évidence I'accord entre les courbes ajustées edldagées expérimentales. La méthode de

détermination des Ka été ajustée pour prendre en compte l'allure gigaie de ces courbes
(voir Chapitre VIII, Matériels et Méthodes).

1. cJun ne fait aucune distinction entre les sites méz=2 et ZRE2 :

P
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120
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Concentration cJun (nM)
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Figure V.13. : Courbes de fixation de cJun sur les oligonucléotides meZRE2 (A) et

ZRE2 (A).

Les valeurs d’anisotropie de fluorescence obtersoas similaires a celles mesurées

pour ZEBRA, avec un écart d’amplitude légeremenisptlevé de 120 en moyenne. Les

valeurs d’anisotropie augmentent de f/\Fa AFnaxen 1 unité de log, ce qui est caractéristique

d’une fixation coopérative.
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cJun présente des constantes de dissociation isesijaour les sites meZRE2 {k
2,26 £ 0,19 uM) et ZRE2 (K= 2,28 £ 0,21 pM) : il ne reconnait pas préféedl@ment un de

ces deux sites.

2. Le domaine de liaison a 'ADN de ZEBRA permet a cJo de reconnaitre

préférentiellement le site meZRE?2 :
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Figure V.14.: Courbes de fixation du clone chimére ZEBRA-cJun sur les oligonucléotides

meZRE2 (A) et ZRE2 (A).

La courbe de la protéine chimere en complexe avetté meZRE?2 s’est décalée vers
la gauche, soit vers des valeurs dg Mus faibles. La protéine chimére ZEBRA/cJun
reconnait préférentiellement le site meZREZ £K1,53 + 0,07 uM) soit avec une affinité 1,5
fois plus importante que pour le site ZRE2 &2,35 + 0,18 pM). Cependant, cette différence

d’affinité est faible puisqu’elle atteignait un faar 7 pour la protéine ZEBRA. Ceci semble

indiquer que d’autres résidus du domaine de dimois de ZEBRA seraient impliqués dans

la reconnaissance préférentielle de ’ADN méthyleutefois, nous pouvons conclure que la

région basique de ZEBRA est suffisante pour pemnettcJun de différencier un site Adn

meéthylé d’un site non méthyle.
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3. La sérine 186 de ZEBRA est suffisante pour que cJudistingue les sites
meZRE2 et ZRE2 :

La sérine 186, nécessaire a la reconnaissancaeniéfle de 'ADN méthylé, est unique
a ZEBRA (Bhende et al., 2005) : cJun, comme toldgssautres protéines bZIPs connues,
posséde une alanine a la place (A275). Pour vésfieette sérine 186 est suffisante pour
distinguer un site ADN méthylé d’'un site non mééngu si la région basique entiére est

nécessaire, nous avons construit un clone de aisegant cette sérine (CWR75S).
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Figure V.15. : Courbes de fixation de cJun A275S sur les oligonucléotides meZRE2 (A)
et ZRE2 (A).

cJun A275S a une meilleure affinité pour le siteZRE2 (Ky = 1,50 + 0,08 uM) que
pour le site ZRE2 (K= 2,43 £ 0,17 uM). De plus, la différence d’'affén(1,5) observée entre
les sites meZRE2 et ZRE2 est identique a celleutgsdcpour la protéine chimére ZEBRA-
cJun : cela prouve que la sérine 186 de ZEBRA ¢saprtée ici par la sérine 275) est
suffisante pour distinguer et fixer préférentielarun site ADN méthylé.
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4. Discussion :

Les valeurs de Kdu bZIP de cJun et de ses mutants pour les seZRE2 et ZRE2

sont résumées dans le tableau V.3. :

Ka (M)
Protéine
meZRE2 ZRE2
cJun 2,26 £0,19 | 2,28 +0,21
Chimére ZEBRA-cJun 1,53+£0,07 | 2,35+£0,18
cJun A275S 1,50+0,08 | 2,43+£0,17

Tableau V.3. : Récapitulatif des valeurs de K4 des mutants de cJun pour les sites meZRE?2 et
ZRE2.

Remarquons que ces valeurs dedént bien plus élevées que celles obtenues pour
ZEBRA. En effet, 'homodimeére de cJun a 30 fois nsod’affinité pour ses sites cibles que
I'hétérodimere cJun-cFos (Kohler and Schepartz1200

Comme nous nous Yy attendions, la protéine cJuraibh@dcune distinction entre les
sites meZRE2 et ZRE2 : cette capacité a fixer peétéellement le site ZRE2 dans son état
méthylé est unique a ZEBRA. Par ailleurs, le remgataent de la région basique de cJun par
celle de ZEBRA permet a cJun de distinguer ensalux sites ADN. De plus, la mutation
de l'alanine 275 de cJun en sérine (équivalentesgitine 186 de ZEBRA) permet également
de fixer préférentiellement le site meZRE2. Ordiféérence d’affinité de la protéine chimére
ZEBRA-cJun pour les sites méthylé et non méthytélasnéme que pour la protéine cJun
A275S possédant I'équivalent de la sérine 186. @emive que la sérine 186 de ZEBRA est
suffisante pour distinguer un site ADN méthylé dsite non méthylé. Cependant, la faible
différence d’affinité d’'un facteur 1,5 semble indé&y que d’autres résidus du domaine de
dimérisation de ZEBRA seraient impliqués dans lzommaissance préférentielle de 'ADN

méthylé.
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V. Hypothéses sur le mécanisme de reconnaissance DN méthylé
par ZEBRA

Apres avoir étudié les interactions protéine-ADNraweau du sillon majeur du site
meZRE2, nous pouvons émettre une révision de I'thgse proposée précédemment par
Petosa et ses collaborateurs sur le mécanismeat®fi préférentielle de '’ADN méthylé par
ZEBRA.

Au niveau de 'ADN, ITlot CpG du site meZRE2 eritra un rétrécissement du sillon
majeur de I'’ADN, qui se produit probablement indégeemment de I'état de méthylation de
cet flot. Ainsi, le groupement méthyle de la cytesiC* stabilise la sérine 186 dans une
conformationgauché. En conséquence, la sérine 186 forme un nouveainydrogéne avec
I'atome N4 de la cytosine € ce qui stabilise d’autant plus le complexe ZEBRAZRE?2.
Des deux cytosines méthylées du site meZRE2, neossaprouvé que seule la cytosine
méthylée € jouait un role crucial dans le mécanisme de reaimsance préférentielle du site
meZRE2 par ZEBRA.

Au niveau des résidus de ZEBRA impliqués dans ¢anmeaissance du site meZREZ2,
nous avons démontré que I'asparagine 182 ne jpaaitin rdle crucial dans le mécanisme de
fixation préférentielle : elle conserve la liaisbydrogéne qu’elle établissait avec la base en
position 2’ dans le cas du complexe ZEBRA/AP1 mdisteragit plus avec la base en
position -3. Cependant, elle satisfait son potédgdiaisons hydrogenes en interagissant avec
la base en position 3’ via une molécule d’eau. s,contrairement a I’hypothése proposée,
'asparagine 182 et la sérine 186 reconnaissesitéemeZRE2 indépendamment l'une de
lautre. Enfin, bien que d’autres résidus du doreaile dimérisation de ZEBRA semblent
nécessaires pour obtenir une différence d’affiod@séquente entre deux sites méthylé et non
méthylé, la sérine 186 joue un rdle clé dans leam&me de reconnaissance préférentielle du
site meZRE?2 puisque sa seule présence dans urnerbZIP classique tel que cJun, permet

a une protéine de distinguer entre un site ADN giétbu non.
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CHAPITRE VI :

CRIBLAGE CHIMIQUE A HAUT DEBIT

D'INHIBITEURS DE ZEBRA
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En paralléle des travaux concernant le sujet palaile cette these, nous
avons établit une collaboration avec la plate-foheecriblage chimique a haut-
débit de 'TEMBL a Heidelberg afin d’'identifier deefites molécules qui pourraient
inhiber la fixation a I'ADN de ZEBRA. ZEBRA est ucéle prometteuse pour un
traitement chimiothérapeutiqgue étant donné queddiation du cycle lytique de
I'EBV est complétement bloquée quand I'express®o@EBRA ou son activité de
liaison a I'ADN sont inhibés. Or, en 2005, le rofle ZEBRA dans la
lymphomatogénese a été démontré&itro et chez la souris SCID (13, 14). Dans
ces travaux, les souches EBV délétées pour ZEBRéntrdinent pas de
lymphomes chez la souris alors que la restaurat®hbexpression de ZEBRA re-
déclenche les phénomenes lymphoprolifératifs viexgdiession de cytokines
cellulaires impliquées dans la multiplication ckite et 'angiogénese (IL-6, IL10
et VEGF). De maniere intéressante, dans ce moliakepition du cycle lytique
par des antiviraux agissant sur 'ADN polymérasel’88V n’empéche pas la
lymphomatogénese, suggérant que c’est la parepnécoce du cycle lytique qui
est impliguée dans ces mécanismes. ZEBRA constdoec une cible
thérapeutique potentielle pour le traitement desplyoproliférations associées a
'EBV chez I'immunodéprimé. Afin didentifier d’évduels inhibiteurs de
ZEBRA, nous avons développé un essai a haut déligant la technique de

mesure d’anisotropie de fluorescence décrite apittbay.
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l. ZEBRA : une cible idéale

Les composés capables d’inhiber le cycle lytiqud'EBV ont un intérét considérable,
puisque leur utilisation peut réduire le risqueddeelopper des maladies associées a I'EBV
(Gershburg and Pagano, 2005). En effet, I'expresdes genes lytiques de 'EBV stimule la
croissance de cellules tumorales EBV-positives (Hoet al., 2005). Les agents
pharmacologiques actuels ciblant le cycle lytiqad’8BBV inhibent la réplication de 'ADN
viral et empéchent I'expression de genes tardifskigV. Cependant, ils ne peuvent affecter
'expression de plus de 30 génes précoces du (dmmen and Farrell, 2005). ZEBRA est une
cible idéale pour un traitement chimiothérapeutigtent donné que l'induction du cycle
lytigue de I'EBV est completement bloquée quanxptession de ZEBRA (Chang et al.,
2004) ou son activité de liaison a 'ADN sont irdsl{Bhende et al., 2005).

