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"Employez l e  t emps ,  il n o u s  échappe si vi te ! cependant  
l ' o r d r e  v o u s  a p p r e n d r a  à e n  gagner. Mon bon ami ,  j e  vous  
conseille a v a n t  t o u t  l e  c o u r s  d e  l o g i q u e .  Là on v o u s  
d r e s s e r a  b i e n  1 ' e s p r i t ,  on vous  1 ' a f f u b l e r a  d e  b o n n e s  
bottes e s p a g n o l e s ,  pour qu  'il trotte p r u d e m m e n t  d a n s  1 e 
chemin de l a  r o u t i n e ,  e t  n ' a i l l e  pas  s e  p r o m e n e r  e n  z i g -  
z a g  comme un f e u  f o l l e t .  E n s u i t e ,  on  vous  a p p r e n d r a  t o u t  
l e  l o n g  du j o u r  que pour ce que v o u s  f a i t e s  en u n  c l i n  
d ' o e i l ,  comme boire et  m a n g e r ,  u n ,  d e u x ,  t r o i s  ,est in-  
d i s p e n s a b l e .  I l  est de  f a i t  q u e  l a  f a b r i q u e  d e s  pensées  
est  comme un m é t i e r  de  t i s s e r a n d ,  où un mouvement d u  p i e d  
a g i t e  d e s  m i l l i e r s  de  f i l s ,  où l a  n a v e t t e  m o n t e  e t  d e s -  
cend sans cesse, où l es  f i l s  g l i s s e n t  i n v i s i b l e s ,  où m i l -  
l e  noeuds  se forment d 'un  s e u l  coup : l e  p h i l o s o p h e  e n t r e  
e n s u i t e ,  e t  v o u s  démontre q u ' i l  d o i t  e n  ê t r e  a i n s i  : l e  
p r e m i e r  est c e l a ,  l e  second c e l a ,  donc l e  t r o i s i è m e  e t  l e  
q u a t r i è m e  c e l a  ; e t  que si l e  premier  e t  1 e second n ' e x i s -  
t a i e n t  pas ,  l e  t r o i s i è m e  e t  l e  qua t r ième  n ' e x i s t e r a i e n t  pas 
davantage.  L e s  é t u d i a n t s  d e  t o u s  les  pays  p r i s e n t  f o r t  ce 
ra i sonnement ,  e t  aucun d ' e u x  p o u r t a n t  n ' e s t  devenu t i s s e -  
r a n d .  Qui  v e u t  r e c o n n a î t r e  e t  d é t r u i r e  un être v i v a n t  com- 
mence par en c h a s s e r  1 'âme : a l o r s  il en a e n t r e  l e s  mains 
t o u t e s  les p a r t i e s  ; m a i s ,  h é l a s  ! q u e  manque-t- i l  ? rien 
que  l e  Aien i n t e l l e c t u e l .  La ch imie  nomme c e l a  encheiresin 
naturue ; el le  se moque a i n s i  d 'el le-même, e t  1 ' i g n o r e " .  

Méphis tophé lès  

GOETHE "Faust" (Cabinet d g  Etude) 



C e  t r a v a i l  a é t é  commencé dans  l a  cad re  de  l ' U n i t é  124 

de l'INSERM (Di rec t eu r :  Pr.Gérard BISERTE) sous  l a  d i r e c t i o n  

de Pierre SAUTIERE Martre  de  Recherches a u  CNRS. Depuis l e  

l e r  j a n v i e r  1984, Pierre SAUTIERE a p r i s  l a  d i r e c t i o n  d e  

l ' U n i t é  de  Recherche Associée  au CNRS ~ ' 4 0 9  : S t r u c t u r e  e t  

I n t e r a c t i o n  d e s  p r o t é i n e s  a s s o c i é e s  au DNA des  euca ryo te s  e t  

d e s  p roca ryo te s .  

C e  mémoire est  pour moi l ' o c c a s i o n  d 'expr imer  ma g r a t i -  

t ude  enve r s  t o u s  ceux q u i  m'ont permis de  r é a l i s e r  ce  t r a v a i l  

e t  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  enve r s  mon d i r e c t e u r  de  Recherches 

P i e r r e  SAUTIERE e n  q u i  j ' a i  t o u j o u r s  t rouvé  écou te  e t  compré- 

hension.  

Je remercie  Daniel  SELLOS q u i  a a s s u r é  l a  p r é p a r a t i o n  

de  l ' h i s t o n e  Hl s p é c i f i q u e  du sperme de PZatynereis dumerilii. 



I N T R O D U C T I O N  



J e  s u i s  e n t r é  à l ' U n i t é  1 2 4  de  l'INSERM (Di rec teur  : 

Professeur  G.BISERTE) l e  ler octobre 1972 dans l ' i n t e n t i o n  de 

préparer  un D.E.A. de Biochimie au s e i n  de l ' équ ipe  de recher- 

ches s u r  l a  s t r u c t u r e  des p r o t é i n e s  basiques de l a  chromatine 

d i r i g é e  p a r  P i e r r e  SAUTIERE (Martre de recherches au CNRS). 

Dès mes é tudes  u n i v e r s i t a i r e s ,  j ' a v a i s  r e s s e n t i  un in- 

t é r é t  profond pour les p ro té ines .  I l  est u t i l e  de r appe le r  i c i  

que l e  nom de p r o t é i n e  a  é t é  donné pa r  les chercheurs du XIXe 

s i è c l e  à ces "substances mode1antes"- a i n s i  l e s  q u a l i f i a i t  en- 

core LIEBIG - e t  que ce mot est i s s u  du g r e c  "p ro té ios"  q u i  

s i g n i f i e  l e  premier e t  l e  p lus  important.  

C e s  macromolécules s o n t  impliquées dans t o u s  les méca- 

nismes fondamentaux de l a  v i e  a s su ran t  l a  régénérat ion e t  l a  

reproduction: 

- E l l e s  forment l e s  s t r u c t u r e s  des o r g a n i t e s  c e l l u l a i r e s .  

