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INTRODUCTTION




Chez les eucaryotes, 1'ADN est engagé dans une structure
complexe appelée chromatine. La régulation de l'activité des
génes et le maintien de cette structure sont assurés par les

protéines chromosomales, histones et non-histones.

Les histones forment un groupe homogéne de cing protéines
basiques (H1, H2A, H2B, H3 et H4) qui ont peu varié au cours
de l1'évolution et dont la masse moléculaire est comprise en-
tre 11.000 et 22.000 daltons. Elles sont caractérisées par
leur richesse en acides aminés basiques qui représentent en-
viron 25 & 30 % des résidus totaux de la molécule. Elles sont
pauvres en acides aminés aromatiques ou soufrés et ne contien-
nent pas de tryptophane.Elles ont comme caractéristique struc-
turale, une région hydrophobe, qui est le siége des interac-
tions histone-histone alors que les régions amino- et carboxy-
terminales basiques peuvent interagir avec 1'ADN. Les histones
jouent un r6le prépondérant dans l'organisation de la chroma-
tine et en particulier dans l'organisation du nucléosome ,
unité structurale de base de la chromatine. Cette structure
organisée autour de 1l'octamére d'histones (H2A, H2B, H3, H4))
(KORNBERG, 1974) est & l'origine de l'aspect en collier de
perles de la chromatine lorsqu'elle est observée en microsco-
pie électronique (OLINS et OLINS, 1974 ; OUDET et al.,1974).

Les protéines non-histones forment une famille trés hété-
rogéne et sont présentes en quantité plus ou moins importante
en fonction de l'espéce considérée. Elles se répartissent en

deux groupes :

- Les protéines LMG (Low Mobility Group), insolubles dans
l'acide trichloracétique a 2 %, de faible migration électro-

phorétique et de masse moléculaire comprise entre 30.000 et



150.000 daltons. Ce groupe renferme un grand nombre de pro-
téines de structure, enzymes (polymérases, kinases, phospha-

tases, méthylases...) ou protéines de régulation.

- Les protéines HMG (High Mobility Group), solubles dans
l'acide +trichloracétique a 2 %; elles ont une mobilité élec-
trophorétique élevée et une masse moléculaire inférieure a
30.000 daltons. Ce sont essentiellement des protéines de

structure.

Lors de la spermatogenése, on observe dans la plupart
des espéces animales, un remodelage de la forme des cellules
et de leur noyau ainsi que de profonds changements dans l'or-
ganisation de la chromatine. Cette derniére passe d'un état
diffus & un état fortement condensé. Cette condensation de la
chromatine est liée a des changements importants dans la na-

ture des protéines nucléaires basiques.

Au cours de la spermiogenése, les histones de type soma-
tique peuvent persister ou étre remplacées partiellement ou
totalement par des histones spécifiques du testicule ou du
sperme. Dans la plupart des cas, les histones sont remplacées
par des protéines plus basiques appelées protamines soit di-
rectement, soit aprés mise en place transitoire de protéines
dites intermédiaires. Ces transitions seront illustrées par
différents modéles. Nous accorderons une importance toute par-
ticuliére aux modeéles animaux dont la spermiogenése présente

une double transition - la Roussette, le Rat et 1'Homme.

Ces modéles nous serviront de points de comparaison avec
la Seiche dont la spermiogenése présente également une double
transition :

lére transition 2éme transition

histones -+ protéine intermédiaire (protéine T) - protamine (protéine Sp)



L'étude de ces transitions a fait l1'objet de nos recher-
ches, menées & la fois par une approche biochimique impli-
quant la caractérisation physico-chimique et la détermina-
tion de la structure primaire de la protéine T et une appro-
che génétique impliquant 1l'isolement des génes codant pour
les protéines T et Sp.



CHAPITRE I

GENERALITES




I -1 LA SPERMATOGENESE

La spermatogenése est un processus complexe de différen-
ciation cellulaire qui, partant d'une cellule somatique di-
ploide, aboutit & la formation d'une cellule haploide ayant
une morphologie caractéristique et une fonction hautement

spécialisée : la fécondation de l'ovule.

La description anatomique précise des étapes successives
de la spermatogenése n'a été réalisée que ces derniéres an-

nées par des études en microscopie électronique.

Chez l'homme, la formation des spermatozoides ou sperma-
togenése s'effectue dans les testicules de maniére permanente
a partir de la puberté. Avant la puberté, chaque testicule
contient de fins pelotons de longs tubes séminiféres. Ces tubes
sont limités par une membrane externe qui renferme de grosses
cellules diploides appelées gonocytes primordiaux. Un des si-
gnes cellulaires observable en microscopie électronique, du
déclenchement de la puberté est un changement de morphologie
du gonocyte et de la forme de son noyau. A ce stade le gono-
cyte devient une spermatogonie souche. Les tubes séminiféres
sont tapissés de spermatogonies qui vont entrer successive-
ment en spermatogenése. Cette derniére se déroule de facgon
centripéte,jusqu'a la lumiére du tube séminifére ol sont 1li-
bérés les spermatozoldes. Ce processus s'étale sur quelques

semaines.

Les différentes étapes de la spermatogenése sont présen-
tées dans la figure 1. Par mitose, la spermatogonie souche

donne des spermatocytes primaires. Lorsque ces derniers at-
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teignent leur taille maximale, ils subissent de maniére syn-
chrone une méiose qui va permettre le passage de la diploidie
a l'haploidie et qui aboutit & la formation de deux spermato-
cytes secondaires. Le spermatocyte secondaire se divise rapi-
dement pour donner naissance a deux spermatides qui ne se di-
visent plus. Ces spermatides vont subir une série de trans-
formations pour aboutir aux spermatozoides. Cette phase finale
de la spermatogenése, qui dure environ trois semaines chez

1'homme, constitue la spermiogenése.

La spermiogenése est la phase de la spermatogenése qui a
retenu notre attention, et qui est & l'origine des travaux
présentés dans cette thése. En effet, c'est au cours de la
spermiogenése que l'on assiste & un remaniement profond de
l'organisation de la chromatine qui passe d'un état diffus
dans les spermatides rondes a un état fortement condensé dans
les spermatozoides mirs. Ce remaniement est 1ié a des chan-
gements ou transitions dans la nature des protéines associées
a 1'ADN. En particulier, les histones de type somatique, ou
spécifiquesdu testicule, sont directement remplacées par des
protéines trés basiques appelées protamines, ou remplacées de
facon transitoire par des protéines spécifiques des spermati-

des qui sont ensuite elles-mémes remplacées par des protamines.

I - 2 LES TRANSITIONS PROTEIQUES DE LA SPERMIOGENESE

La nature et le nombre de protéines basiques associées a
la chromatine des spermatozoides varient largement parmi les
différents organismes (CHEVAILLIER, 1983 ; SUBIRANA, 1983 ;
POCCIA, 1986). Dés 1969, BLOCH en a proposé une répartition

en quatre classes majeures :



- les protamines riches en arginine (protaminesdes poissons
téléostéens)

- les protamines riches en arginine et cystéine (protamines

des mammiféres)

- les protamines riches en arginine et lysine (protamines

des mollusques bivalves)

- les histones spécifiques ou de type somatique

Actuellement ,avec la découverte chez certaines espéces
animales d'une étape intermédiaire dans le remplacement des
histones par les protamines, trois situations peuvent étre
observées dans la spermiogenése animale : (I) absence de tran-

sition, (II) transition unique, (III) double transition.

I - 2-1 ABSENCE DE TRANSITION

-

Chez certains animaux appartenant a des ordres différents,
la condensation de 1'ADN au cours de la spermatogenése s'effec-
tue en ne faisant intervenir comme protéines basiques, que des
histones. Celles-ci peuvent é&tre de type somatiqﬁe ou spécifi-
quesdu sperme (ou des changements apparaissent alors au niveau
des familles d'histones H1 et H2B).

En effet, les histones du sperme sont parfois de type so-
matique : c'est le cas du poisson rouge Carassius auratus (MﬁNOZ—
GUERRA et al., 1982). Dans d'autres espéces comme la grenouille
léopard Rana pipiens ainsi que la carpe Ctenopharyngodon idella
(SUBIRANA, 1983), certaines sous-fractions d'histone H1l spé-
cifiques du sperme ont néanmoins une composition identique a

des sous-fractions d'histone- Hl d'origine somatique.



10

Par contre ,dans le sperme des échinodermes tels que 1l'our-
sin et 1'étoile de mer, les histones H1 et H2B sont plus ri-
ches en arginine que leurs homologues d'origine somatique,
alors que les histones H2A, H3 et H4 sont de type somatique
(VON HOLT et al., 1979).

Chez ces différents animaux, la condensation de 1'ADN
ne fait intervenir que des modifications au sein d'une méme
classe de protéines, les histones. Il ne s'agit donc pas
d'une véritable transition protéique faisant intervenir d'au-
tres catégories de protéines, comme cela se passe dans la
plupart des espéces.

I - 2-2 TRANSITION UNIQUE HISTONES ~ PROTAMINES

I - 2-2-1 Les poissons téléostéens

Chez les poissons téléostéens, les histones sont rempla-

cées au cours de la spermiogenése par des protamines.

Les protamines sont de petite taille (environ 30 résidus)
et riches en arginine (60 & 70 %) (ANDO et al., 1973). La nature
des acides aminés constitutifs est peu diversifiée et 1l'argi-
nine est le seul acide aminé basique de ces protéines a 1l'ex-
ception de celles de l'esturgeon et du brochet ou les rapports
lysine/arginine sont respectivement de 0.42 et 0.05 (YULIKOVA
et al., 1979 ; SPECKERT et al., 1983).
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Le nom de chacune de ces protamines rappelle souvent
l'espece ou le genre du poisson dont elle a été isolée :

salmine du saumon, iridine de la truite...

Les séquences en acides aminés de ces protamines présen-
tent toutes la méme sous-unité structurale fondamentale cons-
tituée par un pentapeptide de structure X-(Arg)4 ou X repré-
sente Ala, Gly, Ile, Pro, Ser, Thr ou Val. Cet enchainement
est généralement rencontré trois & quatre fois dans la séquence
de ces protamines (Figure 2). Cette observation a amené BLACK
et DIXON (1967) a proposer un schéma dans lequel la clupéine
Z du hareng dériverait d'un pentapeptide ancestral Ala-Argy

par le jeu de duplications et d'insertions de génes.

Parmi les poissons téléostéens, c'est chez la truite arc-
en-ciel, Salmo gairdnerii , que la spermatogenése a été étudiée
de maniére approfondie. Dans la chromatine du testicule mature,
les protéines basiques sont essentiellement représentées par
un groupe de six protamines trés riches en arginine (70 %) qui
présentent une parenté structurale trés étroite (Mc KAY et al.,
19 86) (Figure 3). On trouve également en faible quantité des

histones et des protéines HMG.

Ce mécanisme de transition protéique directe, histones -
protamines est pratiquement total et fait appel & des modifi-
cations post-traductionnelles de ces protéines. En effet, les
histones sont synthétisées et phosphorylées dans les cellules
diploides et ne le sont pratiquement plus dans les spermatides.
LOUIE et DIXON (1972a, 1972b) suggérent que la phosphorylation des
histones serait requise pour une liaison correcte des histones a
1'ADN. Au stade spermatide, les histones sont graduellement
éliminées de la chromatine et remplacées par les protamines
qui‘sont nouvellement synthétisées et fortement phosphorylées.
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Protamine 1 10 20 30
1a P-R-R-R-R1A-S-R-R-V-R-R{R-R-R|P-R-V-§-R-RIR-R-R-G-G-R-R-R-R
1b P-R-R-R-R{A-S-R-R- [-R-R{R-R-R{P-R-V-S-R-R{R-R-R-G-G-R-R-R-R

2a P-R-R-R-R{S-S-S-R-P-V-R{R-R-R{R-A-R-V-S-R{R-R-R{R-R{G-G-R-R-R-R

2b P-R-R-R-R1S-S-S-R-P-V-R{R-R-R{R-P-R-V-S-R{R-R-R{R-R{G-G-R-R-R-R

2¢ P-R-R-R-R1S-S-R-R-P-V-R{R-R-R{R-P-R-V-S§-R{R-R-R{R-R4{G-G-R-R-R-R

3a P-R-R-R-R{R-5-S-S-R-P- ItR-R-R{R-R-P-R-V-S{R-R-R{R-R{G-G-R-R-R-R
FIGURE 3 - Séquences en acides aminés des six protamines de

de truite (Mc KAY et al.,1986) Les régions enca-
drées correspondent aux ségquences communes aux six
protamines,
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L'acétylation sur les groupements e-NHy des résidus de lysine
de la région amino-terminale des histones pourrait intervenir
dans le mécanisme de substitution (CANDIDO et DIXON, 1972 ;
LOUIE et DIXON, 1972c).

I - 2-2-2 Les annélides et les mollusques bivalves

Chez les annélides et les mollusques bivalves, la transi-
tion histone » protamine n'est que partielle. En effet, on
observe encore a des degrés divers le maintien d'histones dans

le spermatozoide mature. En exemple, nous pouvons citer :

- Platynereis dumerilii (annélides) ou 1l'on trouve :

. des core histones de type somatique,

. quatre histones H1l spécifiques dont deux sont caractéri-
sées par leur faible poids moléculaire (~ 13.000 Da),

. deux protamines de poids moléculaire d'environ 7.000 Da,
contenant 50% d'arginine et représentant seulement 15 %
des protéines basiques totales de la chromatine (SELLOS
et KMIECIK, 1985).

- Le cas de la moule Mytilus edulis (mollusque bivalve) ou le
spermatozoide contient une faible quantité d'histones de
type somatique (environ 15 %) et 72 ¢ d'une protamine de 90
résidus contenant 30 % d'arginine et 24,3 % de lysine (AUSIO
et SUBIRANA, 1982).

Dans la chromatine du sperme de ces espéces, la persis-
tance des histones s'accompagne du maintien de la structure
nucléosomale de la chromatine, dans un rapport qui est fonc-

tion de la quantité d'histones présentes.
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I - 2-3 TRANSITION DOUBLE HISTONES -+ PROTEINES INTERMEDIAIRES

+ PROTAMINES

Ce schéma se retrouve chez la roussette et les mammiféres.

I - 2-3-1 Le modéle Roussette

La roussette présente la particularité d'avoir une diffé-
renciation dorso-ventrale des cellules germinales au cours de
la spermatogenése qui s'accompagne d'une zonation du testicule
en trois parties A, B, C, correspondant chacune a une popula-

tion de cellules parvenues au méme stade de différenciation.

- La zone A renferme des spermatogonies et des spermatocy-
tes. L'organisation de la chromatine est assurée unique-

ment par des histones.

- La zone B renferme des spermatides rondes et en début 4d'é-
longation. Les protéines basiques nucléaires sont surtout
des histones, mais deux protéines intermédiaires apparais-

sent dans les spermatides en voie d'élongation.

- La zone C contient des spermatides en élongation ou allon-
gées ainsi que des spermatozoides immatures. La chromatine
est fortement condensée et les protéines basiques associées

a 1'ADN sont les protéines S1 et S2, mais surtout les pro-

tamines 21, Z2, Z3 et S4 (Figure 4) (GUSSE et CHEVAILLIER,

1981 ; CHAUVIERE et al., 1983).

Les structures primaires de ces différentes protéines ont
été déterminées (SAUTIERE et al.,1981, 1984 ; MARTINAGE et al.,
1985 ; CHEVAILLIER et al.,1987 ; CHAUVIERE et al.,. 1987, 1989).
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Les protamines de roussette Z1l, Z2 et S4 sont caractéri-
sées par des séquences répétitives (ARKRPKCKK)y et peuvent
étre rapprochées des protamines de mammiféres, selon la clas-
sification de BLOCH (1969), puisqu'elles contiennent de la cys-
téine. La protamine Z3 est proche des protamines de poissons
téléostéens (cf figure 2). En effet, elle est caractérisée par
un taux élevé d'arginine et un petit nombre d'acides aminés
constitutifs ou les acides aminés dicarboxyliques, hydrophobes

et aromatiques sont trés peu représentés.

Les protéines intermédiaires S1 et S2 différent a la fois
des histones et des protamines. Elles présentent une forte ho-
mologie structurale (environ 70 %), un centre acide et une dis-
tribution asymétrique des résidus basiques et hydrophobes (Fi-

gure 5).

Ce mécanisme de transition double faisant intervenir des
protéines intermédiaires se retrouve également chez les mam-

miféres.

I - 2-3-2 Le modéle Rat

Dans les spermatides rondes, premier stade de la spermio-
genése, les histones de type somatique ou spécifiques du tes-
ticule (BUCCI et al. 1982 ; RAO et al. ,1983) et les protéines
de type HMG (BUCCI et al., 1984) représentent la totalité de
1'équipement en protéines basiques associéesd 1'ADN (Figure 6).
La chromatine a une apparence granulo-filamenteuse qui corres-

pond & la structure nucléosomale classique (GRIMES et al., 1977).
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Protéines intermédiaires

S1 T-K-S
+

S2 V-K-S

S1 R-R-1I

+ *

s2 K-P-P
S1 --E-

# *

S2 N-E-V

FIGURE 5 -

-R-V-R-N-R-R-S-R~P-R-R-R-Y¥-G-R-R-M-R-R-T-R---C-R-R-K-G-
+ * + + + * + + + % + * 4 + + * 4+ + +
-R-Y-H-Q-R-Q-Y-R-A-R-K-R-Y-A-R---A-R-R-T-K-K-P-K-R-R-P-
=S~-R-R-P-R-R-T-T-Y-R-R-R-V-R-K-I-V-H-L-K-R-R-S-R-P-R-D-
+ + + * + % % 4+ % + * #
-R-K-L-R-Y-A~P-S-~-K-K-Q-P--~K-I~M-K-L-K L---D-
~D-N-~~L-K-V-K-N-N-R-R-L-N-E-S-L-K-Q-H-R-L-P-M-R-V-P-V
# * 4+ % + + * # * 4 + * * + *
=D-N-T-L-K-A-K-N---K-S-L-N-E-A~L~K-N---R-L~-S-L-R-K-H-V

Séquences en acides aminés des protéines intermédiaires
S1 et S2 de Roussette (CHAUVIERE et al.,1987,1989).Les sé-
quences ont été alignées de fagon & avoir un maximum
d'homologie. Les acides aminés acides, basiques et hy-
drophobes communs aux deux protéines ont été symbolisés
par # , + et * de fagon a faire ressortir leur distri-
bution dans la chaline polypeptidique.
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P, pachyténe; D, diploténe sont des stades suc-
cessifs typiques de la prophase de la méiose).

PLATZ et al.,
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Ensuite, en l'espace de deux jours, le noyau se condense,
s'allonge et devient résistant a la sonication. A partir de
ce moment, il n'y a plus d'activité transcriptionnelle déce-
lable. Cela impligue que toutes les protéines qui sont syn-
thétisées aprés ce stade proviennent 4'ARN messagers qui ont
été stockés sous forme de ribonucléoprotéine messagére (RNPm)
(MALI et al. ,1988).

Les histones et les protéines HMG disparaissent et sont
remplacées par deux protéines TPl et TP2 (GRIMES et al., 1977).
Ces deux protéines resteront les protéines basiques majeures
jusqu'ad l'apparition de la protamine Sl. A cet instant, les
protéines TPl et TP2 disparaissent du noyau et on observe la
présence éphémére de deux protéines basiques nucléaires mineu-
res TP3 et TP4.

L'apparition de la protamine S1 colncide avec une nouvelle
condensation de la chromatine qui devient alors résistante aux

nucléases.

Les protéines TPl et TP2 ne sont ni des produits de dégra-
dation des histones, ni des précurseurs de la protamine S1 comme
le montre la structure primaire des protéines TPl (KISTLER et al.,
1975) et TP2 (LUERSEN et al., 1989). Ces deux protéines pour-
raient &tre impliquées dans la condensation de la chromatine,
le modelage de la téte du spermatozoide et l'arrét de la trans-
cription. SINGH et RAO (1987) ont montré que la protéine TPl
déstabilise le nucléosome in vitro. Cette protéine serait donc
capable de modifier la structure du nucléosome de facon a faci-
liter le remplacement des histones.

Des travaux récents, menés 3 partir A'ARNm ont montré que
le spermatozoide du rat contenait une seconde protamine (BOWER
et al.,1987). Ces auteurs ont appelé les deux protamines Pl et

et P2, et ont signalé qu'elles étaient retrouvées chez la souris
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et chez le hamster. La protamine P2 de rat n'est présente
gu'en faible quantité dans le spermatozoide (BOWER et al.,
1987) . Ceci explique gqu'elle n'ait pas été signalée au cours
des études antérieures. Elle présente une étroite parenté
structurale (90,7 %) avec la protamine mP2 de la souris
(TANHAUSER et HECHT, 1989). Chez cette derniére, la prota-
mine mP2 serait synthétisée sous forme d'un précurseur (p-mP2)
(Figure 7 page 23), contrairement a la protamine mP1l (YELICK
et al. , 1987).

L'existence de précurseurs potentiels n'a pas été décrite

chez tous les Mammiféres,; mais semble exister chez 1'Homme.

I - 2-3-3 Le modéle Homme

Généralement,la chromatine du spermatozoide des mammiféres
ne contient que des protamines a l'exclusion de toute autre
protéine basique (COELINGH et al.,1972 ; KISTLER et al., 1976 ;
CALVIN, 1976 ; TOBITA et al.,1983 ; SAUTIERE et aql.1984 ;
MAZRIMAS et ql.,1986 ; LEE et al.,1986, 1987a).

Le spermatozoide humain est un cas particulier puisque sa
chromatine renferme a la fois des protamines,qui sont les cons-
tituants majeurs (70 %), des protéines intermédiaires (10 a 20 %)
et des histones de type somatique ou spécifiques du testicule
(10 & 20%).

Les protamines,au nombre de quatre,ont été appelées HP1,
HP2, HP3 et HP4. Elles sdnt riches en arginine (v 50 %) et en
cystéine (v 10 %), caractéristiques communes & toutes les pro-
tamines de mammiféres, et se répartissent en deux classes sui-

vant leur taux de tyrosine ou d'histidine (GUSSE et ql.,1986).
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La protamine HP1 (50 résidus), riche en tyrosine (8%) montre
une étroite parenté structurale avec la protamine de type P1,
qui représente l'unique composant basique ou le composant ba-
sique majeur du spermatozoide de mammiféres (Mc KAY et al.,1985 ;
AMMER et al.,1986 ; LEE et al. ,1987b) . Les protamines HP2 (57 ré-
sidus) et HP3 (54 résidus) qui appartiennent a la famille des
protamines riches en histidine, présentent de trés fortes ho-
mologies structurales et ne différent 1l'une de 1'autre que par
la présence d'un tripeptide supplémentaire a l'extrémité N-
terminale de la protamine HP2. La comparaison de leur struc-
ture primaire avec celle des autres protamines de mammiféres
montre l'existence d'homologies de séquence avec la protamine
mP2 de souris (Figure 7) mais peu d'homologie avec les prota-
mines de type Pl.

Les protéines intermédiaires HPI1l, HPS1 et HPS2 possédent
une région C-terminale commune de 54 résidus, identique a la
séquence de la protamine HP3, avec une extension N-terminale
de 47 résidus pour HPI1l, 15 pour HPS1 et 12 pour HPS2. Par sa
relative richesse en acide glutamique et par l'absence de cys-
téine, la structure  primaire de l'extension N-terminale de
chacune de ces protéines contraste avec celle de la région

basique C-terminale commune aux trois protéines.

Ces protéines intermédiaires pourraient &tre considérées
comme les précurseurs des protamines de type P2 (SAUTIERE et al.,
1988) (Figure 8). Ce phénoméne est similaire a celui qui a été
observé chez la souris (Chapitre I - 2-3-2) (YELICK et al.,1987 ;
DOMENJOUD et al. ,1988). Cependant le mécanisme exact de cette

transition reste encore & élucider.

