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INTRODUCTTION




Les micro-organismes, les seuls &tres vivants de notre
planéte pendant 2,5 milliards d'années peuvent &tre considérés
comme une sorte de fossiles vivants qui portent inscrite dans
leurs molécules, la longue histoire de 1l'origine et de 1'évolu-
tion de la vie. Avec la découverte des archaebactéries une
nouvelle perspective est apparue. En effet, quand on ne con-
naissait que deux lignées primaires (eucaryotes, procaryotes),
il était difficile d'interpréter leurs différences. Avec trois
lignées distinctes (eucaryotes, eubactéries, archaebactéries)
les critéres de comparaison étant plus nombreux, il devient -
plus facile de distinguer les propriétés ancestrales de celles
qui sont apparues plus récemment. Plusieurs théories de 1'évo-
lution acceptent que les cellules eucaryotes doivent avoir é-
volué & partir d'un organisme de type bactérien et la condensa-
tion de 1'ADN par les histones aurait une part importante dans
cette transition de 1'évolution. Aussi 1'étude de protéines
chromosomales chez les bactéries pourrait contribuer a une

meilleure compréhension de l'origine des cellules eucaryotes.

Depuis quelques années, on sait que l'organisation de la
chromatine des eubactéries n'est pas aussi bien définie que
celle des eucaryotes,néanmoins on note la présence d'unités ré-
pétitives dans le nucléoide (VARSHAVSKY et coll., 1977).

Jusqu'a présent l'organisation de 1'ADN dans la cellule ar-
chaebactérienne a été peu étudiée. La présence de particules
nucléoprotéiques a été signalée chez Thermoplasma acidophilum et
Sulfolobus acidocaldarius mais l'organisation de la chromatine des

halophiles et des méthanogénes reste inconnue.

Depuis 1983, une thématique nouvelle a été développée au
laboratoire en collaboration avec la Station de Technologie
Alimentaire de 1'INRA (Villeneuve d'Ascg). Cette thématique



concerne l'organisation de la chromatine chez les bactéries
méthanogeénes et englobe des études structurales de la protéine
chromosomale MCl isolée de souches de bactéries méthanogénes.
Elle répond a deux objectifs :

- définir les caractéristiques structurales qui permettent a
ces protéines d'organiser 1'ADN. L'étude de la variabilité de
séquence en acides aminés apporte de précieux renseignements
sur le r8le de résidus d'acides aminés ou de domaines de la

séquence dans la conformation et la fonction de la molécule.

- établir la phylogénie de souches méthanogénes qui ne se
différencient pas sur la base de critéres phénotypiques et
génotypiques.

Mon activité dans ce domaine concerne les points suivants:

- 1l'étude de la structure primaire de la protéine MCl isolée
de deux bactéries méthanogénes : Methanosarcina barkeri MS (souche
type) et Methanosarcina sp MST-Al.

La protéine MCl de Methanosarcina barkeri MS a été isolée par
F.CHARTIER dans le cadre de son D.E.A. Au commencement de mes
travaux, la séquence N-terminale de la protéine était détermi-
née. J'ai contribué aux travaux qui ont permis d'établir la

structure primaire compléte de cette protéine.

- 1'étude de la conformation de la protéine MC1l isolée de
M.barkeri & l'aide de méthodes spectroscopiques (dichroisme
circulaire, spectroscopie infrarouge, spectroscopie de fluo-

-~

rescence) .et & l'aide de différentes méthodes de prédiction
de structure secondaire.

- l'étude du complexe désoxyribonucléoprotéique isolé de
M. barkeri MS par Geux approches : la microscopie électronique
et la biochimie, dans le but de déterminer le réle de la pro-
téine MC1 dans la chromatine.
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CHAPITRE I

GENERALITES




I - 1 LES ARCHAEBACTERIES

L'esprit humain est satisfait lorsqu'il peut ordonner
1'univers sur le mode dichotomique. Ainsi, jusqu'a une
époque récente, les biologistes ont défini deux types de
cellules dans le régne vivant : la cellule eucaryote qui
posséde un noyau et la cellule procaryote dépourvue de no-
yau. Cette distinction traditionnelle a été remise en cause
en 1977 (WOESE et coll.) avec la découverte de micro-orga-
nismes dépourvus de noyau et possédant des macromolécules
dont les caractéristiques sont telles que ces micro-organis-

mes sont aussi différents des procaryotes que des eucaryotes.

Sur la base des comparaisons de séqueﬁces d'oligonucléo-
tides obtenus aprés digestion par la ribonucléase Tl des ARN
ribosomaux (ARNr) 16 S bactériens et de quelques ARNr 18 S
eucaryotes, WOESE et coll. (1977) ont montré que ces micro-
organismes particuliers représentaient "une troisiéme forme
de vie" sur terre. Ils ont proposé de leur donner le nom d'ar-
chaebactéries. Ce nom évoque la place que l'on a attribuée & ces
micro-organismes dans 1l'évolution. En effet,certaines archae-
bactéries ont un métabolisme qui semble particuliérement
adapté aux conditions ayant régné lors des débuts de la vie
sur terre, il y a environ 3,5 milliards d'années. Il est donc

possible que ce nouveau groupe soit le plus ancien.

La découverte de cétte nouvelle lignée d'étres vivants a,
en outre, apporté une perspective sur 1l'évolution de la cel-
lule en général. Elle permet en effet d'aborder deux questions
fondamentales : celle de la nature de l'ancétre commun a tou-
tes les formes de vie et celle de 1'évolution de la cellule

eucaryote.



I - 1-1 DESCRIPTION PHENOTYPIQUE

Un facteur commun & toutes les archaebactéries est leur
distribution écologique particuliére : il s'agit d'habitats
incompatibles pour la plupart des eubactéries. La classifi-
cation des archaebactéries se fonde du reste sur cette dis-

tribution. Trois groupes ont été ainsi définis :
* Les bactéries méthanogénes

Ce sont des anaérobies strictes. En présence d'hydrogeéne,
elles sont capables de réduire le gaz carbonique et des
substrats organiques simples (formate, acétate, méthanol, mé-
thylamines etc...) pour produire du méthane selon une voie
métabolique particuliére. Elles vivent donc dans des lieux
sans oxygéne ol l'hydrogéne et le dioxyde de carbone sont dis-
ponibles. Elles sont généralement associées & d'autres bacté-
ries comme les C(lostridia qui métabolisent les matiéres organi-

ques en putréfaction et dégagent de l'hydrogéne.

Les méthanogénes se trouvent dans les eaux stagnantes,
dans les stations d'épuration, dans le rumen et les intestins
des animaux mais également au fond des océans ainsi que dans

des sources chaudes.

Ces bactéries présentent un intérét industriel important
puisqu'elles assurent la stabilité de transformation des ma-
tiéres organiques dans les digesteurs en anaérobiose et pro-

duisent du biogaz a partir des déchets agricoles.
* Les bactéries halophiles aérobies

Ces bactéries vivent dans des milieux trés riches en sel
(saumures, Grand Lac Salé, Mer Morte ...) et dans des condi-
tions extr@mement alcalines. Bien qu'elles aient été étudiées
depuis longtemps, leur intéré&t n'est apparu que ces derniéres

années et ceci pour deux raisons :



- leur pouvoir de "pompes a ions" : elles se servent du
gradient osmotique pour le transfert de molécules & travers

la membrane cellulaire.

- leur pouvoir de photosynthése relativement simple ou
n'intervient pas la chlorophylle : c'est un autre pigment de

type rétinien (la rhodopsine) qui est mis en jeu.

Ces deux propriétés représentent des modeles d'intérét

biotechnologique.
* Les bactéries thermoacidophiles

On les trouve notamment dans des sources thermales treés
acides. Les différentes espéces vivent habituellement & des
températures voisines de 80°C mais certaines variétés sup-
portent des températures dépassant 90°C : croissance entre
100 et 110°C pour Pyrodictiwm (KANDLER, 1984). Bien que ces
bactéries poussent 3 des pH acides (proches de'l,OO), le pH
du milieu interne de la cellule est voisin de la neutralité.
Il existe donc un gradient de pH qui joue un rdle dans le
pompage de molécules vers 1l'intérieur ou 1l'extérieur de la

membrane cellulaire.

Les archaebactéries thermophiles sont capables de méta-
boliser le soufre. Les Sulfolobales oxydent le soufre en pro-
duisant de l'acide sulfurique, tandis que les Thermoprotéales
le réduisent en H,S. Cependant  Thermoplasma acidophilum ne méta-
bolise pas le soufre. Cet organisme occupe d'ailleurs une po-
sition particuliére dans les arbres phylogénétiques les plus
récents (Figure I-7). T.acidophilum est un mycoplasme (organis-
me sans paroi), et jusqu'a présent on ne l'a trouvé que dans

des terrils en combustion lente.



I - 1-2 PRINCIPALES CARACTERISTIQUES

Les archaebactéries sont .classées parmi les procaryotes
car elles en ont les caractéristiques : petite taille (1 mi-
crométre de longueur), absence de membrane nucléaire et d'or-
ganites cellulaires, faible teneur en ADN. Cependant certains

traits métaboliques et structuraux leur sont spécifiques :
* Structure de la paroi

' La paroi des archaebactéries présente une grande diversité
d'organisation structurale mais ne contient pas de muréine,
composant rencontré dans la paroi des eubactéries. Cette der-
niére propriété rend les archaebactéries insensibles & la pé-
nicilline. De nombreux autres antibiotiques actifs sur les eu-
bactéries (chloramphénicol, kanamycine) sont également sans

effet sur les archaebactéries.

Chez les Méthanobactériales, la muréine est remplacée par
la pseudomuréine. Celle-ci différe de son analogue eubactérien
par le remplacement de l'acide muramique (D-Mur NAc) par 1l'a-
cide L-N-acétyl talosaminuronique (L-NAc Tal NUA), par la na-
ture des liaisons glycosidiques et par la séquence des é1lé-

ments polypeptidiques (Figure I-1).
* Lipides membranaires

Alors que la majorité des lipides eubactériens et euca-
ryotes sont des esters de glycérol et d'acides gras, les li-
pides des archaebactéries sont des diéthers composés de gly-

cérol et de deux molécules d'un alcool, le phytanol.
*  Synthése protéique
Par rapport aux deux autres régnes, la synthése protéique

des archaebactéries présente des particularités au niveau de

la transcription et de la traduction.
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FIGURE I-1 - Comparaison de la structure primaire de la mu-
réine d'eubactéries et de la pseudomuréine de
Méthanobactériales (KANDLER, 1984).

ZILLIG et coll. (1979) et GROPP et coll. (1986) ont mon-
tré que les ARN polyméréses ADN-dépendantes des archaebacté-
ries différent des ARN polymérases des eucaryotes et des eu-
bactéries a la fois par leur composition en sous-unités et

leur sensibilité aux antibiotiques.

Les protéines ribosomales laissent voir des propriétés
singuliéres : leur nombre varie selon le groupe d'archaebac-
téries et différe de celui des eubactéries (52 pour E.coli ,
(CocIiTo, 1986),
tandis que leurs caractéres structuraux sont partiellement

1986) .

54 pour Methanococcus et 64 pour Sulfolobus

eucaryotes ou partiellement eubactériens (ARNDT,
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Chez les archaebactéries, le facteur d'élongation qui
intervient dans la traduction, ressemble a celui des euca-
ryotes car il réagit avec la toxine diphtérique (KESSEL et
coll., 1980). |

* Acides nucléiques et organisation du génome

Les acides nucléiques des archaebactéries présentent non
seulement des différences de séquence avec ceux des eucaryo-
tes et eubactéries mais montrent également des propriétés par-
ticulieéres.

Les structures secondaires des ARN 5 S présentent une va-

riabilité structurale importante chez les archaebactéries
(WILLEKENS, 1986).

Parmi les espéceé étudiées, on peut distinguer trois types
de structure secondaire (Figure I-2). Cependant il existe un
bras commun s'étendant des domaines B a H; qui s'apparente a
celui des eubactéries, le reste de la structure‘est plus va-
riable. Par ailleurs, chez les méthanogénes et les halophiles,

la boucle I, a approximativement la méme taille et la méme

2
forme que celle des eucaryotes.

Les séquences complétes des ARN 16 S ont révélé 1l'unicité
des archaebactéries (WOESE et OLSEN, 1986) comme nous le ver-

rons dans la partie I - 1-3.

L'absence de thymine et l'absence de dihydro-uracile dans
1'ARN de transfert (ARNt) sont des particularités des archae-
bactéries. D'autre part 1'ARNt initiateur porte la méthionine

comme chez les eucaryotes.

La taille du génome archaebactérien n'a été déterminée
que pour un petit nombre d'espéces, néanmoins elle varierait
entre 2 millions de paires de bases (mbp) pour Desulfurococcus
mucosus et 6,1 mbp pour Methanobacterium thermoautotrophicum (KLENK,

1986) . Le code génétique est identique a celui des deux autres
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archaebactéries (WILLEKENS, 1986).
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régnes. Le pourcentage molaire en guanine et cytosine (G + C)
est trés variable au sein des archaebactéries. Ainsi dans

1'ADN des méthanogénes on a signalé des taux de (G + C) allant
de 25 a 55% (4 l'intérieur d'un genre, généralement 1l'écart

est inférieur a 10%). Ceci souligne la particularité et 1'hété-

rogénéité des archaebactéries.

Comme chez les eucaryotes,des séquences de génes dites si-
lencieuses (introns) ont été trouvées chez une espéce halophile
(DANIELS, 1985) et de Sulfolobales (KAINE, 1983).

Récemment, un enzyme qui introduit des supertours positifs
dans 1'ADN, la gyrase inverse a été découvert chez S.acidocal-
darius (KIRUCHI et ASAI, 1984 ; FORTERRE et coll., 1986). Cet
enzyme n'a jamais été identifié jusqu'a présent chez les euca-
ryotes ou les eubactéries. Ces derniéres possédent au contrai-

re une gyrase qui introduit des supertours négatifs dans 1'ADN.

A

I - 1-3 PHYLOGENIE

L'ensemble des données exposéés ci-dessus montre claire-
ment que les archaebacgéries constituent un groupe d'organisa-
tion biochimiquement distinct aussi bien des eubactéries que
des eucaryotes. Néanmoins, on peut se demander quelle place
les archaebactéries occupent dans 1'arbre généalogique des
étres vivants. Pour répondre a cette question, il fallait trou-
ver de bons marqueurs phylogénétiques afin de pouvoir comparer
les archaebactéries a la fois avec les eucaryotes et avec les

eubactéries.
Ces marqueurs devaient répondre aux critéres suivants :

- étre distribués de fagon universelle

-. avoir joué un rble constant pendant une longue durée a
1'échelle de 1'évolution ‘

- avoir changé suffisamment lentement pour garder des carac-
téristiques ancestrales

- enfin &tre faciles a isoler.
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A

Les molécules de choix qui répondent a ces critéres sont
les ARN ribosomaux. Parmi ceux-ci deux molécules ont été étu-
diées, 1'ARN 16 S et 1'ARN 5 S. L'ARN 23 S a été écarté en
raison de la difficulté a le caractériser. L'ARN 5 S a 1'incon-
vénient de présenter parfois une trop forte variabilité struc-
turale. L'ARN 16 S a été choisi par WOESE et ses collaborateurs
(1977) & qui on doit la découyerte des archaebactéries. L'ap-
proche choisie consiste en l'analyse comparative de séquences
d'oligonucléotides obtenus a partir d'ARN 16 S. Des relations
phylogénétiques pour un grand nombre de bactéries ont été quan-

tifiées a l'aide du coefficient d'association Spg*.

Les résultats obtenus ont clairement montré que les archae-

bactéries forment un groupe cohérent, distinct a la fois des

eucaryotes et des eubactéries. Ils ont fourni des renseignements
' précieux concernant les liens de parenté entre les différents
groupes et fait ressortir des caractéres communs ancestraux.
Sur la base de ces données, WOESE et ses collaborateurs (1981)
ont établi le schéma évolutif représenté figure I-3. Ce schéma
indique que les archaebactéries ont di se séparer des eubacté-
ries trés t6t dans l'évolution & partir d'un hypothétique an-

cétre commun dit progénote.

Des travaux effectués par deux autres approches contestent

ce schéma :

- HORI et ses collaborateurs (1982) discutent la validité de
la "méthode Sapg" utilisée par WOESE et coll. Sur la base de
séquences d'ARNr 5 S,ils ont établi un arbre phylogénétique
différent ol les archaebactéries seraient une déviation de la

branche qui a conduit aux eucaryotes.

- A partir de l'analyse de la morphologie des ribosomes, LAKE
et ses collaborateurs (1985) différencient quatre groupes
principaux : les eubactéries, les eucaryotes, les archaebacté-
ries constituées des halophiles et des méthanogénes, et les
éocytes (Figure I-4). Ce nouveau groupe,les éocytes, rassemble

les organismes dépendant du soufre.

*Spap = 2_x nombre d'oligonucléotides communs a A et B
nombre total d'oligonucléotides dans A et B
(A et B sont des catalogues d'oligonucléotides de différents organismes)
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FIGURE I-3 - Schéma évolutif des &tres vivants d'aprés
WOESE (1981) dans COCITO (1986).
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FIGURE I-4 - Représentation schématique des sous-unités ribo-
somales proposée par LAKE et coll. (1985)
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Cependant les arguments de LAKE et coll.‘sont fortement

contestés par plusieurs auteurs.

STOFFLER et STOFFLER-MEILICKE (1986),par des études en
microscopie électronique des sous-unités ribosomales des ar-
chaebactéries, montrent que la classification de LAKE n'a pas
de Valeuf phylogénétique. En effet ces auteurs ont trouvé des
facteurs structuraux dans les sous-unités ribosomales de
Methanococeus vannielii et Halobacterium marismortui, qui, selon LAKE
et ses collaborateurs seraient spécifiques des éocytes.

WOESE et coll. (1986) reprochent a LAKE et coll. de donner
un poids important & des arguments qui reposent sur 1l'absence
supposée de certains caractéres tels que l'absence d'introns a

l'extérieur du groupe des archaebactéries dépendantes du soufre.

Depuis, WOESE et OLSEN (1986) ont souligné qu'il n'y avait
pas d'information phylogénétique aussi fiable que celle qui est
contenue dans des séquences. Actuellement les séquences comple-
tes d'ARNr 16 S ont été déterminées chez dix espéces représen-
tatives des archaebactéries. Elles révélent que les archaebac-
téries ne sont sans doute pas plus proches des eucaryotes que
des eubactéries. Elles occupent, semble-t-il, une position

évolutive intermédiaire entre ces deux régnes (Figure I-5).

ARCHAEBACTERIA

Halobacterium volcanii
Methanospirillum hungatei
Methanobacterium formicicum

Methanococcus vannielii
Thermococcus celer

Sulfolobus solfataricus

Thermoproteus tenax

\is Py
o we .
yen° mof %‘-% 7}
768 . 188 %, <.,
s cﬂ"“snovﬂ b B ¥ Py,
o™ ich® e % %’&;« %,
" ’cd-\sf oﬂ“ ) co|d8“ %, o.,./" %, é%m
o
icb
g EUBACTERIA
EUKARYOTES

FIGURE I-5 - Arbre phylogénétique des trois régnes primaires
selon WOESE et OLSEN (1986).
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Les archaebactéries se divisent en deux branches :
I : Les archaebactéries thermophiles dépendantes du soufre.

II : Les archaebactéries méthanogénes, halophiles auxquelles
sont rattachées deux espéces de thermoacidophiles, Thermo-

plasma acidophilum et Thermococcus celer.

Le concept d'archaebactéries a été confirmé dans ses gran-

des lignes par d'autres auteurs.

GROPP et coll. (1986), par une approche immunologique,ont
recherché des homologies entre les sous-unités des ARN polymé-
rases ADN-dépendantes des eubactéries, des archaebactéries et
des eucaryotes. Leurs travaux ont montré (Figure I-6) que la
plus grande sous-unité, la sous-unité B isolée des archaebac-
~ téries dépendantes du soufre, se scinde en deux composants plus
petits B' et B" chez les méthanogénes et les halophiles. le
composant B' correspond a la grande sous-unité A des trois
ARN polymérases eucaryotes tandis que l'autre composant B"
montre .des homologies avec la sous-unité B des ARN polymérases

eubactériennes.

t < Sulfolobus B
hzzaaazzznmmmmﬂk§§§s§§§ Halobacterium B
mmwjh-mmmmm Methanobacterium B'-8"
p
B

‘B
B

e £ coli
Yooz Saccharomyces

FIGURE I-6 - Représentation schématique de la distribution
des déterminants antigéniques conservés dans
le composant B des ARN polymérases ADN-dépen-
dantes (GROPP, 1986).
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KLENK et coll. (1986) ont choisi la technique d'hybrida-
dation entre ADN et ARNr, méthode rapide et simple, pour ana-
lyser les relations phylogénétiques entre les différentes ar-
chaebactéries. L'arbre phylogénétique qu'ils ont établi est

représenté figure I-7. On y distingue trois branches :

- Les méthanogénes, les halophiles et Thermoplasma acidophilum
- Les thermococcales

- Les sulfolobales et thermoprotéales.

THERMOCOCCALES
, (Colduplex woese:
METHANOMICROBIALES

THERMOPLASMALES Methanolobus tindorws
Thermoplosma otidophilum

SULFOLOBALES

HALOBACTERIALES Sulfolobus soltaloricus P1
#Holobacterum holobum| Sultolobus drierleys

METHANDCOCCALES

Sulfolobus
sp. B12

ombivoiens

Sultolobus sp B6/2
Methanococcus venmeln
Isolote ANT
Suttolobus

Thermococcus otidocaidorius

celer
B Thermoproteus
tengx

terium i THERMOPROTEALES

Oesutfurccoccus mucosus

Methanothermus fervidus

METHANDBACTERIALES

FIGURE I-7 - Arbre phylogénétique des archaebactéries d'apreés
KLENK (1986)

Concernant l'ancétre commun, il semblerait que les archae-
bactéries aient existé & un stade primaire de 1'évolution

(WOESE et OLSEN, 1986) ; les eubactéries et les eucaryotes se

seraient formés ensuite a partir d'un ancétre de nature archae-
bactérienne. Ceci justifierait alors le terme "urkingdom" pour

définir ce groupe primaire d'organismes.

De méme, les résultats acquis par GROPP et ses collabora-
teurs (1986) ont amené ces auteurs & suggérer que les trois
ARN polymérases nucléaires des eucaryotes ont évolué a partir
d'un enzyme de type ancestral rencontré dans les archaebacté-

ries dépendantes du soufre.
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Néanmoins, la nature de 1l'ancétre commun & toutes les for-
mes de vie reste encore incertaine. Par contre le fait que
les archaebactéries constituent un groupe primaire spécifique
est maintenant bien établi gréce aux études de la biologie

moléculaire.

I - 1-4 LES METHANOGENES

En 1876, A.VOLTA a découvert que de "l'air combustible"
se dégageait des marécages et des cours d'eau riches en végé-
taux en décomposition. Plus tard, on apprit que le gaz produit
dans ces milieux était du méthane mais ce n'est gqu'en 1956 k
gqu'on a découvert que le méthane était synthétisé par les bac-—
téries méthanogénes, ce qui a suscité un trés grand intérét

pour ces bactéries.

I - 1-4-1 Principales caractéristiques

Les bactéries méthanogénes présentent,en plus des caracté-
ristiques spécifiques aux archaebactéries, une hétérogénéité

morphologique, structurale et trophique.

Toutes les formes morphologiques trouvées chez les eubac-
téries (cocci, batonnets, filaments, sarcines...) ont été mises
en évidence chez les'méthanogénes mais contrairement aux eubac-
téries, elles ne se développent que sur un nombre limité de
substrats : l'hydrogéne, le gaz carbonique, le formate, le mé-

thanol, les méthylamines et l'acétate.

Les propriétés qui différencient les méthanogénes des au-

tres archaebactéries sont les suivantes :

a) La nécessité d'un environnement a faible potentiel d4d'oxydo-

réduction : conséquence de l'anaérobiose stricte.

b) La présence de coenzymes spécifiques jouant un rdle clé
dans le mécanisme de biosynthése du méthane : par exemple, le
coenzyme M, les facteurs F420 et F430, les corrinoides, la mé-

thanoptérine, le méthanofurane.
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c) L'assimilation du COy ne se fait pas par le cycle de Calvin.

d) L'absence de transporteurs d'électrons tels que les quinones
et cytochromes. Cependant des cytochromes sont présents dans
quelques cas (KUHN et GOTTSCHALK, 1983).

Récemment, BELAY et coll. (1984), MURRAY et ZINDER (1984)
ont montré que certaines espéces de bactéries méthanogénes

sont capables de fixer l1'azote atmosphérique.

Les bactéries méthanogénes sont la principale source de
méthane atmosphérique mais la formation de méthane nécessite
la coopération d'au moins deux populations bactériennes dif-
férentes. En effet la aégradation de matiéres organiques fer-
mentescibles s'effectue en plusieurs étapes. Les premiéres é-
tapes sont assurées par une population bactérienne complexe
et conduisent & la formation d'ammoniac, d'acétate et d'un
mélange gazeux COp/Hp. Les bactéries méthanogénes qui inter-
~ viennent dans la derniére étape ont un double r8le : elles é-
liminent du milieu ces composés dont l'accumulation est toxi-

que pour les autres bactéries et synthétisent du méthane.
I - 1-4-2 Taxonomie

La classification des méthanogénes n'est pas une téche
facile compte tenu de leur grande diversité morphologigque et

physiologique.

La classification de BALCH et coll. (1979) reste a la base
de la taxonomie des méthanogeénes. Elle étudie plus précisément
18 souches connues en 1979. A partir de séquences partielles
de 1'ARN 16 S, BALCHﬂet coll. différencient trois ordres prin-
cipaux : les Méthanobactériales, les Méthanococcales et les
Méthanomicrobiales. Cette classification a été complétée der-
niérement par DUBACH et BACHOFEN (1985) avec des souches iso-
lées récemment (Tableau I—l):

L'ordre des Méthanomicrobiales comprend trois familles
dont la famille des Methanosarcinaceae. Selon la classifica-
tion de BALCH et coll. (1979), cette famille comprend un seul



TABLEAU I-1
Classification des méthanogénes (DUBACH et BACHOFEN,

1985)
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Order Family Genus Species Strain
Methanobactertales Methanobacteriaceae Mecthanobacierium M bacterium formicicum MF *
M hacterium brvantii MoH *
M bacteruum bryvantii MoHG. *
M bacterium thermoantotrophicum JH *
M hacterium thermaoautotrophicum Marburg
Methanobrevibacter M brevibacter ruminantium M1 *
M brevibacter arboriphilus DHI *
M brevibacier arboriphilus AZ *
M brevibacter artoriphiluy DC *
. M brevibacier smithii PS *
Methanothermaceae Mecthanothermus M thermus tervidins V248
Methanococaales Methanococcaceae Methatococens M coceus vanmielli SB *
Mcocceus voltue PS *
M coccus mazcr S-6
M coccus mazet MC:
M coceus deliic 1RC
- M coccus maripaludis JI *
A coccus thermolithotrophicus Sk
M coccis janmaschii JALI L2
NMethanomicrobiaies Methanomicrobiaceae Methanemicrobizon M microlium mobile BP *
M microbaumm pavnieri
Methanogenium M eenium cariuci JRI >
M genium marisnigri JR1 *
M gentum olentang vi RC ER
M venium 1ani
i M genium thermophilicum CRI1
Methanospirillum Mospiritlam hungatet JE1 ¥
Mospirillum hungatei GPI
_ Methanothiis M thrix sochngenii Optikon *
Methanococcoides M coccoides methvlutens TMALO
Methanosarcinaceae Methanosarcina M sarcina barkeri MS *
M sarcina barkeri 227 *
M sarcina barkeri W ¥
Msarcina barheri UBS
M sarcina barkeri DM
M sarcina barkeri FR1
M sarcina acetivorany C2A
M sarcina vacuolata Z
M sarcina sp. T™MI
Mcthanoplanaccae AMethanoplanus M planus limicolu M3

M= Methano: “based on classification scheme of Balch et al.’; *classified by 16S rRNA oligonucieotide cataloguing.

genre :

Methanosarcina . 11 se caractérise par une morphologie

particuliére en forme de sarcines avec une paroi constituée

d'hétéropolysaccharides. Le contenu en guanine et cytosine

(G + C) varie au sein de ce genre entre 38,8 et 51%. Toutes

les souches se caractérisent par une croissance sur acétate,

méthanol, méthylamines. Une seule espéce Methanosarcina barkeri

utilise également le mélange H3/CO3.