[l. Principe de criblage chimique a haut débit

En collaboration avec Joe Lewis de la plate-formblage chimique a haut-débit du
centre EMBL d’Heidelberg, nous avons développé sgaiea haut-débit utilisant la technique
de mesure d’anisotropie de fluorescence décritehapitre V, afin d’identifier de potentiels
inhibiteurs de la fixation a 'ADN de ZEBRA. L'olmnucléotide contenant le site ADN cible
AP1 de ZEBRA est marqué a la fluorescéine. Apregtaion de cette molécule fluorescente
par une lumiére polarisée, les valeurs d'aniso&rape fluorescence sont collectées afin
d’évaluer la mobilité rotationnelle de I'oligonuokéde : s'il est libre, la valeur d’anisotropie
sera tres faible ; s’il est complexé a ZEBRA, saitité rotationnelle sera réduite et donc, la

valeur d’anisotropie sera plus importante (figuré.y/

I1l. Résultats préliminaires

Cet essai est tout d’abord mis au point sur unegiarréduite de 3000 composeés
chimiques. En appliquant la technique d’anisotrageefluorescence a une recherche haut-
débit de composés chimiques, nous avons identféithibiteurs faibles mais spécifiques de

ZEBRA (les concentrations correspondant a 50 %hdition (IC50) sont comprises entre 50
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et 100 pM). Les essais sont realisés en duplicapélat 1 » et «pilot 2 ») : le pourcentage
d’inhibition est calculé en fonction d’'une concetin fixe d’inhibiteur. Les 30 molécules
présentant des pourcentages d’inhibition supérial8® % sont listées dans la table B de la

figure VI.1 :
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% Inhib. Pilat 2

B8
EMBLID MW  Pilot1 | Pilot2 = mean SD
100038 479 386 419 40.3 23
100075 583 405 14.5 75 18.4
100208 418 18.8 40 28.0 1.0
100311 374 39.1 17.8 285 15.1
100481 305 408 405 408 0.1
100484 305 38.8 40.9 399 15
100496 266 44.3 41.9 43.1 1.7
100835 528 31 15.2 231 1.2
100882 340 238 56.9 404 23.4
101002 358 496 52.1 509 18
101164 408 28.5 31.2 299 1.9
101282 382 343 405 74 44
101318 302 31.9 40.9 384 6.4
101388 3841 102.6 15.6 59 1 615
101488 405 51.9 50.5 51.2 1.0
101531 374 71 715 13 0.4
101758 435 92.9 20.4 66.7 61.3
101760 512 294 31.2 303 13
101772 388 924 81.1 86.8 8.0
101927 494 938 11.8 52 7 58.1
102318 200 71 76.8 739 4.1
10232 M5 844 13.7 481 50.0
102322 372 4538 63.4 545 124
102330 271 124 30.2 213 126
102430 443 54.7 49.8 623 35
102472 307 31 429 370 84
102840 431 60 61.8 609 13
102845 486 124 36.6 45 17.1

Figure V1.1 : Résultats préliminaires de I'inhibition de liaison a I'ADN de ZEBRA.
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(A) Graphique représentant le % d’inhibition issu de I'essai « Pilot 1 » en fonction du % d’inhibition
issu de I'essai « Pilot 2 ». Les composés ayant un % d’inhibition inférieur a 30% sont rassemblés
dans le carré en bas a gauche. Tous les autres composés présents sur le graphique inhibent plus
efficacement et plus spécifiguement ZEBRA : leurs caractéristiques sont présentées dans la table
(B). EMBL ID : code du composé chimique testé. MW : poids moléculaire du composé. Mean :

moyenne des % d’inhibition issus des 2 essais. SD : écart type de la moyenne.

Les capacités d’inhibition de ces 30 molécules @@t étudiées de plus pres : leur
valeur d’IC50 ont été calculées en testant le %hdbiition de la fixation de ZEBRA au
site AP1 en fonction d'une gamme de concentrateonghibiteur (figure V1.2 A, B, C).
Le pouvoir inhibiteur de ces composés a égaleméntteésté sur une protéine non
homologue a ZEBRA fixant un peptide marqué a larthgcéine. Les résultats permettent
de définir 3 catégories d’inhibiteurs : 21 des 8tnposés de la table VI.1.B. sont en fait
des faux-positifs, 2 sont des inhibiteurs non-dges et 1 composé se révele
prometteur. La figure VI.2 présente les détermoreti d'IC50 de composés chimiques

caractéristiques de chacune de ces catégories.
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Figure VI.2 : Caractéristiques d'inhibition des 3 composés n°102320 (A), 100025 (B) et 100035
(C). Les graphiques représentent le % d’inhibition en fonction de la concentration en inhibiteur.
Les valeurs d'IC50 calculées a partir de ces courbes sont indiquées. Les essais sont réalisés en
duplicata (série 1 et 2) sur le complexe ZEBRA/AP1. Un contrdle négatif est réalisé sur une
protéine non homologue a ZEBRA en complexe avec un peptide marqué a la fluorescéine. La

structure de chacun des 3 composés chimiques est représentée.

Des concentrations croissantes en composé n°10&88inent une augmentation du
pourcentage d’inhibition de la fixation de ZEBRArske site AP1 (figure VI.2.A).
Cependant, les valeurs d’'IC50 calculées sont ideas concernant le complexe
ZEBRAJ/AP1 et le complexe protéine non homologuetidep Ce composé est donc un
inhibiteur non spécifique de ZEBRA.

D’aprés le criblage automatisé réalisé en prenmer, le composé n°100025 avait un
pouvoir inhibiteur moyen de 32 %. Or, les courbes détermination d’'IC50 de ce
composé (figure VI.2.B) montrent gu'’il n'inhibe eien la fixation de ZEBRA sur le site
AP1 : le pourcentage d’inhibition n’augmente pag@va concentration en composé
chimique. Il s’agit donc d’'un faux-positif.

Le composé n°100035 (figure VI.2.C) inhibe la fotima du complexe ZEBRA/AP1
de fagcon concentration-dépendante. Il présent€60 moyen de 67,5 pM. De plus, il n'a
aucun effet inhibiteur sur la fixation de la pro&inon-homologue a son peptide. Il s’agit

donc d’un inhibiteur spécifique de ZEBRA.

IV. Conclusions

Les résultats préliminaires sur cette premiere barte 3000 composés chimiques ont
permis d’identifier 1 composé prometteur spécifigeeZEBRA (n°100035). Nous testons
actuellement des chimiotheques plus importantesctifientifier des inhibiteurs tout aussi
spécifigues mais plus puissants. Le but a long @eest de faciliter le développement

d'agents anti-EBV pour une application thérapeetiqu
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Les connaissances actuelles du mécanisme d’indudticcycle lytique de 'EBV par
ZEBRA sont insuffisantes a ce jour pour permetidutter efficacement contre ce virus. Le
facteur de transcription ZEBRA est responsableadeansition entre phase latente et lytique
du virus d’Epstein-Barr. Une étape précoce et pritiade de I'induction du cycle lytique est
la trans-activation par ZEBRA du promoteur viral (Rp) dungéBRLF1 codant pour la
protéine Rta. Ainsi, Rta et ZEBRA vont agir en ggie pour déclencher toute une cascade
d’'induction des genes lytigues de I'EBV. ZEBRAansactive ses promoteurs cibles en
reconnaissant des sites ADN cibles appelés sitdssZRe promoteur Rp contient trois sites
ZREs dont deux possedent des ilots CpG qui pewamt étre méthylés (ZRE2 et ZRE3).
ZEBRA est le seul facteur de transcription conrog gour quitrans-active préférentiellement
un site ADN (en l'occurrence, le site ZRE2) dans stat méthylé (Bhende et al., 2004).
Cette capacité particuliére doit jouer un réle im@ot dans le mécanisme d’activation du
cycle lytique étant donné que le génome de I'EBMmsnsivement méthylé durant la phase

de latence.

De plus, la structure cristallographique du compl@EBRA/APL1 met en évidence
une conformation tridimensionnelle tout & fait aty®e de la protéine ZEBRA comparé aux
autres membres de la famille des protéines bZlewgR et al., 2006). La modélisation de
ZEBRA fixée au site ZRE2 méthylée (meZRE2) a suggené mécanisme hypothétique
concernant la reconnaissance préférentielle de NADéthylé par ZEBRA. Selon cette
hypothése, la méthylation de la cytosine @ I'llot CpG du site ZRE2 pourrait stabiliser la
sérine 186 de ZEBRA dans une conformation lui péianed’interagir avec I'asparagine 182,
ce qui, par conséquent permettrait a cette derrderdormer un lien hydrogene avec la

guanine G, augmentant ainsi I'affinité de ZEBRA pour le siteZRE?2.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons dtistale domaine bZIP de ZEBRA en
complexe avec le site meZRE2. L’analyse de la siracpermet de confirmer une partie de
I'hypothése: le groupement méthyle de la cytosinef@me un contact hydrophobe avec la
sérine 186, stabilisant ainsi sa chaine latérats dme conformatiogauché. De plus, bien
gue n'adoptant pas la conformation prédite, I'arggnl82 forme bien un lien hydrogéne avec
la guanine &. Cependant, des différences importantes appanaipae rapport a la structure
prédite. Tout d’abord, la présence de I'llot CpGsite meZREZ2 induit un rétrécissement du

sillon majeur d’ADN. Cela permet a la sérine 18&bgdisée en conformatiogauché d’étre
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plus proche de la cytosine?@t ainsi de former une nouvelle liaison hydrogamec I'atome

N4 de cette derniére. L'asparagine 182, quant & ellpivoté de 180°. En plus du lien
hydrogéne qu’elle forme avec la guaniné,@lle forme une interaction indirecte avec
I'adénine A via une molécule d’eau. Enfin, la sérine 186 nenpraucune interaction avec
'asparagine 182, contrairement au mécanisme p&op de confirmer et de compléter les
informations apportées par cette structure, nowmsvealisé des mesures d’affinité de la
protéine ZEBRA pour divers sites ADN grace a lehtegue d’anisotropie de fluorescence.
En réalisant une étude de mutagenése du site ZREyld, nous avons démontré qu’une
seule des deux cytosines méthylées (la cytosinej@iait un réle crucial dans la fixation
préférentielle de ZEBRA sur le site meZRE2. Plusci@ément, I'importance de ce role est
due au groupement méthyle de la cytosihepGisque la mutation de cette base en thymine ne
change en rien l'affinité de ZEBRA pour le site. paire de bases flanquant I'llot CpG
(position -3/3") du site meZRE2 n’a pas la mémeontgnce que dans la reconnaissance du
site AP1 par ZEBRA étant donné qu’elle n’engageuge’liaison indirecte via une molécule
d’eau avec l'asparagine 182. Enfin, nous avonsicuéfque la sérine 186 et I'asparagine 182
n’interagissaient pas ensemble puisque ces deugluséseconnaissent le site meZRE2

indépendamment I'un de l'autre.

Aprés avoir identifié les bases nucléotidiques ayanrdle crucial dans la reconnaissance
de 'ADN méthylé par ZEBRA, nous avons cherchéioseaguels résidus de ZEBRA étaient
cruciaux pour cette reconnaissance. Pour cela, asass comparé le comportement de
ZEBRA au facteur de transcription cJun, membreadarhille des protéines bZIP mais qui ne
fait aucune distinction entre les sites meZRE2REZ Le remplacement de la région basique
de cJun par celle de ZEBRA confere a cJun la ctpada fixer préférentiellement le site
meZRE2 avec une affinité 1,5 fois plus importahi.région basique de ZEBRA est donc
suffisante pour reconnaitre préférentiellement ite #ADN méthylé. Cependant, cette
préférence est ici moins marquée comparé a ZEBRApdsentait une affinité 7 fois plus
importante pour le site meZRE2. Il semblerait doue d’autres résidus de la région de
dimérisation de ZEBRA soient impliqués dans la me@ssance préférentielle de 'ADN
meéthylé. Une étude en 2005 a mis en évidence lesséé de la sérine 186 dans la fixation
préférentielle du site meZRE2 (Bhende et al., 2008) sérine 186 est unique a ZEBRA :
cJun, comme toutes les autres protéines bZIPs esnmossede une alanine a la place
(A275). Nous avons introduit cette sérine chez qdour vérifier si elle est suffisante pour

distinguer un site ADN méthylé d’'un site non mééygu si la région basique entiere de
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ZEBRA est nécessaire. La protéine cARY5S reconnait préférentiellement le site meZRE2
et la différence d’affinité observée entre lesssiteéethylé et non méthylé atteint un facteur de
1,5, exactement comme la protéine chimére de cdssépant la région basique de ZEBRA.
Cela prouve gque dans toute la région basique deRAEBa sérine 186 seule est suffisante

pour distinguer et fixer préférentiellement un &N méthylé.