- E l l e s  s o n t  le  support  de t o u t e s  l e s  a c t i v i t é s  enzymati- 

ques,  expression du métabolisme c e l l u l a i r e .  

- E l l e s  cont r ibuent  à l ' e x p r e s s i o n  de l ' i n fo rmat ion  géné- 

t i q u e  en maintenant l a  pé rénn i t é  de c e t t e  information 

dans l e  temps e t  dans l ' e s p a c e  (Répl ica t ion  - Transcrip- 

t i o n  - Traduct ion) .  

Un s i è c l e  d ' é tudes  physico-chimiques consacré à l'hémo- 

globine e t  résumé dans le l i v r e  de Claude DEBRU (1983) "L'Es- 

p r i t  des p ro té ines"  (Ed .HERMANN) montre l a  r i c h e s s e  du concept 

de pro té ine .  Pour l ' é t u d e  de l'hémoglobine, q u i  c o n s t i t u e  un 

modèle, les chercheurs e t  en p a r t i c u l i e r  PERUTZ on t  pu dispo- 

ser de c r i s t a u x  de ces  molécules e t  l e s  soumettre à l ' a n a l y s e  

p a r  d i f f r a c t i o n  des  rayons X jusqulà  une t r è s  haute  r é s o l u t i o n .  

A l a  meme époque l a  chimie des p ro té ines  a v a i t  permis d 'envisa-  

g e r  l a  connaissance complète de l e u r  s t r u c t u r e  pr imaire  ( c i t o n s  



en particulier la remarquable et fondamentale contribution de 

la méthode de dégradation récurrente de P.EDMAN, 1950) permet- 

tant ainsi la pleine exploitation des méthodes de la physique. 

Dans le cas des histones, l'étude de la séquence en aci- 

des aminés de ces molécules a permis l'accumulation d'une somme 

considérable d' informations . Malheureusement ces molécules de- 
meuraient réfractaires à la cristallisation en raison de leur 

pHi très élevé. Récemment (1980) la cristallisation de l'octa- 

mère d'histones en solution a permis de compléter les informa- 

tions accumulées par les biochimistes et nous avons maintenant 

une idée claire de la sous-unité de base de la chromatine : le 

nucléosome. Concernant la conceptualisation de ce modèle nu- 

cléosomique que nous présenterons dans nos généralités, il faut 

souligner l'importance des méthodes de pontage chimique histone- 

DNA et histone-histone, et là encore c'est parce que les cher- 

cheurs ont pu pleinement exploiter les résultats des méthodes 

de pontage (Ces mémes méthodes pratiquées sur le ribosome s'é- 

taient révélées très fécondes dans la compréhension de la struc- 

ture des sous-unités 30s et 50s). 

Notre participation au progrès des connaissances se situe 

précisément dans l'étude de la structure primaire des histones. 

C'est ainsi que dès mon arrivée au laboratoire, Pierre 

SAUTIERE me confia l'étude de l'histone H5 spécifique de l'éry- 

throcyte nucléé de Poulet. L'intérét de ce travail résidait 

dans la compréhension du r61e de ce variant d'histone Hl, dont 

l'apparition dans l'érythrocyte nucléé était lié à un phénomène 

de maturation. Le travail de détermination de la structure pri- 

maire a été mené conjointement par Gilbert BRIAND, Odile BORIE- 

LOY et moi-meme, chacun d'entre-nous utilisant des voies d'ap- 

proche différentes mais complémentaires pour résoudre le pro- 

blème ainsi posé. Ces recherches commencées au sein d'une Ac- 

tion Coordonnée et Concertée de la DGRST se sont poursuivies 

dans le cadre d'une Action Thématique Programmée "Chromatine" 



du CNRS (N02875) e t  o n t  é t é  menées en co l l abora t ion  avec le 

groupe de Biophysique de l l I . B , M , C .  du CNRS de Strasbourg d i -  

r i g é  p a r  Michel DAUNE e t  Madeleine CHAMPAGNE. C e  t r a v a i l  a f a i t  

l ' o b j e t  de ma thèse  de 3ème cycle  (KMIECIK,1976) présentée le  

8 j u i l l e t  1976. 

A mon r e t o u r  du s e r v i c e  n a t i o n a l  en octobre 1977 j ' a i  

obtenu un pos te  d ' a t t a c h é  de recherche au CNRS e t  j  ' a i  dans un 

premier temps contr ibué à achever l a  déterminat ion de l a  sé- 

quence de l ' h i s t o n e  H5 dont  G i l b e r t  BRIAND a v a i t  l a  responsabi- 

l i t é ,  s u j e t  de s a  t h è s e  de Doctorat d l E t a t  q u ' i l  s o u t i n t  l e  

11 mai 1981. 

Dès 1979 j ' a v a i s  abordé l ' é t u d e  des h i s t o n e s  H2A e t  H2B 

de l ' é r y t h r o c y t e  de Siponcle (SipuncuZus nudus).  Les t ravaux 

i n i t i a u x  menés sous l ' i n s t i g a t i o n  du Professeur  G.BISERTE a- 

v a i e n t  pour bu t  l a  recherche dans c e t  é ry th rocy te  p r i m i t i f  nu- 

c l é é  d 'une h i s tone  homologue à H5. En f a i t  l a  chromatine de c e t  

é ry th rocy te  renferme o u t r e  l e s  h i s tones  de type somatique clas- 

s ique  une h i s tone  ~ l ' , q u e  nous avons i s o l é e  e t  c a r a c t é r i s é e  

avec Thier ry  DUPRESSOIR, q u i  p o u r r a i t  b ien  a v o i r  dans c e t  éry-  

throcyte  un r61e comparable à c e l u i  de l ' h i s t o n e  H5 dans l ' é r y -  

th rocy te  de Poulet .  En ce q u i  concerne les h i s t o n e s  H2A e t  H2B, 

l a  déterminat ion de l e u r  s t r u c t u r e  pr imaire  s ' i n t è g r e  dans une 

a c t i v i t é  importante au Laboratoire  : l ' é t u d e  comparative des 

h i s t o n e s  H2A e t  H2B d 'espèces  d i f f é r e n t e s  judicieusement choi- 

s i e s  en ra i son  de l e u r  p o s i t i o n  s u r  l ' a r b r e  phylogénétique. 