21

Notre travail a porté plus particuliérement sur deux sou-
ches de Methanosarcina : ‘

- une bactérie mésophile : Methanosarcina barkeri souche MS, sou-
che de référence qui a fait 1'objet d'études structurales et
métaboliques approfondies.

- une bactérie thermophile : Methanosarcina sp souche MST-Al.

Les caractéristiques de ces deux souches seront détaillées
dans le chapitre III.

I - 2 ORGANISATION DE L’'ADN

Avant d'aborder les travaux réalisés sur le nucléoide
des archaebactéries, il semble utile de rappeler quelques
données générales concernant la condensation de 1'ADN dans

les cellules eucaryotes et eubactériennes.

I - 2-1 ORGANISATION DE L'ADN DANS LA CELLULE EUCARYOTE

Chez les eucaryotes, la plus grande partie de 1'ADN est
contenue dans le noyau et se trouve impliquée dans une struc-
ture complexe appelée chromatine. Celle-ci est constituée
d'ADN, d'ARN et de protéines. L'ADN est associé a une grande
variété de protéines parmi lesquelles on distingue les histo-

nes et les protéines chromosomiques non histones.

Les protéines non histones recouvrent de trés nombreuses
protéines de fonctions différentes. Au contraire les histones
constituent une classe homogéne de cing protéines appelées HI,
H2A, H2B, H3 et H4. Le rapport pondéral histones/ADN est voi-
sin de 1. Les histones sont des protéines de faible masse mo-
léculaire (M, 11.000 & 22.000) riches en acides aminés char-

gés positivement (lysine et arginine). Elles sont pauvres en
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acidesvaminés aromatiques ou soufrés et ne contiennent pas de
tryptophane. La structure primaire des histones est caracté-
risée par une asymétrie de répartitibn des charges positives
dans la chaine polypeptidique. Les histones H2A, H2B, H3 et

H4 possédent une région N-terminale trés basique qui repré-
sente environ le quart de la molécule. Cette région, de struc-
ture inorganisée, serait impliquée dans les interactions élec-
trostatiques avec les groupes phosphate de 1'ADN. Le reste de
la chaline protéique présente un caractére hydrophobe. Cette
:égion hydrophobe, particuliérement bien conservée au cours

de 1'évolution est le siége d'interactions protéine-protéine.

L'histone H2A présente dans sa partie C-terminale une
courte séquence basique et variable. L'histone H1 est compo-
sée d'un domaine globulaire de nature hydrophobe en position
centrale et de deux domaines de structure inorganisée, de ca-

ractére trés basique en positions amino- et carboxy-terminales.

La chromatine est organisée en structures élémentaires ré-
pétitives, les nucléosomes. Ces structures de forme globulaire
donnent & la chromatine 1l'apparence d'un collier de perles en
microscopie électronique.Le nucléosome est constitué d'une
"core particle" et d'un fragment 4'ADN appelé "DNA linker"
auquel sont associées une molécule d'histone H1l et deux pro-
téines non histones de type HMG ("High Mobility Group"). Le
"DNA linker" a une longueur variable selon l'origine de la
cellule. La "core particle" est un complexe octamérique formé
de deux molécules de chacune des histones H2A, H2B, H3 et H4
autour duquel est enroulé un fragment de 146 paires de bases
d'ADN. La "core particle" est une sous-unité constante quels
que soient les tissus et les organismes. Dans la cellule vi-
vante, la chromatine est maintenue sous une forme trés com-
pacte ol les nucléosomes sont empilés en une structure solé-
noidale qui apparait en microscopie électronique comme une
fibre de 30 nm de diamétre et correspond & une structure ré-
guliére d'ordre supérieur. L'histone Hl1 joue un rdle essen-

tiel dans la formation de cette superstructure.
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I - 2-2 ORGANISATION DE L'ADN CHEZ LES EUBACTERIES

La cellule procaryote est dépourvue de noyau délimité par
une membrane nucléaire, cependant 1'ADN chromosomique n'est
pas dispersé dans toute la cellule. Il se trouve dans une ré-
gion restreinte appelée corps nucléaire ou nucléoide et est
souvent associé a la membrane bactérienne par l'intermédiaire

d'un mésosome.

A quelques exceptions prés, les études concernant la
structure du nucléoide ont été effectuées chez Escherichia coli .
Les recherches ont été limitées par la grande instabilité du

nucléoide et par la difficulté de préparer celui-ci exempt de
membranes cellulaires. Cette difficulté a été levée par
VARSHAVSKY et coll. (1977) en utilisant une digestion douce
de la chromatine par les endonucléases endogénes ce qui leur
a permis d'obtenir de grands fragments de complexe désoxyribo«
nucléoprotéique débarrassé des protéines membranaires. Les
composants protéiques majeurs de ce complexe sont 1'ARN poly-
mérase ainsi que deux protéines Bl et B2 dont la masse molé-
culaire respective est de 17.000 et 10.000. Les protéines Bl
et B2 ont par la suite été identifiées respectivement aux
protéines H1 (SPASSKY et BUC, 1977) et HU (ROUVIERE-YANIV et
GROS, 1975). La protéine HU est maintenant appelée protéine
II. Une molécule de chaque protéine est associée a des frag-
ments d'ADN de 120 paires de bases éui sont résistants a la
la nucléase staphylococcale. Les protéines Hl1l* et II sont
distribuées uniformément le long de 1'ADN. A c6té de ces
protéines, cing autres protéines chromosomales ont été trou-
vées dans un extrait acido-soluble du nucléoide 4d' E.coli
(YAMAZAKI et coll., 1984), mais les protéines Hl et II ont
recu une plus dgrande attention. Ces protéines sont abondantes,

thermostables et se comportent comme des diméres en solution.

* La protéine Hl1l ne doit pas étre confondue avec 1l'histone H1
des eucaryotes.
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I - 2-2-1 Propriétés de la protéine H1

Elle inhibe 1l'initiation de la transcription <in vitro.
Elle est constituée de trois variants de points isoélectri-
ques différents. La synthése du variant Hla est fortement aug-

mentée en fin de phase stationnaire de croissance.

La protéine Hla peut replier et compacter ainsi fortement

1'ADN bicaténaire.

I - 2-2-2 ;Propriétés de la protéine 1I

La fonction de la protéine II n'est pas encore clairement
définie. La plupart des auteur3 attribuent a cette protéine
un r8le dans la condensation de 1'ADN mais d'autres auteurs

pensent que la protéine II aurait un rdle dans la régulation.
* R6le de la protéine II dans la condensation de 1'ADN

La protéine II stabilise 1'ADN contre la dénaturation
thermique (ROUVIERE-YANIV et coll., 1979 ; MIANO et coll.,
1982). Cet effet est d'autant plus important que la quantité

a

de protéine II associée 3 1'ADN augmente.

En présence de topoisomérase I, la protéine II d'E.coli
introduit 18 supertours négatifs dans 1'ADN circulaire reld-
ché du virus SV40. La protéine II forme avec cet ADN des
structures globulaires de 18 nm de diamétre et dans ce com-
plexe le degré de condensation de 1'ADN est similaire & ce-
lui observé dans les complexes reconstitués avec de 1'ADN de
SV40 et les histones (ROUVIERE-YANIV et coll., 1979).

La digestion & la nucléase staphylococcale des complexes
reconstitués ADN-protéine II produit sur chaque brin 4'ADN
des coupures avec une périodicité’de 8,5 paires de bases
(BROYLES et PETTIJOHN, 1986) au lieu d'une périodicité de

10,5 paires de bases pour 1'ADN seul. Ces résultats suggérent
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que lorsque 1'ADN est associé a la protéine II, le pas de
1'hélice est réduit ; 1'ADN se trouve alors fortement com-

- pacté tout en gardant une configuration superhélicoidale
similaire & celle observée in vivo dans le chromosome d'E.coli .
L'ADN chromosomal 4d' E.coli est en effet divisé en une cen-
taine de "domaines"” & 1l'intérieur desquels il est maintenu
dans un état de torsion négative (SINDEN et PETTIJOHN,1981).
Les "domaines" sont indépendants c'est-a-dire que le reléche-
ment de la superhélicité provoqué par une coupure sur un brin
d'ADN & l'intérieur d'un "domaine" ne se propage pas dans les

domaines adjacents.
* Rble de la protéine II dans la régulation

Le rble que pourrait jouer la protéine II dans l'organi-
sation du nucléoide a été contesté par plusieurs auteurs tan-
dis que d'autres ont montré qu'elle serait impliquée dans la

régulation de la transcription ou de la réplication de 1'ADN.

En 1984, DIXON et KORNBERG ont étudié la réplication en-
zymatique de 1'ADN double brin de phages recombinants ou de
plasmides portant l'origine de réplication 4d' E.coli (ori c) et
ont mis en évidence que la protéine II stimulait la réplica-
tion. Par ailleurs la protéine II inhibe la transcription de
1'ADN de source prdcaryote ou eucaryote (LOSSO et coll.,b1982).
Toutefois ces auteurs notent qu'il parait invraisemblable que
cette propriété représente une fonction physiologique de la
protéine.

A l'aide d'anticorps anti-protéine II marquésvé la pro-
téine A-or colloidal, BJORNSTI et coll. (1986) ont localisé
en microscopie électronique la protéine II dans les régions
du nucléoide contenant des ribosomes, ce qui laisse supposer
que la protéine jouerait un réle dans la transcription. Par
ailleurs on notera que la proétéine II a été associée a la
sous-unité 30 S du ribosome d'E.coli (SURYANARAYANA et
SUBRAMANIAN, 1978).
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* propriétés structurales de la protéine II

La protéine II a été isolée chez un grand nombre de bac-
téries. La protéine II est un polypeptide de 90 résidus qui
ne contient ni cystéine, ni tryptophane et dans la plupart
des cas est dépourvue de tyrosine. Chez plusieurs espéces
eubactériennes cette protéine est un complexe hétérologue
constitué de deux chaines polypeptidiques de structure pri-

maire étroitement apparentée.

La protéine II n'est que trés légérement basique (charge
nette +4) et on n'observe pas dans cette molécule une asymé-
trie de répartition des résidus de lysine et d'arginine qui
sont dispersés le long de la chaine polypeptidique. Deux.ré-
sidus d'arginine placés dans une région bien conservée dans
toutes les protéines séquencées actuellement (rééidus 53 a
61) jouent un rdle essentiel dans l'interaction de la protéi-
ne avec 1'ADN : ils sont le sieége d4d'interactions électrosta-
tiques avec les groupes phosphate de 1'ADN. La structure tri-
dimensionnelle de la protéine II a été déterminée par 1'étude
de la diffraction des rayons X de cristaux de protéine II de

B.stearothermophilus avec une résolution de 3 A (Figure I-8).

FIGURE I-8 - Structure du dimere de la protéine II de B.stearo-
thermophilus. Vue stéréochimique montrant 1'inter-
action avec 1'ADN (TANAKA et coll., 1984).
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La protéine II est un dimére qui correspond trés certainement
a son état fonctionnel dans sa liaison avec 1'ADN. Dans le
dimére, les segments de structure organisée (hélice o et
feuillets B) forment une structure globulaire 4'ou émergent
les deux bras externes qui délimitent un réceptacle ou peut
se loger la double hélice d'ADN en forme B. C'est sur ces
bras que sont placés les deux résidus d'arginine cités précé-

demment.

I - 2-3 ORGANISATION DE L'ADN CHEZ LES ARCHAEBACTERIES

Seuls les travaux sur l'organisation du chromosome des
archaebactéries Thermoplasma acidophilum et Sulfolobus acidocalda-

rius ont été publiés juqu'a présent.

SEARCY et STEIN (1980) ont étudié la structure du complexe
déoxyribonucléoprotéique chez Thermoplasma acidophilum . Ce com-
plexe contient une protéine appelée HTa avec un rapport pro-
téine/ADN égal & 0,6 (Nous verrons plus loin que la protéine
HTa peut étre assimilée & la protéine II des eubactéries). Le
traitement de ce complexe par la nucléase staphylococcale 1li-
bére des fragments de 40 paires de bases ; ces fragments ré-
sistants & l'action de la nucléase représentent 20% de 1'ADN
de cette bactérie. Quelle que soit la durée de la digestion,
SEARCY et STEIN n'obtiennent pas de fragments d'ADN dont la
longueur est un multiple de celle d'une sous-unité comme on
peut en obtenir avec la chromatine des eucaryotes. La pro-
téine II de T.acidophilum stabilise également 1'ADN contre la
dénaturation thermique (SEARCY, 1975 et STEIN, 1978). En mi-
croscopie électronique SEARCY et STEIN (1980) ont observé a
la fois sur les complexes nucléoprotéiques natifs et reconsti-
tués, des particules globulaires de 5 a 6 nm de diamétre qui
consisteraient en une boucle A'ADN enroulée autour de 4 molé-

cules de protéines II. Ces sous-unités répétitives rappellent
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celles qui ont été mises en évidence dans la chromatine des
eucaryotes. Par ailleurs la protéine II de T.acidophilum est
riche en résidus basiques (22% du total des résidus, tableau
I-2) souvent associés en doublets et triplets. L'ensemble de
ces propriétés a conduit SEARCY a penser qu'elle ressemblait
fortement aux histones. Cependant la protéine chromosomale

de T.acidophilum doit &tre assimilée & la protéine II associée

4 1'ADN des eubactéries car elle présente avec cette derniére
la méme taille moléculaire et des homologies de structure pri-
maire hautement significatives (DeLANGE et coll., 1981). En
effet les acides aminés jouant un r8le important dans la fonc-

tion de la protéine sont strictement conservés.

Chez 1l'archaebactérie thermophile Sulfolobus acidocaldarius,
GREEN et coll. (1983) ont découvert deux protéines chromoso-
males majeures : une protéine acido-soluble HSa (M, 14.500 et
rapport protéine/ADN = 0,21) et une protéine non acido-soluble
NHSa (My 36.000 et rapport protéine/ADN = 0,22). Ces deux pro-
téines protégent ensemble 5% de 1'ADN contre la digestion a la
nucléase staphylococcale et les fragments produits sont de dif-
férentes tailles. Le fragment moyen correspond a 25 paires de
bases. Les protéines HSa et NHSa stabilisent également 1'ADN
contre la dénaturation thermique. Cependant, la protection de
1'ADN contre la digestion par l'endonucléase et contre la dé-
naturation thermique est moins efficace que celle obtenue avec
la protéine HTa de Thermoplasma acidophilum. La i)rotéine HSa est
moins basique que la protéine HTa et la protéine II d4d' E.coli
{Tableau I-2).

La présence d'autres protéines chromosomales de faibles
poids moléculaires a été mise en évidence chez Sulfolobus
brierleyi (THOMM ET COLL., 1982).

Une protéine qui a une affinité pour 1'ADN a été isolée
de Sulfolobus solfataricus par KIMURA et coll. (1984). Sa sé-
qguence en acides aminés ne présente pas d'homologies avec cel-

le des autres protéines chromosomales connues jusqu'alors.



29

TABLEAU I-2

Compositions en acides aminés des protéines chromosomales de
S.acidocaldarius (HSa : GREEN et coll., 1983), de T.acidophi-
lum (protéine II : CEeLANGE et coll., 1981) et d'E.colz (pro-
téine II : LAINE et coll., 1978)

heldes amings S. acidgis ldarius gfc;)ctfii;:i 11:0];1 P E’é Jc:;l ;l II
Acide aspartique 9,1* 5,6 8;9
Thréonine 3,7 5;6 6,8
Sérine 8,2 7,8 4,5
Acide glutamique 10,8 13.;3 9,5
Proline 3 3,3 2,6
Glycine 9.5 6,7 7,2
Alanine Tl 7,8 18;5
1/2 Cystine 1,8 0 0
Valine 4,5 8,9 7,4
Méthionine 151 1,1 1,2
Isoleucine | 4,1 7,8 6,6
Leucine 14,7 3;3 6,9
Tyrosine 2,8 1,1 0
Phénylalanine 1,8 5,6 3,3
Histidine 0,2 0 0,9
Lysine 10,2 15,6 11,1
Arginine 5,3 6,7 4,7
Tryptophane nd 0 0
Résidus basiques (%) 15,7 22,3 16,7

Les résultats sont exprimés en moles/100 moles.
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En 1986, GROTE et coll. ont isolé chez Sulfolobus acidocal-
darius , trois classes de protéines chromosomales de masse mo-
léculaire 7 kDa, 8 kDa et 10 kDa ; chaque classe correspond
a un mélange d'au moins deux protéines de charge différente.
L'étude en microscopie électronique des complexes reconsti-
tués avec les protéines de 10 kDa et de 1'ADN double brin ou
simple brin ne montrent pas de diminution significative de
la longueur de 1'ADN (LURTZ et coll., 1986) ce qui suggére
que la fonction de ces protéines ne serait pas de compacter
1'ADN comme le font la protéine II et les histones. D'ail-
leurs il faut souligner que .la présence de ces protéines dans
le nucléoide de Sulfolobus acidocaldarius n'a pas été démontrée
puisque l'affinité pour 1'ADN ne peut é&tre un critére pour
affirmer qu'une protéine est effectivement associée a 1'ADN
in vivo (GREEN et coll., 1983). ‘

- La protéine chromosomale de la bactérie méthanogéne Methano-
sarcina barkeri a été isolée au laboratoire (CHARTIER et coll.,
1985). Les propriétés de cette protéine appelée MCl, ainsi que
les travaux effectués sur le chromosome de cette bactérie se-

ront décrits dans les chapitres suivants.
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Au laboratoire notre équipe s'est intéressée a 1l'étude de
la protéine MCl isolée de quatre bactéries méthanogénes dont
une souche mésophile Methanosarcina barkeri MS et trois souches
thermophiles Methanosarcina thermophila TM1, Methanosarcina sp CHTI
et Methanosarcina sp MST-Al. Notre travail a consisté en 1l'étude
de la protéine MCl isolée des bactéries M.barkeri MS et Methano-
sarcina sp MST-Al dont nous présentons les principales caracté-

ristiques.

I1-1 CARACTERISTIQUES GENERALES DES BACTERIES METHANOGENES:

M.BARKERT ET METHANOSARCINA SP MST-Al

Ces bactéries sont des sarcines c'est-a-dire qu'elles ne
vivent jamais isolées, elles sont collées entre ellés par une
sorte de ciment (Figure II-1), ce qui a pour conséquence de
donner en culture des agrégats qui sédimentent. Les principaux
caractéres de ces bactéries sont présentés dans le tableau II-1.
Elles se différencient principalement par la température a la-
quelle s'effectue leur croissance et par la nature du substrat
de croissance : ainsi, seule M.barkeri est capable d'utiliser le
mélange Hy/CO,. Des hybridations ADN-ADN entre ces deux souches,
récemment réalisées par J.P.TOUZEL (INRA) confirment que ces

deux bactéries ne.sont pas apparentées.

Par contre les deux bactéries Methanosgreina thermophila TM1
et Methanosarcina sp CHTI présentent les mémes caractéres que
la bactérie Methanosarcina sp MST-Al (méme température de crois-
sance, méme substrat de croissance et méme (G + C)%). Néanmoins
la bactérie Methanosareina 'sp MST-Al se différencie des deux

premiéres par l'aspect macroscopique.
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FIGURE II-1 - Sarcines de Methanosarcina.

: Vue générale au microscope électronique a balayage

N

Vue en coupe au microscope électronique a transmission



TABLEAU II-1

Caractéristiques générales de deux bactéries méthanogénes

. Aspect en Température Substrat
Nom . Morpgologle culture de croissance de croissance (G +C)%
Hy/COg—-acétate

Methanosarcina barkerti Sarcines i?ggégi;‘?:rs 35°C méthanol 39

g méthylamines

i . ats acétate
Methanosarcina sp MST~Al Sarcines Agrég . 55°C méthanol 39
réguliers .
. méthylamines

6€

e e g e e+ e T



I1 - 2 PREPARATION DE LA PROTEINE MC1

II - 2-1 PRINCIPE DE LA METHODE

La protéine MCl est préparée par chromatographie d'affinité
sur une colonne d'ADN couplé & la cellulose selon la méthode
décrite par ALBERTS et HERRICK (1971). Dans un premier temps,
1'ADN de l'homogénat bactérien est éliminé par précipitation
avec le polyéthyléne glycol (PEG 6000) aprés dissociation du
complexe nucléoprotéique & force ionique élevée (2 M NaCl). La
force ionique est alors abaissée et les. protéines qui ont une
affinité pour 1'ADN sont fixées sur la colonne d'ou elles sont

désorbées par4un gradient de force ionigue croissante.

La molarité en NaCl (exprimée en mmoles) des tampons utilisés
lors de la chromatographie est indiquée par un chiffre qui suit
la lettre P. Les conditions expérimentales sont présentées dans

la partie technique (p. 151)

II -~ 2-2 RESULTATS

II - 2-2-1 Préparation de la protéine MC1l de Methanosarcing

barkeri souche MS

Les premiéres préparations de la protéine MCl ont été
effectuées sur une colonne A'ADN 4'Escherichia coli. Le diagramme
d'élution ainsi obtenu est présenté dans la figure II-2A. La
protéine MCl est éluée dans la fraction 3 & une concentration
en NaCl comprise entre 250 et 600 mM. La fraction 3 a été di-
visée en 3 sous-fractions notées a, b et ¢ dont l'analyse élec-
trophorétique sur gel de polyacrylamide en milieu SDS est pré-
sentée figure II-2B. La protéine MCl a également été préparée




LI k.

FIGURE II-2A - Chromatographie sur colonne d'ADN d' E.coli d'un
homogénat de Methanosarcina barkeri.

Les fractions 1, 2 et 4 sont respectivement éluées par les tam-
pons P-150, P-250 et P-2000. La fraction 3 est é&luée par un
gradient linéaire de molarité en NaCl (250 mM - 600 mM) obtenu
avec les tampons P-250 et P-600 (2 x 80 ml). Le débit de la co-
lonne est de 40 ml/h et des fractions de 6,6 ml sont collectées.

FIGURE II-2B - Electrophorése sur gel de polyacrylamide en mi-
lieu SDS de la fraction 3 de la figure II-2A.

M : témoins de masse molaire connue : phosphorylase b (94 000),
albumine sérique de boeuf (67.000), ovalbumine (43 000), anhy-
drase carbonique (30.000), inhibiteur trypsique de soja (20 000)
et o-lactalbumine (14 400).

Les couloirs 3a, 3b, 3c correspondent respectlvement aux sous- -
fractions 3a, 3b, 3c de la figure II-2A.

L'électrophorése est effectuée selon la technique de LAEMMLI
(1970) . Les échantillons (5 pg) sont traités avec 5 p.100 de
SDS, 2 p.100 de 2-mercaptoéthanol pendant 2 minutes a 100°C.
L'électrophorése est effectuée sous une intensité de 40 mA pen-
dant 150 minutes sur une plaque de gel de polyacrylamide (120x
70x1 mm). La concentration d'acrylamide dans le gel varie liné-
airement de 5 & 30 p.100. Le tampon d'électrode (Tris 16 mM/
glycine 128 mM ajusté a pH 8,3 avec HCl) et le tampon de gel.
(Tris 0,75 M/HC1l, pH 8,9) contiennent 0,1 p.100 de SDS.

Le gel est coloré et décoloré selon la méthode décrite par
STEPHANO et coll. (1986).

FIGURE II-3 = Electrophorése sur gel de polyacrylamide en mi-
lieu SDS de la fraction 3 éluée d'une colonne
d'ADN de Rhizobium meliloti.

M : témoins de masse molaire connue (voir figure II-2B). Les
dépéts 3a, 3b et 3c correspondent respectivement aux sous-frac-
tions 3a, 3b et 3c éluées de la colonne A'ADN de R.meliloti.
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sur une colonne A'ADN de Rhizobium meliloti éluée par un gra-
dient linéaire de 250 mM A& 500 mM NaCl et nous avons obtenu
un diagramme d'élution semblable & celui présenté dans la fi-
gure II-2A. Dans ce cas le nombre et la quantité de contami-
nants sont fortement réduits (Figure II-3). De plus, on ne re-
trouve pas dans les sous-fractidns 3a et 3b le contaminant qui
migre légérement plus loin que la protéine MCl et qui est dif-
ficile a éliminer lors des étapes de purification en milieu
non dénaturant. Cette colonne présente donc un trés net avan-

tage pour la suite de nos travaux.

II - 2-2-2 Préparation de la protéine MCl de Methanosarcina Sp
MST-Al | |

La protéine MC1l de Methanosarcina sp MST-Al a été préparée
sur une colonne 4'ADN d'E.coli, le diagramme d'élution obtenu
est présenté figure II-4A. La figure II-4B montre le diagramme
électrophorétique de la fraction 3 dans laguelle la protéine

MC1l est éluée avec une force ionique voisine de 470 mM NacCl.

I - 3 PURIFICATION DE LA PROTEINE MC1

Les lots de protéine MCl utilisés pour la détermination
de la structure primaire ont été purifiés par chromatographie
de gel filtration en milieu dénaturant (HC1l 0,01 M) .Comme les
premiéres études conformationnelles suggéraient que la pro-
téine MCl1l avait une structure désorganisée, nous avons été a-
menée a mettre au point une méthode de purification dans des

conditions non dénaturantes.




FIGURE II-4A - Chromatographie sur colonne d'ADN d' E.col? d'un
homogénat de Methanosarcina sp souche MST-Al.

Les fractions 1, 2 et 4 sont respectivement éluées par les tam-
pons P-150, P-300 et P-2000. La fraction 3 est éluée par un
gradient linéaire de molarité en NaCl (300 mM - 600 mM) obtenu
avec les tampons P-300 et P-600 (2 x 80 ml). Le débit de la co-
lonne est de 40 ml/h et des fractions de 6,6 ml sont collectées.

FIGURE II-4B - Electrophorése sur gel de polyacrylamide en mi-
lieu SDS de la fraction 3 de la figure II-4A.

M : témoins de masse molaire connue (voir figure II-2B). Les
dépdts 3a, 3b et 3c correspondent respectivement aux sous-
fractions 3a, 3b et 3c de la figure II-4A. :

Jers
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II - 3-1 PURIFICATION EN MILIEU DENATURANT

Les fractions qui contiennent de la protéine MC1 sont
concentrées par ultrafiltration sur une membrane AMICON YM5.
La protéine est alors mise en présence de chlorhydrate de
guanidine 6 M, 2-mercaptoéthanol 10 mM pendant 48 heures a-
vant d'étre déposée sur une colonne de Sephadex G-75 éluée
par HCl1l 0,01 M. L'analyse électrophorétique en milieu SDS
(Figure II-5) et en milieu acide acétique 0,9 M en présence
d'urée 2,5 M (Figure II-6) montre que les protéines ainsi ob-
tenues sont pures. Notons que les deux bandes de plus faible
migration observées dans le diagramme électrophorétique de la
protéine MCl1 de Methanosarcina sp MST-Al (couloir 1 de la figure
II-5) correspondent a des polyméres obtenus par séchage de la
protéine avant le dépdt sur le gel : ces deux bandes réagis-

sent avec le sérum anti-protéine MCl de M.barkeri MS.

Des calculs de rendement,nous ont permis de mettre en évi-
dence qu'une quantité importante de protéine s'adsorbait sur
la membrane YM5 lorsque la concentration en protéine atteint
1 mg/ml. De plus, une turbidité importante était observée. Re-
marquons que la turbidité n'apparait pas lors de la concentra-
tion d'une fraction de protéine MCl pure, ce qui suggere
qu'elle est provoquée par les composants contaminants élués en
méme temps que la protéine MCl dans la fraction 3. Par la suite,
nous avonsg concentré les fractions 3 par évaporation sur un
évaporateur de type "Speed Vac" en présence de chlorhydrate de
guanidine pour éviter 1l'agrégation. La quantité de cet agent
dissociant est calculée de telle sorte gue sa molarité soit
égale a4 6 M lorsque le volume est réduit a 2 ml. Ce protocole
nous a permis d'augmenter les rendements notamment pour la pro-
téine MCl de Methanosarcina sp MST-Al qui s'agrégeait dés le dé-
but de la concentration. .