Nous avons vu dans les parties 1 et 2 de ce chapitre, la
grande diversité des protéines nucléaires basiques présentes

dans le spermatozoide des espéces animales, ainsi que les dif-
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HPI1  V-R-Y-R-V-R-S-L-S-E-R-S-H-E-V-Y-R-Q-Q-L-H-G-Q-E---Q-G-H-H-G-Q-E~
pmP2  V-R-Y-R-M-R-S-P-S-E-G-P-H-Q-G-P-G-Q---D-H-E-R-E-E-Q-G-——-~~- Q-
p2 Rat V-R-Y-R-M-R-S-P-S-E-G-Q-H-Q-G-P-G-Q---D-H~E-R-E~E-Q-G~———=—~ Q---
HPI1  E-Q-G-L-S-P-E- —V-E-V—Y-E!R-T—H-——G-Q-S—H—Y-R-R-R-H-C-S-R-R—R—L-
pmP2  G-Q-G-L-S-P-E-R-V-E- -Y—G—R—T—H!R-G-H—H~H—H-R—H- ~-R-C-S-R-Q-R-L-
p2 Rat G-Q-E-L-S-P-E-R-V-E-D-Y-G-R-T-E-R-G-H-H-H-H-R-H~R-R-C---=- Q-R-L-
HPI1  H-R-I-H-R-R-Q-H-R-S-C-R-R-R-K-R-R-S-C-R-H-R-R-R-H-R-R-G-C~R-==~=
pmP2  H-R-I-H-Q-R---R-R-S-C-R-R-R-R-R-H~-S-C-R-H-R-R-R-H-R-R-G-C-R-R-S-
p2 Rat H-R-I-H-Q-R---R-R-S-C-R-R-R-R-R-H-S-C-R-H-R-R-R-H-R-R-G-C-R-R-S-

HPI1  ----—-----T-R-K-R-T-C-R-R-H

pnP2 R-R-R~-R~R~C~-R~C-R-Q-C-R-R-H-H-H

- - - . o - - .
. . . - - - -

p2 Rat R-R-R-R-S-C-R-C-R-Q-C-R-W-H-Y-Y

FIGURE 7: Analogies structurales entre les précurseurs potentiels de protamines
de type P2. Les protéines présentées sont: la protéine HPI1 humaine
(DOMENJOUD et al., 1988; MARTINAGE et al., 1990) la protéine pmP2 de souris
(YELICK ot al., 1987) et la protamine P2 de rat (TANHAUSER et al., 1989).

Les séquences ont 6té alignéses de fagon & présenter un maximum d'analogies
(symbolisées par :)} aprés traitement informatique par le programme PCBOSS.

» indique le début de la séquence des protamines P2 de la souris et de 1'homme.
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FIGURE 8: Extension amino-terminale des protéines intermédiares humaines par rapport aux protéines
HP2 ot HP3. Seule la séquence de la protéine la plus courte (proteine HP3) est donnée dans son
intégralité, cette séquence est commune & toutes les autres protéines,.

44
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férentes transitions qui peuvent intervenir dans le rempla-
cement des histones par les protamines au cours de la sper-
miogenése. L'étude de ces mécanismes de transition a aussi
été abordé par des méthodes complémentaires de l'analyse des
protéines,c'est-a-dire 1'étude de la structure et de 1l'ex-

pression des génes de protamines.

I - 3 STRUCTURE ET EXPRESSION DES GENES DE PROTAMINES

Les premiers travaux effectués dans ce domaine ont porté
sur 1l'étude des ARN messagers des protamines chez la truite.
Six protamines ont été mises en évidence par le groupe de
DIXON au Canada (LOUIE et DIXON, 1972 ; DAVIES et al., 1976 ;
GEDAMU et DIXON, 1976, 1979 ; GEDAMU et al., 1977, 1981 ;
IATROU et al., 1979).

L'obtention d'ADNc a permis de déterminer un grand nombre
de structures primaires de protamines et protéines intermé-
diaires, tant chez les mammifeéeres que chez les oiseaux (KLEENE
et FLYNN, 1987 ; KLEENE et al., 1988 ; HEIDARAN et KISTLER,
1987a ; LEE et al., 1986 ; LEE et al., 1987b; OLIVA et DIXON,
1989). Elle a aussi permis de définir les différents types
d'organisation des génes de protamine selon les espéces étu-

diées.

I - 3-1 ORGANISATION DES GENES DE PROTAMINES

Contrairement a ceux des histones, les génes de protami-
nes n'apparaissent pas groupés sur un chromosome mais dissé-
minés (AIKEN et al.,1983). Le nombre de copies par génome ha-

ploide différe selon l'animal étudié, une chez la souris et
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le taureau (JOHNSON et al. ,1988 ; KRAWETZ et al., 1987), deux
chez- le coq (OLIVA et DIXON, 1989) et de l'ordre de 20 chez
la truite (DIXON et ql.,1986).

I - 3-1-1 Les introns dans les génes de protamines

Les génes de protamines de la truite ne possédent pas
d'intron (AIKEN et al., 1983). Ils partagent cette particu-
larité avec les génes des histones (SCHAFFNER et al.,1978) et
de certaines protéines non basiques telles que l1l'interféron
humain (NAGATA et al.,1980).

Cependant chez les mammiféres, les génes de protamines
renferment un intron unique (KRAWETZ et ql.,1988 ; JOHNSON et
al.,1988) dont la taille est relativement constante. Ainsi les
génes de protamines mpl et mp2 de souris ont respectivement
un intron de 94 et de 105 nucléotides (Figure 9). Chez le
taureau, le géne de la protamine Pl posséde un intron de 101
nucléotides. Dans tous les cas décrits, les introns tendent
a séparer le domaine C-terminal trés variable des protamines
des mammiféres du domaine N-terminal trés conservé (KRAWETZ
et al. , 1988).

Les génes de protamines des oiseaux ne possédent pas d'in-
tron , ce qui tend a les rapprocher des poissons, cependant
les séquences N-terminales des protamines des oiseaux sont

proches de celles des mammiféres (Figure 10).

Les connaissances sur les protamines montrent clairement
qu'il y a eu divergence de leurs génes au cours de 1'évolu-
tion. Cependant ces connaissances sont encore trop fragmen-

taires pour définir précisément la phylogénie de ces génes.



Géne de la protamine mP1

-$50 %30 -510
CTCTAGTAATGTCCAACACCTCCCTCAGTCCARACACTGCTCTGCATCCALGIGGCTCCE
-490 -470 -450
ATTTATACCTGAAGCACTTGATGCGGCCTCAATGT TT fACTAGAGCCCACCECCCTGCAA
-430 -410 ~3%0
CICIGAGACCCTCTCCATTIGTCTGTCAG IGCCTCACTGGGECETTCEATAATTTCTITAA
-310 -350 -330
AAGGTCAAGTTCCCTCAGCAGCAT TCTCTGAGCAGTCTCAAGATGIGTGCTSTCACAGTT
-310 -290 -210
ACARATCCATGTCGCTCTTTCACCCACCTGCETGCCCTTGCGTTATCTATCAGGACCTAG
-250 -230 -2t0
CCTAGAAGCAGG TG TG TGCCACTTAACACCTAAGCTGACTCACTAKCTGARCACTCAACT
-1%0 -170 -150
GGATGCCATCTTTGTCACTTCTTCACTGIGACACAAGCAACTCCTEATGCCARRCCCCTE
-130 -110 -20
CCCACCCCTCICATGCCCATATTTGGACATGE TACAGGTCCTCACTCECCATGCICTCTG
-10 -$0 -30
AGRTCCTCRICCTCTITTCACTTICATAATTCCTAGGCGCCACTAGTATCTATARGAGCARG
-10 ot 10 30
AGGGTGCTEGCTCCCAGGEE ACAGCCCACAARATTCCACCTCCTCACACE TTCGCTEGC
s0 10 %0
TCCACCCAGGTCGTGTCCCCTECTCTGAGCCAGCTCCCGGCCAAGCCACCACE  ATE
100 120 140

GCC AGA TAC CGA TGC TEC CGC AGC AAA AGC_AGG AGC AGA TGC CGC
ALA ARG TYR ARG CYS CYS ARG SER LYS SER ARG SER ARG CYS ARG

. z 160 180
£LET CGC AGC CGA AGA TGT CGC AGA CCG ACG AGG CGA TGC TGC €66
ARG ARG “: ARG ARG CVS ARG ARG ARG ARG ARG ARG CYsS CYsS ARG

200 220

CGG AGG AGG CGA A gtaagtagagggct ctgggetgt tgt t
ARG ARG ARG ARG & gagggctogectyggctetogyagstetygegty

250 270 290
cgggactigggcatytctgggagtecctcteaccacttttettacetitctageh 16¢C
/G Cvs

310 330
TGC CGCT CGC CCC CGC TCA TAC ACC ATA AGG TGT AAR &AA TAC TAG
CYS ARG ARG ARG ARG SER TYR THR fLE ARG CYS LYS LTS TYR eee

150 310 390
ATGCACAGAATAGCAAGTCCATCAAAACTCCTGCE TCAGAATTTIACCACACTTCAACAS
a0 €30 « «s0
CATCTCECCACATCT IGAAAAATGCCACCG ICCCATGARARACAGGAGCCTCCIAAGCAR
a0 .. 490 W 510
CAATGCCACCTGCAATAMATGT TGAAAACTCA FCCCATTCCIGECTCITGRTECT TGS

$)0 sso s1o
CTICGGGAGCCGTGCCCGCATGIGETTAGCGAACATCACTGGTCAAATGGGAAGGGCTTC

$90 610
ARRAGAATTCCCAATATTGACTACCAAGCCACCTGTACAGATCT
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Géne de la protamine mP2

-850 -830 -410
CTGTECCCTCCCATEICCCTARGARCTCGACAAGTTGIGTTTCCCACTATAGCCCAGTGG
-790 -770 150
CCACAGTAACAAATCARACTATTATTTICCAGCAAGAGTAGCCATCTACIGTGTACTCTE
-130 -710 . -630
CACTCTACCATAGACTGARATTACTAGETTGTGCCGTTETGCACTTITIGCAACTAGTTT
-670 -650 -630
AGATCTTATTTARGCTAGCACTACTAACTGCTCATIGTCCTGTEACACGCTCAGATICAA
-610 -$90 -s70
GAATTATGAGGEACTATETCCCTCTGCCCCACTCCCACACCCTTCTIGATICTECACTATT
-$50 -$30 510
CATCAGCAAGGTAGAGTTCAGAATCAACAAATCTCTCAGATATGCCTICAGGAAAGTAGAG
-490 -470 450
GTACGCAGACCTECT TAGCCTAAGATCCAAGATAGGAAGTTAACAAGTTARGAAGLGLTT
—430 -410 -390
ATCTGTGCCTCAGTTTCCCCCATGGGAAGATATETTACACTETCC T TAATGCACATEEAG
-370 -350 -330
TCCGIGCCAAGCTTTTCCTAGGAGTTCCTCAGTGCTCTCCTCGAATECCCAACCAAGGCE
-310 -2%0 -210
ATGCATGGGCTGCATCTCCAACACTECA TG TCCACECCATEEAAGCACACATATETCATT
-250 -230 -210
CCAACCCCTOGGAGE TARRGGGACCACEGE TTACARGTTCAAGE TCATTCTTCATTCTGTG
-190 -170 -150
AGGCCATCTCACATTCAATAAG TCAGCATGCTTCAAAGCARGATEAGTARCTTGECCCCT
-130 -110 -0
ARGCCAGTCCTECAAACCCTE TGCCGCCCTCACAGAGEGGACTEEGCACEEIGECAACAR
.70 -50 -30
TCAATCACGGGTEECCCGACAGETCACAGTCEGGTTTACCT ITATATATCACCECTETEA
’ -10 ot 10 30
GAGCCCCAAACACCAGACC ATCATCACCACCAAGAGCAGETCEECACECTTTCGTCCCT

$0 10 99
CCTCCTCCAATCCAGCTCAGCTGCAGCCTCAATCCAGAACCTCCTGATCTCCTGGCACE

110 130
ATE GTT CGC TAC CGA ATG AGG AGC CCC AGT GAG GGT CCG CAC CAG
VAL ARG TYR ARG KET ARG SER PRO SER CLU GLY PRO KIS GLu

t1so t70
6GC CCT GGA CAR GAC CAT GAA CGC GAG GAG CAC GGG CAG GGG CAA
CLY PRO GLY GLK ASP KIS GLU ARG GLU GLU GLN GLY GLK GLY GLX

200 220
GGG CTC AGC CCA GAG CGC CTA GAG GAC TAT GGG AGG ACA CAC*AGG
CLY LEY SER PRO CLU ARG VAL GLU ASP TTR GLY ARG THR MIS*ARG

240 260
6GC CAC CAC CAC CAC AGA CAC AGG CGC TGC TCT CGT AAG AGE CTA
GLY MIS KIS HIS MIS ARG MIS ARG ARG CTS SER ARG LYS ARG LEU

290 310
CAT AGG ATC CAC AAG AGG CGT CGG TCA TGC AGA AGG CGG AGG AGA
WIS ARG ILE WIS LYS ARG ARG ARG SER CYS ARG ARG ARG ARG ARG

330 %0 370
CAC TCC TGC CGC CAC AGGC AGG CGG CAT CGCAGA Ggtasgcaccccacay
NLS SER CYS ARG HIS ARG ARG ARG N(S ARG ARG €

3%0 410 430
€cgaccccetyggccacctygtgctgetgetgcccatetaaaccctgctgccttecaggeag

450 470
cctagecsaacctegactttectttctacagel TGC AGA AGA TCC CGA AGC AGC
LY CYS ARG ARG SER ARG ARG ARG
9 s10
ACC AGA TGC AGG TGC AGG AAA TGT AGG AGG CAC CAT CAC TAA
ARG ARG CYS ARG CYS ARG LYS CYS ARG ARG KIS KIS KIS *°°
sS40 $60 $80
CCCTCCCCAGGCCTIGTCCATTCTGCCTGGAGCCAAGGAAGTCACTTGCCCAAGGAATAGT
600 620 640
CACCTGCCCAAGCAACATCATGTGAGGCCACACCACCATICCATGTCCATGICTGAGCCT
€60 €80 100
TCAGCTGCCAAGGACCCACGAGATCTIGAGTACTGAGCAAAGCCACCTGCCAAATAAAGCT

v
TGACACGAG

FIGURE 9 - Séquences nucléotidiques des génes des protamines mPl et mP2 de souris
et séquences en acides aminés des protamines mPl et mP2 déduites de la
séquence des génes. Chacun des génes présente un intron d'environ 100
nucléotides (positions 200 a 292 pour le géne de la protamine mPl et
360 & 463 pour le géne de la protamine mP2)(JOHNSON et al.,1988).
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Protamine de coq A-R-Y-R-R-S-R-T-R-§-R-S-P-R-S-R-R-R-R-R-
Séquence consensus Do R-T-K : R ¢ C-R-R-R + R :
de protamines de A-R-Y-R-C-C- -H-S- -S-R- -R- R-
type P1 de mammiféres L-8s-Q@ G Y-Y-P-Q Q
Protamine de truite P-R-R-R-R-S-S-S-R-P-V-R-R-R-R-R-P-R-V-S-
(P101) : Do : : : :
Protamine de coq A-R-Y-R-R-S-R-T-R-S-R-S-P-R-S-R-R-R-R-R-

FIGURE 10: Comparaison de la séquence amino-terminale de la protamine de coqQ
avec celles des protamines de type P1 de mammiféres et de truite selon OLIVA
et DIXON (1989). Les acides aminés identiques sont indiqués par: :
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I - 3-1-2 Les régions en amont et en aval des parties codantes

Les connaissances de l'organisation générale des génes de
protamines en amont et en aval des séquences codantes provien-
nent des travaux effectués sur la souris (JOHNSON et al.,1989),
le taureau (KRAWETZ et al.,1987), le coq (OLIVA et DIXON,1989)
et la truite (DIXON et al.,1986). Ces études réalisées & partir
de banques génomiques permettent de localiser les éléments de
séquences nucléotidiques pouvant jouer un rdle dans 1'expres-
sion des parties codantes des génes. Un exemple caractéristi-
que d'organisation de ces séquences est présenté dans la figure
11.

Les caractéristiques générales des génes de protamines sont

les suivantes :

Dans la région 5' non codante, on remarque la séquence con-

sensus d'initiation de la traduction des cellules eucaryotes
(ACCATGG) déterminée par KOZAK (1986). On trouve également
une séquence TATAA qui aide 1'initiation de la transcription

par 1'ARN polymérase II.

D'autres éléments de régulation sont parfois présents : une
séquence C-AAT existe dans le géne mP2 de souris, mais pas dans
le géne mPl. Cette séquence existe dans le géne de protamines
Pl de taureau, mais pas dans les multiples génes de protamines

de truite.

Lorsque cette séquence est présente on trouve parfois im-
médiatement en amont de celle-ci une séquence GC qui, selon
DYNAN et TJIAN (1985) pourrait jouer un rdle d'activateur

("enhancer") par fixation du facteur de transcription Sp-1.

L'analyse des génes de protamines de souris a permis de
montrer qu'il existe des séquences répétées (Figure 11) et
des séquences qui se trouvent dans d'autres génes exprimés

dans le testicule (Figure 12).
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FIGURE 11: Séquences nucléotidiques conservées dans les génes de protamine de souris mP1 et mP2

E Séquence codante pour la protéine I—— Séqguence transcrite en ARNmM
Selon JOHNSON et a/, 1988

EB/: TATATAT @ \Z\
%§| |/|——+
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Séquence Position dans le séquence retrouvée
géne de souris dans le géne de
mP1 mP2

AGCACACAT -338 -276 I'histone H1t de rat
GGTGGGCAG -143 +20 I'histone H1t de rat
CCTGGAG -10 -283 la protéine PGK2 humaine
AGCCACA -510 -311 -18 +121 la protéine PKG2 humaine

C (retrouvée 2 fois)
GCCTCAAT -475 +66 la protéine PGK2 humaine
GACCCTCTG -434 -602 la protéine P.GK2 humaine

' h
CCCTCAGC -369 -800 ta protéine PGK2 humaine

T
T » .

GGGTGGG -455 -140 -379 -72 la protéine PKG2 humaine
G (retrouvée 2 fois)
AAAGAGGACCA -74 - -243 la protamine de truite
GATGCCATCT -199 -200 la protamine de truite

G

FIGURE 12: Séquences nucléotidiques communes aux les génes de protamines
de souris mP1 et mP2 et d'autres génes spécifiques du testicule d'aprés
JOHNSON et al. (1988).
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Des sites de fixation pour les facteurs de transcription
tels que Sp-1, Apl (DYNAN et TJIAN, 1983 ; MITCHELL et TJIAN,
1989) et CREB (FINK et al.,1988) ont été décrits dans la région

5' non codante de protamine de coq.

Une séquence potentielle de régulation spécifique des pro-
tamines de type Pl est suggérée par KRAWETZ et DIXON (1988).
Cette séquence est retrouvée en 5' des génes de protamines de

souris, de taureau, de truite et de coq (Figure 13).

Souris TTCTTGACTGTG
Taureau TTAATTAATGTG
Truite CTATTTAAAATG
Coqg CCCTTTAAT-TG
Consensus YtMtTtAatRTG

FIGURE 13 - Séquences potentielles de régulation des génes
spécifiques des protamines de type Pl.

Les minuscules représentent les bases communes & 3 des 4
espéces étudiées (Y = pyrimidine C ou T ; R = purine A ou G;
M=Aoud ().

Dans la région 3' non traduite, on retrouve le signal de
polyadénylation (AATAAA ou AAATAAA) et,quelques nucléoti-

des en amont de ce signal, une séquence GCCACCTG qui est pré-
sente dans les génes de mammiféres, chez la souris (LEE et al.,
1987a), le taureau (KRAWETZ et al.,1987), l'homme (LEE et al.,
1987b) et le rat (TANHAUSER et HECHT, 1989). Cette séquence est
aussi retrouvée dans une protéine de sécrétion androgénodépen-
dante de 1'épidydime de rat (JOHNSON et al., 1988) et est répé-
tée quatre fois dans un "activateur" des chaines lourdes d'im-
munoglobine. Selon cet auteur, elle pourrait avoir un rdéle
d'"activateur" transcriptionnel des génes de protamines ou in-
tervenir dans la réduction de taille de la queue poly-A des

ARNm ou au niveau de la régulation traductionnelle de ces ARNm.
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I - 3-1-3 Conformation de 1'ADN des génes de protamines

Les quelques travaux portant sur l'organisation des geénes
de protamines mentionnent un fort potentiel de forme Z dans

les génes de protamines.

Chez la truite, une conformation %2 a été caractérisée 1in
vitro dans la région 3' non codante ou se situe une séquence
répétée de bases puriques et pyrimidiques alternées. Cette
forme Z est aussi retrouvée dans la région 3' des génes de pro-
tamines de souris avant le signal de polyadénylation & la fois
pour les protamines mpl et mp2. Chez le coq, il y a accumula-
tion de régions en forme Z potentielle en 3' et aussi entre la
séquence TATA et le CRE (OLIVA et DIXON, 1989) en 5'. Ces au-
teurs suggérent qu'il pourrait y avoir une corrélation entre

les régions en forme Z et la régulation de la transcription.

I - 3-2 MECANISMES DE REGULATION TRANSCRIPTIONNELLE ET TRADUC-

TIONNELLE

I - 3-2-1 Mise en évidence de mécanismes de régulation

L'expression des génes de protamines ne prend place que dans
les cellules de la lignée germinale. Ces génes constituent donc
un excellent modéle pour l'étude des mécanismes de l'expression
des génes conduisant & une différenciation terminale. Les génes
de protamines sont en effet soumis & différents types de régu-

lations transcriptionnelles et traductionnelles.
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Chez la truite, il y a arrét de l'expression des génes

d'histones et transcription des génes des protamines au cours
de la méiose (spermatocytes I et II). Les ARNm de protamines
sont ensuite stockés dans le cytoplasme sous forme de particu-
les inactives : les ribonucléoprotéines (RNPm) (SINCLAIR et
DIXON, 1982). L'activation de ces RNPm n'a lieu que trois a
quatre semaines plus tard au cours du stade spermatide, Il y
a donc un contrble transcriptionnel au stade spermatocyte et
un contrdle traductionnel au stade spermatide. Il est possible
qu'un tel contrbdle traductionnel élimine la nécessité d'une
étape de régulation dans la synthése des ARNm (AIKEN et ql.,
1983).

Chez le rat, on trouve des protéines intermédiaires dont

les ARNm apparaissent au stade spermatide tardive, mais ne sont
traduit' que trois a quatre jours plus tard (HEIDARAN et KISTLER,

1987b) . Cette étape de régulation traductionnelle se produit donc
a un stade ultérieur par rapport & ce qui se passe chez la truite.

Chez le rat, le hamster et la souris, il y a deux variants

de protamines Pl et P2 qui sont transcrits et traduits. Cependant,
la quantité de variants synthétisés refléte des niveaux diffé-
rentiels d'ARNm. De telles différences pourraient &tre dues a

une transcription différentielle des génes de protamines ou

encore a des différences de stabilité des ARNm selon les espé-
ces (HECHT, 1987).

I - 3-2-2 Mécanismes potentiels de régulation

Les résultats décrits précédemment indiquent bien la pré-
sence de phénoménes de régulation & la fois au niveau transcrip-
tionnel et traductionnel. Cependant leurs mécanismes sont encore

mal connus :
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* En ce qui concerne les mécanismes de transcription des
génes de protamines, 1l'étude des séquences signalées dans le
. paragraphe I - 3-1-2 devrait apporter des éléments de réponse

quant a la régulation de la transcription.

* En ce qui concerne les mécanismes de régulation traduc-
tionnelle, il est vraisemblable que ceux-ci soient liés aux

caractéristiques structurales des ARNm.

HECHT (1987) indique que les ARNm des protamines mPl et
mP2 de souris sont synthétisés et stockés sous forme de ri-
bonucléoprotéines ou la taille des ARNm varie de 580 & 830 nu-
cléotides. Immédiatement avant ou pendant la traduction, 1'ARNm
est partiellement déadénylé. Cette réduction de la queue poly-A
de 160 & 30 nucléotides environ est commune & toutes les espé-
ces de protamines. Cela n'est cependant pas un phénoméne spéci-
fique de la spermiogenése et n'explique pas le mécanisme de ré-

gulation traductionnelle.

Les ARNm de protamines se distinguent aussi par un taux
élevé de structures secondaires qui doivent jouer un réle dans
la structure de la ribonucléoprotéine messagére et par consé-
quent dans le stockage des ARNm. L'existence de ces structures

secondaires a été mise en évidence :

- par des études de dénaturation thermique . En effet une
partie de cet ARN ne se dissocie qu'a haute température
(76°C) (DAVIES et al.,1976).

- par la présence de régions résistantes a la coupure par la
ribonucléase T1 (DAVIES et DIXON, 1979).

- par des expériences d'extension d'amorce avec la reverse

transcriptase

Ces données sont en accord avec les résultats obtenus par
les méthodes statistiques de calcul de structures secondaires

qui indiquent des appariements importants de bases (Figure 14).
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FIGURE 14 - Représentation des structures secondaires prédites des ARNm de
protamines de différentes espéces selon KRAWETZ et al. (1987).
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adénylation sont indiqués par

.-,

B et e respectivement.




37

De plus, l'organisation des ARNm de protamines présente une
dissymétrie des parties non traduites 5' et 3'.

- En effet, les parties 5' non traduites sont relativement
courtes et de taille inégale : 14 & 19 nucléotides chez
la truite (GREGORY et al.,1982 ; STATES et al.,1982), 94
pour le taureau, 91 pour le rat et environ 113 pour la
souris (KLEENE et al.,1985).