Nous avons déterminé l a  séquence des  123 rés idus  d ' ac ides  

aminés de l ' h i s t o n e  H2A de l ' é r y t h r o c y t e  de Siponcle  e t  démon- 

t r é  que c e t t e  p ro té ine  e s t  naturel lement  p résen te  sous forme 

phosphorylée (N-Acetyl-Phosphoryl-Seryl-1) à un taux de 60 p. 

100 dans l a  chromatine de l ' é r y t h r o c y t e  de Siponcle.  L'étude 

de l ' h i s t o n e  H2B n ' a  pu encore a b o u t i r  en r a i s o n  des d i f f i c u l -  

t é s  de prépara t ion  de c e t t e  pro té ine .  



En 1980 s'est établie une collaboration fructueuse avec 

Daniel SELLOS et Yves LE GAL (Laboratoire de Biologie Marine 

du Collège de France). Cette collaboration consiste en l'iso- 

lement et la caractérisation des protéines basiques des sper- 

mes d' invertébrés marins (Huître, Crevette, Annélide) . Cette 
activité s'inscrit également dans un programme de recherches 

coordonnées et concertées sur "l'Organisation du matériel gé- 

nétique dans le gamète male" de quelques espèces animales 

(RCP.CNRS 680). 

Daniel SELLOS et moi-même avons montré que d'une façon 

générale, toutes les histones de type somatique sont présentes 

dans le spermatozoïde des invertébrés marins comme 1'Hultre 

(Grassostrea gigas), la Crevette (PaZaemon serratus) et un 

annélide (PZatynereis dumerizii). Les histones Hl cependant 

renferment plus d'arginine que leurs homologues isolées des 

vertébrés supérieurs. La chromatine des spermatozoldes de 

PZatynereis dumeriZii apparaît extrèmement condensée. Elle 

renferme des protamines (15 p.100) et des histones (85 p.100) 

parmi lesquelles une histone Hl spécifique, anormalement 

courte (119, 121 résidus) dont la composition en acides aminés 

ressemble à celle de l'histone H5. 

Y-a-t-il une similitude entre le r61e de l'histone H5 

dans la condensation de la chromatine de l'érythrocyte de Pou- 

let, lors de l'érythropolèse, et le r6le de l'histone Hl spé- 

cifique (et des protamines) dans la condensation de la chroma- 

tine dans le spermatozoïde mQr ? 

Telle est la question qui nous a incités à étudier les 

"intervenants" moléculaires de la chromatine du sperme de PZa- 

tynereis, afin d'approfondir les homologies éventuelles. Nous 

avons déterminé la séquence des deux variants de l'histone Hl 

spécifique et commencé l'étude des protamines. 



En conclusion nous pensons que ce travail de connaissan- 

ce des structures primaires des histones est un acquis néces- 

saire à la compréhension de la structure et de la fonction de 

la chromatine. 

- Les résultats ainsi obtenus s'intègrent dans un ensemble 
d'informations faisant évoluer les concepts et précisant les. 

limites de validité des modèles explicatifs choisis pour ren- 

dre compte du rapport structure-fonction. 

- La détermination d'une séquence de protéine n'est jamais 
une fin en soi, elle débouche sur la préparation de fragments 

peptidiques correspondant aux domaines de la protéine doués 

d'une fonction biologique précise (domaines d'interactions 

protéine-protéine ; déterminants antigéniques) . 

- Chez les Eucaryotes, les progrès considérables dans la 
connaissance de la séquence en bases du gène correspondant à 

une protéine n'ont jamais mis en doute la nécessité d'obtenir 

des informations sur la chimie de la protéine "fonctionnelle", 

pour faciliter la lecture du gène correspondant mais aussi 

pour connaztre les modifications post-synthétiques dont la pro- 

téine synthétisée est le siège.. . bien que l'information cor- 
respondante ne figure pas sur le gène. 

Lille, mai 1984 
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L'ensemble du DNA (1 m à 1,74 m) d'une c e l l u l e  eucaryo- 

te est compacté dans les l i m i t e s  de quelques microns du noyau 

c e l l u l a i r e .  C e  gigantesque "sac  de noeuds" à l ' é c h e l l e  de l a  

c e l l u l e  est r é a l i s é  p a r  les h i s t o n e s ,  p ro té ines  basiques en 

i n t e r a c t i o n s  é l e c t r o s t a t i q u e s  avec le  DNA. Une t e l l e  s t r u c -  

t u r e  chromatinienne, malgré s a  complexité, s e  double à cha- 

que d i v i s i o n  c e l l u l a i r e  accompagnant l e s  phénomènes de d i f f é -  

r e n c i a t i o n s  c e l l u l a i r e s .  Une c e l l u l e  d i f f é r e n c i é e  u t i l i s e  à 

peu près  10 à 20 p.100 (se lon  son o r i g i n e )  de l ' i n fo rmat ion  

génétique contenu dans son DNA pour s e s  besoins physiologi- 

ques. En considérant  c e t t e  re la t ivement  f a i b l e  q u a n t i t é  de 

gènes que l a  c e l l u l e  d o i t  met t re  "sous l a  main" des enzymes 

de l a  t r a n s c r i p t i o n ,  il s u f f i r a i t  pour ce f a i r e  que ces gènes 

s o i e n t  s i t u é s  à l a  p é r i p h é r i e  de l a  masse chromatinienne. Dès 

l o r s  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  a u r a i t  comme c o r o l l a i r e  i n é v i t a b l e - l e  

remaniement de t o u t e  l a  chromatine dans l e  but  d 'exposer  de 

préférence  à l a  p é r i p h é r i e  du l abyr in the  chromatinien les gè- 

nes  nécessa i res  à l a  c e l l u l e .  C ' e s t  d i r e  l ' importance de l a  

connaissance de l a  s t r u c t u r e  physico-chimique de ce complexe 

desoxyribonucléique. 