FIGURE II-5 - Electrophorése sur gel de
polyacrylamide en milieu
SDS, de la protéine MC1
éluée d'une colonne de
Sephadex G-75.

M : témoins de masse molaire connue
(figure II-2B)

1 : protéine MCl de Methanosarcina sp
souche MST-Al

2 : protéine MCl de Methanosarcina barkeri
souche MS

FIGURE II-6 - Electrophorése sur gel de
polyacrylamide en milieu
acide acétique 0,9 M et
en présence d'urée 2,5 M,
de la protéine MCl éluée
d'une colonne de Sephadex
G-75 '

1 et 2 : légende de la figure II-5

L'électrophorése est effectuée selon la
technique de PANYIM et CHALKLEY (1969).
Elle est réalisée sur une plaque de gel
contenant 17 p.100 d'acrylamide.

Les échantillons sont dissous dans HCl
0,01 M, contenant de l'urée 8 M et du
2-mercaptoéthanol 0,5 M. L'électropho-
rése est effectuée sous une intensité
de 22 mA pendant 3 heures. Les gels
sont colorés et décolorés suivant le
protocole décrit dans la légende de la
figure II-2B,
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II - 3-2 PURIFICATION EN MILIEU NON DENATURANT

Les premiers spectres dichroiques obtenus sur la protéine
MC1l de M.barkeri indiquaient 1'absence de structure o-hélicoi-
dale, ce qui nous a conduit a penser que le traitement en mi-
lieu acide et en présence de chlorhydrate de guanidine pouvait
dénaturer irréversiblement la protéine. La recherche d'une mé-
thode de concentration et de purification excluant les traite-

ments dénaturants s'imposait.

La concentration de la protéine en sortie de la colonne
d'ADN a été 1'étape la plus difficile a franchir compte tenu
des faits suivants :

1) L'ultrafiltration proVoque des phénoménes d'adsorption et
d'agrégation de la protéine.

2) Lyophilisée, lalprotéine purifiée par gel filtration sur
Sephadex G-75 éluée en HCl 0,01 M présente toujours plusieurs
bandes correspondant a des polyméres aprés électrophorése en

présence de SDS. Il y aurait donc agrégation.

3) La précipitation de la protéine MC1l par l'acétone (& pH 2,0
et & -20°C pendant 48 heures) n'a pas toujours été observée.
Cette méthode est couramment utilisée pour la précipitation
des histones et de la protéine II d'eubactéries : les protéi-

nes obtenues dans ces conditions ne sont pas dénaturées.

4) Lors d'essais de précipitation au sulfate d'ammonium direc-
tement sur la fraction 3, une grande partie de la protéine reste
soluble a 95 p.100 de saturation ce qui s'explique en fait par
une concentration en protéine trop faible.

Nous avons donc introduit une étape supplémentaire de con-
centration par chromatographie d'échange d'ions sur une colonne
de carboxyméthyl-TSK (CM-TSK). les conditions expérimentales
utilisées pour concentrer la protéine MCl sur cette colonne sont
présentées dans la partie technique (p.46 ). La colonne est
éluée par le tampon CM-1000 & pH 6,0. Cette valeur de pH a été
choisie dans le but d'éviter 1l'agrégation.
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En définitive, la méthode de concentration et de purifi-
cation de la protéine MCl est schématisée dans le tableau
II-2. Cette méthode consiste en 4 étapes-dont la premiére et
la quatriéme sont en fait des concentrations de la protéine
sur la colonne de CM-TSK. La seconde étape consiste en une
précipitation au sulfate d'ammonium & 80 p.100 de saturation.
La totaliié des contaminants est éliminée dans la fraction in-
soluble alors que peu de protéine MCl précipite (20 % au maxi-
mum) . La protéine est obtenue pure dans la fraction soluble
(Figure II-7). L'élimination du sulfate d'ammonium est effec-

tuée par chromatographie sur Sephadex G-25.

Bien que cette méthode donne un rendement en protéine deux
fois moins important que celui obtenu avec la méthode de purifi-
cation dans des conditions déhatufantes (2 mg de protéine MCl
sont préparés & partir de 100 g de bactéries humides), elle

présente les avantages suivants :

- méthode douce, facteur indispensable pour les études de
conformation : en effet le sulfate d'ammonium est couramment
utilisé pour préparer des anticorps qui sont reconnus comme

étant des molécules “fragileé".

‘- possibilité de traiter de grands volumes et obtention de
~ solutions protéiques restant limpides & des concentrations at-

teignant 7 mg/ml.

Il - 4 PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DE LA PROTEINE MCl

ITI - 4-1 SOLUBILITE

La protéine MC1l est acido-soluble (HC1 0,01 M, HCl 0,25 M).
Elle est aussi soluble dans l'eau : une solution de protéine a
1 mg/ml a une absorbance nulle a 340 nm et donc ne présente
pas de turbidité.

e ey e
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TABLEAU II-2

Protocole utilisé pour purifier et concentrer la protéine MCl
dans des conditions non dénaturantes

Fraction éluée de la colonne d'ADN
dialysée contre le tampon CM-50

1 CONCENTRATION : chromatographie
d'échange d'ions sur colonne de CM-TSK

Y
Fraction éluée par NaCl 1 M

2 PURIFICATION : précipitation par 80 p.100
de SO4(NH4)5 & +4°C & pH 9,0 pendant 72 h

Précipité Fraction soluble
(contaminants) '

3 DESSALAGE : chromatographie par
gel filtration sur Sephadex G-25

Y
Fraction éluée en tampon CM-100

4 CONCENTRATION : chromatographie 4&'é-
change d'ions sur colonne de CM-TSK

Y
PROTEINE MC1 PURE ET CONCENTREE
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M 1 2 3

FIGURE II-7 - Electrophorése sur gel de polyacrylamide en mi-
lieu SDS des fractions obtenues au cours de la
purification au sulfate d'ammonium.

témoins de masse molaire connue (voir figure II-2B)

fraction 3b éluée de la colonne d'ADN d'E.coli

fraction insoluble & 80 p.100 de saturation en sulfate

d'ammonium

3 : fraction soluble & 80 p.100 de saturation en sulfate
d'ammonium

REMARQUE : Les 2 bandes de faible migration correspondent a des

contaminants contenus dans le tampon échantillon puis-

que ces 2 bandes ont été trouvées dans les 10 couloirs

que contenait ce gel.

N =R



A une concentration égale a 1 mg/ml,Ala précipitation de
la protéine MCl n'est pas totale & 95 p.100 de saturation de
sulfate d'ammonium ce qui souligne le caractére hydrophile

de la protéine.

II - 4-2 COMPORTEMENT ELECTROPHORETIQUE

Le comportement électrophorétique de la protéine MCl en
gel de polyacrylamide a été étudié dans deux systémes diffé-
rents. Les résultats ont été présentés dans le paragraphe
II - 3-1 et sont rassemblés dans la figuré I1-8.

La protéine MC1l a,en gel de polyacrYlamide en présence
de SDS,une masse moléculaire relative appérente de 14.400
(Figure II-8A) or sa masse moléculaire relative calculée
d'aprés la séquence en acides aminés est de 10.757 (publica-
tion n°l, chapitre III). Cette migration électrophorétique a-
normale est due & une teneur élevée en résidus basiques. Un
comportement électrophorétique anormal est observé aussi pour
l'histone H4 de veau. Cette protéine de M, 11.000 a une masse
moléculaire apparente de 14.400 (Figure II-9).

En milieu acide et en présence d'urée 2,5 M, les protéines
MCl de M.barkeri et de Methanosarcina sp MST-Al n'ont pas la méme
migration électrophorétique (Figure II-8B). La protéine MC1l de
Methanosarcina sp MST-Al a une mobilité cathodique légérement in-
férieure & celle de la protéine MCl de M.barkeri ce qui suggeére
que la protéine MCl de Methanosarcina sp MST-Al est moins basi-

que.




FIGURE II-8 - Comportement électrophorétique de la protéine MC1
de M.barkeri et Methanosarcina sp MST-Al.

II-8A : en présence de SDS

M : témoins de masse molaire connue (Figure II-2B)
1 : protéine MC1l de Methanosarcina sp souche MST-Al
2 : protéine MC1l de Methanosarcina barkeri souche MS

II-8B : en milieu acide (pH 2,7) et en présence d'urée 2,5 M

1 et 2 : légende de la figure 8A

FIGURE II-9 - Comportement électrophorétique en présence de SDS
de la protéine MCl de Methanosarcina barkeri et de
1'histone H4

M : témoins de masse molaire connue (Figure II-2B)

: protéine MC1l de Methanosarcina barkeri

2 : histone H4 de thymus de veau
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II - 4-3 DETERMINATION DU POINT ISOELECTRIQUE (pHi) DE LA

PROTEINE MCl DE M.BARKERI MS

La détermination du pHi a été effectuée par isoélectro-
focalisation sur plaque de gel de polyacrylamide. Afin d'évi-
ter une oxydation éventuelle des résidus de méthionine se
traduisant par l'observation de trois bandes sur le gel d'iso-
électrofocalisation, la protéine a été isolée et purifiée en
.présence de dithiothréitol (DTT) 0,5 mM. Avant d'é&tre déposé
sur le gel, 1l'échantillon de protéine est dessalé par dialyse
contfe l'eau distillée contenant du DTT 0,5 mM. Dans ces con-
ditions, nous observons une bande correspondant 4 une valeur

de pHi voisine de 9,7 (Figure II-10).

II - 4-4 COMPORTEMENT A iA LYOPHILISATION

Au cours de nos travaux nous avons remarqué que chaque
fois que la protéine MCl était lyophilisée en milieu acide
(HC1 0,01 M), elle apparaissait en gel de polyacrylamide en

milieu SDS sous la forme de trois bandes correspondant a des

polyméres (Figure II-11). Ce phénoméne ne s'observe pas lorsque

la protéine est lyophilisée dans de l'eau distillée, de 1l'eau
lourde (utilisée pour les études en infrarouge) ou du tampon
phosphate de sodium 10 mM, NaCl 50 mM pH 6,0.

II - 4-5 STRUCTURE QUATERNAIRE DE LA PROTEINE MC1

La structure quaternaire de la protéine MCl a été détermi-
née par chromatographie de gel filtration sur Sephadex G-75 en
tampon phosphate 10 mM pH 6,0, en présence de 20 mM NaCl et en
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Cytochrome c (pHi

Trypsinogéne (pHi

T MC1

FIGURE II-10 - Etude en isoélectrofocalisation en plaque de
gel de polyacrylamide de la protéine MC1l de
M. barkeri.

T : témoins de pHi (PHARMACIA)
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FIGURE II-11 - Etude par électrophorése sur gel de polyacryla-
mide en milieu SDS du comportement de la proté-
ine MC1l de M.barkeri MS aprés lyophilisation.

M : témoins de masse molaire connue (Figure II-2B)

1 : protéine MCl de Methanosarcina barkeri aprés lyophilisation
dans 1l'eau

2 : protéine MC1 de Methanosarcina barkeri MS aprés lyophilisa-
tion (ou séchage) en milieu acide (HC1l 0,01 M).

S 7 e e g

N
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présence de 400 mM NaCl. Cette étude est fondée sur les modi-
fications de conformation de la protéine en fonction de la

force ionique (Chapitre IV).

Les conditions de chromatographie sont décrites dans 1'ap-
pendice technique p.156 . Les protéines de référence ont été
choisies parmi les protéines chromosomales : la protéine II
d'Escherichia coli dont la forme fonctionnelle est le dimeére,

l'histone H5 et le complexe formé par les histones H2A et H2B.

A force ionique faible ou élevée (20 mM NaCl et 400 NacCl),
la masse moléculaire apparente de la protéine MCl est voisine
de 11.000 (Figure II-12) ce qui correspond a la masse molécu-
laire relative déterminée a partir de la séquence en acides
aminés (My 10:757); La protéine se comporte donc comme un mo-

nomére.
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CHAPITRE III

DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE LA PROTEINE MC1

DE METHANOSARCINA BARKERI MS ET DE METHANOSARCINA sp MST-A1l
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Les travaux concernant la détermination de la séquence
en acides aminés de la protéine de Methanosarcina barkeri MS,

ont fait l'objet des publications suivantes :

Publication n°1l

Primary structure of the chromosomal protein HMb from the
archaebacterium Methanosarcina barkeri.

LAINE,B., CHARTIER,F., IMBERT,M., LEWIS,R. and SAUTIERE,P.
(1986) '

Eur.J.Biochem. 161, 681-687.

Publication n°2

Features of the primary structure of the Methanosarcina barkeri
chromosomal protein HMb compared to those of eukaryotic and
prokaryotic chromosomal proteins.

IMBERT,M., CHARTIER,F., LAINE,B. and SAUTIERE,P. (1986)

in Biology of Anaerobic Bacteria (DUBOURGUIER,H.C. et al ,eds)
pp. 236-241, Elsevier Science Publishers B.V., Amsterdam, The
Netherlands.
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PUBLICATION N°1

Eur. J. Biochem. /61, 681 —687 (1986)
© FEBS 1986

Primary structure of the chromosomal protein HMb
from the archaebacteria Methanosarcina barkeri

Bernard LAINE!, Francois CHARTIER ', Marléne IMBERT', Randy LEWIS? and Pierre SAUTIERE!
! Unité Associée 409 du Centre National de la Recherche Scientifique, Lille

2 Department of Biochemistry, University of Wyoming, Laramic

(Received July 2/September 5, 1986) — EJB 860703

The amino acid sequence of the protein HMb, a protein of 93 residues (M, 10757) which represents the
major acid-soluble component of the Methanosarcina barkeri nucleoprotein complex, has been established from
automated sequence analysis of the protein and from structural data provided by peptides derived from cleavage
of the protein at aspartic acid, arginine and methionine residues.

The protein HMb is mainly characterized by a high amount of charged residues (15% of acidic residues and
26.8% of basic residues) which are distributed all along the polypeptide chain. The amino acid sequence of the
protein HMb is not homologous to any eubacterial, archaebacterial or eukaryonc chromosomal proteins known

up to now.

Methanogens constitute with thermoacidophiles and
halophiles a group of prokaryotic organisms called archaebac-
teria [1]. Although some macromolecules in archaebacteria
exhibit physico-chemical properties similar to those found in
eubacteria or in eukaryotes, others such as membrane lipids,
cell wall peptidoglycans or enzymes have unique structural
features which place archaebacteria in a distinct line of descent
{1, 2]. The fundamental differences observed in the packaging
of the DNA between eubacteria and eukaryotes result from
the nature of their chromosomal proteins. Packaging of the
DNA inside the nucleus of eukaryotic cells is mainly ensured
by histones whereas in eubacteria, HU-type proteins (M,
9500) are involved in DNA condensation [3 —5]. It is therefore
of great interest to investigate the features of chromosomal
proteins from archaebacteria. Chromosomal proteins have
been isolated from various archaebacteria: three strains of
thermoacidophiles, Thermoplasma acidophilum [6), Sulfolobus
acidocaldarius [7) and Sulfolobus solfataricus [8] and one strain
of methanogens Methanosarcina barkeri[9]. Only two of these
proteins have been sequenced: on the criteria of their primary
structure, the protein HTa from T. acidophilum {10} is homolo-
gous to the HU-type proteins [11] whereas the protein (M,
7000) from S. solfataricus [8] is related neither to histones nor
to HU-type proteins.

The protein HMb is a low-molecular-mass polypeptide
(M, 10757) which has been shown to be the major acid-soluble
component of the Methanosarcina barkeri nucleoprotein
complex [9]. We report here the complete amino acid sequence
of this protein. The primary structure of protein HMb is
not homologous to any another chromosomal protein from
prokaryotes or eukaryotes.

- Correspondence to B. Laine, Unité Associée CNRS 409, Place de
Verdun, F-59045 Lille Cedex, France
Abbreviations. SDS, sodium dodecyl sulfate; HPLC, high-pres-
sure liquid chromatography.
Enzymes. Carboxypeptidase A (EC 3.4.17.1); carboxypeptidase
B (EC 3.4.17.2); carboxypeptidase Y (EC 3.4.16.1); cndoprolemase
Arg-C(EC34.—.-).

MATERIALS AND METHODS
Materials - -

Methanosarcina barkeri (strain DSM 800) was-grown as
indicated in [9]. The protein HMb was isolated as in [9].
Endoproteinase Arg-C from mouse submaxillaris gland and
carboxypeptidase Y were purchased from Boehringer. Car-
boxypeptidase A treated with phenylmethylsulfonyl fluoride
and carboxypeptidase B treated with diisopropyl-
fluorophosphate were from Sigma. Cyanogen bromide was
from Eastman Kodak (Rochester, USA). Acetonitrile for re-
verse-phase high-pressure liquid chromatography was from
Carlo Erba. Reagents and solvents for the liquid-phase
sequencer were as indicated in [12]. Reagents and solvents for
the gas-phase sequencer were from Applied Biosystems.

Cleavage at aspartyl residues

Protein HMb (200 nmol) was hydrolysed with 1 ml of
0.25 M acetic acid in an evacuated sealed tube for 15 h at
105°C. The hydrolysate was freeze-dried prior to fractiona-
tion.

Cleavage with the endoproteinase Arg-C

Protein HMb (300 nmol) was dissolved in 2.2 ml of 0.1 M
sodium bicarbonate pH 7.9 and digested with endoproteinase
Arg-C at 37°C fo 4 h. Enzyme was added at the beginning of
the reaction and after 2 h; the final enzyme/substrate ratio
was 1/50 (w/w). The digestion was stopped by lowering the
pH with formic acid. The hydrolysate was freeze-dried prior
to fractionation.

Cleavége at methionyl residues
- Protein HMb (1 pmol) was dissolved in 4 ml of 70% (v/v)

formic acid. Cyanogen bromide was added in a 100-fold molar

excess over one methionine residue. The reaction mixture was
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flushed with N, and incubated for 24 h under gentle stirring
at 37°C in the dark. The reaction mixture was then evaporated
in a vacuum concentrator (Savant Instruments) to 0.7 mi; the
concentration was repeated twice after washing with 1 ml
water. The peptide solution was made 6 M in guanidine hydro-
chloride and submitted to fractionation.

Fractionation of peptides

Peptides generated by cleavage with 0.25 M acetic acid or
with the endoproteinase Arg-C were fractionated by reverse-
phase high-pressure liquid chromatography as in [11), on a
C,s pBondapak column (Waters Associates) and using
gradient systems indicated in Fig.1.

Peptides generated by cleavage with cyanogen bromide
were fractionated by chromatography on a Sephadex G-50
superfine column (95 x 1.6 cm) equilibrated and eluted with
0.01 M HCl saturated with chloroform.

Amino acid analyses

Peptide samples were hydrolysed in evacuated sealed tubes
at 110°C for 24 hin 6 M HCL.

The hydrolysates of peptides generated by cleavage with
cyanogen bromide were treated with a pyridine acetate buffer
(pyridine/glacial acetic acid/water, 25:1:224; pH 6.5) at
105°C for 1 h in order to convert homoserine lactone to
homoserine. »

Amino acid analyses were performed on a Beckman 119
CL amino acid analyser, using a single-column system. The
column was packed with a Durrum DC 6A resin.

Carboxy-terminal analyses

The carboxy-terminal sequence of protein HMb and of the
carboxy-terminal peptide obtained by cleavage at methionine
residues (peptide CN-3) were determined simultaneously.
Each substrate (28 nmol) was successively digested with
carboxypeptidases Y, A and B. After every step, an 8-nmol
aliquot of each digest was acidified with formic acid and
immediately freeze-dried. The released amino acids were
analysed on the amino acid analyser. Digestion by car-
boxypeptidase Y (56 pug) was performed for 7h at 37°C in
0.1 M acetate pyridine buffer (0.35 ml) adjusted at pH 5.5.
The carboxypeptidase Y was then denatured in a boiling water
bath for 2 min and the buffer was removed by evaporation.
The dry residue was then dissolved in 0.2 M N-methyl-
morpholine acetate pH 8.0 (0.25 ml) and the digestion by
carboxypeptidase A (11 pg; 0.55 unit) was allowed to proceed
at 37°C for 0.5 h. Carboxypeptidase B (1 pg; 0.14 unit) was
then added and the digestion was carried on for 1 h at 37°C.

_ Peptides derived by cleavage of the protein with endo-
proteinase Arg-C were digested successively by carboxy-
peptidase B (0.6 pg; 0.08 unit) for 15min and by
carboxypeptidase A (3.6 pg; 0.18 unit) for 15 min. Peptides
(12 nmol) were dissolved in 0.2 M N-methylmorpholine ace-
tate pH 8.0 (0.24 ml) and the digestion was performed at
37°C. Aliquots (5 nmol) were treated as above for amino acid
analyses.

Sequence determination

Automated Edman degradation of the protein HMb and
of peptides was carried out on a gas-phase sequencer Applied
Biosystems using the 02 N VAC Program.
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Table 1 Edman degradation of proveia HMb

The Edman degradation of protein HMD was performed on the gas-phase
sequencer using the 02 N VAC program, A single run was carried out with 12.9 nmol of

protein. Phenylthiohyd: of amino acids were identified and

quantified by HPLC. The repetitive yield calculated from valine residues at positions 7
and 18 was 93 %.

Mentified ;

3 3 : 3 )

{ Cycle 3 Yield : Cycle : ldentified : Yield )
{ ] tesidue :  (nmol) t residue :  (nmol) )
( 3 t H : : )
¥ ¥ ¥ s )

: t : s s )

| B Ser k] 3.50 t 2 I Arg 3 0.37 )

2 Asn : 7.95 3 % Gin ¢ 821 )

{ 3 The H 831 : 7 Ala 2 028 )
{ L Arg - 2 1.81 : 23 ANa  : 081 )
35 s Asn % 569 P - I Leu 033 )

[3 Phe : 1099 ] 3H Lys t o3t )

7 val T 6469 H 3 Ala = 037 )}

3 Leu T .97 3 2 Aa oal )

( ] Arg : 2.73 3 B Asn 3 020 )
{ | L Asp : 4.10 H o] Arg 3 6.1 )
( n B Glu s LX) i 35 e Gly H Q.16 )
{ 12 2 G H 428 H % @ Asp H 0.09 )
{ |5 Gly : 3.19 s 37 Gly 012 )
1 : Asn H 5.08 H n The H 0.03 )

15 3 Clu B (%3] H » Lys s - )
6z His s 1.41 ] L ] Ser B - )

[V T Gly 3 .28 3 LY I Asn 3 Q.05 )

15 Val H 2.9% : 2 2 Pro Q.16 )

19 3 Phe s 807 @ s : A 0.04 )

2 The : .43 s LUNE Val : 007 )

a Gly 3 1.66 ] £ I nd H )

2 Lys 3 0.58 : 46 od : )

23 t Gln H (%) &7z Leu 3 025 )

. Pro s 031 s )

3 : 3 )

nd : not determined,

Alternatively automated Edman degradation of large
peptides was performed on a liquid-phase Beckman 890 C
sequencer using the 0.33 M quadrol program (111978) in the
presence of polybrene [13]. Manual Edman degradation of
peptides was carried out as in {14]. The phenylthiohydantoin
derivatives of amino acids were identified by high-pressure
liquid chromatography as indicated in [12].

Nomenclature of peptides

Peptides derived from cleavage at aspartyl and methlonyl
residues are designated by the symbols Ac- and CN-, respec-
tively, whereas peptides generated by digestion with the
endoproteinase Arg-C were designated by PR-. Peptides were
numbered according to their position in the amino acid se-
quence of the protein.

RESULTS

The sequence of the amino-terminal half of the protein
HMb (residues 1 —44) was determined by automated Edman
degradation of the protein (Table 1). The remainder of the
sequence was elucidated from data provided by large adjacent
or overlappmg peptides generated by highly specific cleavages
of the protein.

Cleavage at aspartic acid residues

Peptides derived from hydrolysis of protein HMb with
0.25 M acetic acid were fractionated by reverse-phase high-
pressure liquid chromatography (Fig. 1 A). Five peptides were
obtained directly in pure form. Their amino acid compositions
are given in Table 2. Due to partial deamidation of glutamine
residues, peptide Ac-2 was eluted in fractions 2 and 3.

Only the large peptides Ac-4 and Ac-5 which overlap the
carboxy-terminal half of the protein (residues 44 —93) were
completely sequenced by automated Edman degradation
performed with the gas-phase sequencer (Table 3).




Cleavage by the endoproteinase Arg-C

Peptides generated by cleavage of the protein HMb with
endoproteinase Arg-C were fractionated by reverse-phase
high-pressure liquid chromatography (Fig.1B). Each of the
nine fractions obtained corresponds to a pure peptide. Only

1
£

1 213 @& [ 1 [ 3] ]
[ ]

tHivent(mi)

Fig.1. Fractionations of peptides by reverse-phase HPLC. Chromatography was performed
on a C,, pBondapak column (30x0.39 cm): (- - - -) gradient of acetonitrile in 0.05%
trifluoroacetic acid; (——) absorbance at 210 nm. Fractions were numbered by order of

lution. Peptides used for seq; d ination were numbered according to their position
in the seq of the protein. (A) Peptides derived by cleavage of protein HMb at aspartyl
residues. 40 nmol of hydrolysate were foaded: flow rate was 1.5 mi/min; fractions of 0.75 mi
were collected. (B) Peptides g d by hydrolysis of protein HMb with the endoproteinase
Arg-C. 65 nmol of digest were loaded; flow rate was 2.0 ml/min; fractions of 0.8 mi were
collected i
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the amino acid compositions of peptides PR-1, PR-2, PR-3.
PR-4, PR-4a and PR-5, which account for the entire sequence
of the protein HMb, are given in Table 2.

Data obtained by automated Edman degradation per-
formed on the gas-phase sequencer (for peptide PR-5) and on
the liquid-phase sequencer (for peptides PR-2 and PR-4a) are
given in Tables 3 and 4 respectively.

Besides the usual lack of cleavage of the Arg-Pro bond at
position 71-72, the endoproteinase Arg-C did not cleave either
the bond Arg-Asp at position 9-10 or the two Arg-Gly bonds
at positions 34-35 and 50-51. The cluster Asp'°-Glu-Glu!?
makes the environment of the susceptible bond Arg-Asp too
acidic and the activity of the endoproteinase Arg-C may be
hampered by the conformation of the polypeptide chain which
has a high potential for f-turn structure at these glycine and
proline residues. On the other hand, unexpected cleavage was
observed at two Lys-Ala bonds at positions 30-31 and 59-60:
the hydrolysis of both bonds was complete.

Half of the protein molecules were cleaved at the Arg®*-
Asn® bond but only 16% of the molecules were cleaved at the
Arg?®-GIn®® bond; therefore, in addition to peptides PR-
1 (residues 1—4) and PR-2 (residues 5—30), two peptides
covering the sequences 1—30 and 1—25 were obtained in
fractions 7 and 6 respectively. The bonds Arg-Leu at position
46-47 and Arg-Glu at position 48-49 were partially cleaved.
Consequently, in addition to peptides PR-3 (residues 31—
46) and PR-4 (residues 47— 359), two peptides covering the

-sequences 31 —48 and 49— 59 (peptide PR-4a) were obtained

with a yield of 8% and 10% respectively; the former was
eluted in fraction 5 and the latter was eluted in fraction 3.