- Par contre les segments non codants en 3' sont plus longs,
mais similaires en longueur (environ 150 nucléotides) dans
les différentes espéces. KRAWETZ et ses collaborateurs
(1987) suggérent qu'il pourrait y avoir un contrdle traduc-
tionnel dans cette région 3' des ARNm. En effet si l1l'on re-
garde la position qu'occupe cette région dans les prédic-
tions de structures secondaires (Figure 14), on s'apercgoit que
les codons de terminaison et les signaux de polyadénylation
sont relativement exposés alors que les codons initiateurs
de traduction sont partiellement appariés (2 bases sur 3)

et la troisiéme initie une boucle.

Il pourrait donc y avoir passage d'une forme d'ARNm "non
traductible" avec des structures secondaires importantes, a
une forme d'ARNm "traductible" aprés intervention d'un ou plu-
sieurs facteurs trans-ou cis-activateurs qui interféreraient

sur ces structures secondaires.

I - 3-3 NATURE DES CODONS UTILISES

D'une maniére générale, il semble qu'il existe des codons
préférentiels pour les protamines selon les espéces. Ainsi,
chez la truite, la souris,la roussette et le coqg (MORI et al.,
1985 ; GEDAMU et al., 1981 ; KLEENE et al.,1985 ; BERLOT-PICARD



38

et al. ,1986 ; OLIVA et DIXON, 1989), sur les six possibilités
de codons pour l'arginine (CGU, CGG, CGA, CGC, AGA et

A GG) les codons les plus abondants sont CGC (88,6 % des co-
dons arginine chez le coqg) et AGG. Les quatre autres possi-
bilités ont des fréquences différentes. Par exemple, le codon
CGA n'est pas utilisé dans les génes de protamines de coqg et

de roussette, mais est présent dans ceux de truite et de souris.

L'agencement des codons dans les multiplets d'arginine ren-
contrés dans les séquences de protamines, est différent selon
l'espéce étudiée. Ainsi chez la roussette (protamine Z2),il y
a une alternance des codons CGC et AGG ; chez le coq, seul
CGC est présent tandis que dans les protamines des autres es-

péces tous les codons sont utilisés.

Pour les autres acides aminés, les codons ont des fré-

quences totalement différentes selon 1l'espéce (Figure 15).

I - 3-4 MECANISMES DE REGULATION POST-TRADUCTIONNELLE DES

PROTAMINES

Dans la plupart des protamines, la séquence en acides ami-
nés ne commence pas par une méthionine. Cependant, les études
réalisées chez la truite par WIGLE et DIXON (1970) et GILMOUR
et DIXON (1972) ont montré par des expériences in vivoet in vi-
tro qu'il y a un résidu de méthionine incorporé & 1l'extrémité
N-terminale des protamines nouvellement synthétisées, mais que
ce résidu est éliminé lorsque la maturation de la spermatide
est finie. On est donc en présence d'un mécanisme de régulation
post-traductionnelle qui implique l'excision de la méthionine

"initiatrice" de la traduction.
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FIGURE 15: Fréquence de quelques codons utilisés dans les génes de protamines de différentes espéces.
mmm protamine de TruiteselonMORI et al, (19885), protamine de trulte selon GEDAMU et al.
(1981), EEZ2 protamine mP1 de souris selon KLEENE et al. (1986), protamine mP2
de sourls selon YELICK et al. (1987), mmm Protamine Z1 de roussette selon BERLOT-PICARD

et al. (19886).
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Récemment un ADNc codant pour la protéine de type P2 de
la souris (mp2) a été identifié. Cette protéine serait syn-
thétisée sous la forme d'une protéine précurseur plus impor-
tante qui serait ensuite maturée pour donner la protamine P2
dans le spermatozoide (YELICK et al.,1987).

De plus, lors de la réalisation de la carte génomique des
protamines mpl et du précurseur de mp2, JOHNSON et ses colla-
borateurs (1988) n'ont pas mentionné la présence d'un géne

pour la protamine P2 "maturée".

Ces travaux vont dans le sens d'un mécanisme de régulation

post-traductionnelle par coupure protéolytique d'un précurseur.

I - 4 LES PROTEINES BASIQUES ASSOCIEES A L'ADN AU COURS DE LA

SPERMIOGENESE CHEZ LA SEICHE

I - 4-1 INTERET DE LA SEICHE, SEPIA OFFICINALIS

La seiche, Sepia officinalis, est un Invertébré marin qui
appartient & la classe des Mollusques Céphalopodes. Cet ani-
mal présente l'avantage de posséder un testicule bien diffé-
rencié qui renferme tous les types de cellules germinales -

de la spermatogonie & la spermatide allongée.

Le choix de la seiche est aussi 1ié au fait qu'elle par-

tage certains caractéres évolués avec les Vertébrés supérieurs:

~ Contrairement & la plupart des autres Invertébrés marins,
elle a un mode de fécondation interne avec la présence

d'un bras copulateur appelé hectocotyle.
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- De plus,la maturation génitale est sous contrdle hormonal
et il y a un mécanisme de rétrocontrdle des gonades sur la

glande neurosécrétrice.

- Par ailleurs, l'organisation de l'oeil est comparable a
celle des mammiféres, et l'ensemble des diverses fonctions
de régulation assurées par le systéme "Cerveau-glande op-
tique" est comparable a 1'unité fonctionnelle de 1'hypo-
thalamus-hypophyse des Vertébrés (RICHARD, 1971).

Chez la seiche, la spermiogenése est caractérisée par une
double transition protéique nucléaire : histones + protéine
intermédiaire - protamine. Cette double transition est égale-
ment observée chez le calmar (SUBIRANA et al.,1973 ; KHRAPUNOV
et al.,1988). Cette caractéristique s'ajoute a celles qui déja
rapprochent les Céphalopodes des Vertébrés et les placent au
sommet de leur phylum dans l'évolution phylogénétique (Figure
16).

I - 4-2 CHANGEMENTS PROTEIQUES AU COURS DE LA SPERMIOGENESE

DE LA SEICHE

A cbté des histones de type somatique (WOUTERS~-TYROU et al.,
1981,1982 ; COUPPEZ et al.,1987), deux protéines trés basiques
ont été isolées & partir de la chromatine du testicule (WOUTERS-
TYROU et al.,1988). La protéine T est une protéine intermédiaire
qui apparait dans les spermatides rondes et qui disparait des
spermatides allongées ou elle est remplacée par une protamine,
appelée protéine Sp (ROUSSEAUX et ql.,1988). Dans les sperma-
tides allongées, la protamine est phosphorylée & des degrés di-
vers. La protéine Sp déphosphorylée est le composant protéique

by

basique majeur associé & 1'ADN dans le spermatozoide mir.
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I - 4-2-1 La protéine T

La protéine T est une protéine trés riche en arginine
(environ 60%). Elle est dépourvue de cystéine, d'isoleucine,
de phénylalanine et de tryptophane (WOUTERS-TYROU et al.,1988).
Cette protéine existe sous différentes formes phosphorylées

dans les spermatides rondes et en cours d'élongation.

I - 4-2-2 La protéine Sp

La protéine Sp a une composition en acides aminés treés
particuliére : Ser-, Proj, Tyrg, Arg,3 oy 44. Elle doit sa
particularité a son taux trés élevé d'arginine (77 %) et au
petit nombre d'acides aminés constitutifs. Ce dernier carac-
tére joint & l'absence de cystéine est retrouvé dans les pro-
tamines de poissons téléostéens ou le taux d'arginine est tou-
tefois moins élevé (v 60 %). Par ailleurs, la richesse en tyro-
sine de la protamine Sp et la distribution des résidus d'argi-
nine et des acides aminés hydroxylés sont des caractéristiques
structurales que l'on retrouve dans les protamines Pl de mam-

miféres (MARTIN-PONTHIEU et al., 1990).

De plus, sa composition en acides aminés s'intégre dans
celle de la protéine T, ce qui suggére que cette derniére pour-
rait &tre un précurseur de la protamine (WOUTERS-TYROU et al.,
1988).

Afin d'infirmer ou de confirmer cette hypothése, nous avons

participé & la détermination de la structure primaire de la

protéine T.
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Cependant, il faut noter que, dans tous les cas ou une
hypothése de précurseur protéique des protamines a été évo-
'quée, le mécanisme de coupure protéique n'a jamais été élu-
cidé et l'enzyme ou les enzymes impliquées n'ont jamais été
caractérisées.Il nous a donc semblé indispensable d'entre-
prendre une étude au niveau génétique, car nous ne pouvions
exclure la possibilité d'une régulation génique (génes dif-
férents, expression en ARNm différente ou maturation diffé-

rentielle par épissage de 1'ARNm).

Cette derniere étude a nécessité l'introduction des tech-
niques de biologie moléculaire au sein du laboratoire dont
les activités étaient jusqu'a présent plus orientées sur
1'étude des structures et des interactions des protéines de
la chromatine avec 1'ADN.



CHAPITRE II

RESULTATS ET DISCUSSION
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II -1 DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE LA PROTEINE T

ITI - 1-1 PREPARATION ET PURIFICATION DE LA PROTEINE T

II - 1-1-1 Préparation

Les protéines basiques majeures sont extraites de la chro-
matine de testicule de seiche par 1'HCl 0.4 N. Elles ont une
migration électrophorétique trés similaire a celle des histo-
nes de type somatique (Figure 17 - piste 3). Cet extrait con-
tient une protéine appelée protéine T dont la migration élec-
trophorétique est intermédiaire entre celle de l'histone H4
(My 11.282) (Figure 17 - piste 5) et celle de la protamine de

bélier (My ~ 6700) (Figure 17 - piste 2).

Les protéines basiques résiduelles sont alors extraites
par une solution de GuCl 5 M en présence de 2-mercaptoéthanol.
Ce deuxiéme extrait (Figure 17 - piste 4) renferme des traces
d'histones et une quantité appréciable de protéine T, mais son
composant majeur est une protéine plus petite, plus basique
dont la mobilité électrophorétique est similaire a celle de la
protamine de bélier. Cette protéine est identique a la prota-
mine isolée du sperme de la seiche (Figure 17 - piste 7) et a

été appelée protéine Sp (WOUTERS-TYROU et al.,1988).

IT - 1-1-2 Purification

* A partir de l'extrait HC1l 0.4 N

La protéine T est séparée des histones par fractionnement

CLHP sur une colonne de C8 ultrapore (Beckman).
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FIGURE 17: A: Analyse électrophorétique des protéines basiques nuciéaires
spécifiques de la spermiogenése de la seiche Sepia officinalis.
L'électrophorése est réalisée sur un gel de polyacrylamide (17%) en milieu:
acide acétique (0,9 M), urée (6,25 M). Les échantillons sont dissous dans:

HC! 0,01 M/urée 8 M/2-mercaptoéthanol 0,8 M, 24 h avant dépdt sur le gel.
Aprés 1,6 h de préélectrophorése, la migration est réalisée sous un ampérage
constant de 22 mA pendant 2,5 h. Le gel est ensuite coloré par la

technique de STEPHANO et al. (19886).

1. témoin d'histones totales de veau, 2. témoin de protamine de bélier,

3: extrait HC!I 0,4 N de la chromatine de testicule de seiche , 4: extraitGuCl 5 M
de la chromatine de testicule de seiche, 5 histone H4 de seiche, 6: protéine T
purifiée, 7. protéine Sp purifiée. B et C: enregistrement densitométrique
{(Spectrophotométre Vernon PHI-6) des pistes 3 et 4.
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Le diagramme d'élution est présenté dans la figure 18-A.
Les différents composants de l'extrait sont répartis dans
trois groupes de pics. La protéine T est éluée dans le premier
groupe. L'hétérogénéité de la fraction est liée a l'existence
de variants structuraux et de formes phosphorylées. Les diffé-
rents variants de l'histone H1 sont élués dans le groupe in-
termédiaire. Le dernier groupe de pics correspond aux core-
histones qui sont éluées dans l'ordre suivant : H2B, H2A, H4 et

H3 (Figure 18-B).

* A partir de 1l'extrait GuCl 5 M

La protéine T est séparée de la protéine Sp par chromato-
graphie en phase inverse sur une colonne C18 uBondapak. Trois
fractions protéiques sont isolées (Figure 19) qui correspondent
respectivement a4 la protéine Sp (pic 1), la protéine T (pic 2)

et les histones résiduelles H3 et H4 (pic 3).

II - 1-2 COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE LA PROTEINE T

La caractéristique majeure de la composition en acides ami-
nés de la protéine T, présentée dans le Tableau I ,est le taux
trés élevé d'arginine (environ 59 %). Les autres acides aminés
les plus représentés sont la sérine (v 10 %) et la tyrosine
(v 6,5 %).

La protéine T occupe une position intermédiaire entre 1l'his-
tone H4 et la protamine Sp de seiche, a la fois du point de vue
du nombre d'acides aminés constitutifs (H4 : 16 > T: 13> Sp: 4)
et de la richesse en acides aminés basiques (H4 : 23,6 % > T :
63,7% > Sp: 77,4 %). Par contre, la composition en acides ami-

nés de la protéine T différe de celle des protéines de type



49

A206nm »
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% CHaCN
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10 20 30 40 SO¢¢fiuent (ml)

Y
Protéine T » I Ll

FIGURE 18: A: Purification de la protéine T a partir de I'extrait HCI 0,4 N de la
chromatine de testicule de seiche. La séparation des fractions est réalisée sur
colonne Cg Ultrapore (4,6 x 250 mm) équilibrée et éluée par un gradient
d'acétonitrile dans le TFA 0,1 % (---) & un débit de 1 mI/mn . L'élution des pics
est suivie a 206 nm (—). B: Trois fractions 1, 2 et 3,constituées de plusieurs
sous-fractions, ont &été récupérées et analysées sur gel de polyacrylamide
dans les conditions décrites dans la légende de la figure 17 : piste E extrait
HCI 0,4 N de la chromatine, les autres pistes portent le nomde la fraction dont
elles proviennent.
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FIGURE 19: Purification de la protéine T a partif de l'extrait GuCl 5 M de

la chromatine de testicule de seiche.

A: Séparation par CLHP sur une colonne C,g uBondapak (3,9x300 mm).

B: Analyse électrophorétique de I'extrait GuCI de départ(piste E) et des
fractions 1,2 et 3 (pistes 1, 2 et 3 respectivement).

Les conditions de chromatographie et d'electrophorése sont décrites dans

la 16gende des figures 17 et 18.
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intermédiaire que 1'on peut trouver chez les mammiféres ou la
roussette par l'absence d'histidine et par un taux plus élevé
d'arginine. Ce taux est trés proche de celui trouvé dans les

protamines des poissons téléostéens (Mc KAY et al., 1986).

II - 1-3 ETUDES STRUCTURALES DE LA PROTEINE T

IT - 1-3-1 Dégradation automatique d'Edman de la protéine T

La protéine T a été soumise a la dégradation automatique
d'Edman. Les 50 cycles réalisés nous ont permis de déterminer
sans ambiguité les 39 premiers résidus d'acides aminés et d'ob-
tenir des indications de séquence jusqu'au résidu 50 (Figure
20) .

Ces premiers résultats démontrent une asymétrie de la pro-
téine puisque les résidus hydrophobes sont accumulés dans la

région N-terminale (résidus 1 a 19).

De plus l'obtention de deux PTH d'acides aminés en posi-
tions 7 (Ser ou Thr), 12 (Ala ou Val) et 16 (Glu ou Asp) mon-
tre la présence d'au moins deux variants structuraux de la

protéine T.

Les résultats de la dégradation 4'Edman suggérent qu'il
existe deux chaines polypeptidiques dont 1l'une serait dépour-
vue de méthionine en position N-terminale puisqu'on observe
un décalage d'un acide aminé & chaque cycle. Toutefois, a ce
stade de la détermination de la séquence de la protéine T, il
ne nous est pas possible d'attribuer la délétion du résidu de
méthionine N-terminal & 1'un des deux variants signalés pré-

cédemment.
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II - 1-3-2 Stratégie de coupure de la protéine T

Les caractéristiques de la composition en acides aminés
et de la séquence N-terminale de la protéine T nous ont conduit
a adopter la stratégie suivante pour 1l'étude structurale de

cette protéine :

- la présence de 4 résidus de lysine suggére l'utilisation
de l'endoprotéase Lys-C. En effet, les 4 résidus de lysine ont
été placés dans les 20 premiers résidus de la protéine, la cou-
pure par l'endoprotéase Lys-C permet d'obtenir le fragment C-
terminal (résidus 20 & la fin) a partir duquel pourra se pour-

suivre 1l'étude structurale de la protéine T.

- la présence de 5 résidus de tyrosine dans la composition
en acides aminés nous a incité a hydrolyser la protéine par la
chymotrypsine. Les résidus de tyrosine sont localisés dans la
moitié carboxy-terminale de la protéine (La premiére tyrosine
est en position 43) et les peptides chymotrypsiques devraient
nous permettre d'accéder a la séquence C-terminale de la pro-

téine.

II - 1-3-3 Hydrolyses enzymatiques de la protéine T

* Endoprotéase Lys-C

Le diagramme d'élution des peptides obtenus par action de
1l'endoprotéase Lys-C sur la protéine T est représenté dans la
figure 21. Les compositions en acides aminés de chacune des

fractions sont rassemblées dans le Tableau II.

Ces peptides couvrent toute la chaine protéique. Ils ont
permis de confirmer la séquence N-terminale établie par la dé-

gradation automatique d'Edman de la protéine entiére et de
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FIGURE 21: Séparation des peptides obtenus aprés action de I'endoprotéinase
Lys-C sur la protéine T. La séparation est réalisée sur une colonne Cig
uBondapak dans les conditions décrites dans la Iégende de la figure 18.

Les peptides contenus dans les différentes fractions sont symbolisés par la
lettroe K ot numérotés en fonction de leur position dans la séquence de la

protéine.



TABLEAU 11

Composition en acides aminés des peptides obtenus aprés coupure de la protéine T par 1'endoprotéase Lys-C.

K1l K2a K2b K3a K3b K4

1-2 3-9(T1) 3-9(T2) 10-19(T1) 10-19(T2) 20& la fin
Acide aspartique 1.0 (1) .0 (1) 1.2 (1)
Thréonine . 0.9 (1)
Sérine 1.6 (2) 9 (1) 5.6 (7)
Acide glutamique 2.2 (2) 1.5 (1)
Proline (1)
Glycine (2)
Alanine 1.8 (2) 1.8 (2) 1.0 (1)
Valine 9 (1) 1.0 (1) 1.0 (1)
Méthionine 0.9 (1) (2) 0.7 (1)
Leucine (3) 2.9 (4)
Tyrosine 3.8 (5)
Lysine 1.5 (1-2) 1.1 (1) 1.0 (1) 2.0 (2) 1.7 (2)
Arginine 43.4 (43-44)
Total 2 ou 3 7 10 10 58 ou 59
N° des fractions 1 2 6 7 5

Les résultats sont exprimés en moles/100 moles. Aucune correction n'a été faite pour les pertes occasionnées lors

de 1'hydrolyse. Les chiffres entre parenthéses correspondent aux nombres de résidus déduits de la séquence. Les pep-
tides contenus dans les différentes fractions sont symbolisés par la lettre K et numérotés en fonction de leur posi-
tion dans la séquence de la protéine.

9¢g
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mettre en évidence la présence de variants structuraux. Deux
types de peptides ont été obtenus qui appartiennent sans am-
biguité a deux chaines différentes présentes dans le rapport
2:1. La chaine majeure, appelée protéine Tl, renferme un ré-
sidu de sérine en position 7, un résidu d'alanine en position
12 et un résidu d'acide glutamique en position 16, alors que
dans le variant mineur, protéine T2, on trouve a ces mémes
positions des résidus de thréonine, de valine et d'acide as-

partique respectivement (Figure 20).

La fraction K4 renferme les peptides C-terminaux de chacun
des variants (Figure 20). Cette fraction a été soumise a la dé-
gradation automatique 4'Edman, mais seuls les 14 premiers rési-

dus ont pu étre identifiés.

* Chymotrypsine

Le diagramme d'élution de l'hydrolysat chymotrypsique de
la protéine T est complexe (Figure 22). En effet, l'enzyme a
coupé, non seulement au niveau des liaisons tyrosyles, mais
encore au niveau des liaisons leucyles, methionyles et aspa-
raginyles.

A 1'hétérogénéité liée a la large spécificité de 1l'enzyme,
s'ajoute celle qui résulte de la présence de deux variants
structuraux de la protéine T. Aussi, il ne nous a pas été pos-
sible d'obtenir des peptides suffisamment purifiés recouvrant
la région C-terminale. Seul un peptide nous apporte des infor-
mations complémentaires par rapport aux résultats précédents.
Il s'agit du peptide C-3 dont la séquence déterminée par la

dégradation d'Edman est la suivante : (Arg) 3~-Tyr (Figure 20).
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FIGURE 22: Séparation des peptides obtenus aprés action dela chymotrypsine
sur la protéine T. La séparation est réalisée sur une colonne Cig uBondapak
dans les conditions décrites dans la lé6gende de la figure 18.

Le peptide (Arg)aTyr provient de la fraction C-3.
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IT - 1-4 ETUDES STRUCTURALES DES VARIANTS Tl ET T2

IT - 1-4-1 Séparation des variants de la protéine T

La protéine T isolée des extraits HC1l 0.4 N ou GuCl 5 M
est une fraction hétérogéne, composée non seulement de va-
riants structuraux différents mais aussi de formes différem-

ment phosphorylées.

Les premiéres études structurales réalisées sur la protéine
T totale ont montré la complexité des hydrolysats et la diffi-
culté d'isoler des peptides purs. Il nous a paru nécessaire,
pour continuer notre étude, de travailler sur les variants

séparés.

La séparation des variants de la protéine T a été obtenue
aprés de nombreux essais sur différentes colonnes et dans dif-
férentes conditions. Les résultats les plus probants ont été
obtenus par CLHP avec une colonne de pBondapak C18 analytique
éluée par un gradient d'acétonitrile de 0 & 50 % dans le TFA
0,1 % avec introduction d'un palier (Figure 23). Dans ces con-
ditions, les variants Tl et T2 sont élués dans les fractions

4 et 6 respectivement (Tableau III).

ITI - 1-4-2 Dégradation automatique des variants séparés

Chaque variant de la protéine T a été soumis & la dégrada-
tion automatique d'Edman. Les résultats obtenus confirment et
complétent ceux acquis précédemment sur la protéine T totale.

Ils sont rassemblés dans les figures 29 A et B, page 73.
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FIGURE 23: Séparation des variants de la protéine T sur colonne Cg

u Bondapak. Les conditions de chromatographie sont décrites dans la |égende
de la figure 18. Les fractions 4 et 6 correspondent aux variants purs T1 et T2.
Les autres fractions sont des mélanges de variants sous différentes formes

phosphorylées.



TABLEAU III

Compositions en acides aminés des variants Tl et T2 obtenus aprés
hydrolyse totale acide de 24 heures.

Variant T1 Variant T2
Asp 1.3 (1) 2.0 (2)
Thr 0.8 (1)
Ser 6.3 (9) 5.6 (8)
Glu 2.4 (2) 1.5 (1)
Pro 1.0 (1) 1.0 (1)
Gly 2.4 (2) 2.2 (2)
Ala 3.3 (3) 2.4 (2)
Val 1.0 (1) 1.9 (2)
Met 1.2 (3) 0.8 (2)
Leu 3.1 (3) 3.8 (4)
Tyr 4.6 (5) 3.4 (5)
Lys 3.9 (4) 3.9 (4)
Arg 44.0 (44) 43.0 (43)
Total 78 77

Aucune correction n'a été faite pour les pertes occasionnées lors
de 1'hydrolyse. Les chiffres entre parenthéses correspondent aux
nombres de résidus déduits de la séquence.
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Ces résultats ont permis d'attribuer les substitutions
en positions 7, 12 et 16 déja observées a chacun des deux
variants et d'en identifier une quatriéme en position 18 ou
nous trouvons une méthionine dans le variant Tl et une leu-
cine dans le variant T2. L'ambigulté concernant le doublet
Ser-Ser observé aux positions 34-35 dans la séquence réalisée
sur le mélange des variants a pu &tre levée puisque chaque
variant séquencé contient une seule sérine 3 ce niveau, le
variant Tl en position 35 et le variant T2 en position 34

(Figure 20).

IT - 1-4-3 Stratégie de coupure des variants

Les résultats décrits ci-dessus ayant permis d'établir
sans ambiguité la séquence N-terminale (résidus 1 & 50), le
but de notre travail sur les variants séparés est de déter-
miner la séquence C-terminale riche en arginine de ces deux

protéines.