Ces études nous permettent de réviser le mécamsmeconnaissance préférentielle de
'ADN méthylé par ZEBRA précédemment propose. Leégssement du sillon majeur du
site meZRE2 induit par la présence de I'llot CpGleetstabilisation de la conformation
gauché de la sérine 186 par le groupement méthyle dgtsine C, permet & la sérine 186
de former une nouvelle liaison hydrogéne avec lmsige méthylée & Ceci explique
également le role clé joué par la sérine 186 dansmkBcanisme de reconnaissance
préférentielle de 'ADN méthylé par ZEBRA et mis @&vidence par Prasanna Bhende
(Bhende et al., 2005).

Ces travaux améliorent considérablement la compsétie du mécanisme d’induction du
cycle lytique par ZEBRA. Toutefois, des études clamentaires seront nécessaires pour
comprendre pleinement le rble joué par ZEBRA dan®activation du virus d’Epstein-Barr.
Tout d’abord, le role de la sérine 186 devra étefioné en testant le comportement d’'un
mutant de ZEBRA ne possédant pas cette sérineegeanple, un mutant S186A) sur les sites
meZRE2 et ZRE2. De méme, les mesures d'affinitésawis du sites meZRE2 et ZRE2
d’'une protéine chimére de cJun possédant des paeid¢a région de dimérisation et la sérine
186 de ZEBRA permettraient de déterminer si, ers plel la sérine 186, d’autres résidus de
ZEBRA sont impliqués dans la reconnaissance pnétiétke de I'ADN méthylé. D’autre part,
'équipe d’Alison Sinclair a souligné le role da kystéine 189 de ZEBRA dans la
reconnaissance des sites ZREs méthylés (Karlssah.,e2008). Or, la protéine ZEBRA
utilisée lors de nos travaux présente une mutatemette cystéine en sérine. Il serait donc
intéressant de reproduire ces travaux en présenteaystéine 189. Enfin, nous envisageons
de reproduire ces expériences en testant le coempert de ZEBRA et de ces différents
mutants en cellules EBV-négatives a l'aide d’'unt@&y®e gene-reporter présentant les sites

ZREs du promoteur Rp afin de vérifier la pertinefaectionnelle de nos résultatsvivo.

Parallelement a ces travaux sur la compréhensiomécanisme d’induction du cycle

lytigue par ZEBRA, nous avons développé une tecligour effectuer un criblage a haut
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débit de composés chimiques pouvant potentielleiméitier la fixation a ’TADN de ZEBRA.
Malgré la taille peu importante de la premiere dbtireque testée (composée de 3000
molécules), nous avons obtenu des résultats preanstavec I'identification d’un inhibiteur
spécifigue de ZEBRA. Grace au développement de ¢tethnique, nous pouvons a présent
tester des chimiotheques plus importantes afin edtifier des inhibiteurs tout aussi
spécifiques et plus puissants qui aideront potderient au développement de nouveaux
agents thérapeutiques contre les pathologies g&ssoail'EBV.
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|. Matériels

1. Clonage

Tous les clonages sont réalisés dans les celluldSaiE™ d’Invitrogen (code
n°11319-019 ; génotypeF ¢80lacZIM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl {rkmK)
gal phoA supE44 thi'l gyrA96 relA). Une seule exception concerne les expériences de
mutagenese dirigée pour lesquelles sont utiliséescdllules supercompétentes XL1-Blue de
Stratagéndcode n° 200236 ; génotypeecAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
[F* proAB laclgziM15 Tn10 (Tetr)).

2. Expression des protéines

Toutes les protéines sont exprimées en systemerlacE.coli grace aux cellules
BL21-CODONPLUS (DE3)-RIPL deStratagéngcode n° 230280 ; génotyp&: coli B F
ompT hsdS(rBmB) dcm Tef gal A(DE3) endA Hte [argU proL Camr] [argU ileY leuw
Strep/Spet). Ces cellules sont supplémentées en géne codamtdes ARN de transfert
rares chez E.coliafgU, ileY, leuW, proL¥e qui permet d’améliorer grandement I'expression

de séquences provenant d'autres organismes.

Il. Méthodes

1. Construction des plasmides d’'expression en bactége

1.1 Mutagénése dirigée : clones ZEBRA C188%°_ pET28a
cJun A275S/C278%3%*_ pETM40

Les mutations ponctuelles ont été réalisée gradetale mutagenese dirigée « Quick
Change mutagenesis kit $Stfatagéene code n° 200523). Le milieu réactionnel de 25ul
contient les réactifs suivants :

- 30 ng de matrice ADN,
- 10 pmoles de chaque amorce nucléotidique,

- 10 mM du mélange des quatre dNTPs,
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- 2,5 pl de tampon de réaction 10X,
- 2,5 unités de polymérase Pfu UltraStiatageng

Les séquences des amorces sont fournies en AnAarexe B.1.).

La mutagenese se déroule dans une machine a P@Rn¢itycleur) selon le

programme suivant, répété n fois (n=16 pour uneification d’'un acide aminé) :

- 95°C pendant 45 secondes,
- 55°C pendant 1 minute,
- 68°C pendant (1 minute x nb de kb du plasmidejutes.

L’ADN parental non muté a été synthétisé ckeeoli. Donc, contrairement a I’ADN
synthétiséin vitro pendant le programme de mutagenése dirigée, iméshylé. Afin de
sélectionner 'ADN muté, les produits de la réatctsmnt digérés pendant 1 heure & 37°C par
10 unités de lI'enzyme de restriction Dpn$tratagene code n° 500402) qui clive
spécifiguement les sites méthyles).

Apres transformation de 50 pl de cellules supercemesXL1-Blue (Stratagéne
code n° 200236) par 5 pl de réaction, les clonésnois sont tout d’abord sélectionnés par
digestion avec les enzymes de restriction corredgquunau site de clonage du gene d’intérét.
Les clones positifs a la présence du gene dintgwét alors séquencés afin de vérifier la

présence de la mutation.

- clone ZEBRA C1898°>%°_ pET28a

Le domaine bZIP de ZEBRA (résidus 175-236) avatobdbné dans le vecteur pET28a
(Novagen voir Annexe D) par Patrice Morand (Morand &t al., 2006). Dans cette
construction, le domaine de liaison a 'ADN de ZEBBomporte deux mutations : la sérine
186 a été mutée en alanine et la cystéine 189reres®’aprés la structure cristallographique
du bZIP de ZEBRA en complexe avec le site AP-1q8®iC.et al., 2006), la cystéine 189
forme des contacts avec '’ADN. Afin d’éviter touteodification de ces contacts protéine-
ADN par une oxydation éventuelle de cette cystéB® lors de la cristallogénése, la mutation

C189S sera conserveée. Cependant, nous avons édatisérine 186 par mutagénese dirigée.
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Le nom de la protéine correspondant a ce clone aigtplifié en « ZEBRA ». Les amorces

utilisées sont résumées en Annexe B.1.

- clone cJun A275S/C278%3%*_ pETM40

Nous disposions du clone cJun C278%**— pETM40 ou seule la cystéine 278 avait
été mutée en sérine (pour les mémes raisons querle ZEBRA C189S175-236 — pET28a,
voir plus haut). Pour obtenir le clone cJun A2755/83°%43%_ pETM40, I'alanine 275 du
bZIP de cJun a été mutée en sérine par mutagemégéedafin de se rapprocher de la
séquence protéigue de ZEBRA. En effet, ZEBRA estel@l bZIP possédant une sérine en
position 186 alors que tous les autres bZIPs ptéstnne alanine a cette position (alanine
275 concernant cJun). Or, cette sérine 186 de ZEB&Wble jouer un rdle primordial dans la
reconnaissance préférencielle de ’TADN méthylé. flavons donc construit un clone de cJun
possédant cette sérine particuliére : cJun A27586%3%* _ pETM40. Le nom de la
protéine correspondant a ce clone a été simplifi¢ eJun A275S ».

1.2. Clones ZEBRA C18982%°_ pETM40 et cJun C278%3%*— pETM40

Nous disposions des clones ZEBRA C188%*°— pET28a et cJun C278%3% —
PET11. Nous les avons sous-cloné dans le vectexprEssion pETM40 afin d’exprimer les
protéines ZEBRA et cJun en fusion avec une étigudBP (I'étiquette MBP étant positionné
en N-ter de ces protéines). Les inserts ADN cJur8S2**?**et ZEBRA C189%°%%%nt été
amplifiés par la méthode de réaction de polyméasatn chaine (PCR) (les amorces utilisées
pour la PCR sont résumées en Annexe B.3.). Lestinetle vecteur pETM40 sont digérés
par les enzymes de restriction Ncol et KAJER), puis purifiés grace au « PCR purification
kit » de QIAGEN (code n° 28106). Les ligations « insert-vecteull [dBO » (ratio vecteur :
insert de 1 :5) sont réalisées par la T4 DNAdagdeNEB (code n° m02021a 30°C pendant
1h, suivies d’une inactivation de la ligase a 6p8Ddant 20 minutes. Les produits de ligation
sont utilisés pour transformer des celluiesoli DH50-E™ d’Invitrogen (code n°11319-019)
selon le protocole suivant : les bactéries sonessur glace pendant 30 minutes en présence
d’ADN puis soumises a un choc thermique de 45 st 42°C. Elles sont ensuite mises
sur glace 2 minutes puis resuspendues dans 150 | B .dAprés une incubation d’1h a 37°C,
les cellules sont étalées sur milieu LB-agar caamétiantibiotique d’intérét (kanamycine 60

pg/ml), puis incubées de 12 a 16 h a 37°C. Lesntgdosont alors testées par « colonie-
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PCR » puis par digestion avec les enzymes deatstricorrespondant au site de clonage du
gene d'intérét. Les clones positifs a la présencgéahe d’intérét sont alors séquencés afin de

déceler d’éventuelles mutations non désirées.

1.3. Clone Chimere ZEBRA-cJun — pETM40

Ce clone contient la région 175-196 du bZIP de ZEB&sionné a la région 287-324
du bZIP de cJun. Il a été construit par Cécile Haleellaboration CEA) selon la technique
des mégaprimers (Kirsch R.D. and Joly E., 1998g@ment, cette technique comporte deux
PCR : la premiere a pour but d’amplifier un fragtn@®DN (en I'occurrence la région 175-
196 du bZIP de ZEBRA) a partir du plasmide ZEBRASES >#**— pETMA40 : ce fragment
d’ADN double brin jouera le role de mégaprimers.deauxiéme PCR utilise ces mégaprimers
pour insérer la région 175-196 du bZIP de ZEBRAartONt de la région 287-324 du bZIP de
cJun (la région 264-286 du bZIP de cJun étant génors de cette PCR). L’ADN polymerase
fidéle PhusionKinnzyme}pest utilisée pour la premiéere étape et 'ADN poérase fidéle Ex

Taq (Takarg pour la deuxieme.