Un cas  l i m i t e  de d i f f é r e n c i a t i o n  c e l l u l a i r e  est i l l u s t r é  

p a r  l ' é r y t h r o c y t e  nucléé (amphibiens, oiseaux,  poissons,  rep- 

t i l e s )  ou encore l e  gamète mâle chez l e sque l s  appara i s sen t  des  

p ro té ines  spéc i f iques  (h i s tones  ou protamines) l i é e s  de près  

ou de l o i n  à un phénomène de condensation e t  d ' i n a c t i v a t i o n  

de l a  chromatine. 

Nous aurons donc à d é c r i r e  les d i f f é r e n t s  niveaux de 

compaction du DNA e t  à nous i n t é r e s s e r  aux p ro té ines  respon- 

s a b l e s  de c e t t e  compaction. 



1 - 1-1 LE NUCLEOSOME OU LA SOUS-UNITE DESOXYRIBONUCLEOPRO- 

TEIQUE DE BASE 

MAC GHEE e t  FELSENFELD, 1980, o n t  f a i t  une remarquable 

é tude  syn thé t ique  s u r  l a  sous-un i té  r é p é t i t i v e  de  l a  chxoma- 

t i n e  . 

1 - 1 -  M i s e  e n  évidence.  D é f i n i t i o n  

La d i g e s t i o n  de l a  chromatine p a r  une endonucléase  ex- 

t ra i te  du s taphylocoque a permis de  m e t t r e  en  évidence une 

s t r u c t u r e  r é p é t i t i v e  p a r  coupure du DNA. L e s  fragments du DNA 

de cette s t r u c t u r e  con tena i en t  200 p a i r e s  de b a s e s  (pb) ou 

des  m u l t i p l e s  de cette longueur (HEWISH e t  BURGOYNE, 1973 ) 

OLINS e t  OLINS, 1974 , OUDET e t  c o l l . ,  1974 observent  e n  m i -  

c roscopie  é l e c t r o n i q u e  des  s t r u c t u r e s  g l o b u l a i r e s  r é p é t i t i v e s  

évoquant d e s  " p e r l e s  s u r  un f i l "  ou " c o l l i e r  de  p e r l e s "  e t  

les nomment nucléosomes. 

Le nucléosorne obtenu à p a r t i r  de l a  p l u p a r t  des  chroma- 

t i n e s  de c e l l u l e s  euca ryo te s  est un complexe désoxyribonucléo- 

p ro t é ique  contenant  195 t 5  pb de DNA en rou lées  au tou r  d 'un 

octamère d ' h i s t o n e s ,  lui-méme formé d 'un t é t r amère  (H3-H4) 2 e t  
de deux dimères (H2A-H2B) auquel  s ' a j o u t e  une molécule d ' h i s -  

tone  H l  (KORNBERG, 1974) . 

Tou te fo i s  d e s  v a r i a t i o n s  de  l a  longueur du DNA d e s  nu- 

cléosomes é t a i e n t  observées  s e l o n  l ' o r i g i n e  de l a  chromatine.  

Dès cette époque on a v a i t  reconnu à l ' h i s t o n e  H l  une s i t u a -  

t i o n  e t  un r 6 l e  d i f f é r e n t s  d e s  a u t r e s  h i s t o n e s .  NOLL e t  

KORNBERG ( 1977) pa rv i ennen t  à dé£ i n i r  deux s t r u c t u r e s  communes 

à t o u t e s  les chromatines q u e l l e  que s o i t  l e u r  o r i g i n e .  



- Un nucléosome minimum qui renferme 168 pb, l'octamère 
d'histone et une histone Hl que SIMPSON (1978) appelera 

chromatosome . 

- La "core particle" qui consiste en lVoctam@re d'histone 
. autour duquel s'enroulent 146 pb de DNA (1,75 tour) 

(PRUNELL et coll., 1979) . 
Ces deux structures sont présentes dans toutes les chro- 

matines d'eucaryotes. La comparaison de ces deux structures 

fait ressortir que l'histone Hl s'associe à 20 pb dans le 

chromatosome . 

1 - 1-1-2 Structure de la "core particle" 

Approche biophysique : définition de la forme 

Une telle structure répétitive se pretait bien aux étu- 

des biophysiques qui ont permis de préciser les positions res- 

pectives du DNA et de l'octamère d'histones. 

La structure de la "core particle" en solution a été a- 

bordée par la méthode de variation des contrastes en diffusion 

des neutrons (SUAU et coll., 1977) (BRADDOCK et co11.,1981). La 

microscopie électronique et la diffraction des rayons X (FINCH 

et coll., 1981) ainsi que la diffraction des neutrons (BENTLEY 

et coll., 1981) ont permis d'étudier la structure de la "core 

particle". 

L'ensemble de ces études montre que la "core particle" 

se présente sous la forme d'un disque aplati de 11 nm de dia- 

mètre et de 5,s à 6 nm d'épaisseur. 1,75 tour de DNA est en- 

roulé selon un pas de 30 & en solution (28 & dans le cristal) 
autour de l'octamère d'histones ayant la forme d'une rampe 

hélicoïdale (FINCH et coll., 1981) . 
La figure 1 représente le modèle proposé par BRADDOCK 

et co11. (1981). 



cavité 

FIGURE 1 REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA "CORI3 PARTICLE" 

Les h i s tones  forment un "core" cyl indr ique  légè-  
rement tronqué. En son c e n t r e ,  une c a v i t é  d 'un 
diamètre de 1 nm environ a p p a r a î t  dont l ' a x e  est  
confondu avec l ' a x e  de l a  superhél ice  de DNA. 
( L e s  ex t rémi tés  N- e t  C-terminales des chalnes 
d '  h i s tones  demeurent e x t é r i e u r e s  cependant à ce 
core a p o l a i r e ) .  1 , 7  t o u r  de DNA est  enroulé  au- 
t o u r  du core pro té ique  se lon  un pas de 3-3,5 nm. 