Cleavage at methiony! residues

Fragments derived from cleavage of the protein HMb at
methionyl residues with cyanogen bromide, were separated by
gel-filtration chromatography on a Sephadex G-50 superfine

Table 2 Amino acid compositions of peptides derived trom protein HMb
Values are expressed as number of residues per mole of peptide. The bers of resid inp th are from the established sequence. No correction was made for degradative
losses of threonine and serine during hydrolysis of peptides. a, 72 h hydrolysis values. b, ¢ ined sp ically. ¢, ined as b L
3 3 3 [ 3 1 : ] : B 3 B 2 : : )
t Ac-l i Ac-2Z : Ac-} 3 Ac-d 3 Ac-3 : PR-l : PR-2 1 : -3 : PR-4 3 PR-éa : PR-3 : CN-1 : CN-2 : CN-3 : Protein ;
+ Residues Resi sResidoes :Residues :Residues :Residues : Residues ¢ f Resi :Residues 1 Resi tResidves :Residves :Residues :Residues : HMb
1 19 2 MB35 3 372 3 Me72 : 7693 i (b $ 530 :o: 3M-A6 : 47-39 1 8939 : 60-9) : 168 : 6373 : 769} ;
3 H 3 3 1 3 3 3T 3 H H H 3 : :
t ¥ ] B t : % L, E 7 t ¥ ¥ B )
3 s 3 s 3 s H T3 % 3 B t t : : )
Aspartic acid t 2042 = 2502 : 10D : W3(1) ¢ s 100D = X2(®) : : 398 : : : 18D : 76(8) : 13(D) : 3 9.6(10) ;
H % H 4 3 : 2 31 $ 3 2 3 2 H H
Threonine 2 LoD ¢ L1Q1) : 1001} s OB(L) : s LI 2 k) e o2 KO(D) : LOC1) : O3{D) : 368 : H : 8% )
: ] ] H : 3 ] Tt H H t : H t )
Serine : 081} 3 t L) s : 130) 2 090) ¢ 3 : LO() ¢ s : 104 & 132 : 09(1) + 29(3) )
3 H] H s : 3 : Tz 3 s s s H s : )
Glutamic acid 3 t 87{5) : 3300 ¢ &2(8) 3 300 : : s L) : 180 2 60(6) : 73(M & LI : &2(8) = 12.1012) ;
H H 3 H B 3 s 1 : : B 1 : H t
Proline t T LI 2 104D 1302 5 21{2) s 100 2 18 : 3 : MO() : 24(2) : LD : 1L3(D) 3 60(6) )
s T ] ] 2 1 3 3 2 F} H F H 3 : )
Glycine : $ 340 : LD s LB(D) : t 2 3000 = 220 ¢ LA : 124) : 5.7(8) : : : 636 )
H 3 ] ] H H 1 s s 3 H 3 H t B t )
Alanine t t 360 2 1 21 : t 2002 32 ¢ 2102 o t s 2000 : 50(9) : 10 : : 6.046) )
s ] H H t : s 13 H : s H B H s )
Valine s LEQ) : 320 $ 81808 1 1801 2 19@ 2o 10U : LT : 19D : 200 : &7(9) : MO : L3} : 63(D) )
H s 3 $ ) t ] LI T 3 T z T 3 3 )
Methionine s s H s 034D : 1.2Q1) = 3 3 . s s : 2002 : LICQ) : 0C{1) ¢ 0.0C(0): 1.9(¢2) )
H H 3 ] 3 3 H T 3 H 2 H s H : )
Isoleucine : s : 1 12801 £ 26203 3 t 3 08(1) : 1 2900 : 09() 1 2309 : 395 )
3 ] ] 1 s 3 H LN : H ] H : s 3 )
Leucine s 100D 3 LIQD) s : 130 1 2 19 2 3 1041 2 t s 3209 ¢ : : 3.2(3) )
: : ] : ' s ' sz : : t : : : H )
Phenylalanine 1 L) 1) T 100 1 1241) s 18D 2 : 3 0901 3 O : LI 2 290 : LD 2 39 ;
3 3 3 3 3 H 3 3 H 2 3 : 3 3 3
Histidine s s 0.9(1) ¢ [T 16 s 3 09() & 2. 1 03(D 5 LA s 160 3 3 : 200 )
3 3 3 s 3 : 3 s 3 Cot 3 H H H : s )
Lysine s 3 L9 2 09(1) 1 50(3) 1 376 t 1842 & 3 07() 2 300 : 320 : 32(8) : 7.2(N : LI : 586 : tKA(G) ;
t 1 3 t H s x t 3 H ] : s s t :
Arginine s 2400 1 33D T 368 t 0.9(1) 1 24(2) 3 3 2002 : 200D : Q¥ : LI : 70 3 1) : : 34D )
s 3 ] ] 3 : -1 [ : ] s H 3 1 : )
Teyptophan 3 s 3 LN (VI LT {) I s Tt 3 t t D@ ) : D) s 19 )
3 3 [ t 3 : s 12 s 3 ] 3 H t t )
1 3 [] 3 : s 3 s ]
TOTAL o T T T R T I TR P I
M : s N . : N s 3 : 3 1 : : : z )
FractionNumber + & &t 243 s } ¢ 7 3 3 : 1 18 MR N A R D S B R )
M : s, N N N N s 3 t s ] 1 s 3 s )
% yield of 30 2 D 13 1 198 S 1 & 1 32 gt W K1 W A5 % 2 2 3 6 )
recovery ' 3 [ t 3 3 [ I ' 3 i ' : ' M )
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- of protein HMb peptides per

d on the gas-phase sequencer.

The runs were performed ence for cach peptide uning the 02 N VAC pragram.

of amino acids were identified and quantified by HPLC.

T x B 3 3 3
( Peptides : Ac-4 s Ac-3 1 PR-3 : CN-3
3 3 3 3
Quantity of material subjected 1 6 nenol ] 3 nmol 3 € nmol 1 & nenel
16 degradation H t H H
Repetitive yield (%) 3 9.7 ) 9.1 ] ns s 9.9
: ] 3 s
s s t t
Cycle ] ified: Yield ified: Yied 13 ieds Yield Yield
i cesidue 3 (nmol) ¢ residue : (nmol) s residue : (nmol) 3 residue : (amol}
B 1 ] 3 3 3 Lt s
1 S ¥ ¥ T ¥ 0 ™ )
3 ! 3 s H t ] H )
] : val 1 300 : Tp 3 G81 : Ala : 300 3 Pro 3 299
3 3 3 * 3 3 H 1]
2 : He 1 490 1 Met : 200 : Tp s A7 :+ Gk W30
. 2 1 L 3 3 1 3 3
] : Arg t 391 1 Pro 3 180 : Lys 3 500 : Lys 1 209
L H ) H H 3 3 1
L] t Lew 1 221 ¢+ G : 147 3 Gl 3 600 : lle ¢ 2.9
3 H H 1] % b 2 3
3 : Arg s 387 3 Lys &t 200 1 Met 3 500 : Ser : 043
3 s 1] 3 H 3 1] 1]
[ : Gk ot 330 :  le r 076 3 Val : 3500 : Lys 1 280
: 1 3 3 3 3 3 3
? i Arg t 960 : Ser : 033 : Gl 1 800 : Pro 1 236 )
s ] H i : : : H )
+ Gy 3 261 3 Lys = 100 = Ala : 800.: Phe : 2.13
H H H 3 3 H : 3
* t The 3 327 3 Pro ¢ 06% 3 Pro : 800 : Val : 136
*( 2 H H H H] H 3 H
10 : Llys @ 307 : Phe 078 3 Lys : 800 : Lys 143
B H H 3 H H : 3
1t t Lys ¢ &1 : val : 100 : Asn : 400 Lys : 183
i B t 3 H 3 3
12 :  val 235 3 Lys 3 100 3 Arg 3 26 : Gl 1 178
L 3 H 1 3 H 3 3
13 :  His ¢ 143 ¢ Lys @ 100 ¢ Pro : 300 : Lys 1 132
1 2 H H H 1]
{ is s vl 3 167 & Gl 03 : Asp : 300 s le :  1OL
{ H H : ] ]
135 Phe ¢ 249 : Lys 041 ¢ Trp : 102 G 'z 27N ;
3 z 3 3 * : %
13 s Lys : 283 : He i 028 :  Met : 300 Lys 1+ LI5 )
s 3 : : H s i )
{ 177 : AMa : 233 : Gh 03 : Pro : 3.00.: Ule : 073 ;
H H 3 3 £ H 3
{ 18 t Trp oz Oz Lys 016 ¢+ Gh 3 206 ] )
{ : t : 3 1. 3 t H )
( 19 Lys z 201 : Ue : 021 s Llys 3 300 3 : )
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{ H t H : s ] t H )
21 i Met : 100 : t : Ser : 023 : H )
H ] : : 3 ] s )
22 : val @ 036 : t Lys : LOO 3 )
s s H s 1 H ] )
23 3 Gt 093 = 1 t Pro : 200 3 H )
: t T H 3 : H 3 )
2 + Ala ¢ 083 : H s Phe 1 101 : ] )
{ : 3 : : s t ] t )
( 23 Pro : 073 3 s : Vat o 022 @ H )
: H : s H ] 3 3 )
2% t Lys 1 08 ¢ H s Lys ¢ 100 . H )
: t H H ] : H H )
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H H H ] s 3 H H }
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3 3 s ] H i 3 3 )
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H H 3 ] 3 T t )
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: : H H t B H )

column (Fig. 2). Their amino acid compositions are presented
in Table 2.

The lack of homoserine in peptide CN-3 and the data
showing that peptide CN-3 and protein HMb have the same
carboxy-terminal sequence determined as Ile-Glu-OH
(Table 5) led us to assign the peptide CN-3 to the carboxy-
terminal position in the protein. The complete sequence of
peptide CN-3 was determined by automated Edman degrada-
tion performed on the gas-phase sequencer {Table 3).

Complete amino acid sequence of the protein HMb

The complete amino acid sequence of the protein HMb is
presented in Fig. 3. The sequence of the amino-terminal half
of the protein” HMb (residues 1—44) was determined by
automated Edman degradation of the protein. This sequence
was confirmed by the data provided by peptides Ac-1, Ac-3,

PR-1, PR-2 and PR-3. The sequence of the carboxy-terminal
half of the protein HMb (residues 44 —93) was unambigously
established from sequence analyses of peptides Ac-4, Ac-S,
PR-4, PR-5, CN-2 and CN-3. Alignment of fragments Ac-3
(residues 37—42) and Ac-4 (residues 44—72) was provided
by the overlapping peptide PR-3 (residues 31 —46). Alignment
of fragments Ac-4 and Ac-5 (residues 74—93) was deduced
from sequence analysis of peptide PR-5 (residues 60—93).
‘The assignment of peptides Ac-5 and PR-5 to the carboxy-
terminal position in protein HMb was supported by the se-
quence analyses of fragment CN-3.

The sequence data led us to discover that the apparent
molecular size of protein HMb determined by SDS/polyacryl-
amide gel electrophoresis was overestimated: the protein
HMb migrates as a protein of M, 14500 which corresponds
to a polypeptide chain of 123 amino acid residues [9]. But in
all the sets of peptides generated by chemical or enzymatic



cleavages of the protein HMb (including a cleavage at
tryptophan residues, data not shown) we never found peptides
which might overlap a sequence beyond the residue at position
93. This was confirmed by determining the carboxy-terminal
sequence of the protein HMb. The relative molecular mass of
the protein HMb calculated from the sequence data is 10757.
The abnormal electrophoretic migration of protein HMb in
SDS/polyacrylamide gel is due to its high content of basic
amino acids. Such an abnormal electrophoretic behaviour
was also observed for calf thymus histone H4:protein HMb
and histone H4 (calculated M, 11280) exhibit the same migra-
tion which is slightly slower than that of a-lactalbumin (M,
14400) (Fig.4).

DISCUSSION

The protein HMb is mainly characterized by a high
amount of charged residues (15% of acidic residues and
26.8% of basic residues) which are distributed all along the
polypeptide chain (Fig. 5). However, three sequences enriched
in charged residues are obvious in the molecule: an acidic
sequence (residues 10--15), a basic sequence (residues 46 —

20,

A"..-

10.

MRNOINIOVEAN  INIEINEA

100 Etftuentim)

Fig.2. Fractionation by gel-filtration ch graphy of peptides derived from cleavage at
methiony! residues. Peptides (0.5 pmol in 0.7 ml of 6 M guanidine hydrochloride, 0.01 M
HC1) were loaded on a Sephadex G-50 superfine column (90 x 1.6 cm). The column was
equilibrated and ¢luted with 0.01 M HCI saturated with chloroform, 1.3-ml fractions were
collected at a flow rate of 4.0 mi/h. (——) Absorbance at 220 nm
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56) and the carboxy-terminal sequence (residues 85-93)
where the four positive charges are balanced by the negative
charges given by three glutamic acid residues and the free a-
carboxyl group.

Most of the hydrophobic residues are associated in
doublets or triplets. They are probably involved in strong
hydrophobic interactions which might account for the high
tendency of the protein HMb to aggregate during its purifica-
tion process. The four residues of proline at positions 68, 72.
76 and 82 give to this region of the protein a highly folded

Table & Edman degradation of protein HMb pepties performed on the
liquid-phase sequencer. .

The runs were performed ooee lu u:hpeplnk using the 0.33 M quadrol
program (11 19 73) in the p
of amino acids were identificd and quumhea by HPLC and when necessary by
gas chromatography indicated by GC.

( 3
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{ Quantity of material 3
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Repetitive yield (%)

PR-4a
59 nmol

2.

Cycle

+ Residue

e S o st o o e S s

E3

H
(e N800 N
rrowlLblby

Ala T - H 3
Ala T - L2 t

= s o o o P e S o s S S P s e .
-
£

A o S o S Pt 2 o 5 o 0 St

20 30

1 10
(H)Ser-Asn-Thr-Arg-Asn-Phe-Yal-Leu-Arg-Asp-Glu-Glu-Gly-Asn-Glu-His-Gly-Val-Phe-Thr-Gly-Lys-Gln-Pro-Arg-Gln-Ala-Ala-Leu-Lys-Ala-
+* * * +

+ * +* * + * * * L4 * * *

e e A ——
Ac-1

e, i

e e Wi i R e R e K IR e e By M s ol ol ool

* +* +* * * * * * +* L 4 <+ * +* + +*

o

PR-1

—— —— ——

PR-2

40 $0 60
Ala-Asn-Arg-Gly-Asp-Gly~Thr-Lys-Ser-Asn-Pro-Asp-Val-1le-Arg-Leu-Arg-Glu-Arg-Gly-Thr-Lys-Lys-Val-His-Val-Phe-Lys-Ala-Trp-Lys-
» L 4

* + * + * * * * + * * *

e R " N

.—b"’—b-—.—b—»—b—b—b—.—’—b—b—h—b—h—’—b—»

Ac~3 Ac-4
i i, ol i b vl Sl ol S iy, e i S—— ——— S, it gmliun. . . s, g — e,
PR-J i PR-4

R R T Ty,
PR-4a

70 80 90 93
Glu-Met-Val-Glu-Ala-Pro-Lys-Asn-Arg-Pro-Asp-Trp-Met-Pro-Glu-Lys-1le-Ser-Lys-Pro-Phe-Val-Lys-Lys-Glu-Lys-1le-6lu-Lys-11e-Glu( OH)

- i

v el s, B Bt e, e el S o] r

i

o -  w—  a—p  o—
Ac-5

—t L —

e el af e e e amip. —(— i — —t — i . - ——py. — — ol iy oy i wlipn iy i g T o - - 5

PR-5
e i

o-2

S P e e o e e i b —bn b B O e ol b

=3 ===

Fig.3. Complete amino acid sequence of the Methanosarcina barkeri protein HMb. Methods used for determination of the scquence are
indicated as follows: + + + automated Edman degradation of the protein; —» automated Edman degradation of peptides; — manual Edman
degradation of peptides; v carboxypeptidase hydrolysis
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conformation where f turns are placed side by side as pre-
dicted by the statistical method of Fasman et al. [15).

The protein HMb does not show any amino acid sequence
homology either to eubacterial or to archaebacterial chromo-
somal proteins. With an amount of basic residues equal to
27% and a net charge of + 10, the protein HMb is much more
basic than eubacterial HU-type proteins: the Escherichia coli
HU protein contains 16.7% basic residues and has a net
charge of +4. Moreover the distribution of basic residues in
the two types of proteins is quite different; in HU-type pro-
teins which lack highly basic sequences, the basic residues are
scattered along the polypeptide chain (Fig.5). The protein
HTa, isolated from the archaebacteria T. acidophilum [10],
has an amino acid sequence clearly homologous to that of
eubacterial HU-type proteins {11]. "However a higher basicity

- o we = —— 0-lactalbumin (Mr 14 400)

+

m H§ HMb m

Fig.4. SDS/polyacrylamide gel electrophoresis of Methanosarcina
barkeri protein HMb and calf thymus histone H4. The M, markers in
lane m are: phosphorylase b (94000), bovine serum albumin (67000),
ovalbumin (43000), carbonic anhydrase (30000), soybean trypsin in-
hibitor (20100), a-lactalbumin (14400). Samples (7 pg) were treated
with 5% SDS, 2% 2-mercaptoethanol for 2 min at 100°C and run at
40 mA for 150 min on a 5—30% polyacrylamide gradient gel [17].
Electrode buffer (Tris/glycine, pH 8.3) and gel buffer (Tris/HCI,
pH 8.9) were made 0.1% in SDS. The gels were stained with 0.5%
Coomassie blue R-250 in acetic acid/ethanol/water (1:2:7, v/v/v) for
15 h. The gel was destained by diffusion in acetic acxd/ethanol/waler
(4:5:31, vjvjv)
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(net charge equal to +13) and the presence of clusters of two
or three basic residues, differentiate the protein HTa from
eubacterial HU-type proteins. The DNA-binding protein
isolated from Sulfolobus solfataricus 8] differs from protein
HMBb in size (M, 7000) and in primary structure. Proteins
of M, ~ 14500 and exhibiting physico-chemical properties
different from those of protein HMb have been characterized
in Methanosarcina thermoautotrophicum [16] and in Sulfolobus
acidocaldarius (protein HSa) [7]. Unlike protein HMb, the
former is not acid-soluble and the protein HSa is distinct from
the protein HMBb particularly with respect to the amounts of
lysine, arginine and lcucine.

On the other hand, the protein HMb presents some anal-
ogies with the smallest core histone, the histone H4 in: (a) its
molecular size; (b) its tendency to form aggregates and (c) the
large number of basic residues, several of which are associated
in doublets or in sequences where they are separated from
each other by one or two non-basic residues. However the
following differences between these two proteins have to be
emphasized: (a) due to its high content in dicarboxylic amino
acids, the protein HMb is less basic than histone H4 which
has a net charge equal to + 19; (b) the protein HMb contains
two residues of tryptophan, an amino acid residue which is
not encountered in any histones; (c) in histone H4, the highly
basic character is located in the amino-terminal half of the
polypeptide chain whereas an opposite distribution is
encountered in protein HMb: two thirds of its basic residues
are located in the carboxy-terminal half of the polypeptide
(Fig. 5); (d) no significant amino acid sequence homology has
been detected between the protein HMb and calf histone H4
by a computer-based survey.

Determination of the carboxy- terminal sequences of the

Table 3
protein HMb and of peptide CN-3.
Results are expressed in number of residues released
in the digests {see Methads).
Carboxypeptidase Y protein HMb Giu 1.0, Nle 0.6
for 7h Ppeptide CN-3 Gl 0.9, lie 0.0
Carboxypeptidase A protein HMb Giu 1.0, lie 0.9
for 05N peptide CN-3 Glu 0.9, lle 0.3
iy 11 opil

Pretein HU-1 l ll—l T : IJ

1 i | l

Pretein EMD _I_l"r_‘l_LL_L.L'J_'J_ll.LJLUJ.'_rU_I_'LJ_u'LlLl
Histons M4 Ao l' N} ﬂl | | 1' I! ] 14
. 1923 38 A 33 88 13 s B W

Fig.S. Distribution of basic { 1. ) and acidic (T ) residues in protein HU-1 (Escherichia coli) [ 18], protein HMb (Methanosarcina barkeri) and

histone H4 (calf thymus) [19]



Circular dichroic spectroscopy indicates that the protein
HMb is almost devoid of a-belix structure. We are now
looking for the conformational state of the protein and the
way it can organize the DNA in the archaebacterial nucleoid.
We also have to determine whether the protein HMb is able
by itself to play this function or if it must be associated with
another chromosomal protein, such as the 7-kDa protein
found in the Methanosarcina barkeri deoxyribonucleoprotein
complex [9].

The authors are grateful to Dr J. P. Touzel (Station de Tech-
nologie Alimentaire, INRA, Villeneuve d’Ascq) who provided the
cultures of Methanosarcina barkeri and for valuable discussions. They
are indebted to A. Lemaire, M. J. Dupire, and W. Kruggle for skilful
technical assistance and to M. Lestiennes for editorial assistance.
They also thank the service commun de séquence Unités 409 CNRS/
16 INSERM for sequencer runs. This work was supported by grants
from the Centre National de la Recherche Scientifique, from the Pole
Régional Anaérobies and from the Fondation a la Recherche Médicale.

REFERENCES

1. Fox,G. E., Stackebrandt, E., Hespell, R. B., Gibson, J., ManilofT,
J., Dyer, T. A., Wolfe, R. S., Balch, W. E,, Tanner, R. S,
Magrum, L. J., Zablen, L. B., Blakemore, R., Gupta, R.,
Bonem, L., Lewis, B. J., Stahl, D. A., Luehrsen, K. R., Chen,
K. N. & Woese, C. R. (1980) Science ( Wash. DC} 209, 457—
463.

2. Fox, G. E. (1985) in The bacteria, a treatise on structure and
Sunction (Woese, C. R. & Wolfe, R. S., eds) vol. VIII, pp.257—
301, Academic Press, New York.

10.
.
12.
13.

14.

15.
16.

17.
18.

19.

65

687

. Pettijohn, D. E. (1982) Cell 30, 667 — 669.
. Rouviére-Yaniv, J., Yaniv, M. & Germond, J. E. (1979) Cell 17,

265274,

. Broyles, S. S. & Pettijohn, D. E. (1986) J. Mol. Biol. 187, 47—

60.
. Searcy, D. G. (1975) Biochim. Biophys. Acta 395, 535—547.
. Green, G. R, Searcy, D. G. & De Lange, R. J. (1983) Biochim.

Biophys. Acta 741, 251 —-257. :

. Kimura, M., Kimura, J., Davie, P., Reinhardt, R. & Dijk, J.

(1984) FEBS Lett. 176, 176—178.

. Chartier, F., Laine, B., Sautiére, P., Touzel, J. P. & Albagnac, G.

(1985) FEBS Leut. 183, 119—123.

Dec Lange, R. J, Williams, L. C. & Searcy, D. G. (1981) J. Biol.
Chem. 256, 905—911.

Laine, B., Bélaiche, D., Khanaka, H. & Sautiére, P. (1983) Eur.
J. Biochem. 131, 325—331. ’

Laine, B., Bélaiche, D., Sautiére, P. & Biserte, G. (1982) Biochem.
Biophys. Res. Commun. 106, 101 —107.

Tarr, G. E., Beecher, J. F., Bell, M. & McKeaw, D. (1978) Anal.
Biochem. 84, 622 —621.

Edman, P. & Henschen, A. (1975) in Protein sequence determina-
tion (Needleman, S. B, ed.) 2nd edn, pp.232—279, Springer-
Verlag, Berlin, Heidelberg, New York.

Fasman, G. D., Chou, P. Y. & Adler, A. J. (1976) Biophys. J. 16.
1201 —1238.

Thomm, M., Stetter, K. O. & Zillig, W. (1982) Zentralbl.
Bakteriol. Hyg. I. Abt. Orig. C3,128—-139.

Laemmli, U. K. (1970) Nature (Lond.) 227, 680—685. -

Laine, B., Kmiécik, D., Saatiére, P., Biserte. G. & Cohen-Solal.
M. (1980) Eur. J. Biochem. 103, 447 —461.

De Lange, R. J., Fambrough, D. M., Smith, E. L. & Bonner, J.
(1969) J. Biol. Chem. 244, 319 —334.



66
PUBLICATION N°2

236 Biology of Anaerobic Bacteria, edited by H.C. Dubourguier et al.
Elsevier Science Publishers B.V., Amsterdam, 1986 — Printed in The Netherlands

FEATURES OF THE PRIMARY STRUCTURE OF THE METHANOSARCINA BARXERI CHROMOSOMAL
PROTEIN HMb COMPARED TO THOSE OF EUKARYOTIC AND PROKARYOTIC CHROMOSOMAL PROTEINS

M. IMBERT, F. CHARTIER, B. LAINE and P. SAUTIERE

Unité Associée 409 CNRS, Institut de Recherches sur le Cancer, Place de Verdun
59045 Lille Cédex, France.

SUMMARY )

The basic protein HMb is the major component of the Methaosareina barkert
nucleoprotein complex. The main features of protein HMb primary structure are
described and compared to those of eukaryotic, eubacterial and archaebacterial
chromosomal proteins. Protein HMb is not homologous to any of these chromosomal
proteins.

INTRODUCTION .

The composition and the organization of the chromosome in eukaryotes and eu-
bacteria are quite different (ref.l). Inside the nucleus of eukaryotic cells
packaging of DNA is mainly ensured by basic proteins called histones, whereas in
eubacteria, HU-type proteins are involved in DNA condensation. The discovery +of
archaebacteria, a line of descent distinct from eubacteria and eukaryotes (ref.
2), led several authors to investigate the protein composition of their nu-
cleoid. Chromosomal proteins have been isolated from three strains of thermoaci-
dophiles : Thermoplasma acidophilum (ref.3), Sulfelobus acidocaldarius (ref.4),
and  Sulfolobus solfataricus (ref.5). Up to now, only one chromosomal protein
(protein HMb) has been characterized from a methanogenic bacteria : Methmosar-
cina barkeri strain MS (ref.6). The main features of protein HMb primary struc-
ture are described and compared to those of eukaryotic, eubacierial and archae-
bacterial chromosomal proteins.

RESULTS AND DISCUSSION ¢ .
Protein HMb is the major component of the acid extract of the Methanosarcina
barkeri deoxyribonucleoprotein complex. It is a polypeptide of 93 amino acid re-
sidues (Mr 10,757) which tightly binds to the double stranded DNA : a sodium
chloride molarity of 0.47 M is necessary to desorb the protein HMb from a column
of E.coli DNA bound to cellulose. The protein HMb has a high content of basic
residues (Lys 14 ; Arg 8 and His 2) and of acidic residues (Asp 4 and Glu 10).
Half of the basic residues are clustered in sequences such as B-B-X-B (residues
53-56 and 85-88) or B-X-B (residues 46-48, 48-50, 70-72) where B and X respec-

S —
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Fig.l. Amino acid sequence of the Methanosarcina barkeri protein HMb. Basic re-
sidues are in black dots and acidic residues are in grey dots.

. [N

tively represent basic and non basic residues. On the other hand four dicarbo-
xylic residues constitute an acidic cluster in the sequence 10-15. According to
the distribution of the charged residues, three main domains can be distin-
guished in the amino acid sequence of the protein HMb (Fig.l). The median se-
quence (residues 46 through 62) has a highly basic character with a net charge
equal to +7 whereas in the amino-terminal half of the protein and in the carbo-
xy-terminal demain the high number of basic residues is balanced by numerous a-
cidic residues. '

The Table 1 deals with the comparison of the molecular weight and the overall
basicity of eukaryotic histones; E.z20lZ protein HU and various chromosomal pro-
teins isolated from archaebacteria.

The protein HMb differs from the Sulfolobus acidocaldarius protein HSa (ref.
4) and from the protein 7kD isolated from Sulfolobus solfataricus (ref.5) in
terms of molecular size and of basicity. On the other hand the protein HMb has a
molecular weight close to that of Z.coli protein HU (ref.7), T.qzidephilim pro-
tein HTa (ref.8) and calf thymus histone H4 (ref.9). These proteins were selec-
ted to compare the distribution of the hydrophobic and charged residues in their
polypeptide chains. The E.coli protein HU is in fact a heterodimer constituted
of two polypeptides HU-1 and HU-2 ; as these proteins have closely related amino
acid sequences, only the protein HU-1 is shown in Figures 2 and 3. The protein
HTa represents an exception within HU-type proteins. It exhibits numerous sub-
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TABLE 1
Chemical characteristics of chromosomal proteins
EUKARYOTES EUBACTERIA ARCHAEBACTERIA

H2B H2A  H3  H4 HU Hla HMb HSa 7kD
Molecular size 13770 14000 15300 11280 9500 9930 10760 14500 7000
Basic residues ¥ 25 23 24 26 17 2 77 16 27
Net charge ~ -~ +18 +16 +20 +16 +4 +13 +10 nd +5

The proteins HU, HTa, HMb, HSa and 7kD are respectively isolated from E.colt,
T.acidophilum, M.barkeri, S.acidocaldarius and S.solfataricus. The values given
for histones H2B, H2A, H3 and H4 are those of calf thymus histones.

stitutions by comparison with E.coli protein HU-1 but the amino acid residues
which play a crucial role in the function of the protein are strickly conserved
{ref.10). With 102 residues (Mr 11,280) histone H4 is the smallest of the five
species of histones, it is the most conserved during evolution and constitutes
with histone H3 a tetramer (H3-H4), which is essential in the formation and the
stability of the nucleosome protein core. ‘

The comparison of the hydrophobicity diagrams indicates that the protein HMb
is radically different from the other proteins (Fig.2). The protein HMb exhibits
a marked hydrophilic character due to its high content of charged residues (42%
of the total amino acid residues) distributed all along the polypeptide chain.
On the contrary large hydrophobié domains are encountered in the three other
proteins ; they play an important role in the conformation of these proteins and
in the formation of oligomers. In HU-type proteins, including the archaebacte-
rial protein HTa, these hydrophobic domains are well conserved and are involved
in hydrophobic interactions between the structufa1 segments of the protein {a
helices or R stranded sheets). These hydrophobic interactions give a globular
shape to the dimer HU which corresponds to the functional state of this chromo-
somal protein (ref.10)}. On the other hand, the protein HMb behaves as a monomer
and preliminary data indicate that, when dissociated from the DNA, it does not
exhibit a conformation as well organized than that of HU-type proteins.