2. Expression et purification des protéines

2.1. Expression des protéines cheeoli

L’expression des protéines se fait dans les bastécompétente&.coli BL21-
CODONPLUS (DE3)-RIPL de Stratagéne (code n° 230280). Ces bactéries sont
transformées par choc thermique comme il a ététder@rcédemment (voir partie 1.2 de ce
chapitre). Une pré-culture est préparée en inoc@aml de milieu LB contenant 60 pug/ml
de kanamycine par les colonies transformées ayargser sur milieu LB-agar. La pré-culture
est incubée a 37°C pendant 16 heures sous agita#to0 rpm. 10 ml de cette pré-culture sont
utilisés pour inoculer 1 | de milieu LB (conten&tt pg/ml de kanamycine). La croissance de
cette culture est réalisée dans les mémes corslijoe la pré-culture et maintenue jusqu’a ce
gue la densité optique a 600 nm g du milieu ait atteint 0,7. L'expression des pnots
est induite par I'ajout d'IPTG a une concentratin0,5 mM et la culture est maintenue sous

agitation a 37°C pendant 5 h.
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Les bactéries sont centrifugées a 8000 rpm pen@i@nminutes a 4°C. Le culot
bactérien est suspendu dans le tampon de lyse Avmiexe C.2.1.) a raison de 20 ml de
tampon de lyse par litre de culture. Les bactésm® lysées par sonication en réalisant 6
cycles de 30 sec, chacun entrecoupés de 45 seaude.fle lysat est centrifugé pendant 20
minutes a 20,000 rpm a 4°C. Le surnageant est naghswant de poursuivre a 'étape de

purification.

2.2 Protocole de purification de la protéine ZEBRA

Les différentes étapes de cette purification sésumées dans le schéma suivant
(figure VIII.1.) :

ey

F
Culot Surnageant

|
A

[ PPELEL PR L WY W
Oroacinmatinn AR
T ICACIR IR 7 Aks i

au PEI
i

v

G

20,000 rpm, 20 min

Culot Surnageant

Chromatographie
échangeuse de cations

Précipitation protéines au
(NH,).,S0,

)

Culot Surnageant

Chromatographie
d’exclusion de taille

Figure VIII.1. : Schéma résumant les différentes étapes de purification de la protéine ZEBRA.
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1ére

étape de purification : précipitation de 'ADN d¢aminant au PEI

Le PEI (poly-éthyléne-imine) est un polycation dorme un énorme polymeére en
réseau qui emprisonne I'ADN. Il est utilisé pouimgher la majeure partie de 'ADN
contaminant provenant de la lyse des bactérieRHleest donc ajouté au surnageant de lyse a
une concentration finale de 0,3 % (v/v). Ce mélaegfeincubé 30 min & 4°C sous agitation
douce avant d’étre centrifugé 20 min a 20,000 dpensurnageant est conserveé a 4°C avant de
procéder a I'étape de purification suivante.

2éme

étape de purification : chromatographie échangdasmtions

La résine échangeuse de cations utilisée est laer&P Sepharose Fast flo@E
Healthcare code n° 17-0729-10). Ce type de résine est égilipour la séparation de
macromolécules ionisées (en l'occurrence le dombdi® de ZEBRA globalement chargé
positivement du a sa région basique de liaisoARBN). La matrice polyosidique (composée
de cellulose ou de dextranes) porte des grouperokatgés sulfopropyles (SP) jouant le role
de contre-ion échangeable.

La résine est préalablement équilibrée par 5 votuhe tampon A (voir Annexe
C.2.2.). Cette chromatographie est réalisée swysteme &iologic Low Pressure deBio-
Rad (code n° 358BR2423). Les protéines sont éluéesparadient NaCl 0,01-1M a l'aide
des tampons A et B (voir Annexe C.2.2.). Les frawdi contenant la protéine sur-exprimée
sont analysées sur gel SDS-PAGE puis rassembl@asmstrvées a 4°C avant de procéder a

I'étape de purification suivante.

Gel SDS-PAGE Tris-Tricine :

Gel de concentration

- 5% acrylamide/bisacrylamide 37,5 MdrcK
- 0,7 M Tris-HCI pH 8,45

- 0,1% SDS

-0,1% APS

- 0,01% TEMED
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Gel de séparation

- 12 % acrylamide/bisacrylamide 37,5 MgrcK)
- 1 M Tris-HCI pH 8,45

- 0,1% SDS

- 10 % glyceérol

- 0,1% persulfate d’ammonium (APS)

- 0,01% TEMED

Les tampons de migration utilisés sont présentésnaiexe C1.3.

3éme

étape de purification : précipitations des pra€iau sulfate d’ammonium

Cette technique utilise la solubilité différenteelies protéines en fonction de la force
ionique de la solution qui les contient. Le sulfdt@mmonium est ajouté a une concentration
finale de 30 % (w/v) aux fractions contenant lat@iree d’intérét. Le mélange est mis sur
glace sous agitation douce pendant 30 min, puififteg® 20 min a 20,000 rpm. Le culot,
bien séché, est ensuite conservé a 4°C.

4°™ étape de purification : chromatographie d’exclogie taille

Le culot de sulfate d’'ammonium est repris par 1daltampon GF (voir Annexe
C.2.3.) et centrifugé 5 min a 10,000 rpm. Le sueaad est alors injecté sur une colonne
Superdex S75 HR 10/3C®llarmacia/GE Healthcatecode n° 71-6031-00) montée sur un
systeme &iologic FPLC » deBio-Rad Le tampon GF utilisé est présenté en Annexe C.2.3
Les fractions contenant la protéine purifiée sonblgsées sur gel SDS-PAGE puis
rassemblées et concentrées sur systeme de conicenkenicon Millipore, code n° UFC9
010 08). La concentration de la protéine purifiseemsuite dosée en triplica par absorbance a
280nm (Agg). L'absorbance a 260 nm £{&) est également mesurée afin de contrbler la
quantité d’Adn contaminant encore présent danshé&gtillon ; le rapport AgdAzso devant
étre supérieur ou égal a 1,8. La protéine peutienétre conservée a 4°C pour une courte

période ou congelée a -20°C apres ajout de 50 ghydérol.

143



2.3.Protocole de purification des protéines deoiud¥BP (clones ZEBRA C18982%¢_
pETM40, cJun C2788"3%* _ pETM40, cJun A275S/C27883°%* _ pETM40, Chimére
ZEBRA-cJun — pETMA40)

“—

! Changement de tampon!
Conceniration

Chromatographie
d'exclusion de faille

Figure VIII.2. : Schéma résumant les différentes étapes de purification des protéines de
fusion MBP.

1°® étape de purification : chromatographie d’affirsté résine amylose

Cette étape de purification par chromatographiéidige utilise une résine d’amylose
(NEB, code n° E8021L) sur laquelle vont se fixer lest@nes de fusion-MBP. La résine
d’amylose est préalablement équilibrée par 3 x [Lnae de tampon de lyse (voir Annexe
C.2.1) puis incubée avec le surnageant de lyse agitation douce a 4°C pendant 1 h.
L’ensemble est ensuite coulé dans une colonne cediae va se tasser sous effet de la
gravité. Apres élimination du fflow-through», la résine est lavée par 5 volumes de tampon

de lavage 1 M puis 5 volumes de tampon de lavageML,(Annexe C.2.4.). Enfin, les
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protéines de fusion-MBP sont éluées par 1 volumihgon d’élution (Annexe C.2.4.) dans
des fractions de 1 ml. Ces fractions sont ensuidédyaées sur gel SDS-PAGE et rassemblées.

L’étape suivante consiste a échanger le tampon légngl a été éluée la protéine de
fusion-MBP pour un tampon PBS (Annexe C.2.5.) quade tampon de la chromatographie
d’exclusion de taille (étape suivante). Pour chkda,fractions éluées de la résine d’amylose
sont déposées sur une colonne Econo-Pac 10 D&odRad (code n° 732-2010). Chaque
chargement sur le colonne est de 3 ml et chaqumlast réalisée par 4 ml de PBS. Les
fractions é€luées sont rassemblées puis concensuresysteme de concentration Amicon
(Millipore, code n°® UFC9 010 08). La protéine est conservé®Cajusqu’a I'étape suivante
de purification.

2°™Meétape de purification : chromatographie d’exclogie taille

Le protocole est décrit dans le paragraphe 2.2ek protéines de fusion-MBP
purifiées ont un poids moléculaire avoisinant I8€skba (I'étiquette MBP ayant une taille
importante) : nous utilisons donc une colonne Siger200 10/300 GL Rharmacia/GE
Healthcare code n° 17-5175-01) montée sur un systéme « oIBPLC » deBio-Rad Le
tampon GF2 utilisé est présenté en Annexe C.2$friagtions contenant la protéine purifiée
sont analysées sur gel SDS-PAGE puis rassembléesneéntrées. La concentration de la
protéine purifiée est ensuite dosée en triplicaghesorbance a 280 nm et 260 N 260).

La protéine est congelée a -20°C apres ajout déo5@e glycérol et de 2,5 mM d&
mercaptoéthanol.

3. Purification et hybridation des oligonucléotides snple brin

Les oligonucléotides sont synthétisés sous formm@lsi brin. Les oligonucléotides utilisés
en cristallogenése proviennent de BioSpring (e siteZRE2 étant méthylé durant la
synthése). Ceux utilisés dans les expériences stiinpie de fluorescence sont synthétisés
par MWG: un seul des deux brins complémentaires de chpgire d'oligonucléotide est
marqué a la rhodamine en 5’ (pic d’excitation & B, pic d’émission a 576 nm).

Contrairement a ceux utilisés en cristallogeness, dligonucléotides d’anisotropie de
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fluorescence ne seront pas re-purifiés : leur watibn par HPLC opérée par le fournisseur
suffit.

Purification des oligonucléotides simple brin 8&#$ en cristallogenese

8]

i

hromatoaoranhie
omatographis

Figure VIII.3. : Schéma résumant les étapes successives de purification des oligonucléotides

utilisés en cristallogenése.

Chaque oligonucléotide est recu en poudre. Aprasispgension dans 1 ml d'un
mélange 90 % tampon DNA/A-10% tampon DNA/B (voirneaxe C.3.), chacun est injecté
sur une colonne MonoQ HR 10/1(Pharmacia/GE Healthcate code n°17-0506-01)
préalablement équilibrée par le méme mélange. titdlest réalisée par un gradient 0-1 M
NaCl a l'aide des tampons DNA/A et DNA/B (voir AmneeC.3.).

Les fractions correspondant au pic d’élution sassemblées puis dialysées contre 4 |
d’'H.0 déminéralisée pendant 14h a 4°C.

Elles sont ensuite déposées sur une colonne Ecand-® DG (selon le protocole
décrit en partie 2.3.1. de ce chapitre). Les oligipéotides simple brin sont élués par de.OH
déminéralisée, congelés a l'azote et lyophiliség|jta séchage complet. lls sont enfin repris

dans de I'HO déminéralisée a une concentration finale de 20ning
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Hybridation des oligonucléotides simple brin destallographie/ des oligonucléotides

simple brin fluorescents

Chaque paire d'oligonucléotides complémentaireshgistidée a un ratio 1 :1 dans un
tampon d’hybridation (tampon d’hybridation-X poesloligonucléotides de cristallogenese et
tampon d’hybridation-AF pour les oligonucléotidésofescents) par passage a 95°C pendant

2 a 3 min et refroidissement progressif jusqu’agérature ambiante.