Le choix des coupures enzymatiques est assez restreint
puisque cette région de la protéine ne contient que quatre
acides aminés constitutifs : Ser, Pro, Tyr, Arg. La straté-
gie utilisée a été inspirée de celle employée pour la prota-
mine Sp (MARTIN-PONTHIEU et al.,1990) qui présente aussi cette

caractéristique :

- coupure par la chymotrypsine dans des conditions limitées

pour réduire le nombre de peptides.

- coupure par la protéase d'Astacus fluviatilis pour obtenir

des recouvrements.
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II - 1-4-4 Hydrolyses enzymatigques des variants Tl et T2

* Chymotrypsine

Les diagrammes d'élution des hydrolysats chymotrypsiques
des variants Tl et T2 sont présentés dans la figure 24. Les
courbes sont trés comparables et les analyses sur gel de po-
lyacrylamide des fractions majeures ne permettent pas de dé-
celer des différences notables entre les deux variants (Fi-

gure 25).

Les compositions en acides aminés des peptides chymotryp-
siques des variants Tl et T2 sont présentées dans le tableau IV.
Certains de ces peptides ont pu étre replacés dans la séquence
connue de la protéine uniquement d'aprés leur composition en
acides aminés. Il s'agit des peptides C-1 et C-2 provenant
respectivement des fractions 6 et 4 du diagramme d'élution

(Figure 24).

- Un peptide majeur, le peptide C-2 est observé dans les
fractions 4 et 5 de chaque hydrolysat. Les compositions en
acides aminés des peptides C-2 des variants Tl et T2 montrent
quelques différences au niveau des résidus d'acide aspartique
et d'acide glutamique, ainsi que des résidus de leucine et de
méthionine. Ceci montre nettement qu'ils proviennent de la
zone amino-terminale de la protéine et qu'ils recouvrent les

régions 16-43 du variant Tl et 16-47 du variant T2.

- Un peptide majeur est présent dans la fraction 6. La encore,
les compositions en acides aminés des peptides provenant des 2
variants Tl et T2 sont trés caractéristiques. On observe des
différences au niveau des résidus de thréonine, sérine, acide
glutamique, alanine, valine, méthionine et de leucine. On peut
donc affirmer qu'ils recouvrent les régions 1 a 18 du variant
Tl et 1 & 15 du variant T2.
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FIGURE 24: Séparation sur colonne C;g des peptides obtenus aprés action de la
chymotrypsine & pH 5,0 sur les protéines T1 (A) et T2 (B). Les conditions de la
chromatographie sont décrites dans la légende de la figure 18. Les peptides sont
symbolisés par la lettre C et numérotés en fonction de leur position dans la
séquence des protéines. L'analyse de ces peptides a aussi 6té effectude par
électrophorése sur gel de polyacrylamide (cf. Fig. 25).
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FIGURE 25: Analyse électrophorétique des peptides obtenus aprés action de la
chymotrypsine a pH 5,0 sur les protéines T1 et T2.L'électrophorése est réalisée
sur un gel & 22 % de polyacrylamide, en milieu: acide acétique 0,9 M/urée 2,6 M.
Aprés une pré-électrophorédse de 1h30, la migration .des échantillons est réalisée
pendant 2h sous un ampérage constant de 22 mA. Premiére piste: protéine T
Intacte, seconde piste: hydrolysat total de la protéine T1 en H1, T2 en H2,

Les pistes 1a — 6 correspondent aux fractions de la figure 24.
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- Les peptides présents dans les fractions 2a et 2b de cha-
que hydrolysat semblent homologues a la fois d'aprés leur mi-
gration électrophorétique et leur composition en acides ami-
nés. Celle-ci montre nettement qu'ils proviennent de la région
C-terminale de la protéine. Leur séquence a été déterminée par
dégradation automatique d'Edman (Figure 26). Les fractions 2a
et 2b du variant T1 renferment le méme peptide majeur C-4 pro-
venant de la région C-terminale (résidus 48-63) et le méme
peptide mineur C-2' provenant de la région N-terminale (rési-
dus 19-43).

De la méme fagon, les fractions 2a et 2b du variant T2
renferment un peptide majeur C-4 (résidus 48 a 62) dont la
séquence est cependant légérement différente. Par contre, le

peptide mineur C-2' recouvre la méme zone (résidus 19-43).

* pProtéase d'Astacus fluviatilis

Les diagrammes d'élution des peptides obtenus par hydro-
lyse des protéines Tl et T2 avec la protéase d'A4stacus fluvia-
tilis sont présentés dans la figure 27. Ils possédent certaines
similitudes mais aussi beaucoup de différences qui se manifes-
tent dans le profil électrophorétique des hydrolysats totaux
(Figure 27) particuliérement au niveau des peptides de mobi-

lité électrophorétique élevée.

En ce qui concerne ces hydrolysats, nous ne présenterons
que les peptides qui ont été nécessaires pour établir la sé-
quence compléte des variants Tl et T2, c'est-a~-dire unique-
ment les peptides de la région C-terminale qui permettent d'a-
ligner les peptides chymotrypsiques. La composition de ces
peptides est présentée dans le tableau V.

Les peptides A-1 retrouvés dans chacun des deux variants

sont d'une importance capitale. En effet, ils contiennent 3



i0 186

i 5
Peptide C-2' Lys-Gly-Gly-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Ser-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg- --

T1 tractlon 28
Peptide C-4 Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Ser-Arg-Arg-Arg-Arg- Tyr

Peptide C-2' Lys-Gly-Gly-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Ser-Arg- X -Arg-Arg-Arg-Arg----
T1 fraction 2b
Peptide C-4 Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Ser-Arg-Arg-Arg-Arg- Tyr

Peptide C-2' Lys-Gly-Gly-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Ser-Arg-Arg----
T2 fraction 2a
Peptide C-4 Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Ser-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Tyr

Peptide C-2' Lys-Gly-GIy-Arg-Arg-Arg-Arg;Arg-Arg-Ser-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Ser-'~
T2 fraction 2b
Peptide C-4 Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Ser-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Tyr

FIGURE 28: Structure primaire des peptides C-2' et C-4 contenus dans les fractions 2a et 2b de
"hydriysat chymotrypsique de chaque variant T1 et T2 (cf. FIG. 24 et 25)

89
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FIGURE 27: Séparation sur colonne C,guBondapak des peptides obtenus par
action de la protéase d‘Astacus fluviatilis sur la protéine T1 (A) et T2 (B). Les
conditions de la chromatographie sont indiquées dans lalégende de la figure 18.
C: Analyse électrophorétique des hydrolysats de la protéine T1 (piste 1) et

T2 (piste 2) par action de la protéase d'Astacus fluviatilis. Les protéines T1 et
T2 intactes sont présentées dans la piste 3. Les conditions électrophorétiques

sont décrites dans la {6gende de la figure 25.



TABLEAU V

Composition en acides aminés des peptides A-1 obtenus & partir de
1'hydrolyse par la protéase d'dstacus fluviatilis sur les variants

Tl et T2
Variant T1 Variant T2
A-1 A-1
58-78 56-77
Sérine 2.9 (3) 2.8 (3)
Tyrosine 2.6 (3) 2.8 (3)
Arginine 15.0 (15) 16.0 (16)
Total 21 22

Les valeurs sont exprimées en moles/100 moles. Les chiffres entre
parenthéses correspondent aux nombres de résidus déduits de 1la
séquence des peptides.

70
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des 5 résidus de tyrosine présents dans chacun des variants.
Ils ont tous deux été soumis & la dégradation automatique
d'Edman. Les résultats de séquence sont présentés dans la
figure 28.

Comme les deux premiers résidus de tyrosine ont déja été
placés dans la séquence des 50 premiers résidus, ce peptide
ne peut se placer gqu'a l'extrémité C-terminale de la molécule.
I1 contient aussi trois résidus de sérine, ce qui vient con-
firmer sa position C-terminale puisque les cing ou six autres
résidus de sérine (selon le variant) ont déja été placés dans
les 50 premiers résidus. Les séquences de ces deux peptides
montrent que . le peptide issu du variant Tl posséde un résidu
d'arginine de moins que celui du variant T2. Ces résultats
sont confirmés par les masses des peptides A-1 déterminées par
spectrométrie : pour A=-1(T1l), 3192.2 Da et pour A-1(T2),3348.8 Da,
ce qui correspond & la masse calculée pour ces peptides si 1'on

considére qu'ils possédent chacun un groupement phosphate.

II - 1-4-5 Séquences totales des protéines Tl et T2

Les séquences en acides aminés des protéines Tl et T2 ont
été établies par séquencage des protéines intactes et de leurs
fragments obtenus par clivage enzymatique. Elles sont présen-

tées dans les figures 29 A et B.

* Variant TI!

- Le séquencage de la protéine intacte a permis d'identifier

les 35 premiers résidus de la molécule.

-~ Les peptides C-2 et C-2' qui recouvrent cette région N-
terminale permettent de prolonger la séquence jusqu'au résidu

de tyrosine en position 43.

- Nous pouvons d'aprés les données acquises sur la protéine T
totale compléter cette séquence jusqu'au résidu d'arginine en

position 50.
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- Le peptide C-4 ne peut étre placé qu'aprés un résidu de
tyrosine. Il est recouvert lui-méme dans sa région C-termi-
nale par le peptide A-1 qui renferme les trois derniers ré-
sidus de tyrosine de la protéine. Nous pouvons donc placer

ce peptide C-4 aprés la tyrosine en position 47.

- Les peptides C-5 et C-6 peuvent é&tre alignés gréce au

peptide A-1 et viennent donc confirmer la séquence C-terminale.

La protéine Tl est une molécule de 78 résidus. La masse
déterminée par spectrométrie (10 872 Da) est différente de la
masse calculée d'aprés la séquence en acides aminés (10 632.5 Da).
Toutefois, cela peut s'expliquer par le fait que la protéine
est phosphorylée ; la différence (239.5 Da) correspondrait & la

présence de trois groupements phosphate.

* Variant T2

- Le séquencage de la protéine intacte a permis d'identifier

les 42 premiers résidus de la molécule.

- Les peptides C-2 et C-2' qui recouvrent cette région N-ter-

minale permettent de prolonger la séquence jusqu'au résidu 47.

- Pour la région C-terminale de la protéine, le raisonnement
est le méme que pour la variant Tl. Le peptide A-1 recouvre la
région C-terminale du peptide C-4 et on peut placer les 30 der-
niers résidus de la protéine. Cette séquence C-terminale ne peut
se situer qu'aprés le résidu de tyrosine en position 47, en te-
nant compte du nombre total de résidus de la protéine , et du

nombre de résidus de tyrosine et de sérine.

- Les peptides C-5 et C-6 viennent s'aligner gréce au peptide
A-1.

La protéine T2 est une protéine de 77 résidus, elle contient
donc un résidu d'arginine de moins que la protéine Tl. La masse
calculée d'aprés la séquence en acides aminés est de 10 486.3 Da; .

celle-ci n'a pas pu étre confirmée par spectrométrie de masse.

La comparaison des séquences des protéines T1 et T2 est pré-

sentée dans la figure 29 C.
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La protéine T spécifique des spermatides de seiche est
donc en fait, un mélange de deux variants structuraux majeurs
Tl et T2 de 78 et 77 résidus respectivement, et de deux va-
riants structuraux mineurs Tla et T2a de 77 et 76 résidus
respectivement. Ces variants mineurs sont dépourvus de méthio-
nine en position N-terminale. Les proportions relatives de
ces variants ont pu étre établies.d partir des données de la
dégradation d'Edman des variants et de leurs peptides N-ter-
minaux :

Tl : 60,6% Tla : 6,1%
T2 : 31,7% ; T2a : 1,6%

~e

* Comparaison de la protéine T avec d'autres protéines spécifiques

des spermatides

Lorsque l'on compare la protéine T de seiche & d'autres
protéines spécifiques des spermatides (roussette, souris, rat,
homme), on peut dégager les caractéristiques récapitulées dans
le Tableau VI.

La protéine T de seiche a une taille similaire a celle des
protéines spécifiques des spermatides de roussette (environ
80 résidus) et inférieure a celle des protéines de type p-P2

(Pré-protamine P2) et TP2 des mammiféres (plus de 100 résidus)

Elle posséde une proportion de résidus basiques plus pro-
che de celle observée dans les protéines de type p-P2 que
dans les protéines TPl et TP2 de mammiféres. Celles-ci sont

plus riches en lysine,comme les protéines S1 et S2 de roussette.

La protéine T de seiche ne renferme ni cystéine, ni histi-
dine ce qui la différencie des autres protéines spécifiques
des spermatides. En effet, la présence de cystéine n'est ob-
servée que dans les protéines de type P2 et TP2 de mammiféres,
alors que l'histidine est présente dans toutes les autres es-

péces citées.



TABLEAU VI

Comparaison de la protéine T de seiche avec d'autres protéines spécifiques des spermatides.

Seiche Roussette Souris (Rat) Homme
T S1 S? TP1 TP2 pP2 HPI1
Nombre de résidus 78 80 87 54 117 106 101
% Arginine 58,7 33,1 15,8 20,4 14,2 42,7 35,3
% Lysine 5 9,6 20 18,5 9,9 3,5 1,6
Rapport
Lysine/Arginine 0,08 0,29 1,26 0,90 0,70 0,08 0,04
% Cystéine 0 0 0 0 4,4 6,8 6,1
% Histidine 0 3,4 2,2 5,5 8,3 12,2 10,9
Nombre et position 2 4 4 2 1 5 8
des acides aminés N-t C-t C-t C-t C-t N-t N-t
dicarboxyliques Nl
-t

N-t = extrémité N-terminale ; C-t = extrémité C-terminale.

LL
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La protéine intermédiaire de seiche ne renferme que deux
résidus acides dans la région N-terminale (en positions 13
et 16). Chez la roussette, mais surtout chez les mammiféres
dans les protéines de type p-P2, on trouve des centres acides

plus importants.

On peut noter aussi une asymétrie plus marquée de la pro-
téine T de seiche par rapport aux autres espéces. En effet,
la région N-terminale de cette protéine (résidus 1-21) ne pos-
séde aucun résidu d'arginine. Alors que dans les protéines de
type p-P2 et TP2 de mammiféres, les résidus d'arginine sont
répartis tout au long de la séquence, méme si des multiplets
d'arginine sont situés, comme pour la seiche, dans la région
C-terminale. Par contre, dans les protéines Sl et S2 de rous-
sette, les centres basiques sont plus nombreux dans la région

N-terminale.

En conclusion, la protéine spécifique des spermatides de
la seiche est tout a fait particulieére. Si 1l'on considére
l'ensemble des caractéres rassemblés dans le Tableau VI ,elle
ne peut se rattacher & aucun des autres types de protéines
intermédiaires. Par certains critéres (rapport Lys/Arg iden-
tique, distribution des résidus d'arginine), elle se rappro-
che des protéines de type p-P2 ; par d'autres (taille, absence
de cystéine), elle se rapproche de la protéine Sl. Par contre,
elle présente trés peu de similitudes avec les protéines de

type TP2.



79

II - 1-5 PREDICTIONS DE STRUCTURE SECONDAIRE DE LA PROTEINE T

De nombreuses expériences de dénaturation et de renatura-
tion des protéines (ANFINSEN et al.,1972 ; IKAI et al., 1973)
ont montré que beaucoup de protéines sont capables de se re-
plier dans leur conformation native aprés élimination de 1'a-
gent dénaturant, parfois méme assez rapidement (GAREL et
BALDWIN, 1973). Ces expériences indiquent que l'information
nécessaire au repliement d'une protéine est contenue principa-

lement dans sa séquence polypeptidique.

Différentes méthodes de prédictions de structures secon-
daires ont été développées ces derniéres années. Elles permet-
tent d'appréhender la structure secondaire d'une protéine. Ce-
pendant la structure tertiaire ne reste abordable que par les
études de diffraction des rayons X & la condition préliminaire
d'obtenir des cristaux de protéines (qui doivent en outre étre

de bonne qualité).

Afin d'estimer la structure secondaire probable de la pro-
téine T, nous avons appliqué différentes méthodes de prédic-
tions de structures. Ces méthodes peuvent &tre réparties en
trois classes : les méthodes mathématiques, les méthodes de

comparaison de structures et les méthodes graphiques.

* Méthodes mathématiques

Les méthodes mathématiques, de loin les plus nombreuses,
attribuent une valeur de statistique a chaque acide aminé qui
correspond 4 la probabilité pour que cet acide aminé soit dans
une conformation précise. Ces méthodes tiennent compte des
acides aminés voisins et calculent la probabilité de chacun

des états conformationnels pour l'acide aminé considéré. Le

dépouillement des résultats est parfois délicat car il arrive
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que les valeurs des probabilités des différents états soient
trés proches les unes des autres pour un méme acide aminé.

Les méthodes de cette classe que nous avons appliquées sont :
les méthodes de CHOU et FASMAN (1978), de GARNIER et al. (1978),
de GIBRAT et al. (1987) et de ROBSON (1971).

* Méthodes de comparaison de structure

La méthode de comparaison de structure que nous avons uti-
lisée est la méthode de LEVIN et al. (1986). Le principe de
cette méthode consiste & dire que de courts segments de pro-
téines de structures primaires identiques ont des structures
secondaires identiques. Il y a donc un découpage de la protéine
& prédire en heptapeptides successifs décalés d'un résidu a
chaque fois et comparaison de leur structure avec des struc-
tures contenues dans une banque de données. La banque de don-
nées renferme des protéines (62) dont la structure tridimension-

nelle a été établie par cristallographie.

* Méthodes graphiques

LIM (1974) est a l'origine des méthodes graphiques de pré-
diction de structures secondaires. L'hypothése de travail étant
que lors de sa synthése au niveau du ribosome le polypeptide
se trouve sous forme d'une hélice a et qu'elle reste sous
cette forme si les éléments nécessaires a sa stabilisation
sont présents. Cette méthode purement graphique indique les
régions susceptibles de se trouver en hélice a et en feuillet
B selon la forme des amas hydrophobes d'ou son nom de méthode
HCA (Hydrophobic Cluster Analysis) donné par GABORIAUD et al.
(1987). A notre connaissance, c'est la seule méthode qui

tienne compte des interactions des acides aminés dans 1l'espace.
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Etant donnée la nature de la protéine T, cette méthode
n'a pu fournir d'information que pour la région 1-19. En
effet, la séquence apreés le résidu 19 ne renferme pas d'acides

aminés hydrophobes en quantité suffisante pour former des amas.

I1 faut cependant noter que prises séparement ces méthodes
ont une fiabilité qui ne dépasse que rarement 60%, il est donc
indispensable de ne pas se contenter d'une seule méthode. La
synthése des résultats obtenus avec les différentes méthodes
est présentée dans la figure 30. Seules les structures prédi-
tes par au moins trois des méthodes ont été prises en considé-

ration.

Les différentes méthodes sont en accord pour indiquer que
la protéine serait essentiellement constituée de structure
apériodique. Par contre, elles sont en désaccord en ce qui
concerne la structure de la région 1-19 de la protéine et il
ne nous pas été possible de conclure. De plus, les probabili-
tés de structure pour la région 19-fin sont bien souvent treés
faibles et voisines pour les différents états (la plus forte
probabilité semble indiquer des coudes B successifs). Aussi,
nous n'avons fait apparalitre de structure que lorsque les
valeurs de probabilité étaient supérieures a ce qui pouvait

8tre considéré comme "un bruit de fond".

La protéine T renfermerait un fragment d'hélice a (sé-
quence 10-18), un court fragment de feuillet B au voisinage
de la tyrosine 47 et quatre coudes B au voisinage des posi-
tions 20, 39, 43 et 68.

Il est a noter que les glycines en positions 20 et 21 se-
raient impliquées dans un coude B juste aprés 1l'hélice o et

que cette organisation semble identique a celle du site de

coupure des précurseurs d'hormones (RHOLAM et al.,1986).
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II - 1-6 COMPARAISON DES SEQUENCES DES PROTEINES T ET Sp

II - 1-6-1 Comparaison des cartes peptidiques

La comparaison des compositions en acides aminés des deux
protéines spécifiques de la spermiogenése chez la seiche (pro-
téines T et Sp) (WOUTERS-TYROU et al., 1988) montre gqu'elles ren-
ferment le méme nombre de résidus de proline, de tyrosine,
d'arginine et un nombre de résidus de sérine peu différent.
Cela suggére qu'il existe entre les protéines T et Sp une ana-

logie structurale importante.

Les premiers résultats de séquence obtenus sur la protéine
T totale, nous avaient permis de mettre en évidence une remar-
quable similitude structurale entre la région 22-39 de la pro-
téine T et la séquence N-terminale de la protamine Sp (résidus
1 3 18). De plus, le peptide C-terminal de la protéine T (ré-
sidus 22 a la fin) obtenu par action de 1l'endoprotéase Lys-C
sur la protéine totale a une composition en acides aminés trés

proche de celle de la protamine Sp (Voir tableau I).

Dans le but de vérifier l'homologie structurale entre les
deux protéines, nous avons d'abord réalisé une étude compara-
tive des peptides obtenus par action de la chymotrypsine a
pH 5.0 et de l'élastase, d'une part sur la protéine Sp isolée
du spermatozoide de la seiche (WOUTERS-TYROU etal.,1988) et d'autre
part sur le peptide C-terminal de la protéine T obtenu par cou-

pure par l'endoprotéase Lys-C de la protéine déphosphorylée.

Les deux types d'hydrolysats ont été effectués dans les
mémes conditions pour chaque protéine (tampon, pH, température,
rapport E/S), puis ils ont été déposés sur gel de polyacryla-
mide (concentration 22 %) en milieu acide-urée. Les résultats

obtenus sont présentés dans la figure 31.
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FIGURE 31 - Cartes peptidiques de la protamine Sp et du peptide K4 (Figures
20 et 21) de la protéine T de seiche.

: aprés coupure par 1'élastase.
: aprés coupure par la chymotrypsine a pH 5.

: témoin d'histones totales de thymus de veau.

: témoin de protéine T.

: peptide C-terminal obtenu par coupure par 1'endoprotéinase Lys-C
de la protéine T déphosphorylée (K4).

: témoin de protamine Sp de sperme.

: hydrolysat du peptide C-terminal de la protéine T.

: hydrolysat de la protamine Sp.

SO D WN = O

Les conditions électrophorétiques sont décrites dans la 1égende de la
figure 25.
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- La séparation des peptides chymotrypsiques est trés sem-
blable dans les deux cas. Seul le peptide le plus lent pré-
sente une migration légérement différente qui s'explique par
la présence de deux résidus de glycine supplémentaires dans

le peptide issu de la protéine T.

- La comparaison des peptides obtenus par action de 1'élas-
tase est moins spectaculaire. Cependant la majorité des ban-
des est commune aux deux hydrolysats, seule 1l'intensité est
différente. Cela pourrait s'expliquer par une hydrolyse in-
compléte de la protéine et par le nombre plus important de

coupures partielles.

En conclusion, l'analyse des deux hydrolysats montre un
certain lien de parenté entre les protéines, celui-ci est trés
net pour l'hydrolysat chymotrypsique, un peu moins pour la cou-

pure par l'élastase.

IT - 1-6-2 Comparaison des séquences

La comparaison des séquences en acides aminés de la pro-
téine T et de la protamine Sp vientrenforcer 1'idée de "filia-
tion" entre les deux protéines. En effet, deux variants Spl
et Sp2 ont pu étre identifiés (MARTIN-PONTHIEU et al., soumis
pour publication). Ils ont une séquence en acides aminés sem-
blable a la séquence C-terminale des variants Tl et T2 (Figu-
res 32A et 32B).

Ceci permet de penser que la protéine Tl serait le précur-
seur potentiel de la protamine Spl, alors que la protéine T2

serait le précurseur potentiel de la protamine Sp2.
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Le mécanisme réel de cette "transition" protéique déja
décrit chez les protamines de type P2 des mammiféres est en-

core inconnu. Plusieurs possibilités existent :

1. I1 s'agirait d'un phénoméne de protéolyse limitée, comme
cela existe lors de la maturation des hormones polypepti-
diques (RHOLAM et al.,1986). Dans ce cas, la coupure protéo-
lytique aurait lieu dans un site caractérisé par la présence
d'acides aminés basiques adjacents & la glycine, et localisé
dans un coude B. Les résultats de prédiction de structure
secondaire font effectivement apparaitre un coude 8 poten-

tiel dans la séquence MKGGR (résidus 18 a 22).

Ce site serait alors identique au site de coupure des pro-

Myceix

téines pVI et pVII de 1'adenovirus de type 2 I

(WEBSTER et al.,1989).

Il reste toutefois a isoler la ou les protéases qui seraient

responsables de cette protéolyse spécifique.

2. L'apparition successive des protéines T puis Sp résulted'un

mécanisme de régulation de l'expression des génes.