The protein HMb also differs from the HU-type proteins in its amount of basic
residues and in its net charge (Table 1). Moreover in protein HMb, half of the
basic residues are clustered and constitute highly basic sequences (Fig.3). Such
a distribution is not encountered in eubacterial HU-type proteins where the ba-
sic residues are scattered all along the polypeptide chain. Only the P.acidophi-
lum protein HTa displays a strong basicity with a net charge equal to +13 and
with the presence of clusters of twe or three basic residues.

.
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20 40 60 80 100

Protein HU-1

Protein HTa

Protein HMb

Histone H4

Fig.Z. Hydrophobicity diagrams ot proteins HU-1 (E.250¢), HTa {T.acidophiliov),
HMb [ Zarkerd) and calf thymus histone H4. The diagrams were drawn according to
(ref.11) and using a computer program. Hydrophobic sequences appesr in shaded
areas and hydrophilic sequences in non-shaded areas.

The amount of basic residues in protein HML is similar to that found in his-
tones. However a higher content of dicarboxylic amino acid residues makes the
net charge of protein HMb lower than that of histones. Moreover, unlike in pro-
tein HMb, acidic residues are not found in the seguences of histones where basic
residues are clustered. Consequently the basic domains of histones have a very
high net charge : the amino-terminal half of histone H4 (residues 1 through 45)
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Fig.3. Distribution of basic (1) and acidic () residues in proteins HU-1 (E.
coli)(ref.7), Hla (T.acidophilum)(ref.8), HMb (M.barkeri) and histone H4 (calf
thymus)(ref.9). )

has a net charge of +13. A last character differentiates protein HMb from histo-
nes : it is the presence in protein HMb of two residues of tryptophan, an amino
acid residue which is not encountered in any histone.

In conclusion, by its high basicity and the presence of basic clusters, the
protein HMb appears to be closer to eukaryotic histones and to T.acidophilun.
protein HTa than to eubacterial HU-type proteins. However any sequence homology
can be observed between protein HMb and histones or protein HTa.

Work is in progress to localize the protein HMb in the nucleoid of Methano-
sarcina barkeri using an immunochemical method. We also are looking for the con-
formational state of the protein and the way it can condense the DNA of this
bacteria. '

The authors are grateful to Dr J.P.Touzel from the Station de Technologie A-
limentaire, INRA, Villeneuve d'Ascq, for valuable discussions and for growing
the bacteria. They are indebted to A.Lemaire-Poitau, T.Ernout and A.Hemez for
skiful technical assistance. This work was supported by grants from the Centre
National de 1a Recherche Scientifique and the Pdle des Anaérobies de la Région
Nord-Pas de Calais.
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II1 - 1 ETUDE DE LA PROTEINE MCl DE METHANOSARCINA BARKERI MS

III - 1-1 STRATEGIE

La figure III-1 schématise la stratégie que nous avons
adoptée pour déterminer la séquence en acides aminés de la
protéine MC1l de M.barkeri. Dans un premier temps, la séquence
N-terminale de la protéine (44 résidus) a été établie par dé-
gradation d'Edman automatisée. Nous avons ensuite cherché a
obtenir un nombre restreint de fragments peptidiques faciles
4 isoler. Pour cela la protéine a été coupée spécifiquement
par des méthodes chimiques ou enzymatiques, le choix des cou-
pures découlant des caractériStiqhes de la composition en a-
cides aminés de la protéine MCl.

La protéine MC1l de M.barkeri MS renferme 10 résidus d'acide
aspartique ou d'asparagine (Tableau II1I-1, p.76). Le caractére
basique de la protéine MCl, déterminé par sa migration électro-
rphorétique, éuggérant gue les résidus d'acide aspartique étaient
peu nombreux, nous avons choisi le clivage des liaisons aspar-

tyles par 1l'acide acétique 0,25 M.

La coupure de la protéine MCl par le bromure de cyanogéne
a été réalisée en fonction de la présence de deux résidus de

méthionine dans la protéine.

L'endoprotéinase Arg-C a été choisie du fait de son étroite
spécificité et de la présence de 8 résidus d'arginine dans la

protéine.
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FIGURE III-1 - Stratégie adoptée pour la détermination de la séquence en acides aminés de
la protéine MC1l de M.barkeri.

S.A :
tion d'Edman) .

séquence N-terminale de la protéine MCl établie par séquencage automatique (dégrada-

Peptides obtenus par hydrolyse de la protéine MCl par l'acide acétique (Ac- ), avec l'endo-
protéinase Arg-C (PR- ), par le bromure de cyanogéne (CN- ).
Les rectangles noirs représentent les séquences déterminées dans les fragments peptidiques.
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IIT - 1-2 RESULTATS

III - 1-2-1 Contribution personnelle

L'étude de la structure primaire de la protéine MC1l de
Methanosarcina barkeri MS constitue un ensemble de travaux réa-
lisés par Bernard LAINE, Francois CHARTIER, Pierre SAUTIERE

et nous-méme et qui a fait 1l'objet de la publication n°l.

Pour notre part, nous avons étudié les peptides obtenus
par action de l'endoprotéinase Arg-C et nous avons déterminé
la séquence de 1'extrémité C-terminale de la protéine par hy-
drolyse avec les carboxypeptidases Y et A.

L'hydrolyse enzymatique de la protéine MC1 par 1l'endopro-
téinase Arg-C a permis d'obtenir des peptides de longueur
moyenne et gqui recouvrent ensemble’la protéine entiére. Le
peptide PR-5 (résidws 60-93) est particuliérement intéressant
car il a permis l'alignement des peptides CN-2 et CN-3 ainsi
que des peptides Ac-4 et Ac-5. Certaines liaisons arginyles
ont été coupées partiellement, ces résultats sont discutés
dans la publication n°l : il faut souligner en particulier la
coupure imprévue des liaisons Lys-Ala en positions 30-31 et

59-60. L'hydrolyse de ces liaisons a été compléte.

Avec une masse moléculaire apparente de 14.400, en élec-
trophorése sur gel de polyacrylamide SDS, la protéine MCl1l sem-
blait correspondre a un polypeptide de 125 -résidus (CHARTIER
et coll., 1985) mais les travaux de ségquence ont montré sans

équivoque que la protéine MCl ne contenait que 93 résidus.

Par ailleurs, la séquence C-terminale de la protéine a
été confirmée en hydrolysant la protéine et le peptide CN-3,
successivement avec les carboxypeptidases Y et A. Le peptide
CN-3 obtenu par coupure de la protéine avec le bromure de cya-
nogéne est dépourvu d'homosérine. Il correspond donc a la sé-
quence C-terminale de la protéine. L'hydrolyse avéc la carboxy-
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peptidase Y & pH 5,5 a donné d'excellents résultats puisqu'un
résidu d'acide glutamique a été libéré par molécule de pro-
téine et de peptide CN-3. L'action de la carboxypeptidase A a

ensuite libéré le résidu d'isoleucine en position 92.

IITI - 1-2-2 Séquence compléte

Les travaux concernant la détermination de la séquence
compléte de la protéine MCl de M.barkeri MS ont fait 1'objet
de la publication N°1.

IIl - 2 ETUDE DE LA PROTEINE MCl DE METHANOSARCINA SP SOUCHE
MST-A1

IIT - 2-1 STRATEGIE

La figure III-2 schématise la stratégie que nous avons
adoptée pour déterminer la séquence en acides aminés de la
protéine MCl de Methanosareina sp MST-Al. La stratégie est ba-
sée sur le fait que les protéines MC1l de M.barkeri et de Metha-
nosarcina sp sont des protéines homologueé : elles présentent
la méme migration électrophorétique en gel de polyacrylamide
en milieu SDS (Figure II-5, p.45) et leurs compositions en
acides aminés sont trés proches (Tableau III-1l). Par consé-
qﬁent,nous avons utilisé les mémes méthodes de coupures chimi-
ques et enzymatiques (acide acétique 0,25 M, bromure de cyano-
géne et endoprotéinase Arg-C) pour élucider la structure pri-
maire de la protéine MC1 de Methanosarcina sp MST-Al. Néanmoins,
le peptide 36-65 obtenu aprés hydrolyse a l'acide acétique
0,25 M n'a pas pu &tre ségquencé. Un autre type de coupure a
dll étre envisagé afin de couvrir la région médiane de la pro-

téine. Le clivage aux liaisons glutamyles par la protéase
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TABLEAU III-1

Compositions en acides aminés de la protéine MCl de Methano-
sarcina barkeri souche MS et de Methanosarcina sp souche MST-Al

Methanosarceina barkeri Methanosarcina sp
souche MS souche MST-Al

Asp ' 10%* 9,5 (10)
Thr 4 4,2 (4)
Ser 3 3,7 (2)
Glu 12 11,4 (11)
Pro 6 6,1 (6)
Gly 6 6,3 (6)
Ala 6 8,3 (8)
Cys 0 0 (0)
val 7 6,2 (6)
Met 2 0,9 (1)
Ile 4 4,7 (5)
Leu 3 4,1 (4)
Tyr 0 0 (0)
Phe \ 4 4,0 (4)
His 2 2,0 (2)
Lys 14 13,7 (14)
Arg 8 7,9 (8)
Trp 2 2,0 (2)
Total 93 93

* Les résultats sont exprimés en nombre de résidus d'acides
aminés par molécule de protéine et les chiffres entre pa-
renthéses correspondent aux résidus effectivement présents
dans la séquence.
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FIGURE III-2 - Stratégie adoptée pour la détermination de la séquence en acides amlnés de
la protéine MC1l de Methanosarcina sp souche MST-Al.

S.A : séquence N-terminale de la protéine MCl obtenue par séquencage automatique (dégrada-

tion d'Edman)

Peptides obtenus par hydrolyse de la protéine MCl par l'acide acétique (Ac- ), avec l'endo-

protéinase Arg-C (PR- ), par le bromure de cyanogéne (CN~ ), avec la protéase staphylococ-

cale (PE- ).

Les rectangles noirs représentent les séquences déterminées dans les fragments peptidiques.

LL



78 -

staphylococcale a donc été réalisé, non pas sur la protéine
intacte mais sur le fragment 1-75 obtenu aprés hydrolyse de

la protéine MCl1l par le bromure de cyanogéne. Nous avons ainsi
‘évité 1l'obtention d'un hydrolysat complexe di & la libération
de nombreux petits peptides provenant de la partie C-terminale

de la protéine trés riche en résidus d'acide glutamique.

IITI - 2-2 MATERIEL ET METHODES

Les conditions d'hydrolyse au niveau des résidus d'acide
aspartique, de méthionine, et par 1'endoprotéinase Arg-C sont

décrites dans la publication n°1.
* Hydrolyse avec la protéase staphylococcale V8

La protéine MCl1l (350 nM) a été hydrolysée avec la protéase
staphylococcale V8 (Miles) dans 2 ml de tampon acétate d4d'ammo-
nium 0,05 M a pH 4,0 pendant 14 h a 37°C en utilisant un rap-
port enzyme/substrat de 1/40 en poids. La digestion est arrétée

par chauffage & 100°C pendant 2 minutes. L'hydrolysat est en-

suite évaporé a3 sec.
* Fractionnement des peptides

Les peptides obtenus aprés hydrolyse de la protéine MC1l par
1'acide acétique ou avec 1l'endoprotéinase Arg-C ou avec la pro-
téase staphylococcale ont été séparés par chromatographie 1li-
quide haute performance (CLHP) en phase inverse sur une colonne
Cis uBondapak (Waters Associates) et en utilisant les systémes

de gradients indiqués dans les figures I1II-3,III-4 et III-6.

Les peptides produits par. la coupure au bromure de cyano-
géne sont séparés par chromatographie de tamisage moléculaire
sur une colonne de Sephadex G-50 superfin (95x1,6 cm) équili-
brée et éluée avec HC1l 0,01 M.
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III - 2-3 RESULTATS

* Coupure aux résidus d'acide aspartique

Aprés hydrolyse par l'acide acétique 0,25 M de la protéine
MC1l de Methanosarcina sp MST-Al, trois peptides (Ac-1, Ac-2,Ac-3)
ont été obtenus purs (Figure III-3). Seuls les peptides Ac-1 et
Ac-3 ont'pu étre séquencés par dégradation d'Edman automatisée.
Le peptide Ac-2 qui est élué dans les fractions 5 et 6 n'a pas
pu étre dégradé : ce point sera discuté ultérieurement. Néan-
moins, les caractéristiques de sa compositibn en acides aminés
(présence d'un résidu de phénylalanine et d'un résidu d'histi-
dine, richesse en lysine) permettent de placer sans ambiguité
ce peptide en position 36-65 (Figure III-7). L'hydrolyse du A
peptide Ac-2 avec l'endoprotéinase Arg-C a permis d'obtenir le
peptide Ac-2-PR-1. Compte tenu de la spécificité de 1'endopro-
téinase Arg-C, ce peptide qui ne posséde pas d'arginine & son
extrémité C-terminale peut étre piacé en position C-terminale
du fragment Ac-2 (Fig.III-7).

* Coupure avec l'endoprotéinase Arg-C

12 fractions souvent hétérogénes ont été obtenues aprés hy-
drolyse de la protéine MCl de Methanosarcina sp MST-Al avec l'en-
doprotéinase Arg-C. Cependant trois peptides ont pu &tre obte-
nus directement a l'état pur : les peptides PR-1 (résidus 5-30),
PR-2 (résidus 31-46) et PR-3 (résidus 49-59) (Figure III-4 et
I1I-7).

Les liaisons Argzs- Gln26, Arg46-Leu47 et ArgSO-Gly51 ont
été coupées partiellement. Pour cette raison, trois peptides
couvrant les séquences 26-30, 40-48 et 51-59 ont été obtenus
respectivement dans les fractions 1,8 et 4. De plus, une coupure
imprévue avec l'endoprotéinase Arg-C a eu lieu au niveau des
liaisons Lys—-Ala aux positions 30-31, 39-40 et 59-60. Des coupu-

res totales au niveau de la liaison Lys-Ala avaient déja été



FIGURE III-3 - Diagrammes d'élution des peptides obtenus par cou-
et pure & l'acide acétique 0,25 M ou par action de
FIGURE III-4 l'endoprotéinase Arg-C sur la protéine MC1l de Me-
thanosarcina sp MST-Al, fractionnés par CLPH en pha-
‘se inverse.

La chromatographie est effectuée sur une colonne Cj;g pBondapak
(300 x 3,9 mm) : (----) gradient d'acétonitrile dans de 1l'acide
trifluoroacétique a 0,05 % ; ( ) absorbance & 210 nm. Les
fractions sont numérotées par ordre d'élution. Les peptides uti-
lisés pour la détermination de la séquence ont été numérotés se-
lon leur position dans la séquence de la protéine.

Figure IIT-3 : Peptides produits par clivage de la protéine MCl de
Methanosarcina sp MST—-Al des liaisons aspartyles.

120 nM de l'hydrolysat sont déposées sur la colonne. Le débit est
de 1,5 ml/min. et des fractions de 0,75 ml sont collectées.

Figure III-4 : Peptides produits par hydrolyse de la protéine MCl
de Methanosarcina sp MST-Al avec l'endoprotéinase
Arg-C. )

300 nM de l'hydrolysat sont déposées sur la colonne. Le débit est
de 2 ml/min. et des fractions de 0,8 ml sont collectées.:
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observées lors de la détermination de la séquence de la pro-

téine MC1 de Methanosarcina barkeri (publication n°l). Par contre
la coupure de la liaison Lys39-Ala40 dans la protéine MCl de

Methanosareina sp MST-Al est incompléte.

* Coupure au résidu de méthionine

Le clivage de la liaison méthionyle de la protéiné MC1 de
Methanosareina ép MST-Al par le bromure de cyanogéne a permis
d'obtenir deux peptides CN-1 et CN-2 facilement isolés sur une
colonne de Sephadex G-50 (Figure III-5). Le peptide CN-2 a été
séquencé bar dégradation 4'Edman automatisée mais le résidu en
position 88 n'a pas pu &tre identifié. Nous en reparlerons ul-
térieurement. Le peptide CN-1 a été hydrolysé avec la protéase
staphylococcale. Au cours de cette hydrolyse,de nombreuses cou-
pures partielles se sont produites et nous avons obtenus de
nombreux peptidés difficiles & séparer (Figure III-6). Toutefois,
le peptide PE-1 (résidus 12-43) élué dans la fraction 5, le pep-
tide PE-2 (résidus 44-49) élué dans la fraction 4 et le peptide
PE-3 (résidus 64-75) élué dans la fraction 9 ont pu étre séquen-
cés par dégradation d'Edman automatisée.

Séquence compléte de la protéine MC1l de Methanosarcina sp MST-Al

La séquence compléte en acides aminés de la protéine MC1l de

Methanosarcina sp MST-Al est présentée dans la figure III-7.

La dégradation d'Edman automatisée effectuée directement
sur la protéine a donné des informations de séquence jusqu'au
résidu 48. Au cours de cette dégradation, les résidus en posi-
tions 16, 28, 36, 38, 40, 41, 42, 43, 44 n'ont pu étre identi-
fiés. Cependant la détermination de la séquence des fragments
PE-1 et PR-2 obtenus par hydrolyse enzymatique de la protéine
a permis d'identifier ces résidus (& l'exception toutefois du
résidu 36) et d'établir ainsi’ la séquence des 48 premiers rési-
dus de la protéine. A partir de ces éléments de structure, nous
avons pu aligner les peptides Ac-1, PE-1, PE-2 et PR-2.



FIGURE III-5 - Fractionnement pér chromatographie de.tamisage
moléculaire des peptides produits par le cliva-
ge au résidu de méthionine.

L'hydrolysat (500 nM, dissous dans 1,4 ml de chlorhydrate de
guanidine 6 M, 0,01 M HCl) est déposé sur une colonne de Se-
phadex G-50 superfin (90 x 1,6 cm). La colonne est équilibrée
et éluée avec de l'acide chlorhydrique 0,01 M saturé avec du
chloroforme. Des fractions de 1,2 ml sont collectées a un dé-
bit de 4 ml/h. ( ), absorbance & 220 nm.

FIGURE III-6 - Diagramme d'élution des peptides obtenus aprés
hydrolyse du peptide CN-1 (350 nM) avec. la pro-
téase staphylococcale.

La chromatographie liquide haute performance en phase inverse
est effectuée sur une colonne Cj)g uBondapak dans les mémes con-
ditions que celles indiquées dans les figures III-3 et III-4.
Le débit est de 2 ml/min. et des fractions de 0,8 ml sont col-
lectées. :
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Le peptide PE-2 recouvre le résidu d'acide glutamique en
position amino-terminale du peptide PR-3. Bien que trés
court, ce recouvrement est suffisant pour placer le peptide
PR-3 et établir la séquence jusqu'au résidu 59 car la liaison
Arg-Glu ne se rencontre qu'une seule fois dans la protéine.
De plus, la compoSition du peptide PR-3 caractérisée par la
présence d'histidine, de phénylalanine et de lysine, qui cons-
tituent autant d'acides aminés marqueurs, présente des analo-
gies évidentes avec la composition du fragment Ac?z gui recou-
vre la séquence 36 & 65. Pour des raisons non encore établies
la séquence du fragment Ac-2 n'a pas pu étre déterminée direc-
tement. Ce fragment a donc été soumis a une hydrolyse par l'en-
doprotéinase Arg-C qui a libéré le peptide C-terminal Ac-2-PR-1
(Figure III-7).

‘ Par ailleurs, par son recouvrement, le peptide PE-3 permet
d'aligner les peptides Ac-2-PR-1 et Ac-3. Le peptide PE-3 ne re-
couvre le peptide Ac-2-PR-1 que par la séquence Iie-Val mais
celle-ci n'est retrouvée qu'une seule fois dans la protéine.
Etant dépourvu d'homosérine, le peptide CN-2 correspond a la
séquence carboxy-terminale de la protéine et confirme la posi-

tion C-terminale du peptide Ac-3.

Ainsi sur les 93 résidus déterminés dans la composition
en acides aminés de la protéine (Tableau III-1),91 ont été
identifiés. Les deux acides aminés manquants correspondent aux
positions 36 et 88 dans la séquence de la protéine. Concernant
le résidu en position 36, lors de la dégradation d'Edman auto-
matisée de la protéine et des peptides PR-2 et PE-1, le dérivé
phénylthiohydantoine de cet acide aminé est élué en CLHP en
phase inverse, entre le résidu d'histidine et de tyrosine. Il
semblerait que ce résidu soit un acide aspartique modifié puis-
que l'hydrolyse de la protéine par l'acide acétique a produit
le peptide Ac-2 (résidus 36 a 65). Ce peptide contient deux
résidus d'acide aspartique (ou asparagine). Un résidu d'aspa-

ragine ayant été placé en position 41 gréce aux peptides PE-1
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FIGURE III-7 - Séquence en acides aminés de la protéine MCl de Methanosarcina barkeri sp souche MST-Al

+++ dégradation d'Edman automatisée de la protéine ; - dégradation d'Edman automatisée des peptides ; - dégrada-
tion d'Edman manuelle ; = analyses aprés action des carboxypeptidases sur la protéine entiére.
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et PR-2, un résidu d'acide aspartique n'a pas été énucléé

lors de la coupure a l'acide acétique. Ce résidu se place en
position amino-terminale car le peptide Ac-2-PR-1 est dépour-
vu d'acide aspartique. La présence de ce résidu d'acide aspar-
tique modifié pourrait expliquer le blocage de la dégradation
d'Edman.

Par ailleurs, il est vraisemblable que le résidu en posi-
tion 88 soit un résidu de lysine modifié compte tenu de la
composition en acides aminés de la protéine dont 13 des 14 ré-
sidus de lysine ont été identifiés. Néanmoins, ce résidu n'a
pas pu &tre identifié avec certitude dans les peptides CN-2 et
le peptide 84-93 (CN-2-chl) obtenu aprés hydrolyse du peptide
CN-2 par la chymotrypsine. | :

Afin d'obtenir des informations sur la nature des résidus
en positions 36 et 88, nous envisageons de préparer de courts
fragments peptidiques renfermant ces résidus pour les analyser

ultérieurement en spectré%copie de masse.
IIT -~ 2-4 DISCUSSION

La protéine MCl des deux bactéries Methanosarcina sp MST-Al
et M.barkeri MS contient 93 résidus d'acides aminés. Chaque ré-
sidu d'une protéine peut &tre aligné avec le résidu correspon-
dant de 1l'autre protéine (Figure I1III-8) et les séquences en
acides aminés de ces protéines différent seulement parl0 rési-
dus (soit10,7 %). Excepté pour les résidus inconnus en posi-
tions 36 et 88, toutes ces différences peuvent étre expliquées
par un changement d'une seule base dans les codons correspon-
dants et 6 d'entre elles sont conservatives. Le remplacement
d'un résidu acide (Asp’3) par un résidu neutre (Ala73) est 1la

seule substitution non conservative.
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Par rapport & la protéine de Methanosarcinasp souche CHTI
(isolée et séquencée par F.CHARTIER), la protéine MCl de MNe-
thanosarcina sp MST-Al différe uniquement par deux résidus
d'acides aminés : le résidu d'acide glutamique en position
43 et le résidu non encore identifié (lysine modifiée ?) en
position 88. Ces résidus sont remplacés respectivement par
un résidu d'acide aspartique et un résidu d'arginine dans la
protéine MCl de la souche CHTI. Ces deux changements conser-
vatifs qui distinguent la protéine MCl de Methanosarcina Sp
MST-Al de la protéine MCl de Methanosarcina sp CHTI établissent
de maniére irréfutable que les deux souches sont distinctes.
On peut ici apprécier l'apport de la séquence peptidique a
~la taxonomie car dans cet exemple précis ces deux bactéries
ne peuvent &tre différenciées sur des critéres génotypiques
et phénotypiques. '

La protéine MC1l de Methanosarcina barkeri MS et de Methanosar-
cina sp MST-Al ont lés mémes caractéristiques générales de
structure primaire. La protéine MCl est caractérisée par une
quantité importante en résidus chargés (iS % de résidus aci-
des et 26,8 % de résidus basiques) qui sont distribués tout
le long de la chaine polypeptidique ; néanmoins certaines ré-
gions (10-15) sont acides tandis que d'autres sont basiques
(46-56) . La protéine MCl se caractérise également par 1'ab-
sence de domaines hydrophobes mais la plupart des résidus hy-

drophobes sont associés en doublets ou triplets.

La comparaison de la séquence en acides aminés de la pro-
téine MC1l avec celles d'autres protéines chromosomales euca-
ryotes et procaryotes a fait 1l'objet de la publication n°2.
La protéine MC1 de M.barkeri se différencie des protéines
chromosomales d'eubactéries et d‘eucarYotes par l'absence de
domaines hydrophobes. De plus elle se différencie des protéi-
nes II d'eubactéries par sa quantité importante en résidus
chargés et par sa charge nette relativement élevée. Bien que
son caractere basiqué la rapproche des histones et de la pro-
téine HTa de T.acidophilum, elle ne montre aucune homologie de
séquence avec ces protéines.



CHAPITRE IV

CONFORMATION DE LA PROTEINE MC1 DE METHANOSARCINA BARKERT
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IV -1 INTRODUCTION

La séquence en acides aminés d'une protéine contient
l'information nécessaire pour lui imposer sa conformation
native. Cette conformation désigne, en fait, l‘'ensemble des
structures secondaire, tertiaire et quaternaire. Trois types
de structure secondaire ont pu é&tre définis : 1'hélice a,
les feuillets plissés B et le coude B. Les deux premiéres
structures sont parfaitement caractérisées tandis que plu-
sieurs types de coudes B ont été décrits et classés dans une
famille de structures appelées boucles (MILNER-WHITE et POET,
1987) . La chaine peptidique peut aussi se replier sur elle-
méme pour produire différentes conformations, telle la struc-
ture globulaire, constituant la structure tertiaire. Enfin,
un autre niveau d'ordre structural dans les protéines est dd
a 1l'interaction des chaines protéiques'entre elles conduisant

a la structure quaternaire.

Ainsi la conformation d'une protéine va déterminer son ac-
tivité biologique. L'étude de la structure tridimensionnelle
de la protéine MC1l pourrait donc apporter des éléments 4'in-
formation importants concernant son rOle dans le complexe nu-

cléoprotéique.

La structure tridimensionnelle des protéines se détermine
avec précision par l'analyse de la diffraction des rayons X
par des cristaux de ces protéines. La cristallisation des
protéines est un travail long, nécessitant des concentrations
importantes de protéines et de caractére aléatoire : les pro-
téines de structure globulaire cristallisent facilement, tan-
dis que les protéines ayant des domaines flexibles, comme les
histones et la protéine MCIl, ne peuvent étre cristallisées si
elles ne sont pas stabilisées. Il est donc évident que pour
la protéine MC1, il fallait faire appel aux différentes métho-
des de prédiction de structure (CHOU et FASMAN, 1978 ; GARNIER
ET COLL., 1978 ; CID et coll., 1982 ; SETTE et coll., 1986 ;
GABORIAUD et coll.,1987) susceptibles d'apporter quelques élé-

ments d'information sur la structure probable de cette protéine.
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Nous avons également tenté une approche de la conforma-
tion par des méthodes spectroscopiques : dichroisme circu-
laire, spectroscopie infrarouge et spectroscopie de fluores-
cence, chacune de ces méthodes apportant des informations

complémentaires.