4. Cristallogénése

4.1. Principe de la cristallogenése

Un complexe protéique cristallise lorsqu’il se tweuen phase de sursaturation.
D’aprés le diagramme de phases suivant, cette @easegue entre la zone de solubilité et la

zone de précipitation (figure VIII.4.) :

"\ (nuciéation) @n

(croissance cristaling)  ~ 7T ve--s

Zone desoubilite T

—

Concentration de protéine

Concentration de précipitant

Figure VIII.4. : Diagramme de phases décrivant la cristallisation d’'un complexe protéique par

diffusion de vapeur.

La solubilité d’'un complexe protéiqgdépend de nombreux paramétres comme sa

concentration, le pH, la température, la présenagedts précipitants (notamment le PEG
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et/ou le sels chaotropiques a haute concentratiorgolubilisants (sels a base concentration
par exemple). L'aspect cinétique est lui aussi irgmd. Le travail de cristallogenése consiste
a modifier ces différents parametres afin que halexe protéique cristallise.

La sursaturation, rapport entre la concentratiotiale en complexe protéique et la
concentration a I'équilibre, est la force motricesgrocessus de nucléation et de croissance
cristalline.

La premiere étape de la cristallisation consisteeridre les complexes protéiques
insolubles suite a I'ajout d’agents précipitantsr aamener les complexes dans la partie
métastable de la zone de sursaturation ou lespiéicristallins se forment. Suite a cela la
sursaturation des complexes dans le reste de ttegieicristallisation diminue, ce qui permet
de repasser dans le domaine de sursaturation prap& croissance cristalline. Cette derniére
se poursuit alors autour des précipités cristaftinsés precédemment et la taille des cristaux
augmente, jusqu’a ce qu'il n'y ait plus de complgxetéique disponible dans la goutte ou
gue la croissance cristalline soit interrompue esuit de trop nombreux défauts de
cristallisation (irrégularités dans la maille, adxh de molécules Iégerement différentes).

4.2. Mise en ceuvre

Le complexe ZEBRA/ADN a été cristallisé selon lahtieique de diffusion de vapeur
en goutte suspendue (McPhersorefal.,1995). Elle consiste en la diffusion de vapeuresnt
une goutte de solution protéique et la solutiorrigallisation contenue dans le puits jusqu’a
ce que les potentiels chimiques de la goutte dadmlution de cristallisation s’équilibrent.
Pour cela, une goutte d’1 ul de complexe protéibdlAest déposée sur une lamelle de verre
siliconée et 1 pl de solution de cristallisationdat ajouté. La lamelle de verre vient fermer
un puits dans lequel 500 pl de solution de résexvati été déposes, I'étanchéité étant assurée

par de la graisse de silicone déposée entre ldlapide dessus du puits (figure VIIIL.5.).
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Figure VIIL.5. : Mise en ceuvre de la technique de cristallisation par diffusion de vapeur

en goutte suspendue.

Pendant que les potentiels chimiques s’équilibrentiolume de la goutte suspendue
diminue. Il s’en suit une augmentation de la cotre¢ion en complexe protéique et en sels
dans la goutte, et selon le diagramme de phasexyniplexe protéigue est alors dans le
domaine de sursaturation ou de précipitation. Gasue les germes cristallins apparaissent.
Puis le processus de croissance cristalline sespucomme décrit précédemment (figure
VIIL4.).

4.3. Cristallogenése du complexe ZEBRA/meZRE2

hY

Le complexe protéine/ADN est formé a un ratio 1 a Jartir d’'une solution de
ZEBRA a 6,7 mg/ml et du duplexe oligonucléotidesZRE2 a 20 mg/ml. Le complexe est
alors incubé pendant 30 min sur glace puis cegeifi min a 10,000 rpm. En effet, I'ajout de
'ADN a la solution protéigue entraine une préapdn d'une partie du complexe
ZEBRA/meZRE2. Aprés centrifugation, seul le surrsageest utilisé pour réaliser les gouttes
sur lamelles. Pour cela, 1 pl du complexe ZEBRA/RIEZ est déposé sur une lamelle de
verre comme décrit précédemment, et mélangé a tlepla solution de cristallisation

suivante : 12 % PEG 4000, 15 % PEG 400, 20 % ig@pral et 50 mM de tampon acétate de
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sodium/acide acétique pH 3,8. Les cristaux en fodfaguilles apparaissent 72 h aprés et la

croissance cristalline semble stagner au bout dseneaine.

5. Résolution de la structure du complexe ZEBRA/meZRE2Xar cristallographie

aux rayons X

5.1. Les rayons X et les cristaux de protéines

Pour sonder la structure de la matiére, il est sgaiee d’'utiliser un rayonnement de
longueur d’'onde de l'ordre de grandeur des dimerssaaractéristiques de I'objet étudié. Or,
les distances interatomiques d’une molécule sortbddre de I'Angstrom (A, 18° m). Les
rayons X, ondes électromagnétiques de longueurdd’a® I'ordre de I’Angstrém, sont donc
propices a I'étude des protéines par cristallogeaph

Cependant, l'intensité de I'onde diffractée par seale molécule serait trop faible et
ne pourrait pas étre mesurée. Afin d’augmenterigeak celui-ci est mesuré en faisant
diffracter le faisceau de rayons X par un crisijpdotéines, de sorte que ces dernieres soient
ordonnées, que les ondes diffractées soient dohéreotes et que la somme de leurs
intensités soit alors observable.

5.2. Acquisition et traitement des données

Source de rayons X

Préalablement a leur congélation, les cristauxétdicryo-protégeés par ajout de 25 %
de glycérol afin d'éviter leur destruction par leage qui se formerait. Les données de
diffraction ont été collectées a 'lESRF (Grenolde) la ligne micro-focus ID23-eh2 a 100 K
a une longueur d’'onde de 0,873 A. Le complexe ZEBRXRE2 appartenant au groupe
d’espace C2, toutes les taches de diffraction colfectées aprés rotation du cristal de 180°.

L’angle d'oscillation choisi est de 1° et I'expasit est de 4 sec/image.
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Traitement des données

Le groupe d’espace des cristaux a été déduit daljjae des clichés de diffraction par
le programme XDS (Kabsch, 1988 ???7?7?).

Indexation des donnéedes données sont indexées image par image eramtffim certain

nombre de paramétres comme la distance cristatigéte la position du centre du détecteur,
I'orientation du cristal, les parametres de maid&s. Les profils de diffraction prédits sont

ajustés aux taches observées. Chaque tache esinalexée en h, k et |.

Intégration et correction des intensitégans le méme temps, l'intensité de chaque tache de

diffraction est mesurée en appliguant un masqueuaude la tache. La couronne interne
délimite la surface a intégrer et la couronne @depermet d'estimer le bruit de fond a
retrancher de lintensité intégrée. Chaque tachtedesc corrigée du bruit de fond et
'ajustement des masques pour les taches doit citienal afin de maximiser le rapport

signal/bruit.

Mise a I'échelle et réduction du jeu de donndasnsemble des images intégrées sont mises a

'échelle par le programme XSCALE afin de constitwm jeu de données complet. Les
données mises a I'échelle sont finalement rédaitamité asymeétrique et les intensités « | »

sont transformées en amplitudes « F » avec le gnogie TRUNCATE.

Analyses cristallographiques préliminaires

Analyse du contenu de l'unité asymeétrique : déteatidn du nombre de molécules dans

'unité asymeétrique I'analyse du contenu en solvant du cristal repsgr les travaux de
Matthews B.W. (Matthews B.W., 1968). Le nombre dattiews est défini par :

V
M xn

VM:

ou V est le volume de la maille, M la masse molgiceldu complexe protéine/ADN et n le

nombre de molécules dans la maille.

151



Pour des cristaux ayant de 30 a 75% de solvaptyvafie de 1,66 a 4.0. Méme sl
existe des exceptions, la valeur moyenne gleest de 2,4. Cette valeur permet d’estimer le
pourcentage de solvant dans les cristaux en suppgse la densité de la protéine a une

valeur standard.

L'unité asymétrigue de la maille est le plus petitlume ou les symétries
cristallographiques du groupe d’espace ne s’apetigplus. Autrement dit, 'ensemble de la
maille est engendré par l'unité asymétrique etd&anble des symétriques de cette derniére
par les opérations de symétrie cristallographigueité asymétrique peut contenir plusieurs
molécules qui ne sont alors pas reliées par desitbi@és de symétrie cristallographique. Les
relations au sein de l'unité asymétriqgue sont dome-cristallographiques. Le calcul du,V
peut donner des indications sur le nombre de mi@éalans la maille et donc dans l'unité

asymetrique si I'on connait le groupe d’espacerdiiad.

Symeétries non cristallographiquesi le cristal contient plusieurs molécules d#nsité

asymetrique, celles-ci peuvent étre reliées par sy@setries non cristallographiques. La
recherche des symétries non cristallographiquesnpemt translationnelles se fait en
établissant une carte de Patterson. La fonctioRatirson se calcule comme une synthése de
Fourier avec les intensités diffractées. Les cadesPatterson contiennent alors des pics

correspondant a tous les vecteurs interatomiques.

Remplacement moléculaire

Principe : la connaissance des structures déja résolues gwututile a la résolution de
structures inconnues présentant une certaine hgmokvitant ainsi un phasage expérimental
souvent assez long. En effet, a partir d'une stradridimensionnelle connue, un diagramme
complet de diffraction incluant amplitudes et plsapeut étre généré. La connaissance d'une
structure homologue a celle a déterminer peut donmir des phases initiales, pourvu que
les diagrammes de diffraction soient comparablest & dire qu'ils soient ramenés a la méme
maille et au méme groupe d'espace. Il faut donclgustructure modele et la structure a
déterminer occupent la méme position dans la mailtalline. Le remplacement moléculaire
consiste a placer la « molécule modeéle » dans ibemiae modéle est d'abord orienté dans la
maille par une fonction de rotation puis positiont@ns le cristal par une fonction de
translation (Lattman E., 1985).
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Le remplacement moléculaire est réalisé par le ramagne PHASER a l'aide d’un
modele réduit de la structure ZEBRA/AP1 comportiast résidus 175 a 200 du bZIP de
ZEBRA ainsi que les 12 bp centrales du duplexe Al@NL9 bp.

Construction du modéle et affinement cristallogigpb

Le modele a été construit a la main dans la cartgedisité électronique expérimentale
a l'aide du programme « O ». Il a été affiné paplegramme CNS selon la stratégie décrite

plus bas.

Principes de l'affinement cristallographiquée modéle construit dans la carte de densité

électronique, méme s'il est proche de la structéedle, ne rend pas bien compte des données
expérimentales. L’'affinement cristallographiqueevidonc a réduire I'écart entre les facteurs
de structure observés et calculés en affinantdesnpétres du modele. Le facteur de structure

Fecac €St calculé par transformée de Fourier a partirnthdéle atomique. Une grandeur
indicatrice de I'état de I'affinement est le faat®ucristallographique :

2 [|F sl - kIF
~ hkl Il obsl | calc|
cryst —
% [F o

Du fait du grand nombre de parametredfiaer, I'affinement est une étape qui est
limitée par le rapport du nombre d'observationslesunombre de paramétres. L'affinement
n'‘est possible, et ne converge de maniere satistaisque si le nombre d'observations est
supérieur au nombre de parametres. Les parametnesrs général au nombre de 4 par atome
(x,y,z, B). En regle générale, ces 4 parametresgeétre affinés si les cristaux diffractent
au moins jusqu’a 2,5A.