Afin d'apporter des éléments de réponse en faveur de 1l'une
ou l'autre de ces hypothéses de mécanisme de transition, nous
avons entrepris 1'étude de l'expression des acides nucléiques
du testicule de seiche et notamment la caractérisation des ARN

messagers présentée dans la deuxiéme partie du chapitre.
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IT - 2 APPROCHE GENETIQUE DE LA TRANSITION PROTEINE T =~

PROTAMINE SP

Au niveau génétique, nous ne pouvions exclure la possibi-
lité de génes différents pour les protéines T et Sp. D'autre
part, la présence d'un géne unique pour ces deux protéines

n'exclut pas :
+ 1'existence de plusieurs ARNm directement dérivés de ce géne

» ou méme l'existence d'un seul ARNm initial qui, par matura-
tion différentielle par épissage, aboutit a des ARNm dif-

férents.

Pour entreprendre cette étude, il a été nécessaire d'in-
troduire les techniques de biologie moléculaire au sein de

notre laboratoire.

La stratégie que nous avons utilisée a consisté a extraire
les ARN messagers, & identifier et a enrichir les fractions
d'ARN codant pour la protéine T, puis & obtenir a partir de
ces fractions, une banque d'ADN complémentaire. Cette banque
d'ADNc devant servir de base & des travaux ultérieurs dont
l'objectif final est l1'étude des génes des protéines T et/ou

Sp, et de leurs régulations.

Nous avons pu effectuer les premiéres étapes de ce travail
jusqu'a 1'élaboration de la banque d'ADN complémentaire, de
son criblage et du séquencage d'un ADNc correspondant a une

partie de la protéine T2.
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II - 2-1 EXTRACTION ET PURIFICATION DES ARN MESSAGERS

L'isolement des ARN messagers se fait en deux étapes, la
premiére consiste a extraire les ARN cytoplasmiques a partir
du testicule, la seconde consiste & isoler les ARNm sur colonne
d'oligo (dT)-cellulose.

Au cours de l'extraction des ARN cytoplasmiques, 1'inté-
grité des noyaux a été contrdlée par microscopie afin de véri-
fier l'absence de toute contamination de ces ARN par le maté-

riel nucléaire.

Par la technique utilisée, nous avons obtenu 16 mg d'ARN
totaux & partir de 7 g de testicule. Puis les ARN totaux ont

été séparés en deux fractions :

- la fraction des ARN dépourvus de queue poly A (ARNs de trans-

fert, ribosomaux et certains messagers)

« la fraction des ARN messagers dotés d'une queue poly A. Cette
derniére fraction a été obtenue aprés deux passages successifs

sur colonne d'oligo (dT)-cellulose.

Les ARN messagers poly A+ représentent environ 1,2 % des ARN
cytoplasmiques totaux. Cette valeur est en accord avec celle
obtenue a partir du testicule de roussette par BERLOT-PICARD
et al. (1986).

II - 2-2 TRADUCTION IN VITRO DES ARN CYTOPLASMIQUES

L'analyse des différentes fractions A'ARNm a été réalisée
par traduction en systéme de lysat de réticulocyte de lapin.
Aprés traduction, nous ajoutons dans les produits et dans les

témoins de traduction un mélange de protéines entraineuses
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afin de limiter les pertes au cours du traitement de 1l'échan-
tillon tel qu'il est décrit dans 1l'appendice technique.

ELSEVIER (1982) et YELICK et al. (1987) ont montré que l'addi-
tion de ces protéines entraineuses ne provoquait aucun arte-

fact de migration électrophorétique sur gel de polyacrylamide.

Pour vérifier l'efficacité du systéme de traduction, nous
utilisons un témoin d'ARNm de "B-M-V" (Virus de la mosalque
du brome). En outre un témoin de traduction sans adjonction
d'ARN, nous permet d'obtenir la traduction des ARNm endogénes
du lysat qui ne sont pas totalement éliminés par la nucléase
micrococcale. Ce dernier témoin permet d'identifier aprés
électrophorése sur gels de polyacrylamide (gels en milieu
acide-urée ou en présence de SDS) certaines bandes contami-
nantes liées au systéme de traduction notamment au niveau des

globines (pour exemple ,se reporter a la figure 35).

L'analyse électrophorétique des protéines acido-solubles
traduites a partir des ARN totaux (Figure 33) révéle des pro-
téines dont la migration électrophorétique est identique a
celle de la protéine T et & celle de la protéine Sp. Ces deux
protéines représentent respectivement 14 et 12 % de la radio-

activité incorporée dans les protéines acido-solubles.

Les traductions effectuées a partir des ARN poly A+ nous
permettent de conclure que les ARNm de la protéine T de seiche
possédent une queue poly A+ comme les messagers des protéines
intermédiaires de la spermiogenése caractérisées chez le rat

et la souris.

I1 faut remarquer que la protamine Sp ne renferme pas de méthio-
nine (WOUTERS-TYROU et al. ,1988). La présence d'une bande radio-
active a ce niveau ne peut donc se concevoir que selon deux

hypothéses :
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FIGURE 33: Analyse électrophorétique sur gel de polyacrylamide & 14% en

milieu acide/urée des produits de traduction acido-solubles des ARN totaux

(pistes 1 et 2) et des ARN poly A* (piste 3). et des ARN du virus de la mosaique
du brome.(piste 4),Apras coloration et séchage, le gel est mis en autoradiographie.
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- Il s'agit d'une autre protéine de migration électrophoré-

~

tique identique a celle de la protamine Sp.

- la méthionine initiatrice n'est pas excisée dans le systéme
de traduction utilisé, comme cela a été observé chez la
truite (LOUIE et DIXON, 1972).

La présence d'une méthionine initiatrice non excisée semble
étre confirmée par une importante diminution de l'intensité de
cette bande radio-marquée aprés action de l'aminopeptidase M
pendant un temps court, directement sur le gel. Un enregistre-
ment densitométrique effectué sur 1l'autoradiographie a permis
de montrer que les surfaces des pics de la protéine T et de la
"protéine Sp" diminuaient dans des proportions identiques. Il
est évident que cette manipulation n'apporte rien sur la nature

méme de la protéine suspectée comme étant la protamine Sp.

IT - 2-3 ENRICHISSEMENT DES ARNm DE LA PROTEINE T

L'ultracentrifugation sur gradient de saccharose des ARNm
poly At a été utilisée pour enrichir une fraction en ARN co-
dant pour la protéine T. Les meilleurs résultats ont été obte-
nus sur gradient de 10 a 40 ¢ de saccharose. Les gradients ont
été étalonnés avec des protéines de coefficients de sédimenta-
tion connus. Ces protéines sont localisées par leur activité
enzymatique et nous avons contrblé que la présence des ARNm

dans le gradient ne modifiait pas cet étalonnage.

L'enregistrement densitométrique a 258 nm d'un gradient

type est présenté dans la figure 34.

Gr8ce a la reproductibilité des résultats obtenus, les

fractions de plusieurs gradients peuvent &tre rassemblées.
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FIGURE 34: Enrichissement des ARN poly A* par ultra-centrifugation sur
gradient de saccharose 10 & 40 %. 150 ug d’ARNm sont déposés sur le gradient
et centrifugés & 40 000 rpm (SW41 Beckman, 14h). Le gradient est prélevé par
le bas du tube et 'absorbance & 268 nm est suivie en continu (—).

3 ug d'ARNmM de chaque fraction sont traduits en lysat de réticulocyte de lapin
ot la radioactivité incorporée est mesurée (H).

Des protéines de constantes de sédimentation connues ont servi & étalonner
les gradients (catalase: 11,3 S et phosphoglycérate kinase: 3,1 8).

Les fractions collectées sont numérotées de 1 & 15 depuis le bas du tube.
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Les produits de traduction obtenus en systéme de lysat
de réticulocyte de lapin des différentes fractions de gra-
dients ont été analysés par électrophorése en gel de poly-
acrylamide (Figure 35). Le gel de-polyacrylamide en milieu
acide-urée montre la répartition des ARNm de la protéine T
dans le gradient tandis que le gel de polyacrylamide en mi-
lieu SDS indique la répartition des ARNm des autres protéines

non acido-solubles.

Cette technigque nous a permis d'obtenir des fractions en-
richies en ARNm de la protéine T (fractions 8 et 9 de la fi-
gure 35-A) dans lesquelles on a également une forte diminution
des ARNm codant pour les protéines non acido-solubles (frac-
tions 8 et 9, figure 35-B) Ces ARNm auraient une constante de

sédimentation d'environ 6 & 7sS.

Nous pouvons remarquer la présence de deux variants de
protéine T tout au long du gradient de saccharose. Ce phéno-
méne d'étalement des ARNm dans un gradient de saccharose a
déja été signalé pour les ARNm de protamines de truite, dans
des conditions similaires (GEDAMU et DIXON, 1976).

D'autre part, nous devons noter la présence de deux pro-
téines coenrichies avec 1la protéine T dont 1l'une a une migra-
tion électrophorétique semblable a celle de la protamine Sp.
La seconde protéine est mineure en intensité et présente une
migration électrophorétique intermédiaire entre celle de la
protéine T et de la protamine Sp. Une protéine de migration
électrophorétique identiqdé a été caractérisée dans un extrait
HC1l 0.4 N de spermatozoides de seiche. Cette protéine renferme
22 % d'arginine, 11 % d'acide aspartique et de sérine et envi-

ron 4 % de cystéine (Tableau VII).

La chute importante de la quantité de radioactivité incor-
porée dans ces fractions (pistes8 et 9 de la figure 34) peut
certainement étre attribuée a la faible teneur en méthionine

des protéines traduites.
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traduction des ARN poly At Aprés coloration et séchage les gels sont mis en autoradiographle.
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TABLEAU VII

Composition en acides aminés de la protéine de migration
électrophorétique intermédiaire entre les protéines T et
Sp (BOUTILLON, 1987)
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Les résultats sont exprimés en moles/100 moles d'acides
aminés.

Les valeurs pour 1a Thréonine et la Sérine sont déduites
de 1'extrapolation linéaire au temps zéro des valeurs
obtenues aprés 24 et 72 heures d'hydrolyse.

Les nombres entre parenthéses représentent le nombre de
résidus réel établi en estimant la masse molaire de la
protéine d'aprés sa migration électrophorétique en gel de
polyacrylamide par rapport a des protéines connues.
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Ces fractions enrichies ont été utilisées pour 1l'élabora-

boration de la banque d'ADNc.

II - 2-4 BANQUES D'ADNc

Le choix du vecteur de clonage utilisé pour créer les ban-
ques d'ADNc a été guidé par les moyens d'investigation mis a
notre disposition pour le criblage des banques. En effet, la
nature de la protéine étudiée et notamment son caractére trés
basique rend extrémement difficile l'obtention d'anticorps

spécifique de la protéine T.

Aussi, dans un premier temps, nous avons utilisé le phage
Agt 10 et le plasmide pUC 13 comme vecteurs de clonage, afin
de pouvoir utiliser les techniques d'hybridation de sondes

oligonucléotidiques.

Les étapes de synthése et de clonage des ADNc sont rappe-

lées dans la figure 36.

II - 2-4-1 Synthése de 1'ADNc

Les rendements obtenus pour la synthése des deux brins
d'ADN complémentaires ont été calculés a partir de 1l'incorpo-
ration d'l032P]dCTP. Ces rendements sont de l'ordre de 20 %
et de 92 % pour la synthése dupremier et du second brin res-

pectivement.

L'analyse électrophorétique sur gel de polyacrylamide non
dénaturant montre que ces fragments d'ADN ont des tailles ma-
joritairement comprises entre 250 et 650 paires de bases (Fi-

gure 37).
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.
1444 pb ¢
754pb e
458 pb -

222 pb .
50pb —
30pb —
1 2 3 4 5 6

FIGURE 37: Diagramme électrophorétique en gel de polyacrylamide a 5%

en conditions non dénaturantes des ADNc synthétisés. Les témoins (pistes 1 & 4)
ont 6té obtenus aprés coupure du plasmide pUC13 par différentes enzymes, puis
marquage par [d %] dCTP par -action du fragment Klenow de I'ADN polymérase I.

' : témoin de taille motéculaire obtenu avec Taq |.

:.témoin de taille moiéculaire obtenu avec Ava li.

témoin de taille moléculaire obtenu avec Hind IlIl et BamHI.
témoin de taille moléculaire obtenu avec Hind ill et Eco RI.

ADNc synthétisé avec I'amorce oligo-(dT).

ADNc synthétisé avec les amorces hexanuciéotidiques au hasard.

QaRON
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Ce résultat concorde bien avec les tailles connues d'ADNc
correspondant & des protamines, & leurs précurseurs ou a des

protéines intermédiaires.

ITI - 2-4-2 Clonage

Le phage Agt 10 accepte des fragments d'ADNc dans 1l'unique
site de coupure par Eco RI localisé sur le géne répresseur "CI".
Ce géne est indispensable a 1l'établissement d'un cycle lyso-
génique lors de la transformation des bactéries hétes. La sou-
che parentale de Agt 10 a une voie lysogénique préférentielle
car le géne "CI" est actif. Elle donne des plages de lyse
troubles sur des boites de Pétri lorsqu'elle infecte des sou-
ches d'E.coli L87. L'infection, réalisée par des bactériophages
recombinants "CI", produit des plages au centre clair. Cette
caractéristique permet de reconnaitre les bactériophages re-
combinants. Enfin, lorsque les souches bactériennes telles que
NM514, possédant la mutation "hfl" (high frequency lysogeny),
sont infectées, seulsles bactériophages recombinants forment

des plages de lyse sur la boite.

Le plasmide pUC 13 renferme un polylinker contenant un site
unique Eco RI situé aux environs de l'extrémité 5' du géne Lac Z
codant pour la B-galactosidase. Ce site est utilisé pour insé-
rer les fragments 4'ADN complémentaires. L'utilisation du
pUC 13 permet une sélection des clones positifs par la couleur

grdce & l'inactivation de la B-galactosidase.

Le rendement de clonage des ADNc en phages Agt 10 est de
2 4 4 10° phages recombinants par pg d'ADNc. Pour le clonage
des ADNc en plasmide pUC 13 le rendement par pg d'ADNc est de

104 plasmides contenant un insert pour 106 plasmides.
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IT - 2-4-3 Criblage des banques d'ADNc

Dans un premier temps, nous avons utilisé des oligonucléo-
tides de synthése ( de 18 et 30 bases) correspondant a la sé-
quence amino-terminale de la protéine T. Cette séquence est
celle qui présente le nombre de combinaisons nucléotidiques
le plus faible. Cependant la dégénérescence du code génétique
pour les acides aminés concernés est telle que le nombre de
combinaisons possibles est encore considérable (128 pour 1l'oli-
gonucléotide de 18 bases, plus de 16.000 pour celui de 30 bases).
L'utilisation de l1l'inosine a permis de réduire a 32 le nombre

S

d'oligonucléotides a synthétiser en mélange (Figure 38).

lére sonde
- Séquence protéique : Met-Lys-Val-Ala-Ala-Asn
- Séquence nucléotidique : 3 TAC-TTT-CAC-CGA-CGA-TTA O
choisie Cc 6 T T G
cC ¢C
G G
2éme sonde
- Séquence protéique : Met-Lys-Val-Ala-Ala-Asn-Ser-Ser-Lys-Met
- Séquence nucléotidique : 3 TAC-TTT-CAC-CGI-CGI-TTA-AGI-AGI-TTT-TAC '
choisie C G G C
A
T

FIGURE 38 - Séquences nucléotidiques des sondes de 18 et 30 bases.

Ces deux sondes utilisées dans les conditions usuelles
d'hybridation (MANIATIS et al.,1982), en faisant varier la
température, la composition des tampons d'hybridation et de
lavage, n'ont pas fourni de résultat. Nous avons donc décidé
d'utiliser la technique d'hybridation ARN/ADN qui est résumée
dans la figure 39.



&\\}« ARN m

— —

Plasmide Plasmide Plasmide Hybridation Elution Traduction Gel de

Recombinant Linéarisé Dénaturé Polyacrylamide

FIGURE 39: Principe de la sélection des clones par hybridation ADNc/ARNmM.

Les ARNm sont mis en hybridation sur I'ADNc inséré dans le plasmide. L'ARNm fixé est récupéré et
traduit en lysat de réticulocyte de lapin. Les produits de traduction sont ensuite analysés sur gel
de polyacrylamide en différentes conditions.

¢0T
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Le principe consiste & fixer 1'ADN des plasmides conte-
nant les ADNc sur des membranes de nitrocellulose, puis a
utiliser 1'ADN immobilisé pour hybrider des ARN messagers
spécifiques. L'ARN poly A* hybridé sert de marqueur de 1'in-
sert présent dans le plasmide. Aprés hybridation avec les
ADN plasmidiques recombinants, les ARNm hybridés sont récu-
pérés et traduits in vitro en lysat de réticulocyte de lapin.
L'analyse sur gel de polyacrylamide permet d'identifier les
clones s'hybridant préférentiellement avec les ARNm de la pro-
téine T. Nous avons contr8lé l'absence d'hybridation des

ARNm poly At sur les plasmides non recombinants.

Les différents plasmides recombinants ont été criblés
par groupes de cing. Cette technique a permis de sélectionner
trois groupes de cing clones dont 1'ADN s'hybride avec les
ARNm codant pour la protéine T et pour les deux autres pro-
téines coenrichies au cours du gradient de sucrose. Aucune
protéine non acido-soluble n'est détectée sur le gel de poly-

acrylamide en milieu SDS.

Chacun de ces quinze clones a été contrb6lé séparément et
nous avons ainsi pu sélectionner trois clones positifs : les
clones 31, 39 et 48 (Figure 40). Ces trois clones ont une
taille d'environ 100 nucléotides, taille trop petite pour cor-
respondre & la totalité de 1'ARNm de la protéine T. Les étu-
des de structure primaire de ces inserts (Figure 41) ont
montré qu'il s'agissait en fait d'un seul et unique clone ren-
fermant un signal de polyadénylation, ce qui le situe dans la
région 3' non codante de 1'ARNm. Nous devons noter que ces
inserts possédent des structures secondaires importantes, ce
qui perturbe leur séquengage et entraine des compressions

dans le gel.

L'insert du clone 48 a été 1libéré du plasmide par action
de 1'enzyme Eco RI et marqué par [a 32P ] dCTP afin d'é&tre uti-

lisé comme sonde.
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Wy

12 3456 7891011 1213141516 171819

clones 39 48 31

FIGURE 40: Etape finale de sélection des ciones par la technique
d'hybridation ADNc/ARNmM,

Les produits de traduction acido-solubles des ARNm fixés sur les clones sont
analysés sur gel de polyacrylamide & 14 % an milieu acide/urée.

1. témoin de traduction avec les ARN poly A" de testicule de seiche. 2 et 3:
témoins de traduction avec les ARN totaux. 4 4 18: produits de traductions
‘obtenus avec les ARNm hybridés sur différents clonss.

19: produits de traductions aprés hybrldatnon sur le plasmide pUC13 ne

ne contenant pas d'insert.
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A B

1 10 20
CAATATCTTTCATAAGGAAGGCTAAGGAA

30 40 50
CTGTCCTTATGGCGGGGCCTACAAAACTG

60 70 80
CAGCAGCAATAAAACTTTTTTCGAAAGAT

90
TGAAAAAAAAAA

]
(]

o - FIGURE 41 - Séquence du clone 48.
-3 A. Analyse sur gel de polyacrylamide & 8 %,
X 2 urée 7 M des produits de séquencage du
)
'M clone 48 en plasmide pUC 13, obtenus
s ‘ d'aprés la méthode de SANGER et COULSON

et marqués au [o32pP] dcTp.

B. Séquence nucléotidique : le signal de

polyadénylation est souligné par—--

AGCT
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- Dans un premier temps, cette sonde (appelée sonde 48) a
été utilisée pour déterminer la taille de 1'ARN susceptible
de coder pour la protéine T. Les ARN totaux, les ARN poly A%t
et la fraction n°9 enrichie sur gradient de saccharose ont
été déposés sur gel d'agarose 4 1,4 % en conditions dénatu-
rantes. Aprés l'électrophorése, ils ont été transférés sur
membrane de nitrocellulose. La sonde 48 a permis de caractéri-
ser une bande d'ARN dont la taille est comprise entre 700 et

800 paires de bases (Figure 42).

~ Dans un second temps, la sonde 48 a été utilisée pour cri-
bler la banque de phages Agt 10. Une premiére étude de la ban-
que de phages a permis d'identifier de trés nombreux clones
positifs. Sur 104 phages testés, plus de 150 clones se sont
hybridés avec la sonde. Ceci peut s'expliquer principalement
par le fait que nous avons fabriqué la banque avec les frac-
tions enrichies en ARNm codant pour les protéines T et/ou Sp.
Il n'est pas possible d'exclure que le clone 48, qui contient
une queue poly AY de 10 nucléotides, ne s'hybride pas avec

d'autres clones correspondant & des ARN poly At.

Sur 50 clones, nous avons déterminé la taille des inserts
par une méthode rapide (SERGHINI et ql.,1989) et retenu ceux
dont la taille était comprise entre 300 et 800 paires de bases.
Chaque clone ainsi sélectionné a de nouveau été hybridé avec
la sonde 48 afin d'éliminer toute possibilité de "faux positif"

(Figure 43).

Nous nous sommes tout d'abord intéressé au clone le plus
grand : le clone 5/14 (l4éme clone de la 5éme boite). L'insert
de ce clone a une taille de 760 paires de bases. Ceci corres-
pond a la taille probable de 1'ARN messager de la protéine T
telle que nous l'avons déterminée au cours de la manipulation

précédente.
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kb

1Y

0.24 »

FIGURE 42: Utilisation de la sonde 48 afin de déterminer la taille de I'ARNm
codant pour la protéine T, aprés électrophorése et transfert sur membrane de
nitrocellulose.

1: ARN poly A* enrichis sur gradient de saccharose (fraction 9).

2. ARN totaux.

3: ARN poly A®
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A

FIGURE 483: Sélection de clones de la banque de phages Agt10 en utilisant
comme sonde l'insert 48 marqué au 32p,

A: Détection de clones positifs parmi d'autres clones.

B: Contrdle d'un des clones précédemment sélectionné aprés amplification.
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II - 2-4-4 Sous clonage de 1l'insert 5/14

L'insert 5/14 a été sous cloné dans le site Eco RI du
vecteur plasmidique pUC 13. Aprés amplification dans la sou-
che bactérienne JM 109, 1'ADN plasmidique a été extrait et
la carte de restriction de 1l'insert établie (Figure 44).
L'insert renferme des sites de coupure pour les endonucléa-

ses de restriction Acc I, AvaIl, DraI, NarI et RsaI.

Parallélement, nous avons effectué une nouvelle hybrida-
tion ARN/ADN selon le schéma décrit précédemment et analysé
les produits de traduction par électrophorése. Nous avons pu
ainsi contrdler que les ARNm hybridés avec ce clone sont ceux
codant pour la protéine T et les protéines coenrichies avec

la protéine T.
Afin d'en établir la séquence, nous avons sous cloné 1'in-

sert 5/14 dans le site Eco RI du phage M13mpl8, M13 mpl9 (Fi-
gure 45).

IT - 2-4-5 Séquencage de l'insert 5/14

Le clone 5/14 a été séquencé sous forme d'ADN double brin,
ce qui a permis de retrouver la séquence de la sonde 48, avec
les mémes problémes de compression 1liés aux structures se-
condaires. Aussi, avons nous appliqué la technique de séquen-
¢age en ADN simple brin en utilisant 1'ADN polymérase Tagq qui
fonctionne a haute température, et en incorporant de la 7-

déaza guanidine afin de réduire les structures secondaires.

L'analyse de la séquence a montré qu'en fait, le clone 5/14
ne correspond pas a un seul ARNm,mais qu'il est constitué de

deux ARNm placés téte-bé&che (Figure 44). Cela implique
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1234567891011 12131415

FIGURE 45: Sous-clonage de l'insert 5/14 en phages M13mpiB et M13mp19.
L'électrophorése est réalisée sur un gel d'agarose a 1,8 % en TBE 1X sous
un courant constant de 90 volts pendant 2 h.
1 et 2. MIB3mp18 de l'insert 5/14,
3: M13mp19 de l'insert 5/14,
4 st 5: témoin de ligation en phage M13mp18 avec un insert
témoin de 500 pb.
6: témoin de ligation en phage M13mp19 avec un insert
témoin de 500 pb.
7 ot 8: plasmide 5/14 et plasmide obtenu avec le témoin de
500 pb en piasmide pUC13 aprés ta premidre étape de
sous-cionags.
g, 10 et 11: médmes échantillons que 4, 5 ot 6 aprés libération
des inserts par Eco RI.
12, 13 et 14: mémes échantillons que 1, 2 et 3 aprés libération
des inserts par Eco RI.
15: libération de l'insert 5/14 par Eco Rl & partir du
plasmide a la premiére étape de sous-clonage.
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malheureusement que ce clone ne peut pas couvrir la séquence
compléte de la protéine T. Il a donc été nécessaire de recher-

cher un insert intéressant parmi les autres clones.