D'après BRADDOCK e t  c o l l .  (1981) 



Orqanisa t ion  d e s  h i s t o n e s  dans  l a  "co re  p a r t i c l e "  ~ 
l 

Tandis que THOMAS e t  KORNBERG (1975) p o n t a i e n t  l es  h i s -  

t o n e s  p a r  le  diméthylsuber imidate  en m i l i e u  de f o r c e  i on ique  

é l e v é  e t  r e t r o u v a i e n t  une s t r u c t u r e  octamérique,  EICKBUSCH e t  l 

MOUDRIANAKIS ( 1978) t e n a n t  compte des  f o r c e s  d '  i n t e r a c t i o n s  i 
r e l a t i v e s  (H3- H 4 ;  H2A- H2B; H2B- H 4 )  p roposa i en t  un mo- I 

d è l e  de " c o r e  p a r t i c l e "  formé du t é t r a m è r e  (H3-H4)2 l i é  p a r  1 
des  l i a i s o n s  hydrogène à deux diméres (H2A-H2B) . 

C e  modèle q u i  t i e n t  compte des  f o r c e s  d ' a s s o c i a t i o n s  

p r é f é r e n t i e l l e s  d e s  h i s t o n e s  es t  s é d u i s a n t  c a r  il e x p l i q u e  
l 
1 

pourquoi le  t é t r amère  (H3-H4)2 est  s u f f i s a n t  pour e n r o u l e r  1 
le DNA e t  former d e s  s t r u c t u r e s  semblables  à celles du nucléo- 

some. Les h i s t o n e s  H2A e t  H2B assument un r ô l e  s t a b i l i s a t e u r  

dans cette s t r u c t u r e .  1 
i 

Un a u t r e  a s p e c t  i n t é r e s s a n t  à obse rve r ,  c 'est  que l ' o n  

p e u t  a i n s i  comprendre l a  t r è s  grande conse rva t ion  des  s t r u c -  

t u r e s  p r i m a i r e s  d e s  h i s t o n e s  H3 e t  H 4  e n  l a  r e l i a n t  à une con- 

t r a i n t e  d ' o r d r e  s t r u c t u r a l  te l le  que l a  d é c r i v a i e n t  EICKBUSCH 

e t  MOUDRIANAKIS dans  l e u r  modèle. La p l u s  grande v a r i a b i l i t é  

des  séquences p r i m a i r e s  des  h i s t o n e s  H2A e t  H2B peu t  étre ad- 

m i s e  dans l a  mesure où c e s  p r o t é i n e s  n ' o n t  pas  un r81e fonda- 

mental  ; el les  c o n t r i b u e n t  cependant à s t a b i l i s e r  l a  s t r u c t u -  

re nucléosomique . 

La f i g u r e  2  résume l ' ensemble  des  c a r a c t é r i s t i q u e s  s t r u c -  

t u r a l e s  des  h i s t o n e s .  D'une façon géné ra l e  les h i s t o n e s  s o n t  

des  p r o t é i n e s  dont  l a  séquence p r i m a i r e  est d i ssymét r ique  : 



A Acétylation 
Méthylation Régions hydrophobes conservées 

@ Phosphorylation (interactions Hi s tone-His tone) 

Régions basiques variables @ Ubiquitination .-..... 
Régions basiques 

@ ADP-ribosylation (interaction DNA-Histone) 

FIGURE 2 CARACTERISTIQUES STRUCTURALES DES HISTONES 



- 70 p.100 d e s  r é s i d u s  de l y s i n e  d e s  h i s t o n e s  de l a  "core  

p a r t i c l e "  (H3, H 4 ,  H2A e t  H2B) s o n t  s i t u é s  dans  l e u r  r ég ion  

N-terminale . 

- H2A e t  H2B renferment  en o u t r e  une r ég ion  C-terminale 

très basique.  

- Les r é g i o n s  c e n t r a l e s  de ces molécules s o n t  r i c h e s  en 

r é s i d u s  hydrophobes e t  renferment  t o u t e  l e u r  s t r u c t u r e  ter- 

t ia i re .  

Nous ve r rons  p l u s  l o i n  l e  cas de l ' h i s t o n e  H l .  

C e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  f o n t  qu'une molécule d ' h i s t o n e  n ' e s t  

pa s  t o t a l emen t  g l o b u l a i r e ,  e l le  possède b i en  une zone d e  s t r u c -  

t u r e  g l o b u l a i r e  m a i s  a u s s i  des  zones de  s t r u c t u r e  non d é f i n i e  

q u i  n ' a c q u i è r e n t  l e u r  s t r u c t u r e  d é f i n i t i v e  qu ' en  i n t e r a c t i o n  

avec les groupes phosphates  du DNA. 

L e s  é t u d e s  phylogénét iques  menées s u r  les h i s t o n e s  mon- 

t r e n t  que les v a r i a t i o n s  de séquences se s i t u e n t  dans les r é -  

g ions  N- e t  C-terminales pour H2A e t  H2B e t  H l .  Les r é g i o n s  

hydrophobes c r u c i a l e s  pour  l ' o r g a n i s a t i o n  de l ' oc t amère ,  ne 

t o l è r e n t  que des  changements c o n s e r v a t i f s ,  au demeurant peu 

nombreux. C e s  r ég ions  a p o l a i r e s  main t iennent  l a  s t a b i l i t é  des  

complexes e t  en p a r t i c u l i e r  42-120 de H3 i n t e r a g i t  avec  38-102 

de H 4  dans le  t é t r amère  (H3-H4) 2 ; 18-118 de H2A i n t e r a g i t  

avec 32-114 de H2B dans  l e  dimère H2A-H2B (MOSS e t  co11.,1976 ; 

BRADBURY e t  co11.,1978). 

Les h i s t o n e s  s o n t  s u j e t t e s  à des  mod i f i ca t ions  post-syn- 

t h é t i q u e s  : a c é t y l a t i o n ,  phosphory la t ion ,  méthyla t ion ,  ADP-ri- 

b o s y l a t i o n  e t  u b i q u i t i n a t i o n  (MARTINAGE,1984). Les mod i f i ca t ions  

l e s  p l u s  impor tan tes  e t  les mieux é t u d i é e s  s o n t  l ' a c é t y l a t i o n  

e t  l a  phosphoryla t ion.  