Afin de contourner le probleme du manque d’obséwmatpar rapport au nombre de
parameétres, une solution est soit d’augmenter febme d’observations, soit de diminuer le

nombre de parametres.
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Il faut également avoir des criteres objectifs psuivre 'affinement. Le facteur R
n'est pas tres objectif puisqu'il fait partie defdamction & minimiser et que la modification des
parametres durant I'affinement va directement wrflcer sa valeur. En revanche, I'utilisation
du facteur Ree calculé sur un jeu de réflexion exclues de haffnent, permet d'avoir une
estimation objective du protocole d'affinement (®yér A.T., 1992). La diminution
concomitante du R et duyR valide le protocole d’affinement. D'autre partstéréochimie
de la macromolécule sera également un critéereavatlid qualité de I'affinement.

Stratégie d’affinementLes 2 molécules sont tout d’abord placées damsté asymétrique

par le programme PHASER. Ces deux molécules sdimeas par CNS selon deux corps
rigides indépendants puis I'ensemble ets affin@rsel corps rigides indépendants (les 2
doubles brins d’ADN et les 2 dimeres de ZEBRA). Wgee de cycles de minimisation visant
a affiner les coordonnées des atomes ainsi quiadtsurs B est alors effectuée. Les cartes
2Fo-Fc et Fo-Fc sont examinées et les résidus agontés manuellement dans la densité
électronique. D’autres cycles d’affinement sonuti&gement lancés avec le programme CNS
jusqu’a construction compléete du modele. Puis lefoules d’eau sont ajoutées et une étape

de recuit simulé est effectuée avant de lancedengere fois un cycle d’affinement.

Validation des structures

Le programme PROCHECK a été utilisérpagrifier la géométrie du modeéle et le
valider. Les diagrammes de Ramachandran (Ramadra®@IN. and Sasisekharan V., 1968)
ont également été examinés : ils donnent la répertiles angles diedrgset ). Les couples
(pW) sont caractéristiques d’'une structure secondairesquelette ¢ des protéines. La

répartition de ces angles donne donc un critérpléogentaire de qualité du modele affiné.
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6. Mesures d’affinité de l'interaction ZEBRA/ADN par anisotropie de fluorescence

(AF)

6.1. La technique d’'anisotropie de fluorescence

Les données d’anisotropie de fluorescence ont éignaes en utilisant un Tecan Sdfire
(MTX Lab Systemgpar I'analyse d’échantillons de diifinal en plaques de 383Liits.

Les échantillons sont excités par une diode élkctimescente (DEL) produisant un
rayonnement a 530nm. Cette lumiére est ensuiteipdéaet acheminée au monochromateur
final par I'intermédiaire d’'un systeme mettant ew jtrois lentilles optiques : la premiére
lentille collecte et aligne selon un axe vertilumiere produite par la DEL ; la deuxieme
focalise cette lumiere d’excitation polarisée ses puits puis collecte la lumiére plus ou
moins polarisée émise par I'échantillon; la traisgefocalise la lumiére d’émission sur une
fibre optique qui transmet le signal lumineux araonochromateur centré sur 580nm. Un
photomultiplicateur convertit en dernier lieu lgrsal lumineux en signal électrique amplifié.

Les enregistrements sont soumis a I'opération madtigue suivante afin d’en déduire la

valeur d’anisotropie de fluorescence (Caneetal, 2001) :

| AF = (Av-An) / (Av+0,5 A,)|

ou A, = Iy, + |y C’est-a-dire la somme des intensités de lumiersasrapreés excitation selon
'axe vertical et A = Ipy + Iy C'est-a-dire la somme des intensités de lumiersesrapres
excitation selon I'axe horizontal. En effet, seldelumiere d’excitation est polarisée. La

détection a I'émission se fait sans polariseur.
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6.2. Méthodes de détermination des constantessdediation :

Constante de dissociation des complexes ZEBRA/ADN :

Les données d’anisotropie de fluorescence permeatteéduire le Kde la réaction

de fixation. En effet :
AF = AiF + Ay Fp

avec:
AF : anisotropie de fluorescence totale
As : anisotropie de fluorescence des oligonucléotidasjués libres
F: : fraction des oligonucléotides marqués libres
Ayp: anisotropie de fluorescence des oligonucléotdagjués liés
Fy: fraction des oligonucléotides marqués liés

[ADN/Z] [ADN-Z]
-, alorAF = A + (ArAr)

[ADN total [ADN toal

SachantF+ R,=1leth= (1)

avec : [ADN/Z] : concentration du complexe ZEBRA/AD

[ADNgta] : concentration totale en ADN

En considérant la définission de la constante gsodiation K

[ADN][Z]

dans la réactiofADN]+[Z] =[ADN/Z] : Ky=———

[ADN/Z]

Et la loi de conservation des élémeniSDN ] = [ADN] + [ADN/Z]
et [&a] = [Z] + [ADN/Z]

Nous pouvons écrire :

[ADN/Z] %+ [ADN/Z] (-K g -[ADN ota] -[Z1otal) + [ADN otal [Ziotal = O (2)
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D’aprés (1) et par résolution de (2), nous obterlan®lation permettant de déterminer les

constantes de dissociation des complexes ZEBRA/ADN

AF=A; + (Ay-Ay) (Ka+[ADN total +[Z total) '\/ (Ka +[ADN otal +[Z total) *~4[ADN otal[Z total
2[ADNotal

Les courbes de fixation de ZEBRA sur les oligonatities testés sont analysées par le
logiciel KaleidaGraph Chaque essai est réalisé en triplica: lgssknt mesurés sur la

moyenne des points de ces 3 essais.

Remarque la fixation de ZEBRA sur les sites testés suitmudele simple : ZEBRA se fixe
en tant que dimére sur ’ADN (voir Chapitre V.II)J1Cependant, nous ne pouvons utiliser
'équation typique correspondant a une fixation @an étant donné la gamme de
concentration en protéine utilisée :

AFmaX X [ZEBRA]“bre
AF =

Kd + [ZEBRA]Iibre

(avec AR.ax: valeur d’anisotropie atteinte par le plateaultgperbole et [ZEBRA]pre :
concentration en protéine ZEBRA libre)

En effet, l'utilisation de cette relation supposgegpour tous les points de la courbe, la
concentration en protéine ZEBRA libre soit en laegeés par rapport a la concentration en
ADN ([ZEBRA]jibre >> [ADN]). Or, la concentration en ADN est de 1Bl et la gamme de
concentrations en ZEBRA s’étale de 4 nM a 20 pMr(partie 6.3. ci-dessous). Donc, la

condition [ZEBRA]i,re >> [ADN] ne pourrait étre respectée pour tousplesits de la courbe.

Constante de dissociation des complexes cJun/ADNn cA275S/ADN et Chimeére
ZEBRA-cJun/ADN :

Le facteur de transcription cJun existe en tanthéérodimere en solution mais
également en tant qu’homodimere. Cependant, eremeésd’'une séquence ADN cible,
’lhomodimére de cJun se dissocie : en effet, chnITADN en tant que monomere dans un

premier temps. Le premier monomere ainsi fixé sarséquence cible ADN recrute le
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deuxieme monomére (Kolher Jét al., 2001). Il s'agit d’'une fixation coopérative : les
courbes de fixation de 'homodimere cJun se préserdcomme des sigmoides. Nous avons
donc analysé les courbes de fixation des compleXas/ADN a I'aide de I'équation utilisée
par Kohler J.Jet al. et dérivée de I'équation de Hill (Hill A.V., 1910)

AF = + AFmin
(Kg" + [cJun]")

ou AFRnax €st la valeur d’anisotropie maximale
AFin, la valeur d’anisotropie minimale
[cJun], la concentration en protéine cJun

n, le coefficient de Hill.
Les courbes de fixation ont été analysées a I'didéogiciel SigmaPlot Tout comme
Kohler J.J.et al., nous avons fixé le coefficient de Hill a n=2 (ap®oir vérifié que cette

contrainte ne modifiait ni la constante de dissimmacalculée ni les statistiques de fit).

6.3. Protocole de mesure d’anisotropie de fluomsee

L’analyse des échantillons est réalisée en plagqpesjues de 384uits dans un
tampon PBS 1X (voir Annexe C.2.5.). Pour chaquaied$ puits sont utilisés, contenant
chacun des concentrations fixes d’oligonucléotidesmrescents (10 nM) et d’ADN
aspécifiqgue (28 nM de fragments d’ADN de poissonh)des concentrations variables de
protéines (de 4 nM a 20 uM concernant ZEBRA et@@& riM a 37,5 uM pour les clones de
cJun). Le volume total dans chaque puits est del40

Chaque essai est mesuré en triplica a températmt@aate et les points sont

moyennés avant analyse de la courbe de fixatidetermination du K

Remarque :chaque valeur d’anisotropie mesurée par l'appafeitan Safire est déja

moyennée puisque I'appareil effectue 100 mesures daacun des 15 puits d’'un méme essai.
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Annexe A :

Table des constructions réalisées

Vecteur Mutant Description
pET28a ZEBRA S186A/C189S >+ » Résidus 175-236 du domaine bZIP de ZEBRA.
(OU ZEBRA 175—236(mut)) )
= Double mutant de ZEBRA ou la sérine 186 a été mutée en
alanine et la cystéine 189 en sérine.
pET28a ZEBRA C189S 175236 = Résidus 175-236 du domaine bZIP de ZEBRA.
= Mutant de ZEBRA ou la cystéine 189 a été mutée en sérine.
DETM-40 ZEBRA C189S 175236 * Résidus 175-236 du domaine bZIP de ZEBRA.
= Mutant de ZEBRA ou la cystéine 189 a été mutée en sérine.
DETM-40 cJun C278S 264324 » Résidus 264-324 du domaine bZIP de cJun.
= Mutant de cJun ou la cystéine 278 a été mutée en sérine.
= Résidus 264-324 du domaine bZIP de cJun.
264-324
PETM-40 cJun A2755/C278S = Double mutant de cJun ou la cystéine 278 a été mutée en
sérine et l'alanine 275 en sérine.
OETM-40 Chimére ZEBRA-cJun * Résidus 175- 196 du domaine bZIP de ZEBRA suivi des résidus

287- 324 du domaine bZIP de cJun.

= Mutant ou la cystéine 189 de ZEBRA a été mutée en sérine.
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Annexe B :

Amorces de clonage et de mutagénese dirigée

B.1. Mutagénéese dirigée dans le domaine bZIP de ZER\ :

Clone de départZEBRA!>23%(MY_ hET28a(Petosa et al., 2006) contenant les mutations
S186A et C189S.

Clone final :ZEBRA C189S""°>%**_ pET28a contenant uniquement la mutation C189S.