II - 2-4-6 Etude du clone 5/20 correspondant & la protéine T2

Quatre clones dont les inserts ont des tailles comprises
entre 320 et 630 paires de bases ont été sous clonés a la fois
en plasmide pUC 13 et en phage M13 (Figure 46). Jusqu'a présent,
seule la séquence de l'insert du clone 5/20 a pu étre réalisée.

Les résultats sont présentés dans la figure 47.

La recherche des phases ouvertes de lecture montre une
phase ouverte dont la séquence correspond sans ambiguité aux
résidus 17 & 77 de la protéine T2 déterminée par la dégrada-
tion d'Edman. Cette séquence représente les 184 premiers nu-
cléotides de l'insert et se termine par le codon de terminai-

son TAA.

Sur les 43 résidus d'arginine contenus dans la protéine T2,

l'utilisation des codons s'effectue selon les pourcentages

suivants :
- AGG : 30,3 % (13 résidus)
- AGA : 18,6 % (8 résidus)
- CGC : 16,3 % (7 résidus)
- CGA : 13,9 % (6 résidus)
- CGG : 11,6 % (5 résidus)
- CGT : 9,3 % (4 résidus)

Contrairement 4 ce qui se passe chez certaines espéces
(BERLOT-PICARD et al.,1986 ; OLIVA et DIXON, 1989), nous pou-

vons dire que tous les codons de l'arginine sont utilisés dans
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1709 pb

947 pb
831 pb

564 pb

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
635pb
585pb
330pb
320pb

FIGURE 46: Détermination de la taille des inserts sous-clonés en plasmide
pUC13. La migration électrophorétique a 6té réalisée sur un gel d'agarcse 8 2 %
en TBE 1X sous un courant constant de 30 volts pendant 16 h.

1: plasmide 8/6.

2: plasmide 5/5.

3: plasmide §/20.

4: plasmide §/3.
5: plasmide pUC13.
6 a4 10: mémes plasmides aprés libération des inserts par EcoRl.

11: tédmoins de tailles moléculaires (Boehringer)



>

ik I
I I

) .

LB Ak

1V B L)
il ae ueinigiam

ni e mnmanm

)

mt— .

F I BURRY R L IgQt 1. Ope. .1}

111 130B0100 BIIND
1sul !

P titiis
1}
n )

i |

|
e
ni

AGCT

114

1 10 20 30
C CTA TTA AAG GGA GGA CGG AGA CGA AGA CGT

L L K G G R R R R R
20

40 50 60
CGC TCC CGA AGA CGA CGA AGA AGT CGT CGA AGA

R S R R R R R S R R R
30

70 80 %0
AGA TCG AGA TCT CCC TAC CGT CGC CGG TAT CGC

R S R S P Y R R R Y R
40

110
AGG AGG AGG AGG AGA AGG CGG TCC AGG CGC CGG

R R R R R R R S R R R
50

150

CGG AGG TAC AGG AGG AGG CGT TCA TAC AGT CccC

R R Y R R R R S Y S R
60 70

170 190
CGA AGG TAT AGG CGC AGG CGC TAA ATGTTAAACA
R R Y R R R R Ter
7

200 210 220 230
AGCAGATGGC CTCAAAGAAA ACAATATCTT CATAAGGAAG

240 250 270
GCTAAGAACT GTCCTTATGG CGGGGCCATC AAAACTGCAG

280 310
CAGCAATAAA ACTTTTTTCA AAGTTGAAAA AAAAAAAA ...

FIGURE 47 - Séquence du clone 5/20.

A. Analyse sur gel de polyacrylamide & 8 ¢, urée 7M des pro-
duits de séquengage du clone 5/20 en phages M13mpl8 obte-
nus avec le kit Taq-Track Sequencing System (Promega
Biotec) et marqués a 1'[a35s] garp.

Séquence nucléotidique et séquence déduite en acides ami-

nés d'une partie de la protéine T2. Ter représente le si-
gnal de terminaison. Le signal de polyadénylation est sou-

ligné par—==--
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la protéine T2. Cette caractéristique est partagée avec les
génes des protamines de mammiféres (KLEENE et aql.,1986 ; YELICK
et al.,1987). Dans les génes de protamines, c'est en général
le codon CGC qui est le plus utilisé, suivi par le codon AGG
(LEE et al.,1986). Dans le cas de la protéine T2 de seiche,le

codon le plus utilisé par contre est le codon AGG.

L'insert du clone 5/20 contient également la région 3' non
codante qui représente 118 nucléotides (queue poly A non com-
prise). Cette région est de taille similaire & celles trouvées
pour les autres protamines et protéines intermédiaires. Dans
cette région 3' nous retrouvons la séquence du clone 48 qui
nous a servi de sonde lors du criblage de la banque de phages.
En effet,la séquence de 219 a 303 nucléotides (queue poly A
non comprise) est trés comparable a celle du clone 48, a quatre
délétions et une interversion prés. Nous pouvons expliquer cela

de plusieurs fagons :

- soit il existe des différences dans la nature des clones
étudiés. En effet, il est possible que les séquences en 3' des
génes de protéines Tl et/ou Sp soient différentes de celle de

la protéine T2.

- soit la différence est liée a l'enzyme utilisée lors du sé-
quencage. En effet, la Tag polymérase choisie lors du séquen-
cage du clone 5/20 agit a haute température et 1l'incorporation
de 7-deaza guanidine donnent de meilleurs résultats par rap-

port a ceux obtenus avec la transcriptase inverse.

D'autre part, dans cette région 3' le seul signal caracté-
ristique présent est le signal de polyadénylation AATAAA,
16 nucléotides en amont de la queue poly A. L'utilisation de
la banque PC'"gene "(A.BAIROCH, Genofit) nous a permis de compa-

rer la région 3' du géne de la protéine T2 de seiche avec celle



116

d'autres protamines et protéines intermédiaires ; l'analyse
de ces résultats ne montre aucune analogie. De plus, la sé-
quence de régulation potentielleGCCACCTG présente dans
les génes de protamines de mammiféres n'est pas retrouvée,

chez la seiche (voir paragraphe I - 3-1-2 page 32).

IT - 2-5 DISCUSSION

Au cours de ce travail de biologie moléculaire, nous avons
été confrontée a de nombreuses difficultés techniques liées a

la particularité du modele étudié.

La plupart des études de biologie moléculaire réalisées
sur les protéines nucléaires basiques ont été effectuées jus-
qu'a présent sur des animaux d'élevage. Ainsi le travail a
été facilité, par la possibilité d'entreprendre des études in
vivo , et par l'obtention de tissus frais (études sur des po-
pulations cellulaires enrichies). Dans le cas du modéle étu-
dié, l'utilisation de matériel congelé limite les moyens

d'investigation.

De plus, dans la majorité des travaux, le criblage des
banques A'ADNc fabriquées a été facilité par la présence de
séquences consensus spécifiques (Figure 10) pouvant &étre uti-
lisées pour la synthése de sondes oligonucléotidiques (KRAWETZ
et al. ,1986) et de sondes ADNc (LEE et al. ,1987 ; DOMENJOUD et al.,
1988) .

Dans le cas de la seiche, ces techniques n'ont pas pu étre
utilisées car les génes des protéines intermédiaires et des
protamines des Invertébrés ont été trés peu étudiés et iln'est

pas possible actuellement de dégager des séquences consensus.
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De plus, comme nous l'avons vu dans la séquence du clone
5/20, le codon le plus fréquent pour l'arginine (codon AGG)
n'est pas le codon habituellement le plus utilisé dans les
génes de protamines. Aussi, nous avons dfi utiliser une tech-
nique de criblage plus délicate - les hybridations ADN-ARN -
qui ont déja été utilisées avec succés pour isoler des génes
de protéines intermédiaires ou de protamines (HEIDARAN et
KISTLER, 1987 ; BERLOT-PICARD et al.,1986,1987). Cette techni-
gue nous a permis d'obtenir le clone 48 qui, & son tour, a
été utilisé comme sonde. Nous avons ainsi sélectionné de nom-
breux clones positifs dans la banque de phages. La séquence

du clone 5/20 montre sans ambiguité la valeur de la sonde 48.

Nos résultats sur l'analyse des produits de traduction
semblent en contradiction avec l'hypothése d'un mécanisme de
protéolyse de la protéine T en protéine Sp (présence d'une
protéine de migration électrophorétique identique a celle de
la protéine Sp dans les produits de traduction). L'analyse
des nombreux clones positifs restants permettra peut-é&tre
d'éclaircir ce point. Elle permettra sans aucun doute de com-
pléter la séquence nucléotidique de la protéine T2 et de trou-

ver un ADNc correspondant & la protéine T1.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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La spermatogenése chez la seiche est donc caractérisée
par une double transition protéique. Les histones présentes
aux premiers stades de la spermatogenése sont remplacées au
stade spermatides rondes par la protéine T de type intermé-
diaire. Celle-ci est a son tour remplacée au stade sperma-
tides allongées par une protamine typique, la protéine Sp.
Cette protéine subsiste dans le spermatozoide ol elle repré-

sente alors la protéine basique majeure associée a 1'ADN.

- Les structures primaires des variants Tl et T2 et de leurs
sous-fractions respectives Tla et T2a qui ont perdu le résidu

de méthionine en position N-terminale ont été établies.

La protéine intermédiaire de seiche ne se rattache préci-
sément & aucune autre protéine intermédiaire actuellement con-

nue.

L'alignement optimum des séquences des protéines T et Sp
ainsi que leur apparition successive au cours de la spermioge-
nese indiquent que les variants de protéine Sp pourraient pro-
venir des variants de protéine T par coupure protéolytique.

La présence de précurseurs protéiques des protamines a déja
été évoquée chez les protamines de type P2 uniquement de
1'homme et de la souris (les protamines de type Pl de ces es-
péces n'ont pas cette caractéristique). Il faut toutefois
rappeler que le mécanisme de coupure protéolytique n'a jamais
été éclairci et que les sites de coupure potentiels différent
chez 1'homme, la souris et la seiche. Cependant les méthodes

de prédiction de structures secondaires indiquent que le site
Met
Leu
dans une conformation en coude B favorable & une coupure pro-

de coupure dans la protéine T ( —Lys-Gly—GlyiArg) serait
téolytique (RHOLAM et al.,1986). De plus, ce site de coupure
est un site de coupure connu dans les protéines VI et VII de
l1'adénovirus de type 2 (WEBSTER et ql.,1989).
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- Nous avons enrichi fortement les ARNm codant pour la
protéine T. Cet enrichissement s'accompagne de celui des
ARNm codant pour d'autres protéines acido-solubles parmi
lesquelles une protéine a une migration électrophorétique
identique a celle de la protamine Sp, et une autre, une mi~-
gration électrophorétique identique a une protéine riche en
cystéine et arginine qui a été caractérisée dans notre la-
boratoire (BOUTILLON, 1987).

- Nous avons fabriqué une banque d'ADNc plasmidique et une

banque d'ADNc en phages Agt 10.

-~ Nous avons obtenu dans la banque plasmidique une sonde
valable permettant d'identifier les clones codant pour la
protéine T et ainsi pu sélectionner un nombre important de

clones positifs dans la banque de phages Aigt 10.

- Nous avons déterminé la séquence d'un clone dont la par-

a

tie codante correspond a la séquence 17-77 de la protéine T2.

- Nous savons que dans la banque de phages Agt 10 se trou-
vent les sondes nécessaires pour trouver les geénes de la pro-
téine T et,éventuellement, de la protamine Sp dans le génome

de la seiche (clone 5/20, par exemple).

Les différentes possibilités qui s'ouvrent pour éclaircir

le mécanisme de transition sont :

- du cbté protéique : utiliser la protéine ou un peptide de
synthése pour rechercher une ou plusieurs enzymes présentes
dans le testicule, capable(s) de donner naissance a la protéine

Sp.
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- du cbté acide nucléique :
. Rechercher dans la banque 4d'ADNc, des inserts corres-

pondant aux variants de la protamine et de la protéine T.

. Dans le cas ol une enzyme serait caractérisée, utiliser
la mutagenése dirigée sur 1'ADNc de la protéine T pour

en étudier la spécificité.

. Construire une banque d'ADN génomique et utiliser les
inserts intéressants de la banque d'ADNc comme sonde,
afin de trouver les génes complets de la protéine T et,

éventuellement de la protamine Sp.

. Enfin, la banque d'ADN génomique permettra :
* une connaissance de la structure des génes, des pro-
téines intermédiaires de céphalopodes c'est-a-dire
de situer les éventuels introns, les facteurs de régu-

lations et les structures conformationnelles de 1'ADN.

* une étude des mécanismes de régulation des génes.

Cette étude pourra ensuite étre étendue a d'autres cépha-

lopodes.,
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APPENDICE TECHNIQUE
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[ - RECOLTE DU MATERIEL BIOLOGIQUE

Les zones de péche sont situées dans la Manche d'une
part au large de Wimereux (Station Marine de Wimereux, Pas-
de-Calais) et d'autre part au large de Luc-sur-Mer (Station
Marine de Luc-sur-Mer, Calvados). La péche est réalisée en
fonction des conditions climatiques et météorologiques sur
la période fin avril - début juin au début de la période de

reproduction des seiches.

Les animaux sont séparés selon leur sexe et conservés en
bassin alimenté en eau de mer. On récolte séparément sur cha-
que médle, le testicule, les spermatophores et 1l'épidydime.
Les tissus sont aussitdt plongés dans 1l'azote liquide et sont

conservés ainsi jusqu'a leur stockage en congélateur a -80°C.

[l - ETUDE BIOCHIMIQUE DE LA PROTEINE T SPECIFIQUE DES SPER-

MATIDES

IT - 1 ISOLEMENT ET PURIFICATION DES PROTEINES BASIQUES

II 1-1 Isolement des protéines basiques

La préparation des protéines se fait a partir de noyaux
de testicules selon un procédé décrit par SAUTIERE et al.
(1981) . Toutes les manipulations sont effectuées a +4°C en
chambre froide et toutes les solutions préparatives sont ad-
ditionnées de diisopropylfluorophosphate pour inhiber l'acti-

vité des sérine-protéases.
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* Isolement et purification des noyaux

- Les testicules (35 g) sont émincés et homogénéisés dans
200 ml d'une solution de saccharose 0.25 M, CaCly 0.003 M,
Tris 0.05 M, pH 7.4 (tampon A) a l'aide d'un homogénéiseur

de type Waring Blendor (basse vitesse, 2 minutes).

L'homogénat est filtré sur quatre épaisseurs de gaze hy-
drophile et centrifugé a 2500 xg pendant 20 minutes a 4°C pour
éliminer les débris cellulaires. Les noyaux sont lavés deux

fois dans 200 ml de tampon A.

- Les noyaux lavés sont remis en suspension dans 200 ml de
tampon A mais contenant cette fois du saccharose 2,2 M (tam-

pon B) et centrifugés a 47.000 xg pendant 60 minutes.

* Préparation de la chromatine et extraction des protéines basiques

- La préparation de la chromatine est fondée sur son insolu-
bilité en milieu isotonique NaCl 0.14 M, Tris 0.005 M, pH 7.1
(tampon C) .

Les noyaux purifiés sont homogénéisés dans 200 ml de tampon
C dans un Waring Blendor (vitesse rapide, 2 minutes). La chro=-
matine insoluble est récupérée par centrifugation a 2500 xg
pendant 20 minutes. Elle est lavée deux fois dans 200 ml du
méme tampon, puis trois fois dans 50 ml de NaCl 0.35 M pour

éliminer les protéines non histones.

- Les protéines basiques sont alors extraites de la chroma-
tine par deux extractions successives (2 fois 18 heures) avec
50 ml 4'HC1 0.4 M. Les surnageants contenant les protéines
sont rassemblés, dialysés extensivement contre de l'eau dis-
tillée a 4°C, dans du tube a dialyse Spectrapore n°3 (limite
d'exclusion < 3500) et lyophilisés. Le culot de chromatine

résiduelle est extrait pendant 8 h a +4°C par 100 ml d'une
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solution de chlorhydrate de guanidine 5 M contenant du 2-
mercaptoéthanol 0.1 M. Le surnageant obtenu aprés centrifu-
gation est dialysé dans les conditions décrites précédem-

ment et lyophilisé.

II - 1-2 Purification de la protéine T

* La protéine T

La protéine T est purifiée & partir des extraits lyophi-
lisés HC1l 0.4 M ou GuCl 5 M de la chromatine du testicule,

par chromatographie liquide haute pression.

- L'extrait HCl1 0.4 M est dissous dans 1'HCl 0.01 M et dé-
posé sur une colonne de C8 Ultrapore (Beckman) équilibrée en
milieu TFA 0.1 %. L'élution est réalisée par un gradient d'a-
cétonitrile de 0 & 50 % dans le TFA 0.1 %.

- L'extrait GuCl 5 M est fractionné sur une colonne C18
uBondapak (Waters), équilibrée et éluée dans les mémes condi-

tions.

* Les variants structuraux

- Les variants structuraux de la protéine T ont été séparés

A

a l'aide d'un gradient discontinu d'acétonitrile dans le TFA

by

a 0,1%, sur une colonne de C1l8 pBondapak (0% 6 min. - 0 & 21 %
13 min. = 21 % 10 min. - 21 4 50% 17 min.)
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II - 2 ANALYSES ELECTROPHORETIQUES DES PROTEINES

IT - 2-1 Electrophorése sur gel de polyacrylamide en milieu

acide-urée

Les analyses électrophorétiques des protéines et des pepti-
des acido-solubles sont réalisées sur gel de polyacrylamide en
milieu acide-urée, dans les conditions présentées dans le ta-

bleau ci-dessous.

Nature des échantillons

Variants

Pourcentage de polyacrylamide : Protéines protéiques Peptides
- des gels de séparation 14 % 17 % 229

- des gels de concentration 7% 7% 5%
Rapport en

acrylamide/bisacrylamide 38/1 38/1 20/1
Concentrations :

- en urée 6.25M 6.25M 2.5M

- en acide acétique 5,4% 554 % 4,5%

Le tampon de migration est composé d'acide acétique 0,9 M
a pH 2.7. Le gel est soumis a une pré-électrophorése de deux
heures sous courant constant de 22 mA. Les échantillons sont
mis en solution la veille de la migration en tampon HC1 0,01 M,
Urée 8 M, 2-mercaptoéthanol 0,5 M. L'électrophorése est réalisée

a 22 mA sous température contrdlée (10°C).
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II - 2-2 Electrophoréese sur gel de polyacrylamide en présence
de SDS

Les protéines solubles en présence de SDS sont analysées
sur gel de polyacrylamide selon la méthode de tampons discon-
tinus de LAEMMLI (1970) dans un gel homogéne de polyacrylamide
18 ¢ (rapport acrylamide/bisacrylamide 37/1) contenant 0,1 % de
SDS dans du tampon Tris-HCl1l 0,375 M a pH 8.8. Le gel de con-
centration a 5 % de polyacrylamide dans du tampon Tris-HC1l
125 mM & pH 6.8, contient 0,1 % de SDS. Chaque échantillon est
solubilisé dans 15 pl de tampon Tris-HCl 62,5 mM, pH 6,8, SDS
3%, glycérol 10 %, 2 -mercaptoéthanol 2,5 % (V/V), bleu de bro-
mophénol 1 %.

S a

La migration dure de 16 & 18 h a 7 mA ou 40 mA pendant 4 h
dans le tampon Tris-glycine 16,5 mM et 128 mM respectivement,
pH 8,3 contenant 0,1% de SDS.

II - 2-3 Coloration et décoloration des gels

Les gels sont colorés dans une solution de bleu de Coo-

b

massie R250 a 0,04 ¥ dans une solution de méthanol 9 % et
d'acide picrique 0,08 M, ajusté a pH 7 par de la soude
(STEPHANO et al., 1986). La décoloration des gels est effec-
tuée dans une solution d'acide acétique 8 ¥ et de méthanol

45 %.

NB : Les gels en présence de SDS sont lavés dans la solution
de décoloration 2 fois 15 minutes avant d'étre soumis a la
coloration afin d'éliminer le SDS qui réagit avec l'acide

picrique.
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II - 3 COUPURES ENZYMATIQUES DE LA PROTEINE

ITI - 3-1 Coupure par l'endoprotéase Lys-C

L'endoprotéase Lys-C est trés spécifique. Elle coupe uni-
quement les liaisons Lys-X. La protéine T a été hydrolysée
par l'endoprotéase Lys-C, en tampon bicarbonate d'ammonium
0.1 M de pH 7.8 pendant 16 heures a 37°C, avec un rapport
enzyme/substrat de 1/25.

IT - 3-2 Coupure par la protéase d'Astacus fluviatilis

La protéase d' Astacus fluviatilis coupe les liaisons dans
lesquelles est engagé le groupe oa-aminé des résidus a chaine
latérale courte (Ala, Gly, Ser, Thr). L'hydrolyse est réalisée
en tampon bicarbonate d'ammonium 0.1 M, pH 7.8 pendant 20 mi-

nutes a 30°C avec un rapport enzyme/substrat de 1/50.

IT - 3-3 Coupure par la chymotrypsine

La chymotrypsine coupe les liaisons dans lesquelles sont
impliqués les groupements carboxyliques des acides aminés aro-
matiques. Mais il existe des coupures non spécifiques, des
liaisons leucyles et méthionyles. La protéine T a été hydro-
lysée par la chymotrypsine en tampon bicarbonate d'ammonium
0.1 M, pH 8 a 37°C pendant 2 heures avec un rapport enzyme/
substrat de 1/50.

- Le peptide C-terminal obtenu par action de l'endoprotéase
Lys-C sur la protéine,de méme que les variants séparés,ont été
hydrolysés par la chymotrypsine dans des conditions limitées,
en tampon acétate d'ammonium 0.1 M, pH 5 & 30°C pendant 4 h

avec un rapport enzyme/substrat de 1/200.
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II - 3-4 Coupure par 1l'élastase

L'élastase coupe les liaisons dans lesquelles sont impli-
qués les groupements carboxyliques des acides aminés hydro-
phobes non aromatiques. L'hydrolyse est réalisée en tampon
bicarbonate d'ammonium 0.1 M, pH 8.0 & 37°C pendant 2 heures

avec un rapport enzyme/substrat de 1/100.

Chaque hydrolyse est arrétée en abaissant le pH par addi-
tion d'acide formique pur. L'hydrolysat est alors évaporé a
sec et fractionné par chromatographie en phase inverse sur

colonne de Cl1l8 pBondapak (Waters).

La nomenclature des peptides obtenus aprés hydrolyse est
fonction de 1l'enzyme utilisée :
- K pour 1l'endoprotéase Lys-C
- C pour la chymotrypsine

- A pour la protéase d'Astacus fluviatilis

Les peptides sont numérotés suivant leur position dans

la séquence de la protéine.

ITI - 3-5 Traitement par la phosphatase alcaline

La protéine T est isolée du testicule de seiche sous forme
phosphorylée. Elle a donc été soumise & l'action de la phos-
phatase alcaline afin d'éliminer les groupements phosphates
de la protéine et de comparer ensuite les hydrolysats enzyma-
tiques de cette protéine avec les hydrolysats homologues de
la protéine Sp (protamine extraite du spermatozoide de la
seiche sous forme non phosphorylée).
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L'hydrolyse est réalisée a 37°C pendant 4 heures en tam-
pon Tris-HCl1l 50 mM, pH 8.0 contenant MgCly 1 mM et ZnClj 0.5 mM
avec un rapport enzyme/substrat de 0.75 unités/100 pg de pro-
téine. L'hydrolysat est ensuite refroidi a 0°C et, aprés ad-
dition d'HC1l 6 M jusqu'a obtention d'une concentration finale
de 0.25 M, la protéine est précipitée par addition de 6 volu-
mes d'acétone froid (-20°C). Aprés centrifugation, le culot

est séché et mis en solution dans 1'HC1l 0.01 M.

ITI - 4 ANALYSE DES ACIDES AMINES ET SEQUENCE PROTEIQUE

S

Les échantillons (200 pmoles) sont hydrolysés sous vide a
110°C pendant 24 h et 72 h par 1'HC1 5,6 M. Une goutte de phé-
nol a 1% est ajoutée pour prévenir la dégradation excessive
de la tyrosine. L'analyse des acides aminés est réalisée au

laboratoire sur l'analyseur d'acides aminés Beckman 6300.

La dégradation automatique d'Edman des variants de la pro-
téine T et des différents peptides a été réalisée sur le micro-
séquenceur phase gaz Applied Biosystems 470A, en utilisant le
programme O3RPTH. Les dérivés phénylthiohydantoines des aci-
des aminés ont été séparés sur un analyseur de PTH amino aci-
des Applied Biosystems 120A, couplé au microséquenceur
(CHAUVIERE et al.,1989).

Les études de spectrométrie de masse ont été réalisées
dans le laboratoire du Dr.A.VAN DORSSELAER au Centre de Neu-

rochimie, Strasbourg.