- L'acétylation concerne essentiellement les histones H3 
et H4 et à un degré moindre les histones H2A et H2B. Elle s'ef- 

fectue au niveau du groupe &-aminé des résidus de lysine situés 

dans la séquence N-terminale basique de ces protéines. 

- La phosphorylation concerne surtout les histones Hl et H5 
qui lui est apparentée mais aussi H3, H2A et H2B. Elle s'effec- 

tue au niveau des résidus de sérine. 

L'acétylation des histones est reliée à la réplication du 

DNA comme l'ont montré JACKSON et co11.(1975) et CHAHALL et 

co11.(1980). Elle est également reliée à la transcription du 

DNA en mRNA (CHAHALL et co11.,1980 ; ALLFREY,1977) et au rempla- 

cement des histones par les protamines au cours de la spermato- 

génèse (DIXON et co11, , 1974) . 

La phosphorylation a pu etre reliée aux différentes éta- 

pes de la multiplication cellulaire, l'histone Hl en particu- 

lier est superphosphorylée juste avant le déclenchement de la 

mitose et c'est même une condition nécessaire mais non suffi- 

sante (MARTINAGE, 1984) . L'histone H3 est phosphorylée et, comme 
Hl ,associée à des chromosomes hautement condensés (Métaphase) . 

Les sites de phosphorylation et d'acétylation des histo- 

nes de la "core particle" sont localisés dans les extrémités 

basiques N-terminales de ces protéines, extrémités qui restent 

libres à la périphérie du cylindre d'octamère. Ces régions peu- 

vent être éliminées par hydrolyse trypsique limitée de la chro- 

matine sans modifier pour autant la forme cylindrique de la 

"core particle" (WEINTRAUB et VAN LENTE, 1974) , Nous reviendrons 

sur cette caractéristique des extrémités des histones de la 

"core particle", mais il est facile d'entrevoir l'importance de 

ces régions qui interagissent avec le "DNA-linker" ou le DNA 

d'un nucléosome voisin, dès lors que des modifications chimiques 

réversibles comme l'acétylation et la phosphorylation entraînent 

un relâchement de l'interaction avec le DNA et une plus grande 

accessibilité du DNA nucléosomique aux enzymes de réplication 

ou de transcription. 



La connaissance de l a  s t r u c t u r e  pr imaire  de  t o u t e s  l e s  

h i s tones  de l a  "core p a r t i c l e "  a  permis à MIRZABEKOV e t  c o l l .  

(1978) de r é a l i s e r  une c a r t e  complète de l a  d i s t r i b u t i o n  des 

h i s t o n e s  le long du DNA au moyen d'une méthode de pontage des 

r é s i d u s  de l y s i n e  au DNA (Figure 3 ) .  Cet te  technique as tuc ieu-  

s e  permet de p lace r  les h i s t o n e s  p a r  rappor t  à l ' e x t r é m i t é  de 

chaque b r i n  de DNA. MIRZABEKOV a m i s  en exergue les c a r a c t é r i s -  

t i q u e s  su ivan tes  du complexe DNA-histones : 

- L'exis tence  d 'un  exemplaire de chaque h i s tone  par  b r i n  

de DNA, ce q u i  suggère l a  présence d'un axe de symétr ie  dans 

l a  s t r u c t u r e  nucléosomique. C e t t e  symétrie peut p a r  a i l l e u r s ,  

expl iquer  les s i t e s  du DNA r é s i s t a n t s  à l ' hydro lyse  par  l a  

DNase 1 (30,60,80 e t  110 de l ' e x t r é m i t é  5 '  du DNA) , ces s i t e s  

é t a n t  en i n t e r a c t i o n  avec l e s  h i s tones .  

- Les h i s tones  i n t e r a g i s s e n t  avec des segments de 6  nucléo- 

t i d e s  du DNA espacés régul ièrement  par  4 nucléot ides .  Cela per- 

met d ' exp l iquer  l a  p é r i o d i c i t é  de 10 nucléot ides  des sites du 

DNA hydrolysés  par  les DNases (MIRZABEKOV,1980). 

- L'absence d 'h i s tone  s u r  les 20 premiers nuc léo t ides  ( 5 '  

3 ' )  de chaque b r in  de DNA. 

- Lorsque l e  pontage histones-DNA e s t  r é a l i s é  s u r  l a  "core 

p a r t i c l e " ,  l ' h i s t o n e  H2A s e  re t rouve  en i n t e r a c t i o n  avec l a  r é -  

gion c e n t r a l e  e t  terminale  de chaque b r i n  de DNA. Cependant le  

même  pontage r é a l i s é  s u r  le nucléosome ("core  p a r t i c l e "  + H l )  

ne permet p l u s  de r e t rouver  l ' h i s t o n e  H2A en i n t e r a c t i o n  avec 

l a  zone médiane des b r i n s  de DNA. Cela suggère dé jà  l a  proximi- 

t é  de l ' h i s t o n e  H2A e t  de l ' h i s t o n e  H l  s u r  l a q u e l l e  nous re- 

viendrons p l u s  lo in .  

- Un a u t r e  a spec t  i n t é r e s s a n t  des t ravaux de MIRZABEKOV 

c o n s i s t e  dans l a  démonstration que l e s  h i s tones  s o n t  l o c a l i s é e s  

du méme c6 té  de l a  double h é l i c e  : e l l e s  s o n t  l i é e s  aux groupes 



FIGURE 3 

L A  DOUBLE HÉLICE DE DNA DE L A  "CORE PAR TIC LE"^ 

B - L E  MÊME MODÈLE ENROULE : L E  DNA FORME UNE SUPERH~LICE 

( L e s  sites de l i a i s o n  de H2A (75), H2B (95) et H3 (135) ne 
sont  pas indiqués a f i n  de ne pas surcharger l a  f i g u r e )  



phosphates p lacés  à l a  l i s i è r e  du grand s i l l o n  du DNA. L ' a u t r e  

cô té  de l a  double h é l i c e  se trouve donc exposé, access ib le  e t  

s e  re t rouve  tourné v e r s  l ' e x t é r i e u r  du complexe lorsque l e  DNA 

s ' e n r o u l e  avec l e s  h i s tones  pour former l a  "tore p a r t i c l e " .  50 

p.100 des  groupes phosphates s o n t  n e u t r a l i s é s  p a r  l ' i n t e r a c t i o n  

avec les h is tones  ; le DNA demeure a i n s i  t r è s  exposé . CHAO e t  

c o l l .  (1979 e t  1980) o n t  montré que des nucléosornes r e c o n s t i t u é s  

avec le  DNA comprenant l 'opéron l a c t o s e  d lEscher ichia  coZi n'em- 

pêchent pas l e  répresseur  de r econna î t r e  son s i t e  avec une haute  

s p é c i f i c i t é  s u r  l a  séquence du DNA, ce q u i  confirme b ien  l ' acces -  
s i b i l i t é  du DNA. 