Amorce sens %’ tacaagaatcgggtgdctagaaaatgccgg 3’
Tm = 82.8°
Nombre nt : 33 bp

Amorce anti-sens 3’ atgttcttagcccaccgaggtcttttacggec 5°
Tm =79.6°
Nombre nt : 33 bp

B.2. Mutagénéese dirigée dans le domaine bZIP de adu

Clone de départcJun C278%%3?*contenant la mutation C278S.

Clone final :cJun A275S/C2788"3?*contenant les mutations A275S et C278S.
Amorce sens 5’ atgcgtaaccgcatcgettccaagtgeegg 3’

Tm =85.9°
Nombre nt : 33 bp
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Amorce anti-sens 3’ tacgcattggcgtagcgggaggttcacggcec 5°
Tm =84.7°
Nombre nt : 33 bp

B.3. Clonage des séguences ZEBRA C189%° et cJun
C278%%3%* dans le vecteur d’expression pPETM40 :

- Clone ZEBRA C1895°2%°_ pETM40

Clone de départZEBRA C189%">%°_ pET28a.

Clone final :ZEBRA C1898">%*°_ pETMA40.

Amorce PCR sensS’ atacactcccatgggcatggaaataaagcgatacaagaatcgg 3’
Tm (total) = 83°
Nombre nt (total) : 43 bp
Tm (hybridant) = 65,6°
Nombre nt (hybridant) : 27 bp

Amorce PCR anti-sens3’ tccattatcccccggacaccagaiggtaccatctgdd’
Tm (total) = 81,3°
Nombre nt (total) : 40 bp
Tm (hybridant) = 71,3°
Nombre nt (hybridant) : 27 bp

- Clone cJun C278832*_ pbETM40

Clone de départcJun C278%8*3%_ pET11.

Clone final :cJun C278%*3%2*— pETMA40.

Amorce PCR sens5’ atacactcccatgggcatgaaagcggaacgtaaacgcatg 3’
Tm (total) = 84,5°
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Nombre nt (total) : 40 bp
Tm (hybridant) = 67,4°
Nombre nt (hybridant) : 24 bp

Amorce PCR anti-sens3’ gcacagcttaaacagaaagtcatgaaccactaaggtactatctga
Tm (total) = 79,8°

Nombre nt (total) : 46 bp
Tm (hybridant) = 68,9°
Nombre nt (hybridant) : 30 bp
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Annexe C :

Tampons et solutions : composition

C.1 Milieu de culture

C.1.1 Milieu Luria Broth (LB)

Composants Quantités par L
Bacto-Tryptone 10g
Bacto-Yeast extract 59
NaCl 10g
NaOH apH=7.0

Le milieu est autoclavé avant utilisation.

C.1.2 Milieu Luria Broth (LB)-agar

Composants Quantités par L
Bacto-Tryptone 10g
Bacto-Yeast extract 59
NacCl 10g
Agarose 159
NaOH apH=7.0

Le milieu est autoclavé avant utilisation. L’agandlu a été également distribué par
agitation douce apres stérilisation. Les antibigtg|sont ajoutés quand le milieu est refroidi a
50°C. Environ 30 ml de cette solution sont vers@sscchaque boite de Petri.
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C.1.3 Autres solutions

Kanamycin solution stock

Composants Quantité pour 20 ml

Kanamycin 200 mg

La solution est filtrée a travers une membrane.deutn et aliquotée dans des tubes de

1 ml. Le stock est conservé a -20°C.

IPTG (R-isopropyl-thiogalactosidase) solution stock

Composants Quantités
[3-isopropyl-thiogalactosidase 29
ddH20 10 ml

La solution est filtrée a travers une membrane.deutn et aliquotée dans des tubes de

1 ml. Le stock est conservé a -20°C.

Tampon 10X de migration “cathode” pour gels SDS-PAG

Composants Quantités pour 1 | Concentrationdina
Tris Base 1219 0,1M

Tricine 180 ¢ LY

SDS 10¢g 0,1 %

Le tampon est dilué & 1 X avant utilisation et @aé a température ambiante.

Tampon 10X de migration “anode” pour gels SDS-PAGE

Composants Quantités pour 1 | Concentrationdina
Tris Base 242 g 0,2M
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Le pH du tampon est ensuite ajusté a 8,9.

Le tampon est dilué & 1 X avant utilisation et @aé a température ambiante.

C.2 Tampons de purification protéines

C.2.1 Tampon de lyse

Solution stock de tampon de lyse

Composants Quantités pour 200 mi Concentraiiaief
NacCl 4 ml, 5 M stock 100 mM
Tris/HCI pH 6.8 4 ml, 1 M stock 20 mM

Tampon de lyse

Juste avant utilisation, 70 puL de R-mercaptoethasolution stock 14,5 M;
concentration finale 5 mM), 2 ml de PMSF (a 100 ndé solution stock; 1 mM
concentration finale) et deux tablettes de "coneplEDTA-free" (cocktail anti-protéases,
Boehringe) sont ajoutés a 200 ml de solution stock de tangmlyse. Le tampon de lyse est

meélangé jusqu'a la dissolution compléete des tasett

C.2.2 Chromatographie échangeuse de cations SP/LP

Résine SP Sepharose Fast flow (GE Healthcare, cadel17-0729-10)

TAMPON A :
Composants Quantités pour 200 mi Concentraiiief
NacCl 0.4 ml, 5 M stock 10 mM
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Tris/HCI pH 6.8 4 ml, 1 M stock 20 mM

Ce tampon est préparé extemporanément. Une taldettecomplete EDTA-free"
(cocktail anti-protéasedBoehringej est ajoutée a 200 ml de solution. Le tampon A est
meélangé jusqu'a la dissolution complete de la tebleuis filtré sur membrane de filtration
0,2 um et dégazé. Juste avant utilisation sontégorO ul de-mercaptoethanol (stock 14.5
M, concentration finale 5 mM) et 0,4 ml de PMSF¢t1 M, concentration finale 2 mM).

TAMPON B :

Composants Quantités pour 200 mi Concentraiiief
NaCl 80 ml, 5 M stock 2M
Tris/HCI pH 6.8 4 ml, 1 M stock 20 mM

Ce tampon est préparé extemporanément.Une tahldettécomplete EDTA-free"
(cocktail anti-protéasedBoehringej est ajoutée a 200 ml de solution. Le tampon B est
mélangé jusqu'a la dissolution compléete de la tableuis filtré sur membrane de filtration
0,2 um et dégazé. Juste avant utilisation sontégorO ul de-mercaptoethanol (stock 14.5
M, concentration finale 5 mM) et 0,4 ml de PMS¢t1 M, concentration finale 2 mM).

C.2.3 Chromatographie d’exclusion de taille

Colonne Superdex S75 HR 10/30Pharmacia/GE Healthcare, code n° 71-6031-00)

TAMPON GF :

Composants Quantités pour 200 mi Concentraiiief
NacCl 6 ml, 5 M stock 150 mM
NH, acétate 30 ml, 1 M stock 150 mM
Tris/HCI pH 7.5 4 ml, 1 M stock 20 mM
DTT 1 ml, 1M stock 5 mM
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PMSF 0.4 ml, 1 M stock 2 mM

Ce tampon est préparé extemporanément. Une taldettecomplete EDTA-free"
(cocktail anti-protéasedBoehringej est ajoutée a 200 ml de solution. Le tampon GF es
meélangé jusqu'a la dissolution complete de la tebleuis filtré sur membrane de filtration
0,2 um et dégazé. Juste avant utilisation sontégoli ml de DTT (stock 1 M, concentration

finale 5 mM) et 0,4 ml de PMSF (stock 1 M, concatitn finale 2 mM).
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C.2.4 Chromatographie d’affinité pour protéines defusion MBP

Résine d’amylose NEB, code n° ES021L)

TAMPON de lavage 1 M :

Composants Quantités pour 200 mi Concentrairaief
NacCl 40 ml, 5 M stock 1M
Tris/HCI pH 7.2 4 ml, 1 M stock 20 mM

Juste avant utilisation, 70 pL de R-mercaptoethasolution stock 14,5 M;
concentration finale 5 mM), 2 ml de PMSF (a 100 nmdé solution stock; 1 mM
concentration finale) et deux tablettes de "coneplEDTA-free” (cocktail anti-protéases,
Boehringe) sont ajoutés a 200 ml de solution stock de tangmiavage 1 M. tampon de

lavage 1 M est mélangé jusqu'a la dissolution ceteples tablettes.

TAMPON de lavage 1,5 M :

Composants Quantités pour 200 mi Concentrairaief
NacCl 60 ml, 5 M stock 15M
Tris/HCI pH 7.2 4 ml, 1 M stock 20 mM

Juste avant utilisation, 70 pL de R-mercaptoethasolution stock 14,5 M;
concentration finale 5 mM), 2 ml de PMSF (a 100 ndd solution stock; 1 mM
concentration finale) et deux tablettes de "coneplEDTA-free” (cocktail anti-protéases,
Boehringe} sont ajoutés & 200 ml de solution stock de tang@mlavage 1,5 M. Le tampon de
lavage 1,5 M est mélangé jusqu'a la dissolutionptéta des tablettes.
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TAMPON d'élution :

Composants Quantités pour 200 mi Concentraiiief
NaCl 60 ml, 5 M stock 15M
Tris/HCIl pH 7.2 4 ml, 1 M stock 20 mM
Maltose 2 ml, 1M stock 10 mM

Juste avant utilisation, 70 puL de R-mercaptoéthasolution stock 14,5 M;
concentration finale 5 mM), 2 ml de PMSF (a 100 ndé solution stock; 1 mM
concentration finale) et deux tablettes de "coneplEDTA-free” (cocktail anti-protéases,
Boehringe} sont ajoutés a 200 ml de solution stock de tangélution. Le tampon d’élution

est mélangeé jusqu'a la dissolution compléte ddettab.

C.2.5 Chromatographie d’exclusion de taille pour potéines de
fusion MBP

Colonne Superdex 200 10/300 GLlPharmacia/GE Healthcare, code n° 17-5175-01)

TAMPON GF2 : PBS 1x

Composants Quantités pour 200 ml
NacCl 29

KCI 50 mg

NaHP O, 360 mg

KH.PO, 60 mg

HCI ajustera pH 7.4

Le tampon GF2 est filtré sur membrane de filtratigh um et dégazé.
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C.3 Tampons de purification ADN

Colonne MonoQ HR 10/10 Pharmacia/GE Healthcare, code n°17-0506-01)

TAMPON DNA/A :

Composants Quantités pour 200 mi Concentraiiief

NaOH 2 ml, 1 M stock 10 mM

Le tampon DNA/A est filtré sur membrane de filtoati0,2 um et dégazé.

TAMPON DNA/B :

Composants Quantités pour 200 mi Concentraiiief
NaOH 2 ml, 1 M stock 10 mM
NaCL 40 ml, 5 M stock 1M

Le tampon DNA/B est filtré sur membrane de filtoati0,2 um et dégaze.
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C.4 Tampons d’hybridation des oligonucléotides simple brin

C.4.1 Tampon d’hybridation des oligonucléotides degxpériences

de cristallographie

TAMPON d’hybridation-X

Composants Quantités pour 10 mi deatration finale
NaCl 0.2 ml, 5 M stock 0,1M
Hepes pH 7.5 0.1 ml, 1 M stock e

MgCl, 0.1 ml, 1 M stock 100y

DTT 10 pl, 1M stock 1 mM

Le tampon d’hybridation-X est filtré sur membrareefdtration 0,2 um et conservé a
4°C.