131

[IT - ETUDE DE LA PROTEINE T ET DE LA PROTAMINE DE SEICHE

PAR LA BIOLOGIE MOLECULAIRE

Cette partie de 1l'appendice technique consacrée aux tech-
niques de biologie moléculaire a été volontairement détaillée
pour permettre la poursuite et le développement du théme dans

le laboratoire.

IIT - 1 ETUDE DES ARN MESSAGERS DU TESTICULE DE SEICHE

ITT - 1-1 Extraction des ARN messagers cytoplasmigques

L'isolement des ARN messagers se fait en deux étapes

- la premiére consiste & extraire les ARN cytoplasmiques to-

taux a partir du testicule.

- la deuxiéme correspond a la purification des ARN messagers

poly At sur colonne d'oligo (dT)-cellulose.

Chaque fois que cela est possible, la vaisselle et les tam-
pons sont traités au diéthylpyrocarbonate pendant la nuit, puis

autoclavés pendant deux heures afin d'inhiber les ribonucléases.

* Extraction des ARN cytoplasmiques

Les ARN cytoplasmiques sont isolés par homogénéisation de
7 g de testicule au Waring-blendor, pendant 30 secondes a vi-
tesse rapide, dans 50 ml de solution A (saccharose 0,25 M,
KC1 0,025 M, MgClp 0,005 M, NP 40 0,2 % et Tris-HCl1l 0,05 M,

S

pH 7,5) .L"homogénat est ensuite centrifugé a 12.000 xg pendant
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Y

10 minutes. Le surnageant est ajusté en EDTA & 2 mM, SDS &

1% et NaCl a 0,15 M. Les protéines sont extraites trois fois
pér un volume de phénol saturé en tampon A sans saccharose ni
NP 40, puis deux fois par un volume de chloroforme-alcool iso-
amylique (24 : 1, ¥ :v), et enfin une fois par un volume 4d'é-
ther. Les ARN contenus dans la phase aqueuse sont précipités
pendant 16 heures a -20°C en présence de 0,1 volume d'acétate
de sodium 3 M, pH 5,2, par 2,5 volumes d'éthanol absolu re-
froidi a -20°C. Aprés une centrifugation de 20 minutes a
12.000 xg, le culot est lavé a 1'éthanol & 70 %, séché sous

vide, puis remis en solution dans l'eau.

* Sélection des ARN messagers

La sélection des ARN poly At est effectuée selon la méthode
de IATROU et DIXON (1977) modifiée comme suit :

Une batterie de colonnes d'oligo(dT)-cellulose (Sigma, 1 g
par colonne) couplées a des collecteurs de fractions, est é-
quilibrée en tampon B (Tris-HC1l 0,01 M, pH 7,5, KCl1 0,5 M), a
un débit de 0,3 ml/min. Les échantillons sont déposés dans ce
méme tampon & raison de 20 mg d'ARN par colonne. L'éluat est
recyclé trois fois. Le lavage de la colonne est réalisé en
continu par 50 ml de tampon B. Une premiére élution est faite
par 30 ml de tampon C (Tris-HC1l 0,01 M, pH 7,5). Les ARNm élués
sont recyclés une deuxiéme fois sur la colonne aprés addition
de KCl 3 M pour rétablir les conditions de dépdt. Ils sont
ensuite a nouveau élués, puis précipités par 1'éthanol, lavés
et remis en solution dans l'eau comme indiqué précédemment pour
les ARN totaux. Les colonnes sont régénérées par 10 ml de KOH

0,1 M, lavées en tampon C, puis conservées a 4°C en tampon B.
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III - 1-2 Traduction in vitro des ARN messagers

Les ARN messagers sont traduits <z vitro en utilisant
comme marqueur radioactif la 355 méthionine (SJ 204, Amersham).

Le mélange réactionnel est composé de :

- 21 pl de lysat de réticulocytes de lapin (Promega Biotec,
traité a la nucléase micrococcale)
- 3,3 pl de 35s méthionine (50 pCi)
- 1 pl d'acétate de potassium 10 mM
- 1,5 pl d'acides aminés non radioactifs sans méthionine
(1 mM chaque)
- 1 pul de RNAsine (1 mg/ml, Promega Biotec)
- 5 pl de solution d'ARN contenant :
- soit 12 pg A'ARN cytoplasmiques
+ soit 1,2 pg d'ARN poly A*

S

Le temps d'incubation est de 1h30 a 30°C.

* Comptage de la radioactivité incorporée

Une aliquote d'l pl est prélevée sur chaque échantillon.
Ces aliquotes sont diluées par 500 pl d'eau distillée,addi-
tionnées de 250 pl d'un mélange d'eau oxygénée a 2 % et de
soude 1 M. Aprés une incubation de 10 minutes a 37°C, les
protéines sont précipitées par 1 ml d'acide trichloracétique
froid a 25 % pendant 10 minutes dans la glace. Le précipité
est ensuite collecté par filtration sous vide sur filtre de
verre GF/C Whatman, lavé par 20 ml d'acide trichloracétique
a 8% froid, puis par 20 ml d'acétone. Aprés séchage, les fil-
tres sont comptés en scintillation liquide afin d'estimer
1'incorporation de 39S méthionine dans les protéines tradui-

tes, ce qui refléte l'efficacité de la traduction.
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* Traitement des produits de traduction pour 1'analyse électropho-
rétique

Aprés traitement par 1 pl de ribonucléase A (0,01 mg/ml)
pendant trente minutes a 37°C, 40 pg de protéines entraineu-
ses d'un extrait HC1l 0,4 M préparé comme en II -1-1, sont
ajoutés a chaque échantillon. Les tubes sont centrifugés 30
minutes a 12.000 xg.Le surnageant est mis de c6té. Les culots

S

sont extraits par 175 pl d'HCl1l 0,4 M sous agitation a 4°C pen-
dant 24 a 48 heures en présence de 1 pl/ml de PMSF, puis les
échantillons sont centrifugés a 12.000 xg pendant 30 minutes

a 4°c.

Les culots sont rassemblés avec les premiers surnageants.
Avant dépdt sur gel de polyacrylamide en présence de SDS, le
pH des échantillons est réajusté a 6,8 avec du tampon Tris
1 M, pH 8 (II - 2). Les extraits HCl sont précipités par 1
ml d'acétone a -20°C pendant 24 heures puis centrifugés a
12.000 xg, 30 minutes. Apreés séchage, les protéines acido-
solubles du culot sont reprises par le tampon de dépdt des

gels en milieu acide-urée et analysés comme décrit en II - 2.

a

Les gels sont ensuite séchés sous vide 1 heure a 70°C,puis
mis en autoradiographie par contact avec un film X-OMAT AR5
Kodak (Eastman Kodak) entre deux écrans "renforgateurs" pen-

dant 5 a 10 jours.

* Comptage de la radioactivité apreés analyse sur gel d'électrophorése

Des comptages de radioactivité peuvent &tre obtenus aprés
migration et coloration des gels ou méme aprés autoradiogra-
phie des échantillons, en découpant une bande protéique identi-
fiée sur le gel. Cette bande de gel est incubée avec 0,2 ml
d'acide perchlorique a 60 % et 0,4 ml d'eau oxygénée a 30 %,
pendant une heure a température ambiante. Les comptages sont
réalisés en présence de liquide scintillant pour milieux a-
queux. Un témoin contenant un morceau de gel non radioactif
de la méme taille que les aﬁtres échantillons est utilisé afin

de soustraire le bruit de fond de la méthode.
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IITI - 1-3 Enrichissement d'une classe d'ARN messagers sur

gradient de saccharose

900 pg d'ARN poly A1, dissous dans 2,4 ml de tampon NaCl
1 M, EDTA 0,01 M, Tris-HCl 0,1 M de pH 7,6 sont chauffés pen-
dant 8 minutes a 65°C, puis refroidis dans la glace. Ils sont
déposés sur des gradients de saccharose de 10 a 40 & dans le
méme tampon, a raison de 150 pug par gradient. La centrifuga-
tion est réalisée en rotor SW4l Beckman a 40.000 r.p.m.pendant
14 heures a 20°C. Ensuite les tubes sont percés par le bas,
reliés & un densitométre UV a 258 nm connecté a un enregis-
treur et des fractions de 300 pl sont collectées. Chaque frac-
tion est précipitée par 1'éthanol, lavée et séchée. Gréce aux
diagrammes obtenus, les fractions communes de chaque tube du
rotor sont rassemblées et analysées dans les conditions de

traduction décrites précédemment.

IIT - 2 SOUCHES BACTERIENNES ET VECTEURS DE CLONAGE

* Souches bactériennes

Trois souches bactériennes ont été utilisées lors de 1la

constitution des banques d'ADNc :

- 2 souches ont servi d'hdéte au phage Agt 10
- la souche E.coli L87 : E.coli, SupE SupF hsdR r~k mtk
trp * met D Ton A.
- la souche F.coli NM514 : E.coli, Hsd R514 (r™m~) ArgH
gal E gal X str A lyc B7 (hfl?t)

- la souche E.coli JIM109, qui est un hybride d'E.coli K12 et
E.coli B de génotype end Al : recAl endAl gyrA96 thi hsdR1l7

supE44 relAl A(lac-proAB)/ F' [ traD36 proAt proBt lacId
laczZAM15] a été choisie lors des clonages en pUCl3, en

M13mpl8, M13mpl9.
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* Vecteurs de clonage

- Le phage lambda gtl0 (AsrlAl1°b527srlA3° imm434 (srl 434%1)
srlid4°srli5°) est utilisé comme vecteur pour les banques
d'ADNc.

- Les phages M13 mpl8 et M13 mpl9 sont utilisés lors du sé-

quengage en simple brin.

- Le plasmide pUC 13 (Lac Z Amp' pMBl) a été utilisé lors de
la création d'une banque d'ADNc pour le séquengage des inserts
en double brin et le sous clonage des ADNc obtenus en phages
Agt 10.

* Enzymes

Les endonucléases de restriction, 1'ADN ligase du phage
T4, 1'ADN polymérase de Klenow, 1'ADN polymérase I, la Taq
ADN polymérase, la T4 polynucléotide kinase, la désoxyribo-
nucléase libre d'activité ribonucléasique, les ribonucléases,
la protéinase K et le lysozyme proviennent de chez Appligéne,
Biolabs, Boehringer, BRL ou Promega Biotec, et sont utilisées

selon les recommandations prescrites par le fabricant.

IIT - 3 CREATION DE BANQUES D'ADN COMPLEMENTAIRE EN PLASMIDE

ET EN PHAGE

L'ensemble de ces manipulations est réalisé avec les kits
Amersham (Réf : RPN 1256 et RPN 1257), ce qui limite la des-

cription de ce paragraphe aux principes des manipulations.
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IIT - 3-1 sSynthése d"ADNc

Les ADNc sont synthétisés selon la méthode de GUBLER et
HOFFMAN (1983) :

- La transcriptase-inverse est utilisée pour synthétiser
le premier brin a partir des ARN messagers enrichis sur
gradient de saccharose. Deux types d'amorces(de 1l'oligo(d4dT)
ou des hexanucléotides au hasard) ont été utilisées pour
initier la synthése. De 1'[a32PldCTP a été utilisé pour

suivre les rendements réactionnels.

- Le deuxiéme brin est synthétisé en faisant agir simultané-
ment la ribonucléase H qui digére 1'ARNm et libére des a-

morces afin de permettre a 1'ADN polymérase I d'E.coli de

synthétiser le deuxiéme brin.

Ensuite 1'ADN polymérase T4 élimine les extrémités 3'OH

en excés du premier brin.

Deux extractions au phénol-chloroforme, puis une extrac-
tion au chloroforme sont effectuées. Les échantillons sont
ensuite précipités par l1l'éthanol pour éliminer les nucléoti-

des libres restants.

III - 3~2 Analyse électrophorétique des ADNc

* Gel de polyacrylamide

Les ADNc double brin sont déposés sur gel non dénaturant
de polyacrylamide 5% (acrylamide/bisacrylamide : 29/1) en
TBE 1x (Tris-HCl1l 0.089 M, borate 0.089 M, EDTA 2 mM). Le tam-
pon de dépdt est composé de saccharose a 40% et de bleu de

bromophénol a 0.25 %.
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* Marquage des témoins de masse moléculaire

L'ADN du vecteur pUC 13 a été coupé par les enzymes de

restriction suivantes :

1 - Hind III - Eco RI
2 - Hind III - Bam HI
3 - Taq I

4 - Ava II

Une extraction phénol-chloroforme, puis une précipitation
a l'éthanol sont ensuite réalisées. Les échantillons sont mar-
qués a leurs extrémités 3'par'1{a32P] dCTP aprés une incuba-

tion d'une heure a 37°C dans les conditions suivantes :

- 0.6 pg d'ADN

1 pl de tampon 10x du fragment Klenow de 1'ADN polymérase I
- 3 fois 1 pl de dATP, dTTP, dGTP en solution 20 mM.

0,8 pl d'la32pP]l dcTP (3000 Ci/mM)

1 unité de fragment Klenow de 1'ADN polymérase I.

Une fois le marquage effectué, ces échantillons vont servir

de témoins de masse moléculaire lors de la migration des ADNc.

IIT - 3-3 Clonage de 1'ADNc en phage Agt 10 et en plasmide
pUC 13

L'ADNc synthétisé est mis en solution dans du tampon TE (Tris
10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0), traité par 1'ADN méthylase d'Eco RI ,
afin de protéger les sites Eco RI potentiels de 1l'insert. Des
fragments d'ADN phosphorylés en 5' renfermant des sites Eco RI
sont fixés a 1'ADNc par 1'ADN ligase du bactériophage T4.Les
extrémités cohésives sont libérées par action de 1l'enzyme
Eco RI . L'ADNc a extrémités cohésives est purifié par chroma-
tographie d'exclusion sur colonne de Sephadex G-10 équilibrée
et éluée par du tampon TE. Les fractions contenant 1'ADNc ra-

diomarqué sont rassemblées et précipitées & 1'éthanol.
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L'ADNc est ensuite introduit :

- soit dans le site Eco RI du phage Agt 10. Aprés ligation,
1'ADN phagique est empaqueté in vitro et conservé a 4°C,
dans 500 pl de tampon SM (NaCl 0.1 M, MgSO4 8 mM, Tris-HC1l
50 mM, pH 7.5, gélatine 0.01 %) avec 10 pl de chloroforme.

- soit dans le site Eco RI du plasmide pUC 13. Aprés ligation,
1'ADN plasmidique est alors introduit dans la bactérie
JM109, puis étalé sur boite de culture comme décrit en
ITTI - 4-1.

III - 4 CRIBLAGE DE LA BANQUE D'ADNc PLASMIDIQUE

IITI - 4-1 Méthode de préparation d'ADN plasmidique

* Obtention de bactéries compétentes

Un clone de la souche JM109 isolé sur boite de Pétri est
mis en culture une nuit a 37°C dans 20 ml de LB (extrait de
levure DIFCO : 5 g/1, peptone DIFCO : 10 g/l1l, NaCl : 5 g/l1).
Le lendemain, 1 ml de cette culture est prélevé et inoculé
dans 50 ml de LB, mis sous agitation a 37°C pendant environ
3 heures jusqu'a obtention d'une DO5504= 0,2. Les bactéries
en phase exponentielle sont centrifugées a 4°C a 5000 xg pen-
dant 10 minutes. Le culot est mis en suspension dans 20 ml
de CaCly 0.1 M froid stérile, puis remis a centrifuger dans
les mémes conditions. Le surnageant est ensuite éliminé et
20 ml de CaClp; 0.1 M sont ajoutés. Les bactéries en suspen-
sion sont alors laissées a 4°C pendant 20 minutes puis cen-
trifugées une derniére fois, avant d'étre reprises dans 1 ml

de CaCly 1 M et conservées a 4°C.
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* Transformation bactérienne

20 pl A'ADN (0.5 pg) sont mis en contact pendant 20 minu-
tes au moins avec 100 pl de bactéries compétentes. Puis 5
chocs thermiques de 37°C a 4°C sont effectués et la solution
est laissée 20 minutes dans la glace. 1 ml de milieu 2XTY (extrait de
levure DIFCO : 10 g/l1, tryptone DIFCO : 16 g/l1, NaCl : 5 g/1)
est ensuite ajouté et le tout est mis sous agitation a 37°C

pendant une heure.

0.2 ml et 0.8 ml de ce mélange sont étalés sur deux boites de
Pétri de milieu LB gélosé (Bactoagar 15 g/1 DIFCO & rajouter au LB)
contenant 50 pg/ml d'ampicilline, 80 pg/ml de Bluogal en dimé-
thylformamide (DMFA) et 80 pg/ml d'IPTG (Isopropyl-g-D-thio-
galactopyranoside) . Les boites sont placées une nuit a 37°C.

Les clones de couleur blanche indiquent 1'inactivation de la
B-galactosidase par l'insertion d'un ADNc. Par contre, lorsque

l'enzyme est active, les clones sont de couleur bleue.

* Amplification et purification d'ADN plasmidique

Les clones sélectionnés sont tout d'abord isolés sur boite
de Fétri & 37°C. Puis ils sont mis en culture dans 20 ml de
milieu LB contenant 30 pg/ml d'ampicilline, sous agitation a
37°C pendant 16 heures. 1 ml de suspension est ajouté a 25 ml
de LB-ampicilline et mis en culture pendant 4 heures. 5 ml de
cette solution sont alors ajoutés a 300 ml de LB-ampicilline

pour une culture d'une nuit.

La culture est ensuite centrifugée 10 minutes a 6000 xg a
4°C et le culot est repris par 3 ml de solution Tris-HCl 50 mM,
pH 8, saccharose 25 %. Les tubes sont placés dans la glace et
1 ml de lysozyme (& 10 mg/ml en Tris-HC1l 50 mM, pH 8) est
ajouté. Aprés 10 minutes,on introduit 1 ml 4'EDTA 0,2 M, pH 8
et on laisse agir pendant 10 minutes. Puis 4,5 ml d'un mélange

S

de Tris 50 mM, EDTA 25 mM et Triton X-100 a 0,1 % sont ajoutés.
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Au bout de 10 minutes, les tubes sont centrifugés & 150.000 xg
pendant 45 minutes a 4°C. 9 ml de surnageant sont mélangés a
9 g de CsCl et a 90 pl de bromure d'éthidium a 5 mg/ml. Apreés
20 heures de centrifugation a 300.000 xg &4 16°C, on récupere

la bande d'ADN plasmidique. Le bromure d'éthidium est extrait
4 fois par 1 volume d'isopropanol (saturé en CsCl et en H30).
Les échantillons sont ensuite dialysés contre deux litres de

tampon T E 4 fois 20 minutes puis 1 heure. L'ADN est ensuite

[ §

conservé a 4°cC.

IITI - 4-2 Sélection des clones positifs par hybridation et
traduction d'ARNm

La sélection des clones s'effectue par hybridation d'ARNm
sur des ADNc fixés sur des membranes de nitrocellulose. Les
ARNm hybridés sont ensuite traduits in vitro en systéme de

lysat de réticulocyte de lapin.

Aprés transformation bactérienne des ADNc intégrés en vec-
teur pUC 13, tous les clones obtenus sur boites sont isolés
et amplifiés sur boites. Chaque clone est répertorié puis
amplifié en milieu liquide afin de conserver une aliquote de

chaque culture, a -20°C en présence de 60% de glycérol.

* Préparation de 1'ADN

Des mélanges de cing cultures liquides sont effectués afin
de préparer un ensemble de 5 ADN plasmidiques, comme décrit
dans le paragraphe III - 4-1. Pour chaque mélange, 60 pg
d'ADN plasmidique sont linéarisés en présence de l'enzyme
Hind III (une aliquote est déposée sur gel d'agarose pour vé-
rifier la digestion) .Puis deux extractions au phénol saturé

en TE et une extraction au chloroforme-alcool isoamylique,
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sont réalisées. Enfin, 1'ADN est précipité a 1l'éthanol. Aprés
centrifugation (12.000 xg,15 minutes), ringcage a 1l'éthanol a
70% et séchage, les échantillons sont repris par 40 pl d'eau
distillée. Une mesure de densité optique est effectuée pour
pouvoir appliquer avec exactitude 20 pg d'ADN sur filtre de
nitrocellulose (ou Hybond C, Amersham) a une concentration de
500 pg/ml. Les échantillons sont préalablement portés a 100°C,
10 minutes, puis refroidis dans la glace. La dénaturation est
complétée par traitement a la soude 1 M {1 volume), pendant
20 minutes a température ambiante. La solution est ensuite
neutralisée par l'addition d'un demi-volume de tampon NaCl 1M,

sodium citrate 0.3 M, Tris-HCl 0.5 M {(pH 8.0) dans 1'HC1l 1 M.

*# Préparation des filtres

Les échantillons sont déposés par fractions de 5 ul sur
des filtres de nitrocellulose triangulaires de 3 mm2 environ
pouvant occuper le fond d'un tube Eppendorf. Pour accélérer
l'adsorption, les filtres sont placés a 1l'étuve a 42°C entre
chaque dépdt. Lorsqu'ils sont secs, ils sont lavés deux fois
pendant 15 minutes par 50 ml de SSC 6X sous agitation, puis
séchés pendant 1 heure a température ambiante. La fixation co-
valente de 1'ADN est réalisée par chauffage a 80°C pendant deux
heures. Lors de leur premiére utilisation, ils sont dénaturés
pendant une minute a 100°C en présence d'l ml d'H0, puis

transférés dans d'autres tubes Eppendorf.

* Hybridation

Pour chagque filtre, on prépare 500 pl de solution d'hybri-
dation contenant 50 pg d'ARN poly AY, 65 % (v/v) de formamide

désionisée, 20 mM d'acide 1,4 pipérazine diéthanesulfonique
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(pH 6.4), 0,2% SDS, 0,4 M NaCl et 10 pg/ml A'ARN de trans-
fert de foie de Veau (Boehringer). Cette solution est chauf-
fée 10 minutes a 70°C puis incubée avec chaque filtre a 50°C

pendant 3 heures.

* Lavages

Aprés ce temps, les filtres sont lavés 12 fois par 1 ml
de tampon Tris-HC1l 10 mM, pH 7.6, NaCl 0,15 M, EDTA 1 mM et
SDS 0,5%, a 65°C. Les filtres sont agités au Vortex 10 secon-
des dans la solution de lavage a chaque passage. Puis, on ef-

fectue 8 lavages dans les mémes conditions mais sans SDS.

*# Elution

Enfin, les filtres sont transférés dans d'autres tubes
pour 1l'élution qui est réalisée en présence de 300 pl d'H0
et de 30 ug d'ARNt par filtre. Le tout est porté a 100°C pen-
dant 1 minute, puis brusquement refroidi dans un bain de carbo-
glace et d'éthanol. La décongélation des tubes a lieu dans la
glace, puis les filtres sont mis de cb6té et 1'éluat est extrait
par 1 volume de phénol-chloroforme. Les ARN sont précipités
par 1 ml d'éthanol et 60 pl d'acétate de sodium 2 M pH 5.2,
pendant la nuit a -20°C. Les échantillons, aprés centrifuga-
tion et remise en solution dans 5ul d'eau, sont préts pour la

traduction <n vitro , comme décrit dans le paragraphe III -1-2.
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IIT - 5 TRANSFERT D'ARNm ET HYBRIDATION

IIT - 5-1 Marquage d'ADN avec une amorce aléatoire

Nous utilisons le kit Boehringer pour réaliser
ces réactions (Cat n°100476) Le brin complémentaire de la
sonde est fabriqué a partir de l'extrémité 3'OH d'un hexa-
nucléotide qui sert d'amorce au fragment Klenow de 1'ADN

polymérase I.

Un fragment de restriction est obtenu a partir d'un gel
d'agarose a bas point de fusion. La partie du gel contenant
1'ADN a marquer est découpée et transférée dans un tube Ep-
pendorf. Le morceau de gel est pesé afin de pouvoir rajouter
un rapport d'eau de 3 ml par gramme de gel, puis 1l'échantil-
lon est porté a 100°C pendant 7 minutes et des aliquotes de
25 ug sont prélevées.

La réaction est réalisée a partir de 25 mg d'ADN, dénaturé

3 minutes a 100°C, incubé en présence de :

0,5 nmole/1 de 4dATP, dGTP, dTTP.

2 pl de solution tamponnée d'hexanucléotides.
- 5 pl @' [a32P] dCTP (50 uCi)

1 unité 4'ADN polymérase I (fragment Klenow)

Aprés un minimum de 30 minutes & 37°C, la réaction est
arrétée par addition de 2 pl 4'EDTA 0,2M pH 8 ou par chauf-

fage 10 minutes a 65°C.
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IITI - 5-2 Transfert d'ARN et hybridation

Afin d'éviter des problémes avec les ribonucléases, tout
le matériel d'électrophorése est traité a la soude 1 M pen-
dant 2 heures, puis rincé abondamment avec de l'eau traitée

au DEPC (diéthylpyrocarbonate).