- L e s  r é s u l t a t s  obtenus par  les techniques de pontage con- 

f irment le r 6 l e  p r é f é r e n t i e l  du complexe ( H 3 - H 4 )  2 car  ces deux 

h i s t o n e s  occupent 70 nuc léo t ides  s u r  chaque b r i n  du DNA dans 

l a  zone médiane, a i n s i  que quelques nucléot ides  aux ext rémi tés .  

l a  d i f f r a c t i o n  des rayons X ..................... ----- ........................... 

La synthèse des  r é s u l t a t s  obtenus pa r  MIRZABEKOV d'une 

p a r t  e t  les renseignements f o u r n i s  par  les diagrammes de dif: 

f r a c t i o n  des rayons X obtenus s u r  des c r i s t a u x  de "core p a r t i -  

c l e "  ( F I N C H  e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 8 1 )  a b o u t i t  au modèle présenté  dans l a  

f i g u r e  4. La forme cyl indr ique  a p l a t i e  de l a  "core p a r t i c l e n  

s ' e s t  a f f i n é e .  La "core p a r t i c l e "  a  une forme de coin ou p lus  

exactement l a  forme d'un coeur dont l e s  h i s tones  dess inen t  à 

s a  su r face  un r a i l  p ro té ique ,  rampe h é l i c o ï d a l e  chargée s u r  

l a q u e l l e  v i e n t  s ' enrouler  l e  DNA. 



a FORME GENERALE DE L'OCTAMERE D'HISTONES DANS LA "CORE PARTICLE"  

b MATERIALISATION DE LA P O S I T I O N  DE LA DOUBLE H E L I C E  DE DNA AU- 

TOUR DE CETTE STRUCTURE. 

selon KLUG,A., RHODES,D., SMITH,J., FINCH,J.T. and THOMAS,J.0.(1980) 
Nature 287, 509-5 16. - 

MODELE MONTRANT LA SITUATION DE CHACUNE DES HISTONES DE L'OC- 

TAMERE PAR RAPPORT A LA DOUBLE HELICE DE DNA 

Les chiffres indiqués sur le DNA correspondent aux positions des sites 
d'hydrolyse par la DNase 1. 

d'après KLUG et coll. (1980) 



1 - 1-1-3 La structure nucléosomique : "core particle" + 
histone Hl 

08 est l'histone Hl par rapport à la "core particle" ? 

Le nucléosome est défini comme l'enroulement de 2 tours 

de DNA autour d'un octamère d'histones avec une molécule d'his- 

tone Hl placée en position externe dans cette structure. Il est 

permis de penser que l'histone Hl doit rester accessible dans 

la chromatine et cela pour deux raisons majeures : . 

- la sensibilité particulière de cette protéine à l'action 

des protéases (OUDET et co11.,1974 ; WEINTRAUB et VAN LENTE, 

1974) . 
- l'histone Hl peut être extraite de la chromatine à une 

concentration saline faible (WILHELM et CHAMPAGNE, 1969). 

La figure 5 montre les résultats des techniques de pon- 

tages histones-DNA pratiquées par MIRZABEKOV et co11.(1981) 

sur le nucléosome. 

Ces travaux montrent que les sites d'interactions les 

plus nets entre l'histone Hl et le DNA sont situés aux extré- 

mités 3' et 5' de la double hélice de DNA de 175 pb, tandis que 

des sites d'interactions plus faibles sont observés dans les 

2ones de DNA sans histone, cela suggère que l'histone Hl est à 

l'extérieur de la "core particle" et en dehors des 146 pb qui 

sont en interaction avec l'octamère. 

L'histone Hl peut être chimiquement pontée avec toutes 

les histones de la "core particle", toutefois si on utilise un 

réactif de pontage de longueur nulle on obtient une liaison de 

la zone 74-106 de Hl (zone globulaire) à la zone 58-129 de H2A 

(BOULIKAS et coll., 1980) , illustrant la proximité immédiate de 
ces deux protéines et plaçant l'histone Hl de l'autre c6té de 

H2A par rapport au DNA, au point d'entrée et de sortie de la 

double hélice nucléotidique. La figure 6 schématise globalement 

la position de l'histone Hl sur le DNA nucléosomique. 
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FIGURE 5 MODELE DETAILLE MONTRANT L'ARRANGEMENT DES HISTONES 

L E  LONG DES DEUX B R I N S  DE DNA DE 175 P A I R E S  DE BASES 

DU NUCLEOSOME . 
se lon  MIRZABEKOV (1981) 

globulaire 

FIGURE 6 MODELE MONTRANT L '  INTERACTION DE L 'HISTONE H l  AVEC 

LE  DNA DU NUCLEOSOME. 