Par ailleurs, nous avons vu au chapitre III que la sé-
quence en acides aminés de la protéine MCl ne présentait pas
d'homologies avec la protéine II isolée d'eubactéries et de
1'archaebactérie Thermoplasma acidophilum et awvec l'histone H4 de
thymus de veau. La méthode comparative de GABORIAUD et coll.
(1987) permet de retrouver des parentés entre des protéines
qui, malgré une fonction analogue, présentent de faibles ho-
>mologies de structure primaire. Nous avons donc utilisé cette
‘méthode pour comparer la protéine MCl avec d'autres protéines
chromosomales (protéine II de différents micro-organismes et

histone H4 de thymus de veau).

L'ensemble des travaux qui font 1l'objet de ce chapitre
ont été menés en collaboration avec :
-~ le Docteur J.P.MORNON de l'Université Pierre et Marie Curie
(PARIS VI) pour le développement des méthodes de prédiction de
structure (GARNIER et coll., 1978 ; GABORIAUD et coll.,1987).

- les Docteurs N.HELBECQUE (Département de Biochimie, Faculté
de Médecine de LILLE II) et J.P.HENNICHART (Unité 16 INSERM)

pour l'application des méthodes spectroscopiques.

IV - 2 METHODES DE PREDICTION DE STRUCTURE SECONDAIRE

Les méthodes de prédiction de structure secondaire a par-
tir de la séquence en acides aminés, considérent gque 1l'envi-
ronnement de chaque aéide aminé détermine la conformation du
segment polypeptidique ou est situé cet acide aminé. Bien que
ces méthodes ne soient fiables qu'a 50 ou 60%, elles apportent
des renseignements utiles pour une premiére approche de la
conformation.
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IV - 2-1 PRINCIPE DES METHODES DE PREDICTION UTILISEES

IV - 2-1-1 Méthode de CHOU et FASMAN (1978)

C'est une des méthodes les plus employées car la micro-
informatique a rendu son utilisation aisée ; de plus, elle
permet la prédiction des trois structures organisées : 1'hé-
lice a, le feuillet plissé B et le coude B. La probabilité
(Py, Pg, Pgt) que présente chacun des vingt acides aminés de
se trouver dans une structure en hélice a, en feuillet B ou
en coude B est déterminée selon leur fréquence d'apparition
dans des conformations de protéines dont la structure terti-

aire est connue par cristallographie.

La chaine polypeptidique a étudier est divisée en blocs
de quatre résidus d'acides aminés. Les probabilités moyennes
pi

a
minées en tenant compte des résidus voisins. Ces probabilités

R Pg ' Pgt,' pour chaque résidu i dans ce bloc, sont déter-

moyennes sont calculées a partir des valeurs respectives P,
Pg ou Pgy de chaque résidu (CHOU et FASMAN, 1978). La séquence
de la protéine est ainsi "balayée" pour rechercher les groupes
d'acides aminés susceptibles d'é&tre en hélice aou en feuillet
g ou en coude 8. La confrontation des résultats obtenus en
cristallographie et par cette méthode montre que le pourcenta-
ge de structure prédite correctement est de 50% (STERNBERG,
1986) .

IV - 2-1-2 Méthode de GARNIER et coll. (1978)

La méthode de GARNIER et coll. est basée sur le méme prin-
cipe que celui de la méthode de CHOU et FASMAN mais, dans ce
cas, l'environnement de chaque acide aminé & la position i est
pris en compte en considérant, l'effet des résidus de la posi-

tion i - 8 a i + 8.

Le pourcentage de structure prédite correctement est de 56%,
il est donc supérieur a celui obtenu par la méthode de CHOU et
FASMAN (STERNBERG, 1986).
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IV - 2-1-3 Méthode de CID et coll. (1982)

CID et ses collaborateurs tiennent compte de la corréla-
tion qui existe entre le caractére hydrophobe de résidus d'a-
cides aminés et .. leur accessibilité au sein de la structure,
pour prédire la structure secondaire d'une protéine. La pré-
diction est basée sur la forme de quatre types de profils d'hy-
drophobicité. Les considérations suivantes sont également pri-
ses en compte :

- les segments en hélice a sont généralement localisés en
surface de la protéine et préseﬁtent des surfaces hydrophiles
et hydrophobes. 4

- les segments en feuillet B ont tendance a étre enfouis a
l'intérieur de la protéine. Ceux qui sont en surface montrent
une alternance de résidus hydrophobes et hydrophiles.

- une séquence de deux résidus hydrophiles interromperait

une structure en feuillet B.

IV - 2-1-4 Méthode de SETTE et coll. (1986)

La méthode de SETTE recherche le caractére amphipathique

de séquences protéiques : les régions amphipathiques sont des
régions montrant une alternance de surfaces hydrophobes et de
surfaces hydrophiles. Ainsi des périodicités dans le caractére
polaire/apolaire d'une séquence en acides aminés sont recher-
chées en attribuant & chaque résidu une valeur d'hydrophobicité.
La périodicité est exprimée par un angle §. Cet angle est d'en-
viron 100° pour une structure en hélice o et compris entre 160°
et 180° pour une structure en feuillet B. SETTE et ses collabo-
rateurs ont mis au point un programme sur micro-ordinateur per-
mettant de déterminer le caractére amphipathique d'une séquence
en acides aminés. Ce caractére peut &tre calculé selon trois
échelles différentes d'hydrophobicité. Dans cette étude nous
avons appliqué 1'échelle d'EISENBERG et coll. (1984) qui est

la plus utilisée. L'hydrophobicité de chaque résidu d'acide a-
miné est déterminée en tenant compte des résidus adjacents : en
général on examine la ségquence de la protéine par segments de

sept acides aminés.
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IV - 2-1-5 Méthode de GABORIAUD et coll. (1987)

Cette méthode d'analyse des amas hydrophobes appelée mé-
thode HCA (Hydrophobic Cluster Analysis) a été mise au point
dans le Laboratoire de Minéralogie-Cristallographie (J.P.
MORNON) .

Alors que la plupart’des méthodes de prédiction de struc-
ture citées précédemment analysent la chalne polypeptidique
sous forme de séquence alignée, la méthode HCA tient compte
des interactions des acides aminés dans l'espace. Le but prin-
cipal est de différencier les zones hydrophobes en amas (sur
une hélice o ou un feuillet B) et les zones hydrophiles ou in-
différentes les entourant. Pour cela, la méthode HCA utilise
une représentation des séquences de protéines en hélice a. Cette
représentation avait été proposée par LIM en 1974, 1'hypothése étant
que le polypeptide synthétisé au niveau des ribosomes était sous
forme d'une hélice a avant que la protéinevn'acquiert son orga-
nisation "définitive".

?ratiquement,la séquence en acides aminés est représentée
en hélice o sur un cylindre en placant 3,6 résidus par tour.
Pour rendre la représentation plus facile, le cylindre est cou-
pé parallélement & son axe et déroulé dans le plan du papier.
Pour recréer l'environnement des acides aminés éloignés par le
dépliement du cylindre et pour suivre plus facilement la sé-

quence, la représentation est aupliquée (Figure IV-la,b,c).

Cette représentation permet de mettre en évidence des amas
de résidus hydrophobes séparés les uns des autres par des zones
de transition. Dans ces zones de transition, on met en évidence
les résidus de proline et de glycine qui favorisent les boucles;

on peut aussi y faire figurer des amas de résidus hydrophiles.

La protéine peut alors &tre découpée en blocs matérialisant
les segments structurés en hélice o ou en feuillet B. Ces deux
structures sont déterminées d'aprés la morphologie et l'orien-
tation des amas hydrophobes a4 partir de statistiques effectuées
sur des protéines dont la structure tridimensionnelle est con-
nue (Figure IV-1d).



FIGURE IV-1 - Principe de l'analyse de séquence de protéine par
la méthode HCA.

L'exemple représente une partie de la séquence de
1'aq antitrypsine humaine.

246 264
GNATAIFFLPDEGKLQHLE d'aprés GABORIAUD et . coll.,1987.
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IV - 2-2 APPLICATION DES METHODES DE PREDICTION DE STRUCTURE

SECONDAIRE A LA PROTEINE MC1l DE METHANOSARCINA BARKERI

Quatre méthodes décrites ci-dessus (CHOU et FASMAN,1978 ;
GARNIER et co0ll.,1978 ; SETTE et co0ll.,1986 ; GABORIAUD et
coll., 1987) ont été choisies en fonction de leur fiabilité
et de leur complémentarité. Elles ont été appliquées indivi-
duellement et la confrontation de l'ensemble a permis de dé-

duire la structure la plus probable selon les régles suivantes:

- un segment est considéré en hélice @ ou en feuillet B si
1'une de ces structures est prédite par au moins deux méthodes
- une hélice o ou un feuillet B sont pris en considération
guand ils contiennent respectivement au moins quatre résidus
en conformation o ou au moins trois résidus en conformation B

- un coude B est pris en considération quand il est déterminé,
a la fois, par les méthodes de CHOU et FASMAN et de GARNIER et
coll.

- lorsque pour un méme segment,deux méthodes prédisent de la
structure en hélice o et deux autres de la structure en feuil-
let 8, la méthode de CID et coll. (1982) est utilisée pour le-
ver l'ambiguité (MANAVALAN et coll.,1986).

Parmi les méthodes de prédiction qui ont été présentées, la
méthode HCA, récemment proposée, se distingue par son principe
et la perception immédiate des zones structurées qu'elle permet
d'avoir. Nous avons donc jugé utile de développer plus particu-
liérement les informations structurales obtenues sur la protéine
MC1l par cette méthode (Figure IV-2).

Si 1'on se référe a la position des résidus de glycine et
de proline, la protéine MC1 peut étre divisée en 11 segments
structuraux (S1-S11). Parmi ceux-ci, 7 amas hydrophobes (C1-C7)
ont pu étre mis en évidence. La morphologie et l'orientation
des amas Cl, C2, C3, C5 et C6 indiquent une forte probabilité de
structure en feuillet B. Par contre il n'est pas possible d'as-

signer avec certitude une structure pour les amas C4 et C7.
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FIGURE IV-2 - Représentation de la protéine MCl par la méthode
HCA (GABORIAUD et coll.,1987).

Les segments structuraux Sx sont délimités par des lignes verti-
cales. Les résidus hydrophobes regroupés en amas sont encerclés
et notés Cx. Les résidus de glycine et de proline sont représen-
tés respectivement par les symboles ¢ ety -

Il est peu probable que l'amas C4 constitue une structure

en hélice o. En effet le tryptophane est un hydrophobe "mou
(J.P.MORNON, communication personnelle) et sa position particu-
liére dans la constriction de l'amas C4 fait qu'il peut étre
considéré comme un élément de rupture. Cet amas pourrait donc
se composer de deux segments en feuillet B,Val-Phe-Val et Met-
Val séparés par une boucle contenant les résidus d'alanine, de

tryptophane et de lysine.

Par ailleurs, l'amas C7 est trop court pour constituer une
hélice o. Cet amas serait plutdt en feuillet B, mais son orien-
tation ne correspond pas a celle observée habituellement pour

ce type de structure.

D'aprés les prédictions de structure de la méthode HCA, la
protéine ne contiendrait donc pas ou peu de structure o-héli-
coldale mais apparailtrait plutdét comme une protéine constituée

de petits fragments en feuillets B.
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Les résultats de chacune des quatre méthodes de prédic-
tion ainsi que la synthése que l'on peut en faire sont pré-

sentés dans la figure IV-3.

La prédiction "de synthése" indique que la protéine com-
prendrait deux segments de structure o-hélicoidale (séquences
26-32 et 59-66) et quatre segments de structure en feuillets 8
(séquences 6-8, 17-19, 44-47 et 55-58). Les structures en héli-
ce a et en feuillet B représentent 16% et 15% des résidus de la

protéine.

Il faut souligner par - ailleurs, le nombre relativement im-
portant de coudes B dans lesquels 30% des résidus de la molécu-

le seraient impliqués.

Toutes les méthodes utilisées sont concordantes excepté pour
la région 55-66. D'abord, on observe une divergence au niveau
du dipeptide Val-Phe. La méthode de CID et coll. (1982) prédit
que ces deux résidus sont en conformation 8, car le profil d'hy-
drophobicité de la séquence 55-58 est caractéristique d'un feuil-
let 8 enfoui. D'autre part, les résultats’des méthodes 1 et 3
qui prédisent une structure B pour le segment 52-54 n'ont pas
été pris en considération dans la prédiction "de synthése" car
selon la méthode de CID, les deux résidus de lysine adjacents
en positions 53 et 54 interromperaient une structure en feuil-
let B.

En conclusion, on trouverait dans la région N-terminale de
la protéine (résidus 1-42) deux feuillets B (résidus 6-8 et 17-
19) et une hélice a (résidus 26-32) située entre deux coudes B
induits par les résidus de glycine en positions 21 et 35. La
partie médiane (résidus 43-66) s'avére trés bien structurée :
un feuillet B (résidus 44-47) et une plus longue séquence struc-
turée constituée d'un feuill®t B et d'une hélice o (résidus 55-
66), les deux feuillets B étant séparés par un coude R. Au con-
traire, la partie C-terminale de la protéine serait peu organi=-
sée et perturbée par des résidus de proline initiateurs de cou-
des B.
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Cependant il faut considérer les hélices a avec une cer-
taine prudence car ces structures sont attribuées & des seg-
ments comprenant des résidus d'alanine qui sont souvent respon-
sables de surestimation de structure oa-hélicoidale (J.P.MORNON,

comm. pers.) .

Pour tenter de lever cette incertitude, nous avons appliqué
aux régions 26-32 et 59-66 la méthode de WU et KABAT (1971). Si
un segment est en structure a, on doit trouver sur sa représen-
tation en forme de roue une surface hydrophile et une surface
hydrophobe.

La séquence 26-32, ne présentant pas de surface hydrophobe
ne serait pas en hélice a(Figure IV-4a). Par contre, la séquen-
ce 59-66 aurait une plus forte probabilitévd'étre en hélice o,
car on observe une surface hydrophobe (Trpﬁl, Met®4 et Val65)
et une surface hydrophile'(Lyssg, Lyst, Glu®3 et Glu66)(Figu—
re IV-4b).

b

FIGURE IV-4 - Représentation en roue hélicoidale des séquences
26-32 (a) et 59-66 (b) de la protéine MC1l de M.
barkeri selon la méthode de WU et KABAT (1971).
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IV - 3 METHODES SPECTROSCOPIQUES

IV - 3-1 DICHROISME CIRCULAIRE

Le dichrolsme circulaire permet en théorie d'apprécier la
structure secondaire d'une protéine,mais en fait le signal di-
chrolique obtenu correspond & la somme des signaux des différen-
tes structures contenues dans la protéine (hélice o, feuillet 8,

coude B et structure inorganisée).

En pratique, on constate que plus il y a d'hélices o dans
une protéine, plus il est facile de déterminer sa structure se-
condaire de facon précise (AUBERT, 1981). Au contraire, il est
plus difficile de déterminer la structure secondaire d'une pro-
téine riche en feuillets B car le signal dichroique de cette
structure est trés faible (Figure IV-5). La détermination de la
structure B est beaucoup plus précise si l'on travaille a trés
basse 1ongueur d'onde c'est-a-dire entre 200 et 150 nm (BRAHMS
et BRAHMS, 1980) ce qui nécessite un appareillage particulier

dont nous n'avons pas pu disposer pour nos expérimentations.

* Matériel et méthodes

La protéine MCl a été préparée selon la méthode décrite
pP. 46 et le fragment 1-64 a été obtenu par coupure de la pro-
téine au bromure de cyanogéne. Les méthodes de coupure de la
protéine et de purification de ce peptide ont été décrites dans
la publication n°l. La concentration des échantillons a été dé-

terminée par analyse acide totale.

Les spectres dichroliques de la protéine et du fragment 1-64
ont été enregistrés a différentes concentrations en fluorure de
sodium (NaF) dans du tampon phosphate 10 mM pH 6,0 et 1'étude
a été menée dans le domaine spectral 250-196 nm.
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[6] . 10~% deg.cm2dmoi ™"

FIGURE IV-5 - Spectres de références de la structure en
hélice o (H), de la structure en feuillet
B (B), des coudes B (Bt) et de la struc-
ture inorganisée (R) (CHANG et coll.,1978)
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Les spectres dichrolques ont été obtenus & l'aide d'un
dichrographe JOBIN-YVON RJ MARK III avec des cuves de 0,01
cm & 1 cm de trajet optique (laboratoire de Biophysique U.
124 INSERM, C.DENIS, analyste).

L'ellipticité molaire [0] a été calculée a partir du

spectre expérimental par la formule :

[6] = 3300. M . A . s en deg. dmolT! cm?
oa

masse moléculaire moyenne des résidus d'acides aminés

(13

concentration en g/1
épaisseur de la cuve en cm

intensité du signal obtenu mesuré en mm.

h > 0 R

sensibilité de l'appareil

* Résultats et discussion

Les spectres dichroiques de la protéine MCl sont présentés
dans la figure IV-6. A la molarité de 50 mM NaF, le spectre di-
chroigue montre une bande négative au voisinage de 200 nm. L'él-
lipticité & 222 nm, caractéristique de la structure a,est trés
faible. Des spectres similaires ont été obtenus avec différentes

concentrations de protéine MCl (0,13 & 1,2 mg/ml) ou quand la

protéine est dissoute dans de 1l'eau.

L'influence de la force ionique sur la conformation de la
protéine a été étudiée en enregistrant les spectres dichrolques
4 différentes molarités en fluorure de sodium (Figure IV-6).
L'addition de ce sel entraine une diminution de la bande néga-
tive & 200 nm et & partir de 350 mM NaF, cette bande glisse

vers 210 nm. Par contre l'ellipticité & 222 nm reste constante

méme en présence d'autres sels (NaCl, CaCljy).

Ces résultats indiquent que la protéine MCl ne contient pas
ou peu de structure en hélice a. Aucune autre forme structurale
n'a pu étre mise en évidence A cause des limitations imposées
par l'appareil. Toutefois, les variations de spectres observées
sous l'action des sels indiquent que la force ionique induit un

changement de conformation.
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FIGURE 1IV-6 - Spectres dichroiques, entre 250 et 190 nm, de

la protéine MCl1 (1,2 mg) dissoute dans 1 ml de
tampon phosphate de sodium 10 mM pH 6,0 a dif-
férentes molarités en NaF : (1) O mM, (2) S0

et 100 mM, (3) "250 mM, (4) 350 mM, (5) 450 mM,

(6) 550 mM.
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Par ailleurs, nous devons garder a l'esprit que le spectre
observé représente la somme de toutes les formes structurales
de la protéine. Ainsi, on peut supposer que le sigﬁal caracté-
ristique de la structure en hélice a peut &tre masqué par un
signal induit par des coudes B. Or, nous avons vu dans les mé-
thodes de prédiction de structure que la partie carboxy-termi-
nale de la protéine serait peu organisée et contiendrait trois
coudes B. Cette hypothése nous a donc conduit a étudier les
spectres dichroiques du fragment 1-64 (Figure IV-7). Les spec-

tres de ce peptide sont semblables & ceux de la protéine MCl a
une molarité en sel de 50 mM NaF.

Ceci montre que la faible ellipticité de la protéine MCl
observée & 222 nm ne résulte pas, d'un masquage du signal de
1'hélice o, par le signal produit par les coudes B du tiers C-
terminal de la molécule.

Par ailleurs, aucun changement de spectre n'est observé si
on augmente la force ionique. En fait, en coupant la protéine
au résidu de méthionine en position 64, pour obtenir le frag-
ment 1-64, nous avons amputé la région 55-66 de deux résidus
hydrophobes. Ainsi amputée, cette région perd sa structure en

hélice a pour laguelle une forte probabilité existait.,

%

Puisqu'on n'observe plus de variation du signal dichroique
pour le fragment 1-64, on peut penser que la région 55~66 est
impliquée dans les changements de conformation de la protéine

en fonction de la force ionique.

IV - 3-2 SPECTROSCOPIE INFRAROUGE (IR)

L'analyse spectrale IR est basée sur l'interaction entre
un rayonnement électromagnétique du domaine infrarouge et la
matiére. L'énergie apportée pér la radiation IR peut exciter
les molécules et les faire passer a un niveau d'énergie vibra-

tionnelle plus élevée : il y a alors-absorption d'énergie par
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FIGURE IV-7 -

Spectres dichroiques, entre 250 et 190 nm du pep-
tide 1-64 (0,28 mg) dissous dans 1 ml de tampon
phosphate de scaium 10 m! pH 6,0 & différentes
molarités en NaCl : (1) 50 mM, (2) 100 mM, (3)
200 mM, (4) 306C md, (5) 500 mM, (6) 800 mM.
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la matiére. Sur les spectres IR obtenus, chaque bande d'absor-
bance est représentative d'une vibration d'un fragment de 1la

molécule et donc d'une liaison chimique.

Il est possible de caractériser les différentes structures
secondaires des protéines grice a deux bandes d'absorption in-

tenses localisées autour de 1650 et 1550 cm'l

correspondant
respectivement aux vibrations de l'amide I (-CO-) et de 1l'amide
II (-NH-) de la liaison peptidique (VAN der MAREL et BEUTELSPACHER,

1976) .

Enlcetqui concérneﬁl'absorption due a l'amide I, l1l'associa-
tion d'une bande de faible nombre d'ondes (vers 1630 cm~l) A une
bande de nombre d'ondes élevée (vers 1680 cm~1) permet de con-
clure & la présence de conformation en feuillet B. Une bande si-
tuée & 1650 cm~! sera indicative d'une structure en hélice o
tandis qu'une bande a 1658 cm~! déﬁotera une absence de structu-
ration de la protéine. Cependant en pratique on constate que
l'infrarouge permet essentiellement dé déterminer la structure
8 (E.TAILLANDIER, comm.Pers.).

* Matériel et méthodes

La protéine MCl a été préparée selon la technique décrite
P. 46 . Aprés dessalage sur une colonne de Sephadex G-25 (30 x
2,6 cm), la'%rotéine a été dialysée contre de l'eau distillée
et lyophilisée deux fois dans D20 (milieu "transparent"” en IR

dans le domaine qui nous intéresse).

Les spectres IR de la protéine MCl ont été enregistrés a

température ambiante & différentes concentrations en chlorure

a

de sodium a partir d'une solution 5 M de ce sel dans D3O0.

Les spectres ont été obtenus & 1'aide d'un spectrophotométre

a

NICOLET 7000 & transformée de Fourier avec des cellules en fluo-

rure de baryum.
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* Résultats

La fiqure 1IV-8 représente les variations de l'intensité des
pics & 1617 cm~1 et 4 1685 cm~! de 1a bande amide I de la pro-
téine MC1l avec différentes concentrations en NaCl. L'intensité
de ces pics, caractéristiques des feuillets B anti-paralléles,

diminue avec la concentration en sel.

Ce résultat indique la présence de feuillets g anti-paralle-
les dans la protéine, & faible concentration en sel, et le dé-

pliement de cette structure lorsque la force ionique augmente.

IV - 3-3 FLUORESCENCE

La fluorescence est une lumiére émise lorsqu'une molécule
passe d'un niveau électronique a un autre de plus faible éner-
gie. Seules certaines molécules, qui en général possedent des
électrons délocalisés, émettent de la fluorescence : on les nom-
me‘fluorophores. ‘

Dans les protéines, seuls les résidus de phénylalanine, ty-
rosine et surtout tryptophane contribuent & la fluorescence. Le
noyau indole, et donc le tryptophane sont trés sensibles a la
polarité du solvant. Par conséquent, le spectre d'émission de
fluorescence des résidus de tryptophane permet d'étudier la po-
larité de leur environnement (LAKOWICZ, 1983).

Puisque la protéine MCl ne contient pas de tyrosine et que
la fluorescence due & la phénylalanine peut étre éliminée par
irradiation sélective, les deux résidus de tryptophane présents
dans la molécule aux positions 61 et 74 seront les seuls résidus

impliqués dans les phénoménes de fluorescence.

Le tryptophane en position 61 est localisé dans la région
structurée 55-66 tandis que l"autre se trouve dans une région
ol la structure secondaire est rompue par trois résidus de pro-

line (voir figure IV-3). L'étude de la fluorescence des résidus
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FIGURE IV-8 - Spectres infrarouges de la protéine MC1
(11 mg/ml) dans D0, a différentes mola-
rités en chlorure de sodium.
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de tryptophane peut donc fournir des informations sur 1'expo-
sition des séquences adjacentes a ces résidus. En d'autres ter-
mes, cette étude constitue une approche indirecte de la confor-
mation de ces séquences. En particulier ces études de fluores-
cence pourraient indiquer si la région structurée 55-66 est im-
pliquée dans les changements conformationnels observés en di-

chroisme circulaire et en infrarouge.

* Matériel et méthodes

La protéine MCl a été préparée selon la méthode décrite p.
46 . Le fragment 1-64 a été obtenu par coupure de la liaison
méthionyle 64-65 de la protéine MCl tandis que le fragment 60-
93 provient de la digestion de la protéine avec l'endoprotéinase
Arg-C. les méthodes pour obtenir et purifier les fragments sont
décrites dans la publication n°l. La concentration de la protéi-
ne et des fragments a été déterminée par l'analyse de leur com-

position en acides aminés.

L'intensité de fluorescence a été mesurée sur spectrofluori-
métre JOBIN-YVON JY3 en utilisant des cuves de 1 cm de trajet
optique.vLes échantillons (6 pM) dissous dans du tampon phospha-
te de sodium 10 mM pH 6,0 ont été excités a 290 nm, afin d'évi-
ter toute émission de fluorescence due aux résidus de phénylala-
‘nine et l'émission de fluorescence a été enregistrée entre 325
et 425 nm.

* Résultats et discussion

Le maximum d'émission de fluorescence a été observé a 345
nm, cette longueur d'onde a donc été choisie pour étudier la
fluorescence de la protéine et des fragments en fonction de la
force ionique.

D'aprés les prédictions de structure, le tryptophane 61 ap-
partient a une région structurée de la protéine : il nous a
donc paru intéressant d'en étudier 1l'environnement plus en dé-

tail. Dans ce but, les propriétés de fluorescence de la protéine
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a

MCl1l ont été comparées a celles des deux fragments contenant la
tryptophane 61 en position externe : le fragment 1-64 et le
fragment 60-93 qui posséde un second résidu de tryptophane en

position 74.

I1 faut souligner ici que la présence de deux mémes groupe-
ments fluorescents dans la protéine nous a amené a postuler que
les deux résidus de tryptophane avaient le méme rendement quan-
tique (Q)*

a) Etude de l'accessibilité des résidus de tryptophane

L'oxygéne est un inhibiteur efficace de la fluorescence.Pour
étudier l'accessibilité des résidus de tryptophane nous avons
comparé la fluorescence de la protéine MCl et de ses fragments
en présence d'oxygéne et en milieu anoxique (bullage d'azote

pendant 1 min.).

En présence d'oxygéne, 1'intensité de fluorescence des trois
polypeptides diminue (Figure IV-9) et 1'inhibition est plus ef-
ficace pour le fragment 60-93 (Figure IV-9b) que pour la protéine
MC1 (Figure IV-9c). Dans le fragment 60-93, le résidu de trypto-
phane 61 est trés accessible car il est & l'extrémité de la molé—
cule. Ceci explique que sa fluorescence soit trés fortement inbi-
bée par 1l'oxygéne. Par contre le fait que la fluorescence de la
protéine soit moins inhibée suggére que dans la protéine, le tryp-
tophane 61 est enfoui . Ce résultat est en accord avec les prédic-
tions de structure concernant la séquence 55-66 formant une ré-
gion structurée hydrophobe qui serait enfouie & l'intérieur de
la protéine. |

b) Effet de la force ionique

En présehce de chlorure de sodium 1l'intensité de fluorescen-
ce de la protéine MCl augmente rapidement jusqu'a 500 mM NaCl

puis tend a se stabiliser (Fiéure IV-10). Par contre l'intensité

*Q = nombre de quanta émis par la molécule
nombre de quanta absorbé par la molécule
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FIGURE IV-9 - Spectres de fluo-
rescence du peptide 1-64 (a),du
peptide 60-93 (b) et de la pro-
téine MCl1l de M.barkeri (C) dissous
dans du tampon phosphate de so-
dium 10 mM pH 6,0, 50 mM NaCl.