Un gel d'agarose a 1,4 % est réalisé en tampon MOPS 1X

(Sigma) contenant du DEPC a 0.01 ¢ et de la formamide désioni-

sée préalablement avec de la résine Bio-Rad AGS501.

NB : Le tampon MOPS 10X correspond a un mélange d'acide 3-
(N-morpholino) propane sulfonique 0,2 M, d'acétate de sodium
50 mM et Ad'EDTA 10 mM.

S

Les échantillons d'ARN a déposer sont dénaturés a 68°C
pendant 5 minutes en présence de 30 pl de tampon de dénatura-
tion (formamide désionisée 50 % ,v/v ; formaldéhyde 17,8 %,v/Vv;
tampon MOPS 1X) et refroidis dans la glace. Ils sont déposés
avec 10 pl de tampon de dépdt (bleu de bromophénol 0,25 % ;
xyléne cyanol 0,25% et glycérol 30 %). L'électrophorése est
effectuée durant la nuit a 40 volts en tampon MOPS 1X.

- La partie de gel qui contient les témoins est colorée au
bromure d'éthidium a 10 mg/ml, pendant 15 minutes a 1'obscu-
rité et sous agitation. Puis le gel est décoloré une nuit dans
un grand volume d'eau traitéeau DEPC. Une photographie pola-

roide est prise sous UV.

- La partie du gel qui contient les échantillons a transfé-
rer est lavée par 250 ml de SSC 10X (NaCl 1,5 M, citrate de
sodium 0,15 M) pendant 15 minutes. Le transfert sur membrane
de nitrocellulose est réalisé par capillarité en présence de
SSC 20X pendant la nuit. Le lendemain,la membrane est séchée

et 1'ARN fixé pendant une heure a 80°C.
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La membrane est mise ensuite en préhybridation, pendant
4 heures & 42°C en tampon d'hybridation (SSC 6X, formamide
désionisée 50 %, SDS 0,5 %, ADN de sperme de hareng 0,2 mg/ml,
préalablement soniqué et dénaturé par la chaleur). Par filtre
ad hybrider, on prépare ~ 4.107cpm de sonde marquée comme dé-
crit dans le paragraphe précédent. Cette sonde est préalable-
ment dénaturée en présence de soude 0.02 M par chauffage a
100°C pendant 5 minutes. Puis elle est diluée en tampon 4'hy-

bridation et hybridée une nuit a 42°C sous agitation.

Eusuite, le filtre est lavé par 500 ml de tampon SSC 2X
et SDS a 1 % pendant 2 minutes sur chaque face sous agitation.
Deux autres lavages de 30 minutes a 42°C sous agitation sont
réalisés en tampon SSC 0,1X et SDS a 0,5 %. Puis le filtre
encore humide est recouvert d'un film plastique et mis en au-

toradiographie a -70°C. Le film est révélé aprés 72 heures.

IIT - 6 CRIBLAGE DE LA BANQUE DE PHAGES

ITI -6-1 Méthodes de préparation de phages recombinants A gt 10

* Préparation des bactéries pour 1l'infection par les phages

Une colonie bactérienne L87 ou NM514 est inoculée dans 10 ml
de LB contenant 0.4 $ de maltose. 1 ml est alors prélevé et
ajouté a 50 ml de LB contenant 0.4% de maltose pour étre mis
sous agitation a 37°C, jusqu'a atteindre une DOgggopm de 0.5.

La culture est alors refroidie dans la glace et centrifugée a
4000 xg 10 minutes a 4°C. Le culot bactérien est resuspendu en
10 mM MgSO4 froid et peut étre conservé a 4°C pendant 2 jours

au maximum.
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* Culture de phages sur boite de Pétri

Par cette méthode, le titre de la bangque peut &tre calculé
en effectuant une gamme de dilutiors a partir des 500 pl de SM
contenant les phages. Une aliquote est alors prélevée et di-
luée en SM, dans des dilutions successives au 1/10e. 100 pl
de chacune de ces dilutions sontmis en présence de 100 pl de
bactéries préparées pour 1l'infection (NM514 ou L87) et incubés
20 minutes & 37°C. 4 ml de Top agar liquide a 45°C (Bactotryp-
tone DIFCO 10 g/l, extrait de levures 5 g/l, NaCl 5 g/1, MgSOy
2,5 g/1l, Bactoagar 10 g/1l) sont ajoutés et le mélange est versé
rapidement sur une boite de Pétri (préalablement séchée a 37°C)
contenant du LB gélosé. Lorsque le Top agar est pris en masse,
les boites sont incubées une nuit a 37°C. Le lendemain, le
nombre de plages de lyse est compté pour obtenir le titre de

la banque.

*# Culture rapide de phages en milieu liquide

Une plage de lyse est mise en présence de 0,5 ml de bacté-
ries "compétentes" et laissée 15 minutes a température ambiante.
Puis on ajoute 5 ml de LB contenant 5 mM de CaCly. La solution
est mise sous agitation pendant 4 heures a 37°C. Aprés ce
temps, les bactéries sont complétement lysées aprés 1l'adjonc-
tion d'une goutte de chloroforme et une agitation de 5 minutes.
Enfin, la culture est centrifugée 10 minutes a 4000 xg et le

surnageant qui renferme les phages est conservé a 4°C.

IIT - 6-2 Hybridation des réplicats de boites de phages sur

filtre de nitrocellulose

Pour détecter les clones possédant 1l'insert spécifique du
géne recherché, des plages de lyses du phage Agt 10 sont obte-

nues sur boites comme décrit en III - 6-1.
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Les boites sont recouvertes de membranes de nitrocellu-
lose BA 85 (Schleicher & Schiill) pendant 30 secondes. Les
membranes sont ensuite enlevées et mises a sécher a tempé-
rature ambiante sur papier Whatman 3 MM. Puis, elles sont
successivement placées dans trois cuves. La premiére contient
du tampon (NaOH 0.2 M, NaCl 3 M). Le filtre est déposé sur la
surface du tampon pendant 2 minutes, puis immergé dans le tam-
pon, 3 minutes. Ensuite, il subit le méme traitement dans un
tampon Tris-HC1l 0.5 M, NaCl 3 M et enfin il est immergé en
tampon SSC 2X pendant 5 minutes. Les membranes sont préséchées
sur papier Whatman 3 MM pendant 1 heure & température ambiante,

puis placées pendant 2 heures dans une étuve a 80°C.

Les membranes sont ensuite lavées en SSC 2X avant d'étre
mises en sachet plastique contenant du SSC 0.1X et du SDS 0,5 %,
pendant 1 heure a 65°C. La solution est ensuite éliminée et
une préhybridation est effectuée pendant 2 heures a 42°C en
tampon H (SSC 5X, Denhardt's 5X, phosphate de sodium 0,02 M,

ADN de sperme de hareng 100 pg/ml, formamide 50 %).

NB : La solution Denhardt's 10X est composée de 2 % de Ficoll
400, 2 % de polyvinylpyrrolidone et 2 ¢ de sérum albumine bo-

vine.

Aprés ce temps, la solution est éliminée et une hybrida-
tion de 20 heures a 42°C est effectuée en tampon H. La sonde

radioactive est ajoutée comme décrit en III - 5-2.

Les filtres sont ensuite lavés en SSC 2X, SDS 0,1% afin
d'éliminer la solution d'hybridation résiduelle, puis ils
sont incubés deux fois pendant 30 minutes en tampon SSC 6X,
SDS 0,1%, a 65°C et enfin 15 minutes en tampon SSC 2X, SDS
0,1% a 65°C. Les filtres encore humides sont ensuite envelop-

pés de film plastique et mis en autoradiographie & -70°C.
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IIT - 6-3 Détermination rapide de la taille des inserts

A 5 ml de culture liquide de phages, on ajoute 5 ml d'une
solution de SM contenant du PEG (polyéthyléneglycol) a 20 %
et du NaCl 2 M. Le mélange est laissé 1 heure dans la glace
puis centrifugé & 4000 xg, 20 minutes. Le surnageant est com-
plétement éliminé et le culot est repris par 750 pl de LB
puis transféré dans un tube Eppendorf contenant 750 pl de
résine DEAE-cellulose 52 (Whatman) préalablement équilibrée
en LB. Le tube est mélangé doucement par retournement 20 & 30
fois. On le centrifuge alors pendant 5 minutes a 12.000 xg. Le
surnageant est récupéré et subit une deuxiéme fois le méme
traitement. On ajoute ensuite 32 pl de SDS a 10% et 13 pul
d'une solution de protéinase K & 0.1 mg/ml. Le mélange est
incubé,5 minutes a température ambiante. On ajoute 130 pl
d'acétate de potassium 3 M. On incube a 88°C pendant 20 minu-
tes et on refroidit le tube dans la glace pendant 10 minutes.
Apreés une centrifugation de 10 minutes & 12.000 xg, on récupére
le surnageant qui est précipité par un volume d4'isopropanol
froid 10 minutes a -70°C, puis centrifugé 10 minutes a

12.000 xg. Le culot est séché, resuspendu dans 20 pl de T E.

Une digestion enzymatique est alors effectuée pendant 2
heures a 37°C par 6 unités d'enzyme Eco RI afin de libérer
l'insert. Pour visualiser ce fragment séparé par électropho-
rése sur gel d'agarose a 2 %, en TBE 1X, ce dernier est mar-
qué avec [032P] AATP par le fragment Klenow de 1'ADN poly-
mérase I : on met 1 unité d'enzyme et 1 pCurie de nucléotide

pour 10 pl d'échantillon. Le marquage s'effectue & 30°C pen-

dant 30 minutes.

Le gel contenant les échantillons est ensuite fixé a 1'a-

cide trichloracétique a 7 %, séché puis autoradiographié.
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III - 7 SOUS CLONAGE EN PLASMIDE pUC 13 ET EN PHAGE M13

IIT - 7-1 Sous clonage de phage Agt 10 en plasmide pUC 13

* Préparation d'ADN de phage \gt 10

Les bactériophages recombinants sélectionnés sont ampli-
fiés sur boite de Pétri de 90 mm une nuit a 37°C pour obte-
nir 105 pfu/ml (pfu = plage forming unit) (il est également
possible d'amplifier en milieu liquide). 5 ml de solution SM
sont appliqués sur chaque boite et laissés en contact a 4°C
pendant un minimum de 3 heures. La solution est ensuite récu-
pérée et les boites rincées par 1 ml de SM. Quelques gouttes
de chloroforme sont ajoutées au liquide et le mélange est
briévement agité au Vortex. La solution aqueuse est centri-

fugée a 4000 xg,10 minutes & 4°C. Le surnageant est conservé

a 4°C avec une goutte de chloroforme.

Des traitements & la ribonucléase A et & la déoxyribonu-
cléase a des concentrations de 1 pg/ml peuvent étre effectués
afin d'éliminer les constituants bactériens. La solution est
ensuite précipitée pendant 1 heure a 4°C, au PEG-NaCl & des
concentrations respectives de 10 % et 2,5 M, puis centrifugée
45 minutes a 8000 xg.Le culot de phages obtenu est repris
par 4 ml de SM et extrait par le méme volume de chloroforme.
0,75 g de chlorure de césium sont ajoutés par ml de surnageant

et une ultracentrifugation a 1'équilibre est effectuée pendant
16 heures a 300.000 xg.

La bande phagique est récupérée et dialysée 4 fois pendant
20 minutes et une fois pendant 1 heure contre du tampon Tris-
HC1 10 mM, pH 7.4, MgCly 10 mM, NaCl 50 mM. L'ADN du phage est

obtenu aprés traitement & la protéinase K (50 ug/ml) en présence
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de SDS 0,5 % et 4d'EDTA 20 mM pendant 1 heure a 65°C et apreés
extraction au phénol-chloroforme. Enfin, 1'ADN est précipité

A

a 1l'éthanol.

* Sous clonage

L'ADN phagique est digéré par Eco RI afin de libérer
1'ADNc. Il est déposé sur gel et,aprés électrophorése, 1l'in-
sert est fixé sur membrane de DEAE-cellulose (NA 45, Schleicher
& Schiill). Il est ensuite élué par 400 pl de tampon d'élution
(NaCl 1,5 M, Tris-HC1l 20 mM pH 7.5, EDTA 1 mM) porté & 68°C
pendant 20 minutes, puis extrait par un volume de phénol-
chloroforme. Parallélement,le plasmide pUC 13 est linéarisé

par Eco RI .

Le vecteur et l'insert sont alors mélangés dans un rapport
molaire de 1/10 avant d'étre précipités a 1l'éthanol. Aprés la-
vage a l'éthanol a 70 %, séchage, remise en solution dans 30 pl
d'eau, une microdialyse sur filtre Millipore (0,025 pm,réfé-
rence VSWPO1300) est réalisée pendant 20 minutes. La réaction
de ligation est alors effectuée avec 1'ADN ligase du phage T4
(BRL) , une nuit a 16°C. La solution plasmidique est ensuite
diluée 4 fois avec de l'eau pour la transformation en JM109

(paragraphe III - 4-1).

*# Minipréparation d'ADN plasmidique

Nous avons utilisé la méthode décrite par SERGHINI et al.
(1989) . Elle a la particularité d'utiliser une précipitation
de 1'ADN par deux volumes d'éthanol a 95 % froid, en présence
d'acétate d'ammonium 2 M (concentration finale), pendant 15

minutes dans la glace.
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IITI - 7-2 Sous clonage de pUC 13 en phages M13 mpl8 et
M13 mpl9

* Conditions de sous-clonage

Elles sont les mémes que celles décrites précédemment en

utilisant cette fois le vecteur phagique M13 mpl8 et M13 mpl9.

2

* Transformation bactérienne

Le protocole est le méme que pour 1'ADN plasmidique (décrit
en IITI - 4-1) jusqu'a 20 minutes apres les 5 chocs thermiques.
L'échantillon est alors divisé en deux (1/5e et 4/5e). Ensuite
sont ajoutés dans chaque tube, 35 pl de bluogal (& 20 mg/ml en
DMFA, 35 pl A'IPTG (a 24 mg/ml), 200 pl de bactéries JIJM109 en
phase exponentielle et 3 ml de Top agar a 45°C. Leur contenu
est mélangé et versé sur des boites de Pétri de LB gélosé pré-
séchées. Aprés solidification, les boites sont placées a 37°C

pendant 16 heures.

* Préparation d'ADN de phage MI13

Une plage de lyse est prélevée a partir d'une boite et
inoculée dans 1,5 ml d'une culture de JM109 en phase exponen-

0y

tielle diluée au 1/100. Le tout est mis sous agitation a 37°C.
Aprés 6 heures, la solution est mise a centrifuger a 12.000 xg
pendant 5 minutes a 4°C. A partir des culots bactériens qui
contiennent le forme réplicative de 1'ADN phagique, une véri-
fication des inserts sous-clonés est effectuée par la méthode

de minipréparation décrite en III - 7-1.

La purification d'ADN de phage M13 en grandes quantités
peut alors étre réalisée comme suit. Le surnageant (1,5 ml)

contenant la forme simple brin est amplifié par infection de
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la souche IJM109 (5 ml de bactéries en phase exponentielle
dans 200 ml de LB) sous agitation, 16 heures a 37°C. Apres
centrifugation de la culture a 6000 xg, 10 minutes, a 4°C,
une préparation 4d'ADN double brin est réalisée sur le culot
comme en III - 4-1. Sur le surnageant, une précipitation
d'une heure au PEG 6000 a 4% et NaCl 0.5 M permet de récupé-
rer aprés une centrifugation de 30 minutes a 12.000 xg, les
phages contenant 1'ADN simple brin. Ils sont repris par 400pl
de TE et 1'ADN est obtenu apreés trois extractions au
phénol saturé en TE deux extractions au chloroforme-alcool
isoamylique, puis deux extractions a 1l'éther. Aprés précipi-
tation a 1'éthanol, 1'ADN est analysé sur gel d'agarose a
0.6 %.

III - 8 SEQUENCAGE DE L'ADN EN DOUBLE ET SIMPLE BRIN

III - 8-1 Principe du séquencage d'ADN par la méthode de
SANGER et COULSON (1975)

Cette méthode s'appelle la méthode de terminaison des
chaines car si on incube une amorce oligonucléotidique en
présence d'un ADN simple brin, d'ADN polymérase I,des quatre
dNTP et d'un ddNTP (le ddTTP par exemple), il y aura arrét
de l1l'élongation des chaines, chaque fois qu'un ddTTP sera
ajouté a la place d'un ATTP. Si l'on fait 4 incubations dif-
férentes de ANTP en présence d'un des quatre ddNTP particu-
lier, pour chaque mélange réactionnel, on obtiendra dans
chacun des tubes des fragments qui se termineront par le
ddNTP qu'ils contiendront. Il suffit que 1'un des quatre
dNTP présents soit marqué radioactivement pour visualiser

le brin 4'ADN néosynthétisé.
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III - 8-2 Séquencage a partir de matrice double brin avec le

vecteur pUC 13

Cette méthode a été utilisée selon le principe de SANGER

et COULSON (1975) avec la transcriptase inverse.

* Gel de séquence

Il est constitué de 8% d'un mélange d'acrylamide et de
bisacrylamide (38 %, 2 %) en urée 7 M, TBE 1X. La polymérisa-
tion se fait en présence de 250 pl de persulfate a 10 % et de
50 pl de Temed pour 50 ml de gel. L'épaisseur du gel est de

0,3 mm. Le tampon d'électrophorése est du TBE 1X.

* Préparation d'ADN plasmidique

1.3 pg A'ADN dans 8 ml d'Hy0 sont dénaturés par 2 pl de
NaOH 2 M pendant 5 minutes, a température ambiante. Puis 7 pl
d'amorce (17 mCi & 2 puMol/pl) (Boehringer), 3 pl d'acétate de
sodium 3 M pH 5.2 et 75 ul d'éthanol a 100 ¢ sont ajoutés. Les
échantillons sont alors placés dans un bain de carboglace-

éthanol, pendant 20 minutes.

Aprés une centrifugation (15 minutes, 12.000 xg, 4°C) un
ringcage est effectué par 200 pl d'éthanol a 70 %, puis les
échantillons sont centrifugés 5 minutes dans les mémes condi-

tions. Le culot est séché et repris par 11 pl d'HO.

*# Réaction de séguengage

Des mélanges de ddNTP/ANTP sont préalablement effectués
comme indiqué dans le tableau ci-aprés, a partir des solu-
tions méres de ddNTP 5 mM et dNTP 10 mM. Chaque mélange est
symbolisé par la lettre du dANTP correspondant. 1,2 pl de

chaque mélange est placé dans les tubes A, G, C, T.
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mélanges de nucléotides

Composant A G € T
ddATP 126 uM

ddacTp 1.26 uM

ddGTP 12.6 pM

ddTTP 12.6 uM
dATP 60 uM 250 uM 250 uM 250 pM
dCTP 10 pM 10 uM 10 uM 10 uM
dTTP 250 uM 250 uM 60 uM 250 uM
dGTP 250 uM 250 pM 250 pM 60 uM

Un prémélange est préparé pour toutes les réactions de

séquence en conservant les proportions.

- 4 pul de tampon transcriptase-inverse :

Tris-HC1 300 mM pH 8.3
NaCl 375 mM
MgCl, 37,5 mM
DA 2,5 mM

4 pl de [a32P] dACTP (3000 Ci/mmol)
0.4 pl de DTT 50 mM
- 1.6 pl A@'Hy0

20 unités de transcriptase-inverse

Les 11 pl 4'ADN sont placés dans 9 ul de prémélange. Puis
4 fois 4 pl sont prélevés pour étre répartis dans chaque tube:
A, G, C, T.

Aprés 10 minutes & 40°C , sont ajoutés dans chaque tube
L5 pl de solution de chasse contenant 0.25mM de chacun des quatre
dNTP. Puis,les tubes sont remis a 44°C pour 8 minutes au bout
desquelles on ajoute 4 pul de tampon d'arrét (Formamide désio-
nisée en solution dans de 1'EDTA 10 mM pH 8, xyléne cyanol
0.3 % et bleu de bromophénol 0.3 %). La solution est dénaturée,
3 minutes a 100°C, puis placée dans la glace. 2 pl de chaque

échantillon sont déposés sur le gel de séquence.
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Séquencage a partir de matrice simple brin avec

les vecteurs M13mpl8 et M13 mpl9

Nous avons utilisé le kit "Tag TrackT™ sequencing Systems"

(Promega Biotec). L'enzyme utilisée
qui permet une synthése a de hautes
utilisée pour la réaction est un 24

substitué au dGTP dans les mélanges

est la Taq ADN polymérase
températures. L'amorce
mére. Un 7-Deaza dGTP a été
de nucléotides A,G.C,T et

les nouveaux mélanges de d/ddNTP sont inscrits dans le tableau

suivant :

mélanges de nucléotides

Composant A G C 2k
ddATP 350 uM

ddGTP 25 uM

ddCTP 160 pM

ddTTP 300 uM
dATP 25 uM 250 uM 250 uM 250 pM
7-deaza dGTP 250 uM 25 uM 250 uM 250 uM
dCTP 250 uM 250 pM 250 uM 250 pM
dTTP 250 pM 250 pM 250 pM 25uM

L'ADN de phage M13 a été préparé comme décrit en III -7-2.

La premiére étape est 1l'hybridation de 1l'amorce sur 1'ADN

simple brin. Elle se fait en incubant 10 minutes a 37°C :

- 0.8 pMole A'ADN simple brin (v 2 pg d'ADN)

- 1.0 pmole d'amorce

(v 3 ng du 24 meére)

- 5 pl de tampon Taqg ADN polymérase 5X

2 pl de mélange d'extension (7.5 puM de dGTP, 4dTTP, dCTP)
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La deuxieéme étape est la réaction d'extension et de marquage

ol l'on rajoute au tube précédent :

- 2 pl soit 20 pcCi de [a35S]1dATP (1000 Ci/mmol)
- 1.5 pl de Tag ADN polymérase (5 unités/pnul)

La réaction s'éffectue pendant 5 minutes a 37°C.

La troisiéme étape est la réaction de terminaison qui consiste

a prélever des aliquotes de 6 pl du mélange réactionnel précé-
dent pour les répartir dans des tubes A G C T contenant 1 pl
des mélanges de d/dNTP appropriés. Les tubes sont alors incu-

Y

bés 5 minutes a 71°C. Aprés ce temps, la synthése est arrétée
par 4 pl de solution stop (composition identique a la précé-
dente) . Les échantillons sont chauffés 5 minutes & 90°C, puis

3 ul sont déposés sur gel pour chacun d'entre eux.
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Résumé

Chez la seiche Sepia officinalis , la spermiogenése est
caractérisée par une double transition protéique nucléaire :
histones - protéine intermédiaire (protéine T) > protamine (protéine Sp).

La similarité des compositions en acides aminés des pro-
téines T et Sp suggére 1'existence d'une filiation entre ces
deux protéines.I1 peut s'agir soit d'un phénoméne de protéo-
lyse post-traductionnel,soit d'un mécanisme de régulationau
niveau génique.

1. La structure primaire de la protéine Ta été établie.Elle
comprend deux variants majeurs Tl et T2 de 78 et 77 résidus,

respectivement. Leur séquence est caractérisée par une asy-

métrie de la molécule,tous les résidus d'arginine étant ac-
cumulés dans les 2/3 C-terminaux de la protéineLette région
basique des protéines Tl et T2 présente une identité struc-
turale compléte avec la séquence des protamines Spl et Sp2.
Le site éventuel de coupure serait localisé au niveau d'un
coude B, comme chez les précurseurs d'hormone.

2. L'enrichissement des ARNm codant pour la protéine T s'ac-
compagne de ceux codant pour une protéine de migration élec-
trophorétique semblable & la protamine Sp. Nous avons fabri-
qué avec ces ARNm enrichis 2 banques d'ADNc, 1'une en plas-
mide pUC 13 et 1'autre en phages Agt 10. Nous avons obtenu,
par la méthode "d'hybridation ADNc/ARNm, puis traduction des
ARNm", une sonde valable dans la banque plasmidique. Cette
sonde, appelée sonde 48, nous a permis de sélectionner un
nombre important de clones positifs dans la banque de phages
Agt 10. Parmi ces clones, le clone 5/20 a été séquencé. Il
comprend la partie codant pour la protéine T2 (résidus 17 a
77) et la région 3' non codante.

Grdce a ces travaux, 1'étude des mécanismes de régulation
des génes codant pour les protéines spécifiques de la sper-
miogenése de la seiche va pouvoir se poursuivre et se déve-
lopper.

Mots clefs : Mollusques Céphalopodes - Spermiogenése - Pro-
téines spécifiques des spermatides - Protamines -
Précurseur - Structure primaire - Variants
structuraux - Séquence nucléotidique.