C.4.2 Tampon d’hybridation des oligonucléotides degxpériences

d’anisotropie de fluorescence

TAMPON d’hybridation-AF

Composants Quantités pour 10 mi deatration finale
NaCl 0.3 ml, 5 M stock 0,15 M
TRIS/HCI pH 7.5 0.1 ml, 1 M stock 10 mM

EDTA 10 pl, 1 M stock 1mM

Le tampon d’hybridation-AF est filtré sur membrateefiltration 0,2 um et conservé a
4°C.
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Annexe D :

Cartes des vecteurs d’expression en bactéries

D.1 Vecteur d’expression pET28a :

PET-28a(+) sequence landmarks

TP promoter

T7 transcription start
His=Tag coding sequence
T7+Tag coding sequence
Multiple cloning sites
(BamH | - Xio )
His+*Tag coding sequence
T7 terminator

Jacl coding sequence
pBR322 origin

Kan voding requence

f1 origin

207-239

158203
140-157
23-i2
773-1852
3283
3995-4807
4003-5358

%)
1102 ligoy _ Nhe i(231)
I =" | Nde li238)
Nco li296)

Pvu i(4420) | TR~
Sqf l2426) 5.)//’ W

/

Sma 1(4200) \/-'

Clal@7) | |
Nru ldoas) 4 |

Eco57 I(772) -,
A

AlwN 1{36840) /\

/"

C),;.L;>

BssS 1(3297) -

BspLU11 1(3224) /
Sap \asloa»\f\ _

Bst1107 Ii2005) /| ™

Tth111 li2069) /

174

- Sph 1(598)

""'_‘"-L-_‘/ Miu I(1123)
F | Bl l137)
= | | BStE 111304)
[@%]
pET-28a(+) 51| Mapa li3ae)
(53695p) @/
9

| /BssH Iltisa4)
AEcoR V(1573)
/" /N\Hpa l(1620)

/

/\ PshA i1968)
pd

~ Bgl 1(2187)
,//(Q\ Fsp li2205)

— \ Psp5 l(2230)



D.2 Vecteur d’expression pETMA40 :

Xhol (158)

Notl (166)
Eagl (166)
Dralll (6225) HindIII (173)
Sall (179)
EcoRI (192)
ot : BamHI (198)
e : Epnl (208)
Smal (5398) TEVsite Neol (218)
<7 fl origin
Clel (5215) ~_£/ Kanamycin® MEP
Xbal (1433)
pETM-40
6467 bp
Origin (4384) 3

SaplI (4206)

\ EcoRV (2671)

Bgll (3285)
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Psi (degrees)

Annexe E :

Diagramme de Ramachandran

Ramachandran Plot
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Annexe F :

Parametres des alignements structuraux des
complexes ZEBRA/ADN

F.1 Alignement structural des 2 molécules du compte

ZEBRA/MmeZRE?2 présentes dans l'unité asymétrigue :

F.1.1 Dénomination des héliceprotéines et des doubles hélices ADN

Les chaines X, Y, W et Z correspondent aux héliceles diméres de ZEBRA de
chaque molécule (molécule | : chaines X + W et ;d&ll : chaines Y + Z).
Les chaines A, B, C et D correspondent aux brirs adtmibles hélices ADN de chaque
molécule (molécule | : brins D + E et molécule lirins A + B).

(“res” : résidus et “ntd” : nucléotides)

Molécule I du complexe Chaine X Chaine W | Chaine D | Chaine E
ZEBRA/meZRE2 res 176-236 | res 176-235 | ntd 3-17 ntd 4-19
Molécule Il du complexe Chaine Y Chaine Z Chaine A | Chaine B
ZEBRA/meZRE2 res 176-236 | res 175-235 | ntd 3-15 ntd 6-16

F.1.2 Parametres des alignements structuraux desuhes | et Il du complexe
ZEBRA/MmeZRE?2 :

Le site meZRE2 est asymétrique (voir chapitre N&s deux hélicea d’'un dimere de
ZEBRA qui vont fixer cet heptamére ne vont pas farnles mémes interactions
protéine/ADN avec les deux demi-sites de I'heptaméreZRE2. Ainsi, deux complexes
ZEBRA/meZRE2 peuvent étre alignés de 2 faconsrdiffies : soit les hélicesX et W de la

molécule | sont respectivement alignées avec leéliseso correspondantes de la molécule
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I, Y et Z (Alignement 1). Ou bien a l'inverse sléélicesa X et W de la molécule | sont
respectivement alignées avec les hélic&set Y de la molécule Il (Alignement 2).

De plus, I'alignement peut étre réalisé de fac@hobale », c’est-a-dire en considérant
'ensemble du complexe ZEBRA/meZRE2 (on minimise fesd des &€ de ZEBRA et des
phosphates de 'ADN) ou selon la protéine (miniricga des rmsd des «Cde ZEBRA
uniguement) ou encore selon la double hélice d’ADidns ce dernier cas, on ne minimise

uniquement que les rmsd des atomes de la doubée [WEADN.

Alignement 1 Alignement 2
(translation) (rotation puis translation)
YZAB — XWDE YZAB — WXED
Nb atomes  rmsd (A) rmsd 190 | Nb atomes rmsd (A) rmsd 100

Protéine

Atomes Ca 120 1,03 0,94 120 1,87 1,71

Tous atomes 861 1,47 0,71 857 2,27 1,09
ADN

P atomes 22 0,94 3,86 21 1,12 5,10

Tous atomes 485 1,16 0,65 439 1,36 0,78
Complexe protéine/ADN

Ca & P atomes 142 1,05 0,89 140 3,08 2,64

Tous atomes 1346 1,41 0,61 1274 3,48 0,76

* rmsd normalisé de Carugo and Pongonsdigo = rmsd / (1 + In(N/100)*?)

(Carugo Oet al, 2001)

F.2 Alignhement structural des complexes ZEBRA/meZRE et
ZEBRA/AP1 :

F.2.1 Dénomination des héliceprotéines et des doubles hélices ADN
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Les chaines X, Y, W et Z correspondent aux héliceles diméres de ZEBRA de

chaque complexe (complexe ZEBRA/meZRE2 : chaines\X et complexe ZEBRA/APL1 :

chaines Y + Z).

Les chaines A, B, C et D correspondent aux brirs adtmibles hélices ADN de chaque
complexe (complexe ZEBRA/meZREZ2 : chaines D + Epetplexe ZEBRA/APL : chaines A

+ B).

(“res” : résidus et “ntd” : nucléotides)

Complexe ZEBRA/meZRE2 Chaine X Chaine W | Chaine D Chaine E

res 176-236 | res 176-235 | ntd 3-17 ntd 4-19

Complexe ZEBRA/AP1 Chaine Y Chaine Z Chaine A Chaine B
res 174-236 | res 175-236 | ntd 1-19 | ntd 101-119

F.2.2 Parametres des alignements structuraux deésuhes | et Il du complexe

ZEBRA/MeZRE2 :
Alignement 1 Alignement 2
(translation) (rotation puis translation)
YZAB — XWDE YZAB — WXED
Nb atomes  rmsd (A) rmsd 100 | Nb atomes rmsd (A) rmsd 100

Protéine

Atomes Ca 120 1,55 1,42 120 1,28 1,17

Tous atomes 976 1,99 0,93 981 1,78 0,83
ADN

P atomes 29 1,27 3,30 29 1,41 3,68

Tous atomes 577 1,65 0,87 560 1,72 0,92
Complexe protéine/ADN

Ca & P atomes 149 1,66 1,38 149 3,34 2,78

Tous atomes 1553 2,06 0,87 1541 3,55 1,50

* rmsd normalisé de Carugo and Pongonsdigo = rmsd / (1 + In(N/100)

(Carugo and Pongor, 2001)
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Le virus Epstein-Barr (EBV) est uppHerpesvirus infectant plus de 95 % de la
population mondiale. Comme les autres virus deedatnille, il provoque une infection
aigué souvent asymptomatique, puis persiste & l&tnt chez I'individu infecté. Il peut
cependant étre réactivé et entrer en phase lytgqué provoque la mort des cellules
infectées. Le facteur de transcription viral ZEBR&galement appelé BZLF1, Zta, Z ou
EB1) est responsable de la transition entre cax ghases. ZEBRA est une protéine a
« leucine-zipper » de la famille des protéines bARe active les promoteurs des genes
lytiques de I'EBV en se fixant sur des sites ADN@fiques appelés sites ZREs. ZEBRA
fixe préférentiellement certains sites ZREs lorggsont méthylés sur leurs motifs CpG
et notamment le site cible ZRE2 du promoteur vdal géne précoc8RLF1 Cette
capacité particuliere est unique a ZEBRA parmideses membres de la famille bZIP et
s’avere critique pour I'activation du cycle lytigé@ant donné que le génome de 'EBV est
intensivement methylé durant la phase de latenamsNavons résolu la structure
cristallographique du domaine bZIP de ZEBRA en dexgavec le site ZRE2 méthylé.
L’analyse structurale corrélée a une étude de meukse et a la détermination des
affinités de ZEBRA pour ses sites ADN cibles, npaesmet de proposer une hypothése
quant au mécanisme de fixation préférentielle DN méthylé par le facteur de
transcription ZEBRA. En parallele, nous avons débuh criblage a haut débit de
composés chimiques pouvant inhiber la fixationADN de ZEBRA et par conséquent,
linduction du cycle lytique. Les résultats prélimires ont permis d’identifier des
composés prometteurs ayant un pouvoir inhibiteudén® mais spécifiques de ZEBRA.
Ce travail améliore considérablement notre compr&ibe du mécanisme d’induction du
cycle lytique par ZEBRA et aidera potentiellement @éveloppement de nouveaux
agents thérapeutiques contre les pathologies g&esoail’EBV.

Epstein-Barr virus is ay-herpesvirus that infects over 95% of the world
population. Like other herpesviruses, EBV causesaante, usually asymptomatic,
infection that subsequently persists in the infeéctelividual in a latent state. The virus
periodically reactivates to undergo lytic replicati causing death of the infected cells.
The viral transcription factor ZEBRA (BZLF1, Zta, EB1) is responsible for switching
infection from the latent to the lytic phase. ZEBRAmember of the basic region leucine
zipper (bZIP) protein family, activates the prometef lytic EBV genes by recognizing
specific DNA sites called ZEBRA-responsive elemefEREs). ZEBRA binds
preferentially to certain ZREs when these are niataég on CpG motifs, including a key
target site (ZREZ2) within the promoter of the imnag¢el-early gene BRLF1. This activity
is unique to ZEBRA among known transcription fastand is critical for Iytic cycle
activation, as the EBV genome is highly methyladedng latency. We determined the
crystal structure of ZEBRA’s DNA-binding domain @emplex with a methylated ZRE2
site. Structural analysis combined with mutagenesid binding studies suggest a
detailed mechanism by which ZEBRA preferentiallgagnizes methylated DNA. In
parallel, we developed a high throughput assayémtify small molecules that inhibit
ZEBRA's DNA-binding activity. This work substantiyaadvances our understanding of
ZEBRA-mediated lytic cycle activation and will patally aid in the development of
new therapeutic agents against EBV-associatedstisea