Les échantillons sont excités a
290 nm, en présence d'oxygeéne
(——) et absence d'oxygéne (---)
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FIGURE IV-10 - Effet de la force ionique sur 1l'intensité de fluo-
rescence, mesurée a 345 nm, de la protéine MCl de
M.barkeri (s—+—+), du peptide 60-93 (-e—e-) et du
peptide 1-64 (—+—+-), aprés une excitation a 290 nm,
en absence d'oxygene et en fonction de la molarité

en NacCl.

FIGURE IV—11 - Variation de 1'intensité de fluorescence de la pro-
téine MCl de M.barkeri excitée a deux longueurs d'on-
de différentes en fonction de la force ionique.L'in-
tensité de fluorescence F est mesurée a 345 nm et la
variation est exprimée en pour cent. La protéine MCl
a été excitée a 290 nm (—0—o0-) et & 305 nm (%—x%x-).
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de fluorescence du fragment 1-64 ne varie pas : en effet,
seul le tryptophane de ce peptide est en position externe et
sa fluorescence ne dépend donc pas de la conformation du pep-
tide.

L'intensité de fluorescence du fragment 60-93 est égale-
ment indépendante de la concentration en NaCl. Ce résultat
permet de conclure que la variation de fluorescence observée,
pour la protéine, sous l'effet de la force ionique n'est pas

due au sel mais résulte bien des changements de conformation.

LY

Le tryptophane 61 qui serait enfoui & faible concentration

en sel, deviendrait exposé lorsque la force ionique augmente.

c) Etude du transfert d'énergie

La protéine MCl contient deux groupements fluorescents
(les résidus de tryptophane 61 et 74) observables dans les con-
ditions de cette étude. La fluorescence observée provient donc
de leur fluorescence propre et probablement du tranéfert d'éner-

gie entre ces deux groupements.

Sachant que seule la fluorescence propre est détectée apres
excitation a 305 nm (LAKOWICZ, 1983), l'émission de fluorescen-
ce (E) peut é&tre définie, aprés excitation a 305 nm comme E=Eg
et aprés excitation & 290 nm comme E=Ep+E{ ol Ep représente la
fluorescence propre des résidus de tryptophane et E{ 1l'énergie

de transfert entre les deux résidus.

Ceci nous a conduit & comparer les variations de fluores-
cence de la protéine en fonction de la force ionique aprés ex-
citation & 305 nm et aprés excitation & 290 nm. Les résultats
sont présentés figure IV-11.

La variation de 1l'intensité de fluorescence de la protéine
en fonction de la concentration en sel, est supérieure aprés
excitation a 305 nm, ce qui indique que le transfert d'énergie
diminue lorsque la force ionique augmente. Selon 1l'équation
suivante Rpp = Ro(l/Et—l)l/6 (Rp dépend des propriétés spectra-

les du groupe fluorescent), la distance Rpp entre deux groupes
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fluorescents augmente quand 1l'énergie de transfert diminue.
Ceci indique que les deux résidus de tryptophane s'éloignent
1'un de 1'autre quand la concentration en chlorure de sodium

augmente.

En d'autres termes, il y aurait, sous l'action de la force
ionique, un déploiement de la protéine ou au moins de la région

contenant les deux résidus de tryptophanes.

d) Etude de l'exposition des résidus de tryptophanes par dichroisme circu-

laire

Les études de fluorescence ont montré que le tryptophane
(Trp®l) de la protéine MCl se dégage lorsque la force ionique

augmente.

L'étude des spectres dichroiques de la protéine MC1l enre-
gistrés entre 250 et 400 nm (Figure IV-12) nous ont permis de
confirmer ce résultat. En effet, la bande dichroique a 280 nm
qui est attribuée aux résidus de tryptophane augmente avec la

molarité en NacCl.

e) Conclusion

L'ensemble de ces résultats montre qu'a faible force ioni-
que, le tryptophane en position 61 est enfoui dans la protéine.
Il est situé dans une région trés probablement structurée (55-
66) et enfouie dans la protéine. Lorsque la force ionique aug-

mente, la protéine se déplie et le tryptophane devient exposé.

IV - 4 COMPARAISON DE LA PROTEINE MCl AVEC LA PROTEINE II DE

DIFFERENTS MICRO-ORGANISMES ET AVEC L'HISTONE H4 DE

THYMUS DE VEAU, A L'AIDE DE LA METHODE HCA

Les études de structure primaire ont montré que la protéine
MCl ne présente pas d'homologie de séquence en acides aminés ni

avec la protéine II d'eubactéries ni avec les histones. La
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FIGURE IV-12 - Etude de l'exposition des résidus de tryptophane

de la protéine MCl de M. barkeri (1,2 mq) dissous
dans du tampon phosphate de socdium 1C mM pH 6,0
en fonction de la meolarité en NaCl : (1) 50 mM.
(2) 2C6C mM ; (3) 300 mM : (4) 350 mM : (5) 400 mM,
(6) 500 mM ; (7) 700 et 900 mM.
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méthode HCA de GABORIAUD et coll. qui permet une perception
immédiate des zones structurées correspondant & des amas hy-
drophobes, est une méthode efficace pour retrouver des paren-
tés entre des protéines qui , malgré une fonction analogue,
présentent de faibles homologies de structure primaire. Nous
1'avons donc appliquée pour comparer la protéine MC1l de M.
barkeri & la protéine II de différents micro-organismes et a
1'histone H4 de thymus ae veau.

Ces études comparatives s'effectuent selon le protocole
suivant : » |
- une similitude dans la forme, la taille et l'orientation
des amas hydrophobes est d'abord recherchée.
- les séquences sont alignées en se référant aux résidus de

proline et de glycine et en recherchant un maximum 4'homologie.

Parmi les protéines II dont la séquence en acides aminés
est connue (TANAKA et coll.,1984), la'protéine I1 de Bactillus
stearothermophilus a pu &tre cristallisée et sa structure tridi-
mensionnelle déterminée (Figure IV-13). La moitié N-terminale
de la protéine consiste en deux hélices a (og résidus 3-13 ;
05, résidus 21-37) connectées par une large boucle (résidus

14-20) .La moitié C-terminale comprend principalement 3 segments

FIGURE IV-13 - Structure du monomére de la protéine II.
(TANAKA et coll.,1984)
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en feuillets B antiparalléles (B, résidus 40-44 ; Bos résidus
48-51, B85, résidus 78-83), les segments g, et g, sont reliés
par un coude trés court constitué par la séquence Gly-Phe-Gly
qui est hautement conservée. Par ailleurs les segments By et

B3 sont reliés par une séquence en structure étendue (résidus
52-77) qui comprend deux résidus de proline (Pro®3 et Pro’?)
trés bien conservés et la région 52-63 qui interagit avec 1'ADN.
L'extrémité C-terminale forme une hélice o, (résidus 84-89).La
représentation HCA de cette protéine est illustrée dans la fi-
gure IV-14 en comparaison avec la protéine II isolée d'autres
micro-organismes et avec la protéine MC1l de M.barkeri . On observe
pour la protéine II de B.stearothermophilus une bonne correspondance
entre les résultats de la cristallographie et ceux obtenus avec
la méthode HCA. Sur la base de cette correspondance, des seg-
ments structuraux ont été délimités par des lignes verticales.
Par exemple, 1l'amas hydrophobe (résidus 42 & 50) de la protéine
II de B.stearothermophilus a été coupé en son milieu compte tenu
des résultats cristallographiques et de la présence d'un résidu

de glycine en position 46.

Quand on compare la protéine MCl avec les protéines II, on
n'observe pas d'homologies dans la disposition des amas hydro-
phobes. Cependant en alignant ces amas et surtout les résidus
de proline et de glycine, quelques similitudes peuvent &tre ob-
servées entre la protéine MCl et les protéines II. En effet, la
protéine MCl1l contient un segment trés riche en résidus de pro-
line (résidus 68 & 82) qui peut é&tre aligné avec le segment ri-
che en proline (63-77) des protéines II. Ce segment bien con-
servé fait partie de la séquence en structure étendue de la
protéine II dans laquelle est situé le site d'interaction de

l'ADN.

De plus les amas C5 et C6 en feuillet B de la protéine MCI
présentent des similitudes avec les segments de structure B
situés de part et d'autre du résidu de proline en position 77
dans la protéine II de Clostridium pasteurianum et de Thermoplasma

acidopht lum.



FIGURE IV-14 - Comparaison a l'aide de la méthode HCA de la pro-
téine MC1l de M.barkeri avec la protéine II des mi-
cro-organismes suivants :B.st,Bacillus stearothermo-
philus ; Ecl, Escherichia coli (HU-1) ; T.a,Thermoplas-
ma actidophilum ; C.p, Clostridiun pasteurianum (TANAKA
et coll.,1984).

Les lignes verticales indiquent les correspondances possibles
entre les séquences. Les amas hydrophobes sont entourés par une
ligne continue. Les zones colorées en vert correspondent a une
structure en hélice o et les zones colorées en rose a une struc-
ture en feuillet B.
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a

Il semble donc que par rapport a la protéine II, la partie
C-terminale de la protéine MCl soit mieux conservée que la par-

tie N-terminale.

Par contre, la comparaison du diagramme HCA de la protéine
MC1 avec celui de l'histone H4 de thymus de veau ne montre au-

cune homologie structurale (Figure IV-15).

IV - 5 DiscussioN

Les études en spectroscopie infrarouge et en dichroisme
circulaire ont montré la présence de structure en feuillets B
antiparalléles et la quasi absence de structure en hélice a
dans la protéine MCl.

Ces observations concordent avec les données fournies par
les méthodes de prédiction de structure qui indiquent que la
protéine MCl serait peu organisée. ‘Elle contiendrait en effet
16% de structure en hélice a, 15% de structure en feuillet B
et 30% de coudes B. Ce faible taux d'organisation pourrait ex-
pliquer gque la protéine MCl se comporte comme un monomére puis-
que, généralement, les molécules présentant un taux important
de structure organisée existent plutét & 1'état de polymére.
Tel est le cas de l'octamére des histones H2A, H2B, H3, H4 et

du dimére de la protéine II 4'eubactéries.

Par ailleurs, toutes les méthodes spectroscopiques (infra-
rouge, dichroisme circulaire, fluorescence) ont montré que
1'augmentation de la force ionique induit des changements de
conformation dans la protéine MCl. En spectroscopie infrarouge,
on observe une disparition des feuillets B antiparalléles.En
dichroisme circulaire, les résultats obtenus pour la protéine
MCl et le fragment 1-64 permettent de supposer que les change-
ments conformationnels observés mettent en jeu la région struc-
turée de la protéine (résidus 55 a 66). De plus les études de
fluorescence montrent que le tryptophane en position 61 est au

coeur d'une région structurée enfouie dans la protéine.
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FIGURE IV-15 - Comparaison de la protéine MCl de M.
barkeri avec l'histone H4 de thymus
de veau par la méthode HCA. '
(GABORIAUD et coll.,1987)

Glycine 4
Proline %
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L'ensemble de ces résultats permet d'émettre quelques sug-

gestions concernant la structure secondaire de la protéine MCl.

Notons d'abord que les spectres infrarouges ont été obtenus
en utilisant une concentration en protéine (11 mg/ml) beaucoup
plus importante que celle utilisée pour les études en dichrols-
me circulaire et en fluorescence. On pourrait donc penser que
la structure B antiparalléle, observée & faible force ionique,
serait due & l'agrégation entre les molécules. Cependant les
études en fluorescence réalisées a une concentration en protéine
beaucoup plus faible (= 100 pg/ml) montrent, comme la spectros-
copie infrarouge, que la protéine MCl se déplie quand la force
ionique augmente. Pour cette raison et aussi parce que la pro-
téine se comporte en monomére, nous pensons que les feuillets®
antiparalléles constituent un arrangement intrachaine, ce qui
est concevable avec le nombre important de coudes f ou de bou-
cles dans la protéine.

s

A partir de l1la, nous pouvons admettre gu'd faible force
ionique, des liaisons ionigues stabilisent les struétures en
feuillets B antiparalléles. Uuand la force ionigue auomente,
les liaisons ionigues sont rompues provoguant ainsi la déstabi-
"lisation des zones structurées et le dérliement de la molécule.
Par ailleurs, la structure secondaire de la prrotéine MC1l de
#. barkeri diffeére dé celle de la protéine ITI d'eubactéries et
des histones : la protéine II et les histones ont un taux d'hé-
licité plus élevé que celui de la protéine MCl. Ainsi la protéine
IT de B. stearothermophilus@ un taux d'hélicité voisin de 40 %
tandis gue l'histone H4 a un taux d'hélicité de 1l'ordre de 20 %.
On observe également une différencé entre les changements
conformationnels induits par les sels pour la protéine MCl et
ceux observés pour les histones ou lés protéines II. En effet,
1'auamentation de la forcé ioniqué chez les histones, favorise
la formation de structure seconcdaire et particuliérement la
formation de structuré en hélicé a (D'ANNA et ISENBERG, 1972 ;
BRADBURY et coll., 1975 ; LEWIS et coll., 1975). De méme, KHANAKA
(1984) a montré que la protéine II d'eubactéries acquiert une
conformation plus hélicofdale quand la force ionique augmente.
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CHAPITRE V

ETUDE ULTRASTRUCTURALE DU COMPLEXE DESOXYRIBONUCLEOPROTEICUE

- DE L'ARCHAEBACTERIE METHANOSARCINA BARKERI




INTRODUCTION

En 1985, F. CHARTIER a montré que la protéine MCl1l repré-
sente le composant protéique majeur de 1l'extrait acido-soluble
du complexe nucléoprotéique de M. Barkert.

Pour confirmer que la protéine MCl est associée & 1'ADN
in vivo, nous avons utilisé une autre approche. La protéine
MC1 é été localisée sur 1'ADN en microscopie électronique par
immunomarquage sur des coupes de cellules de Methanosarcina
barkeri et sur de la chromatine &talée. En outre, afin de re-
chercher si des protéines de caractére acido-insoluble étaient
présentes- dans le complexeCﬁsoxyribonucléoprotéique de la bac-
térie, nous avons déterminé la composition en protéines totales
de ce complexe.

La protéine MCl1l a des caractéristigues de structures pri-
maire et secondaire différentes de celles des histones et de

la protéine II ; néanmoins la méthode comparative HCA a permis

de relever une certaine homologie entre la protéine MC1 et
d'une part les protéines II de Clostridium pasteurianum et de
Thermoplasma acidophilum et d'autre part de la protéine II
d'eubactéries, au niveau ae deux régions en feuillet B (amas
C5‘(Trp74-Met75) et amas C6 (Phe83-Va184)) et 8e la région
riche en proline (séquence 68 & 82) qui correspond au bras
par lequel la protéine II interagit avec 1'ADN.

Nous avons donc recherché si la protéine MC1 est capable
d'organiser 1'ADN de M. barkeri en unités structurales répé-
titives similaires 3 celles décrites dans le nucléoide d'eu-
bactéries et de Thermoplasma acidophilum.

Ces travaux réalisés en collaboration avec le Docteur
Gérard PRENSIER (U. 42 INSERM, Villeneuve d'Asca) pour toutes
les études en microscopie é&lectronigue, font l'objet d'une

publication soumise & Canadian Journal of Microbiology.
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ABBREVIATIONS : EDTA, ethylene diamine tetraacetic acid ;

Protein MC1, Methanogen chromosomal protein 1 ;

SDS, Sodium Dodecyl Sulphate.

Enzymes Nuclease from staphylococcus aureus (EC 3.1.31.1)

Ribonuclease A from bovine pancreas (EC 3.1.27.5)



SUMMARY :

The Methanosarcina barkeri protein MCl, a basic polypeptide of 93

amino acid residues,‘ has been localized in the DNA-rich areas on
immunolabelled bacterial cryosections revealed with the protein A-gold

method. This localization strongly supports the previous studies concerning

the association of the protein MC! with the DNA in vivo. In the M. barkeri

deoxyribonucleoprotein complex the protein MC1 accounts for about 90 %
of the total proteins and the protein MC1-to-DNA ratio (by weight) is equal
to 0.11. Staphylococcal nuclease digestion data and microscopic
observations have failed to reveal the presence of repeating structural units

and suggest that the protein MC1 is unevenly distributed along the DNA.
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INTRODUCTION :

The eukaryotic chromatin is organized in repeating structural units
called nucleosomes which exhibit a beads -on-a- string appearance upon
electron microscopy and can be released by a brief digestion of chromatin
with sta.phylococcal nuclease. These elementary structural units are
constituted of about 200 Base pairs of DNA, two molecules of each of the
histones H2A, H2B, H3 and H4 and one moleéule pf histone H1 (McGhee
and Felsenfeld 1980). The composition of the chromatin of several
eubacteria and archaebacteria has been determined (Varshavsky et al.
1977 ; Yamazaki et al. 1984, Searcy and Stein 1980 and Green et al. 1983).
The stru-ctural orgar{ization of the prokaryote chromatin is much more
. unstable and is not so well defined as that of eukaryotes ; however the
isolation of DNA iragmentvs protected from staphylococcal nuclease
digestion suggests the presence of repeating structural units in several

microorganisms. In Escherichia coli, the DNA fragments are about 120

base pairs long and are associated with ‘one molecule of each of the
proteins Bl and B2 (also called HU) (Varshavsky et al. 1977). The

nucleoprotein particles found in Thermoplasma acidophilum are globular

and are composed of 40 base pairs of DNA bound to four molecules of
protein HTa (Searcy and Stein 1980). Protected DNA fragments were also

found in Sulfolobus acidocaldarius but the amount of protein associated to

them was not determined (Green et al. 1983). Up to now the structural
organization of chromatin in methanogens and halophiles remains
unknown ; these two groups of microorganisms constitute among the
archaebacteria a branch well separated from that formed by the

thermophilic sulfur-dependent archaebacteria (Woese and Olsen 1986).

The protein MC1 is the major component found in the acid extract
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isolated from the Methanosarcina barkeri nucleoprotein complex (Chartier

et al. 1985). The protein MC1 is a basic polypeptide of 93 amino acid
residues (My 10 757) of which the amino acid sequence is not homologous
to that of any prokaryotic or eukaryotic chromosorﬁal proteins described
so far (Laine et al. 1986). For this reason, the name HMb -or'iginally given
to the protein MC1 to follow the nomenclature used for chromosomal

proteins from eubacteria, now appears to be inadequate and confusing.

This paper deals with the immunocytochemical localization of DNA

and protein MCl in the archaebacterium Methanosarcina barkeri and
describes the main features of the deoxyribonucleoprotein complex by
means of two convergent approaches i.e. biochemistry and electron

microscopy observations.

MATERIALS AND METHODS

Methanosarcina barkeri MS (DSM 800) was grown as indicated by

Touzel and Albagnac (1983). Nuclease from Staphylococcus aureus was

purchased from SERVA and ribonuclease A from bovine pancreas was
purchased from SIGMA. Diphenylamine was from MERCK and BCA
protein assay reagent was froin PIERCE. Sera from patients with systeinic
iupus erythematosus, taken as sources of anti-DNA antibodies, were
obtained from Pr Dequiedt (Service de Néphrologie, Hopital Calmette,
LILLE, Frénce). These sera exhibit an affinity for a double-stranded DNA-

cellulose column.

Antisera anti-protein MC1

" The protein MC! was prepared by affinity chromatography on a
DNA-cellulose column as described by Chartier et al. (1985) and the

contaminants were discarded by precipitation with ammonium sulphate at
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80 %}saturation. The protein MC1 obtained pure in the supernatant was
dialyzed against 50 mM sodium chloride, 10 mM sodium phosphate pH 6.0.
Antibodies directed against protein MCl were raised in rabbits by
subcutaneous injections of 100 ug protein in Freund's complete adjuvant
(CFA) every week during 3 weeks followed, one and two months later, by an
intramuscular injection of 200 ug protein in CFA. Sera obtained 15 days
after the last injection were used for immunological studies. The antibodies
assays had to be performed by the dot-immunobinding technique (Hawkes et
al. 1982) because the anti-protein MC! antibodies produced were not

precipitating.

Electron microscopy

Whole cells of M. barkeri and pelleted deoxyribonucleoprotein were
fixed for I h in a mixture of & % formaldéhyde and 0.1 % glutaraldehyde in
phosphate-buifered saline (PBS ; 50 mM phosphate buffer pH 7.5, 150 mM
sodium chloride) and then treated according to Moreau et al. (1986). For
immunolabelling of protein MCIl, grids were incubated for 1 h at room
temperature in the immunserum anti-protein MC1 diluted to 1/10 with PBS.
The revélation was performed with protein A-colloidal gold (5 nm-diameter).
For immunolabelling of DNA, grids were incubated as above in the sera from
patients with systemic lupus erythematosus diluted to"1/10 with PBS. The
revelation was performed with the protein A-colloidal gold technique and
alternatively wifh goat anti-human IgG-gold (25 nm-diameter). For double
immunolabelling, protein MC1 and DNA were labelled as indicated above
and revealed with protein A-colloidal gold (5 nm-diameter) and goat anti-
human IgG-gold (25 nm-diameter) respectively.

Negative staining of immunolabelled spread deoxyribonucleoprotein
was performed on parlodion coated grids with 3 % aqueous uranyle acetate.

Electron microscopy was performed with a Hitachi HU12A electron

microscope.



Staphylococcal nuclease digestion of the deoxyribonucleoprotein

complex

The deoxyribonucleoprotein complex was prepared as described by
Chartier et al. (manuscript in preparation). In a first step the cellular
debris and polysomes were removed by centrifugation, then the deoxyribo-
nucleoprotein complex was pelleted and purified by gel filtration
chromatography on a Sepharose #4B column after treatment with
ribonuclease A. The deoxyribonucleoprotein complex was dialyzed against

100 mM sodium chloride, 10 mM Tris-HCIl, pH 7.6 and diluted to an

I cm
absorbance of A = 2.0. The digestion was carried out at 37°C with 20

U/m} of staphylocgcrc‘g; nuclease in the presence of 5 mM calcium chloride
at 37°C. At various intervals, aliquots were taken off and adjusted to
10 mM disodium-EDTA to stop the reaction. The undigested DNA was
precipitated in 0.5 M perchloric acid at 0°C for 30 min and centrifuged at
2000 x g for 15 min . The concentration of the acid-soluble DNA was
measured from the absorbance at 260 nm of the supernatant and the

amount of the acid-insoluble DNA was calculated and expressed as per-

cent undigested.

DNA and protein assays in the deoxyribonucleoprotein complex

The deoxyribonucleoprotein was precipitated in 0.5 M perchioric acid
for 30 min at 0°C and centrifuged at 2000 x g for 15 min to discard free
nucleotides. This procedure was repeated twice and the pelleted DNA was
assayed by the diphenylamine procedure (Burton 1968). Protein concen-
tration was determined by the Lowry method modified by Smith et al.

(1985). Calf thymus histone H4 was used as calibration protein standard.

Electrophoretic procedure

Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis was
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performed according to Laemmli (1970). Gel was stained and destained as
described by Stephano et al. (1986). The gel was scanned with a Vernon

PHI & densitometer. ’

RESULTS

The knowledge of the protein composition of the deoxyribonucleo-
protein complex is a prerequisite to the understanding of the organization
- of the chromosomai DNA. Chartier et al. (1985) show;d that the protein

MCI1 is the major component of the acid extract of the M. barkeri

nucleoprotein complex. Electron microscopy observations of M. barkeri

cryosections allowed us to confirm the presence of the protein MC1 on
DNA. The intracellular localization of DNA and protein was performed
using an immunolabelling method with the protein A-gold method. In order
to test the efficiency of this method, single labelling of protein (Fig. 1a)
and DNA (Fig. 1b) was performed on cryosections of the pelleted
\deoxyribonucleoprotein. In both cases, gold particles were located in
dense areas which correspond to the fibrillar structures of the
deoxyribonucleoprotein and the number of the gold particles was higher in
the darkes-t areas. It must be emphasized that the background was
negligible. Due to unsatisfactory results with double immunolabelling of
protein and DNA, we chose to label these components on separate
cryosections. The results of DNA immunolabelling on the M. barkeri
cryosections showed local accumulation of DNA in the dense areas which
were evenly distributed throﬁghout the cell (Fig. 1d) thus suggesting that
the DNA is not localized in a restricted region. On the cryosection
presented in the figure lc, the immunolabelling of protein MC1l was
localized in the dense areas where DNA has been evidenced.

The finding of acid-insoluble proteins associated to the chromosomal

_ DNA in several archaebacteria (Green et al. 1983, Thomm et al. 1982) led

us to analyze the total protein composition of the M. barkeri
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deoxyribonucleoprotein complex. The electrophoretic pattefn obtained in
this anélysis is presented in the figure 2. As determined by scanning
densitometry, the protein MCl accounted for about 90 % of the total
proteins associated to the DNA whereas the other proteins were found in
very low amounts (about 2 % for each protein species). Therefore the
protein MCl appeared to be the only DNA partner which may have a
structural role in the chromosome of M. barkeri. The isolated
nucleoprotein exhibited a protein MCl-to-DNA ratio of 0.11 (by weight).
Taking into account the molecular weight of the protein MCl, this value
corresponds to 1 molecule of protein MC1 per 150 base pairs of DNA.

The organization of the chromatin can be studied by convergent
approaches : i, electron microscopy on spread chromatin ; ii, digestion of
the purified chromatin with staphylococcal nuclease in order to
investigate if repeating structural units resistant to the enzyme and
reminiscent to nucleosomes are present in the chromatin. .

Thé M. barkeri deoxyribonucleoprotein complex was incubated with
staphylococcal nuclease (20 U/100 p g of DNA in 1 ml), an enzyme-to-
substrate ratio used in the study ‘of other archaebacteria chromatin
(Searcy and Stein 1980, Green et al. 1983). The time-course digestion
curves of M. barkeri deoxyribonucleoprotein and of deproteinized DNA
were similar (Fig.. 3), demonstrating that the protein MCIl was unable to
protect DNA against staphylococcal nuclease.

When revealed by negative staining, the deoxyribonucleoprotein
preparations appeared under the electron microscope as ﬁb.res without
globular structure resembling ‘eukaryotic nucleosomes (Fig. 1h). This
observation together with the results- of the nuclease digestion of the
“deoxyribonucleoprotein complex indicates a lack of organization of the
DNA in M. barkeri similar to the nucleosomal DNA repeats observed in
eukaryotes. |

The arrangement of protein MC1 on DNA was studied by immuno-
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electron microscopy. Preparations of spread deoxyribonucleoprotein were
separately labelled with anti-sera anti-protein MC1 (Fig. le) and with sera
containing anti-DNA antibodies (Fig. 1f) and then negativel.y stained. In
these figures, gold particles were found in dense regions corrgsponding to
deoxyribonucleoprotein. Moreover. in the preparations used to reveal the
protein, the density of gold particles throughout a same dense area was
not uniform : some de'nse regions were better labelled than others. These
" observations suggest that protein MCI is unevenly distributed along the
DNA and that some regions of DNA are probably naked. Similar results
| were obtained with a double immunolabelling to reveal both DNA and
protein MC1 : on a same fibre of deoxyribonucleoprotein, labelling of

protein MCI and DNA appeared irregularly distributed (Fig. 1g).

DISCUSSION
The evidence of the asso.ciation of the protein MC1 with DNA in

Methanosarcina barkeri, previously established by Chartier et al. (1985)

has been reinforced by an imimunocytochemical localization of DNA and
~protein MCl in the bacterial cell. DNA-rich areas appeared to be evenly
distributed throughout the bacteria and not restricted in some large
regions as observed in E. coli (Bjornsti et al. 1986). The protein MClI
represents 90 % of the proteins in the M. barkeri deoxyribonucleoprotein
complex. In this complex any acid insoluble protein was found in sufficient
amount to play a structural role and particularlly the acid-insoluble
protein of ap;;arent M, 14 300 present in the chromatin of Methanobac-

terium thermoautotrophicum (Thomm et al. 1982). On the other hand,

these authors did not find any acid soluble protein homologous to the
protein MCIl. The protein MC! has been found in other strains within the

genus Methanosarcir;a (Chartier et al. 1986) but the presence of this

protein has not been reported yet in other methanogenic bacteria. At the

present time, it is therefore not possible to determine if the differences
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in protein composition of the chromatin between M. barkeri and M.

therr;uoautotrophicum are related to their affiliation to different orders.

The biochemical data and the observations in electron microscopy
clearly showed the lack of nucleosomal structure in M. barkeri chromatin
and did not allow us to evidence any other kind of repetitive structure in
this bacterium. However it must be kept in mind that such putative
structures may be extremely labile as are the beaded fibres visualized in
E. coli by Griffith (1976). In any case, the rate of the nuclease digestion
of the complex is consistent with the probable presence of long naked
stretches of DNA : this was suggested by the observation of large regions
of the deoxyribonucleoprotein complex in which the protein MC1 was not
revealed, and which is accounted for by ‘tﬁe low protein-to-DNA ratio in
the k:éthplex. The value of this ratio wa; found to be 0.11. However, it
must be noticed that the cells were harvested in the late stationary phase
of growth when the production of methane was decreasing. Presently, we
do not know whether the amount of protein MC! is constant or is
dependent of the physiological state of the b_acterium.

The protein composition of the chromatin in prokaryotes exhibits a
large qualitative and quantitative diversity. The protein HTa is the singles

abundant protein associated with DNA in Thermoplasma acidophilum

(Searcy and Stein 1980) whereas two chromosomal proteins are

encountered in Sulfolobus acidocaldarius (proteiﬁs HSa and NHSa) (Green

et al. 1983) and in Escherichia coli (proteins Bl and B2) (Varshavsky et al.

1977). None of these proteins can be related to each other except the
proteins HTa vand B2 which exhibit amino acid sequence homologies (Laine
et al. 1983). When referring to the .amount of DNA in the purified
deoxyribonucleoprotein, the protein MC! is as abundant as the E. coli
protein B2 but is about twice less abundant than each of the proteins HSa

and NHSa in S. acidocaldarius and five times less abundant than the

¥

134



protein HTa in T. acidophilum.

Such a diversity in protein composition accounts for the differences

observed in the chromatin structure among prokaryotes. However the

chromatin features in M. barkeri are not far from those of E. coli and S.

acidocaldarius. The E. coli chromatin is completely digested with the
staphylococcal nuclease within a short time (see Green et al. 1983) and, in
fact, the 120 base pairs DNA fragments described by Varshavsky (1977)
were released at the early stage of nuclease digestion (when 29 % of the
DNA is digested). DNA fragments of size ranging from 50 to 220 base
pairs were also released from the M. barkeri nucleoprotein complex after
10 min digestion (\;'hen 75 % of the DNA was digested) but no fragments
could be detected at longer digestion times (data not shown). In S.

acidocaldarius only a small fraction (5 %) of the DNA is resistant to the

nuclease and the protected DNA fragments exhibit a broad size
distribution (with an average of 25 base pairs) contrary to those released
by nuclease digestion of eukaryotic chromatin. Only the repeating

structural units of the T. acidophilum DNA particles seem to be

intermediate between those found in eukaryotes and those found in the

other microorganisms cited above. From the point of view of chromatin

organization, M. barkeri is closer to eubacteria and S. acidocaldarius than

to eukaryotes.
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Figure 1 :

Figure 2 :

Immunolocalization of protein MC1 and DNA from Methanosar-

cina barkeri. -a,b; cryosections of pelleted deoxyribonucleo-

protein complex. -c,d, cryosections of whole cells of Methano-

sarcina barkeri . -e, {, g, h, negative staining of spread chromatin.

-a,c,e, immunolabelling of protein MC1 with anti-serum contai-
ning anti-protein MC! antibodies revealed with protein A-gold
(5 nm-diameter). -b, d, immunolabelling of DNA with serum
containing ahti-DNAJ antibodies (see methods) revealed with
protein A-gold (5 nm-diameter). -f, immunoiabelling of DNA with
serum containing anti-DNA antibodies revealed with goat anti-
human IgG-gold (25 nm-diameter). -g, double immunolabelling :
protein MCl and DNA were labelled as indicated above and

revealed with protein A-gold (5 nm-diameter) and goat anti-

human IgG-gold (25 nm-diameter) respectively. Bars = 0,2 um.

Qualitative analysis of the protein components of the Me-

thanosarcina barkeri deoxyribonucleoprotein complex by SDS-

polyacrylamide gel electrophoresis. a, M. barkeri deoxyribonu-

cleoprotein complex ; b, crude protein MCl obtained by DNA-
cellulose chromatography. m, M; markers : phosphorylase b (M,
94 000), bovine serum albumin (M, 67 000), ovalbumin (M, 43 000),
carbonic anhydrase (M, 30 000), soybean trypsin inhibitor (Mg
20 100), a-lactalbumin (M, 14 400). Samples (7 ug) were treated
with 5 % SDS, 2 % 2-mercaptoethanol for 3 min at 100°C and run
at 40 mA for 150 min on a 5-30% polyacrylamide gradient gel.
Electrode buiffer (Tris—glyci’ne, pH 8.3) and gel buffer (Tris-HCI,
pH 8.9) were made 0.1 % SDS. Gel was stained and destained

according to Stephano et al. (1986).
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" Figure 3 : Digestion with staphylococcal nuclease (20 U/ml) of the M.
barkeri deoxyribonucleoprotein éomplex ( «#——e) and of chicken

erythrocyte DNA ( o—o0 ). Results are expressed as per-cent of

DNA remaining undigested.
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DISCUSSION

La protéine MCl et 1'ADN ont été révélés dans les mémes
régions denses aux électrons sur les coupes de Methanosarcina
barkeri et sur les structures fibrillaires de la chromatine
étalée. Ce résultat confirme que la proté&ine MC1l est associée
a 1'ADN in vivo. '

La protéine MCl, qui représente 90 % des protéines du
complexe désoxyribonucléoprotéique, apparait &tre la seule
protéine susceptible de jouer un rdle structural dans ce
complexe.

Cependant, contrairement aux histones et & la protéine
II de l'archaebactérie T. acidophilum, la protéine MCl ne
protége pas 1'ADN de la digestion par la nucléase staphylo-
coccale et ne forme pas de structures globulaires sur les
fibres de chromatine. Il faut cependant souligner qu'avec
un rapport pondéral protéine MC1/ADN égal a 0,11, la protéine
MC1l est beaucoup mdins abondante que les histones et que la
protéine II de T. acidophilum. La protéine MC1l ne peut donc
organiser qu'une faible partie de 1'ADN. Nos observations en
microscopie électronique suggérent d'ailleurs que des régions
de 1'ADN sont nues.

L'organisation de la chromatine de M. barkeri est radica-
lement différente de celle des eucaryotes et de T. acidophilum.
Elle ressemblerait plutdt i celle des eubactéries : chez E. colz,
le rapport protéine II/ADN est égal & 0,1, 1'ADN est totalement
digéré par la nucléase staphylococcale et la structure du nu-

cléoide est trés instable. -
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Notre travail a porté sur l'étude de la protéine chromo-

somale MC1 isolée d'archaebactéries du genre Methanosarcina

Methanosarcina barkeri MS (souche de référence) et Methanosarcina

sp MST-Al.

Nous avons contribué 3 la détermination de la séquence en
~acides aminés de la protéine MCl de M. barkeri. Cette protéine
basique de 93 résidus, ne présente aﬁcune homologie de struc-
ture primaire avec des protéines chromosomales d'eubactéries

(protéine II) et d'eucaryotes (histones).

Dans le cadre d'études comparatives de la protéine MCl
isolée de différentes souches de Methanosarcinaceae, nous
avons établi la séquehce en acides aminés de la protéine MC1
de Methanosarcina sp MST-Al. Nos résultats ont permis de diffé-

“rencier deux souches tré&s voisines : Methanosarcina sp MST-Al
et Methanosarcina sp CHTI-55 : on peut apprécier ainsi l'apport

de la séquence peptidique & la taxonomie.

Nous avons mis au point une méthode de préparation de la
protéine MCl, afin d'aborder 1'étude de sa conformation. La

protéine MC1l est principalement constituée. de segments en

feuillets B et se désorganise lorsque la force ionique augmente.

Ces propriétés confirment que la protéine MCl différe des
histones et de la protéine II : ces protéines sont plus riches
en hélice a qu'en feuillet p et acquiérent davantage de struc-
ture ordonnée en milieu de force ionique élevée.

La protéine MCl a été localisée sur 1'ADN par des observa-
tions en microscopie électronique, en utilisant des teéhniques
d'immunomarquage. Par ailleurs, l'étude du complexe désoxyribo-
nucléoprotéique a révélé 1l'absence de structures répétitives
analogues aux nucléosomes des eucaryotes. La protéine ne serait

pas distribuée uniformément le long de 1'ADN.

La protéine MCl interagit bien avec 1'ADN mais le rdle
- structural qu'elle pourrait avoir est trés certainement diffé-

rent de celui des histones ou de la protéine II 4d'E. colz.
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Des études d'interaction de la protéine MCl avec 1'ADN devraient
permettre de préci;er ce rdle. Il faudrait déterminer la confor-
mation de la protéine en interaction avec 1'ADN.

La place du résidu de tryptophane (Trpel) au coeur d'une
région bien structurée suggére que ce résidu pourrait jouer
un r6le essentiel. Il serait donc intéressant de voir s'il
correspond au point de fixation de la protéine MC1 sur 1'ADN.
Ce résidu de tryptophane est éntouré de deux résidus de lysine
(séquence Lyssg—Ala-Tryp—Lyssz) qui pourraient donner lieu a
des liaisons électrostatiques avec les groupes phosphate de
1'ADN. Le tryptophane pourrait alors s'interéaler entre lés
bases de 1'ADN. Ce type d’interaction correspondrait au modéle

proposé par RAJESWARI et coll (1987).
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1 SOUCHES BACTERIENNES ET CULTURE DES BACTERIES

La souche Methanosarcina barkeri souche MS (DSM 800) a été
fournie par le Docteur J.G.ZEIKUS (University of Wisconsin
Madison USA). Les bactéries sont cultivées a 35°C sur acé-
tate dans le milieu BCYT (TOUZEL et ALBAGNAC, 1983) dont la
composition est indiquée dans 1'annexe 1, milieu de base
contenant de l'extrait de levure, des dérivés carbonés et de
la trypticase. Les cellules sont récoltées en phase post-

exponentielle.

La souche Methanosarcina sp souche MST-Al (DSM 2905) a été
isolée a 1'INRA dans un digesteur anaérobie. Les bactéries

sont cultivées a 55°C sur le méme milieu que Methanosarcina
barkeri MS.

I1 PREPARATION DE LA PROTEINE MC1

La protéine MC1l est préparée & partir d'un homogénat bac-
térien par chromatographie d'affinité sur une colonne d'ADN

- couplé a la cellulose.

II - 1 PREPARATION DE L'HOMOGENAT BACTERIEN

Les bactéries (60 g) sont homogénéisées & +4°C dans 60 ml
de tampon P-0 contenant du DFP 0,1 mM & 1'aide d4'un homogénéi-
seur Waring Blendor. Le tampon P est un tampon phosphate de
sodium 10 mM, EDTA 1 mM, pH 6,8 contenant ou non du chlorure
de sodium : la molarité en NaCl exprimée en mmoles est indi-

quée par le chiffre qui suit la lettre P. Les bactéries sont
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"cassées" dans une presse de FRENCH a une pression de 1400
bars (20.000 psi). La molarité en NaCl de la suspension est
amenée 4 2 M avec du tampon P-4000 afin de dissocier le com-
plexe nucléoprotéique. L'homogénat est ensuite centrifugé a
8000 x g pendant 1 heure pour éliminer les débris membranai-
res. Le surnageant est additionné de polyéthyléne glycol
6000 (30 p.100, poids/volume) contenant du NaCl 2 M pour ob-
tenir une concentration finale de 10 p.100 (poids/volume) en
poiyéthyléne glycol. Aprés agitation douce pendant 30 minu-
tes, la suspension est centrifugée 1 heure & 8000 x g pour
éliminer les acides nucléiques qui ont précipité. Le surna-
geant est dialysé contre un tampon P-50 contenant du 2-mercap-

toéthanol 1 mM pour amener la molarité en NaCl & 50 mM.

ITI - 2 CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE D'ADN COUPLE A LA CELLULOSE

II - 2-1 Préparation de la colonne d'ADN

La colonne 4'ADN (ADN bicaténaire) a été préparée par la
méthode de REICHART (1972).

* préparation de la cellulose

La cellulose Whatman CF 11 (100 g) est mise en suspension
dans deux litres d'eau distillée. Les particules les plus fi-
nes sont éliminées par aspiration du surnageant aprés décan-
tation de la suspension de cellulose. Cette opération est ré-
pétée deux fois aprés resuspension de la cellulose dans l'eau
distillée et deux fois aprés resuspension dans un litre de mé-
lange éthanol-eau (1:1 ; v/v). La cellulose est ensuite resus-
pendue dans l'éthanol absolu que l'on élimine ensuite par fil-
tration sur un Biichner garni de papier Whatman 3MM. La cellu-

lose est lavée deux fois avec un litre d'eau distillée. La
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cellulose est traitée successivement par de la soude 0,5 M
et par de l'acide chlorhydrique 0,5 M. Aprés chaque traite-
ment, la cellulose est lavée avec de l'eau distillée et les
solvants sont éliminés par filtration sur un Biichner. Aprés
le traitement par la solution acide, le pH de l'eau de lava-
ge doit &tre supérieur & 5. La cellulose est séchée pendant
18 heures sous courant d'air froid, puis lyophilisée pendant

48 heures.
* Couplage de 1'ADN a la cellulose

Deux colonnes 4'ADN ont été réalisées : une colonne avec
de 1'ADN d'E.coli et une colonne avec de 1'ADN de Rhizobium me-
liloti. 200 mg A'ADN 4'E.coli préparé par la méthode de MARMUR
(1961) ou 200 mg A'ADN de Rhizobium meliloti préparé par la mé-
thode de MIURA (1967) sont dissous dans 100 ml de tampon Tris-
HC1 10 mM ajusté & pH 8,0 et contenant de 1'EDTA 1 mM. Pour
obtenir unewbonne solubilisation, la solution 4'ADN est main-
tenue sous agitation trés douce pendant 18 heures. L'absor-
bance & 260 nm (A%, ) d'une partie aliquote de cette solution
diluée au centiémé est mesurée; ce qui permettra de calculer

LY

le rendement du couplage de 1'ADN & la cellulose.

On ajoute la cellulose purifiée par petites quantités et
sous agitation (1 g de cellulose pour 3 ml d'une solution
d'ADN & 2 mg/ml). La "p&te" d'ADN-cellulose obtenue est sé-
chée pendant la nuit sous un courant d'air froid, puis est

lyophilisée pendant 48 heures.

L'ADN-cellulose est broyée dans un mortier afin d'obtenir
une poudre fine, puis est resuspendue dans 400 ml d'éthanol
absolu. La suspension d'ADN-cellulose est placée par frac-
tions de 50 ml dans un cristallisoir dont la base a une sur-
face de 125 cm2 et est maintenu sous agitation pour &tre ir-
radiée par une lampe UV avec une énergie par unité de surfa-
ce de 100.000 ergs/mm2.
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L'ADN-cellulose est lavée avec de 1'éthanol absolu, puis
avec un litre de tampon Tris-HCl1l 10 mM pH 8,0 contenant de
1'EDTA 1 mM. Le solvant est ensuite éliminé par filtration

sur un Blichner.

L'absorbance & 260 nm (A}, ) du filtrat est mesurée. La

~

quantité d'ADN fixé sur la cellulose est calculée a partir

de la différence (A%, x 10)- (2%, ), sachant que 1 mg d'ADN

‘a une absorbance de 0,02 unité de densité optique. Nous avons
obtenu un rendement de fixation d'ADN sur la cellulose de 70
p.100.

II - 2-2 Conditions utilisées pour la chromatographie sur

colonne d'ADN-cellulose

A

La chromatographie est effectuée & +4°C. Le dialysat de
1'homogénat bactérien (v 600 ml) clarifié par centrifugation
pendant 45 minutes & 8000 x g est déposé sur la colonne
d'ADN-cellulose (2,5 x 20 cm), équilibrée dans le tampon P-50.
Aprés le dépdt, la colonne est lavée par le tampon d'équili-
bration jusqu'a ce que la densité optique de 1'éluat revienne
a4 la ligne de base. La colonne est ensuite éluée par le tam-
pon P dont on augmente la molarité en NaCl comme il est indi-

qué dans l'exposé des résultats.

II1 CONCENTRATION DE LA PROTEINE MC1

a

La concentration de la protéine MCl & 1l'état pur ou dans
la fraction 3 éluée de la colonne d'ADN a été effectuée a 4°C
par chromatographie d'échange d'ions sur une colonne de carbo-
xyméthyl-TSK (CM-TSK) . '
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La fraction protéique 3b est dialysée-contre le tampon
d'équilibration de la colonne, le tampon CM-50, en présence
de DFP 0,05 mM. Le tampon CM est un tampon phosphate de so-
dium 10 mM pH 6,0 dont la molarité en NaCl exprimée en mM
est indiquée par le chiffre qui suit les lettres CM. Le dia-
lysat clarifié par centrifugation est déposé sur la colonne.
Aprés le dépdt, la colonne (1,6 x 3 cm) est lavée par un vo-
lume de tampon d'équilibration. Le matériel retenu est alors
élué par le tampon CM-1000. Aprés retour de la densité opti-
que de 1'éluat a la ligne de base, la colonne est lavée avec
un volume 4'HC1l 0,02 M pour éluer tout matériel pouvant enco-
re &tre fixé. La colonne est alors lavée abondamment par le
tampon CM-50. Lorsque la colonne n'est pas utilisée, de 1'a-
zide de sodium est ajouté au tampon CM-50 & raison de 0,2 g/l

afin d'éviter d'éventuelles contaminations bactériennes.

Aprés plusieurs chromatographies, la colonne est régénérée.
La régénération s'effectue par passage d'un demi-volume d4'HCL
0,5 M puis par deux volumes de tampon CM-1000. Elle est immé-

diatement suivie d'un rééquilibrage dans le tampon CM-50.

Pour la concentration de la protéine MC1l & 1l'état pur,
nous utilisons un gel nouvellement régénéré et nous faisons
varier le volume du gel dans la colonne en fonction de la

quantité de protéine & concentrer.

IV DosAGE DE L’ADN ET DES PROTEINES DANS LE COMPLEXE DESOXY-

RIBONUCLEOPROTEIQUE 1SOLE DE M.BARKERI

IV - 1 DOSAGE DE L'ADN

La quantité d'ADN est déterminée dans la complexe désoxyri-
bonucléoprotéique selon la méthode de BURTON (1968). Ce com-
plexe a été purifié selon la technique de CHARTIER et coll. (en
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préparation). Dans un premier temps, les débris cellulaires
et les polysomes sont éliminés par ultracentrifugation. Le
complexe désoxyribonucléoprotéique est alors concentré et pu-
rifié par chromatograbhie de gel filtration sur une colonne

de Sepharose 4B aprés traitement avec la ribonucléase A.

Le dosage de 1'ADN s'effectue en trois étapes :

1 - Elimination des nucléotides libres

L'échantillon & doser est lavé trois fois avec un volume
d'HCl04 1 M pendant 30 minutes & 0°C. Aprés centrifugation

2

pendant 15 minutes & 2000 x g, le surnageant est éliminé.

2 - Hydrolyse de 1'ADN

LY

L'ADN est hydrolysé dans le culot résiduel, a 70°C pendant
15 minutes avec HC1l04 0,5 M sous agitation. L'échantillon est
ensuite centrifugé a 2000 x g pendant 15 minutes et le surna-
geant est récupéré. On répéte l'opération une seconde fois et

les deux surnageants sont réunis pour le dosage.

3 - Dosage proprement dit

* Réactif 4 la diphénylalanine

La diphénylalanine (MERCK) est dissoute dans 100 ml d'acide
acétique glacial auquel on ajoute 1,5 ml d'acide sulfurique con-

centré.
* Solution mére standard d'ADN

De 1'ADN d'érythrocyte de poulet est dissous a raison de
0,4 mg/ml & 70°C pendant 15 minutes dans l'acide perchlorique
0'5 M.

Une gamme étalon est réalisée en effectuant une série de
dilutions de la solution mére d'ADN dans de 1'acide perchlo-
rique 0,5 M. 2 ml de réactif & la diphénylalanine sont ajoutés
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A

4 1 ml de chaque solution de la gamme étalon ou a 1 ml de

S

1'échantillon a doser. Aprés une incubation & 30°C pendant
une nuit la coloration bleue résultante est lue a 600 nm au
spectrophotométre en prenant comme témoin blanc 1l'acide per-

chlorique 0,5 M.

IV - 2 DOSAGE DES PROTEINES

La gquantité de protéine est déterminée dans le complexe
désoxyribonucléoprotéique selon la méthode de SMITH et coll.
(1985). Le principe est celui de la méthode de Lowry modifiée:
en milieu alcalin les protéines réagissent avec les ions cu2+
pour produire des ions cutl. Le réactif BCA* réagit avec les

ions cutl pour former une coloration pourpre intense.

Une gamme étalon est réalisée en diluant une protéine
standard (histone H4 de thymus de veau) dans le méme solvant
que 1'échantillon de protéine & doser. A un volume de 100 pnl
de chaque‘solution de la gamme étalon, de 1l'échantillon de
protéine a tester et du solvant de dilution (blanc) on ajoute
2 ml de réactif BCA. Le mélange est agité vigoureusement.

A

Aprés une incubation a 60°C pendant 30 minutes et refroidis-
sement & température ambiante, 1'absorbance de chaque tube
est lue & 562 nm contre 1l'eau dans un intervalle de temps in-
férieur & 10 minutes car la coloration continue a se dévelop-
per. L'absorbance du blanc est soustraite de chaque valeur
d'absorbance et la concentration en protéine de 1'échantillon

& tester est alors déterminée a partir de la courbe étalon.

* BCA : Bicinchoninic Acid.
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V ISOELECTROFOCALISATION

L'isoélectrofocalisation est réalisée sur plaque de gel
de polyacrylamide a 7,5 % d'acrylamide contenant 4,25 % de
glycérol et 6 % d'un mélange d'ampholytes (LKB) formant un
gradient de pH 3,5 a 10. Le gel est coulé entre deux plaques
de verre (110x100x1 mm). L'électrophorése est effectuée a
l'aide d'un appareil LKB 2117 MULTIPHOR sous une puissance
constante de 4 watts aprés une pré-électrophorése de 30 min.
dans les mémes conditions. Le contact du gel avec les élec-
trodes est réalisé avec des méches épaisses imprégnées de
soude 1 M 3 la cathode et d'acide phosphorique 1 M & 1l'anode.
Au cours de la migration (2 h environ), 1'ampérage décroit
jusqu'a atteindre une valeur minimale constante ce qui indique
que les échantillons sont focalisés a leur point isoélectrique

(pHi) .

La fixation des échantillons dans le gel est effectuée par
une solution aqueuse d'acide trichloracétique a 12,5 % et d'a-
cide sulfosalicylique a 3,4 % sous agitation pendant 1h30.
Cette solution permet également d'éliminer les ampholytes. Le
gel est ensuite coloré pendant 12 h par une solution de bleu
de Coomassie (R-250) a 0,04 % dans le mélange solvant métha-
nol-eau~acide acétique (40:50:10, v/v) préparé extemporanément.
La décoloration est effectuée par le mélange solvant. Des té-
moins de pHi connus sont utilisés pour établir une courbe de

valeurs de pHi en fonction de la distance de migration.
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VI DETERMINATION DE LA STRUCTURE QUATERNAIRE DE LA PROTEINE

MC1 PAR CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATION

La chromatographie s'effectue sur une colonne de Sephadex
G-75 superfin (90x1,6 cm) éluée par du tampon phosphate 10 mM
pH 6,0 contenant du chlorure de sodium 20 mM ou 400 mM.

Une courbe d'étalonnage est réalisée en reportant le Kyy*
de protéines standard en fonction du logarithme de leur masse
moléculaire relative. Le Ky est calculé a partir du volume
d'élution (ve) de chaque protéine standard. Le volume total de
la colonne (v¢) correspond au volume d'élution du chlorhydrate
de guanidine alors que le volume mort (vgy) correspond au volu-
me du bleu dextran 2000.
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ANNEXE

Composition du milieu BCYT pH 7

HyO bidistillée
Solution macrominérale
Solution vitamine
Trace minérale

NH4C1

Extrait de levure
Trypticase

Résazurine a 0,2 %
KHCO3

800 ml
50 ml
10 ml
10 ml

lg

/59

/59
ml

1l g

N OO

Ajuster 3 pH 7. Répartir en flacons sous N3/COp

Solution trace minérale

Titriplex I acide nitriloacétique .

FeCl3 6H,0
MnCl, 4H50
CoCl, 6H30
CaCly 2H0
ZnCly

CuCl, 2H,0
H3BO3
NapMoO4 2H50
NaCl

NiCl, 6H,0
NajySeO3 5H0

Solution de vitamines

D(+) biotine

Acide folique

HCl-pyridoxal

Riboflavine

Acide nicotinique
HCl-thiamine

D(+) pantothénate de calcium
Vitamine B12

Acide 4-aminobenzoique

Acide DL-0 -lipoique

Solution macrominérale

KHyPOy
NaCl

MgCl,; 6H50
CaCl, 2H50

12,8 g/1
1,35 g/1
0,1 g/1
0,024 g/1
0,1 g/1
0,1 g/1
0,025 g/1
0,01 g/1
0,024 g/1
1 g/1
0,12 g/1
0,026 g/1

mg/1
mg/1
mg/1
mg/1
mg/1
mg/1
mg/1
0,1 mg/1
5 mg/1
5 mg/1

LunummunonnN

6 g/l
12 g/1
2 g/l
1,6 g/1



Résumé

La découverte d'une troisiéme lignée d'8tres vivants (les
archaebactéries) a ouvert une nouvelle perspective sur 1'ori-
gine et 1'évolution de Ta vie. L'&tude des protéines chromoso-
males des bactéries méthanogénes qui forment avec les. bactéries
halophiles et thermoacidophiles la lignée archaebactéries cons-
titue un apport original & la phylogénie permettant d'éclairer
les relations entre: procaryotes et eucaryotes notamment au ni-
veau de 1'organisation de la chromatine.

La structure primaire de la protéine chromosomale MC1 iso-
1ée de deux bactéries méthanogénes : Methanosareina barkeri MS
et Methanosarcina sp MST-Al a été déterminée. Cette protéine
basique de 93 résidus d'acides aminés est caractérisée par un
nombre élevé de résidus chargés qui sont distribués tout le
Tong de la chaine polypeptidique. “

Pour étudier la conformation de la prote1ne MCl, une mod1-
fication de la méthode de préparation a été& apportée afin d'ob-
tenir la protéine dans des conditions non dénaturantes. Cette
étude a été effectuée a 1'aide de méthodes spectroscopiques -
dichroisme circulaire, infrarouge, fluorescence - et de métho-
des de prédiction de structure secondaire. La protéine MCl est
pr1nc1pa1emen+ constituée de segments en feuillets B et se de-
sorganise lorsque la force ionique augmente.

La protéine MC1 ne présente aucune homologie de structure
primaire ou secondaire avec les protéines chromosomales d'eu-
bactéries (protéine II) et d'eucaryotes (histones).

Par des observations en microscopie électronique, la pro-
téine MC1 a été localisée sur 1'ADN en utilisant des techniques
d'immunomarquage. L'étude du complexe désoxyribonuclé&oprotéique
a révélé 1'absence de structures répétitives analogues aux nu-
cléosomes des eucaryotes et suggére que la protéine MCl n'est
pas distribuée uniformément 1e long de 1'ADN.

Mots clefs : Archaebactéries - Bactéries methanogenes - Protéi-
: ~ . ne chromosomale - Structure primaire - Conforma-

tion - Complexe desoxyr1bonuc]eoprote1que - Micro-
scopie e]ectron1que. S