L a  r ég ion  g l o b u l a i r e  c e n t r a l e  de l ' h i s t o n e  H l  est 
l i é e  aux deux e x t r é m i t é s  du DNA t a n d i s  que les ré -  
g ions  N- e t  C-terminales non s t r u c t u r é e s  s o n t  liées 
au reste du DNA. 

d ' a p r è s  BELYAVSKY e t  c o l l .  (1980) 



C a r a c t é r i s t i q u e s  s t r u c t u r a l e s  g é n é r a l e s  des  h i s t o n e s  H l  

L e s  h i s t o n e s  H l  e t  apparen tées  (HI ' ,  H5, HT) p r é s e n t e n t  

t r o i s  domaines s t r u c t u r a u x  c a r a c t é r i s t i q u e s  (F igure  2) (VON HOLT 

e t  c o l l . ,  1979) 

- un domaine N-terminal bas ique  e t  peu s t r u c t u r é  

- un domaine c e n t r a l  hydrophobe de s t r u c t u r e  g l o b u l a i r e  

renfermant  t o u t e  1 ' o r g a n i s a t i o n  s t r u c t u r a l e  de  l a  molé- 

c u l e  

- un domaine t r è s  basique C-terminal  dépourvu de t o u t e  

s t r u c t u r e  

L e s  molécules  d ' h i s t o n e  H l  i l l u s t r e n t  p a r  l e u r  d i s s y m é t r i e  

de r é p a r t i t i o n  d e  l e u r s  a c i d e s  aminés le  concept  de  " p r o t é i n e  

f l e x i b l e ' '  t e l  que le d é f i n i t  E.M.BRADBURY (1983).  

L 'h i s tone  H l  possède à l a  f o i s  une zone g l o b u l a i r e ,  acces- 

s i b l e  en  t a n t  que te l le  à une é t u d e  biophysique conformationnel-  

l e ,  mais a u s s i  d e s  zones N- e t  C-terminales q u i  n ' a c q u i è r e n t  

l e u r  conformation d é f i n i t i v e  qu ' en  i n t e r a c t i o n  avec le DNA. C e  

type  de  p r o t é i n e s  du p o i n t  de vue de l e u r  conformation se s i t u e  

à mi-chemin e n t r e  les p r o t é i n e s  purement g l o b u l a i r e s  (enzymes) 

e t  l e s  p r o t é i n e s  très é t a l é e s  dont  l e  r61e e s t  purement s t r u c -  

t u r a l  ( s c l é r o p r o t é i n e s ) .  

Posi t ionnement  de  l ' h i s t o n e  H l  p a r  r a p p o r t  au  DNA 

ALLAN e t  c o l l .  (1980) o n t  montré que le  domaine c e n t r a l  

d 'une h i s t o n e  H l  a l a  forme d 'une sphère  de 29 A de d iamèt re  

e t  v i e n t  se p l a c e r  à l ' e x t é r i e u r  de  l a  "co re  p a r t i c l e "  s u r  les 

deux b r i n s  de DNA e n t r a n t  e t  s o r t a n t  (F igu re  7 )  , cette pos i -  

t i o n  l u i  pe rme t t an t  de  v e r r o u i l l e r  l a  s t r u c t u r e ,  l e  nombre de  

t o u r s  de  DNA a i n s i  compacté pas se  de 1 ,7  à 2. A i n s i  es t  d é f i n i  

le chromatosome : 168 pb/2 t o u r s  de DNA/octamère d ' h i s t o n e s  + 
H l .  Ce nucléosome minimum é t a n t  l a  s t r u c t u r e  l a  p l u s  u n i v e r s e l -  

lement répandue dans  les chromat ines  d 'Eucaryotes .  



Les extrémités basiques N- et C-terminales des molécules 

d'histone Hl sont plaquées sur les brins d'entrée et de sortie 

de la double helice de DNA comme le montre la figure 6. 

FIGURE 7 LOCALISATION DU DOMAINE GLOBULAIRE DE L'HISTONE Hl 

DANS LA STRUCTURE NUCLEOSOMIQUE 

d'après ALLAN,J., HARTMAN,P.G., CRANE-ROBINSON,C. 
and AVILES,F.X. (1980) 

Nature 288, 675-679. - 



1 - 1-2 LA STRUCTURE POLYNUCLEOSOMIQUE OU SUPERSTRUCTURE DE 

LA CHROMATINE 

Pour me t t r e  en évidence l a  sous-uni té  r é p é t i t i v e  de l a  

chromatine, OUDET e t  co11.(1974) ava ien t  dû soumettre l a  

chromatine à une l égè re  " t ryps ina t ion"  pour enlever  l ' h i s t o n e  

H l .  C ' e s t  en e f f e t -  l ' h i s t o n e  H l  q u i  a s su re  une compaction d 'un  

o rd re  supér i eu r  des nucléosomes sous l a  forme d'un so lénoïde  

de 34 nm de diamètre avec un pas de 10 à 16 nm comprenant 6  à 

7 nucleosomes pa r  t o u r  (SUAU e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 7 9 ) .  Outre l a  zone 

g lobu la i re  de l ' h i s t o n e  H l ,  l e s  ex t rémi tés  basiques des  h i s -  

tones de l a  "core p a r t i c l e "  son t  impliquées dans l e  maint ien 

de c e t t e  s t r u c t u r e  en forme de solénoïde (ALLAN e t  c o l 1  ., 1982) . 

Ce solénoïde se développe se lon  2  modalités d i f f é r e n t e s :  

- des "super  beads" ( R E N Z  e t  c o l l . ,  1977) de 6  à 8 nucléo- 

somes de 20 à 30 nm de diamètre arrangés l e  long de l a  f i b r e  

de DNA régul ièrement  espacés de 20 à 30 nm (NICOLA e t  c o l l . ,  

1978 ; S T ~ T L I N G  e t  c o l l . ,  1978) . 
- un solénoïde cont inu ou modèle en superhél ice  (FINCH e t  

KLUG,1976) p résen té  dans l a  f i g u r e  8  (THOMA e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 7 9 ) .  

Le modèle de THOMA e t  co11. ( 1 9 7 9 )  a l e  méri te  de rendre 

compte des  d i f f é r e n t e s  s t r u c t u r e s  observées l o r s  de l a  compac- 

t i o n  progress ive  des nucléosomes en fonct ion  d'une f o r c e  ion i -  

que c r o i s s a n t e  jusqu'à abou t i r  à l a  f i b r e  de 34 nm. 

Le modèle de l a  superhél ice  de 6 à 8 nucléosomes pa r  

t o u r  est le niveau de compaction maximum actuellement b ien  é- 

t ud ié .  I l  r e l i e  b ien  l e s  d i f f é r e n t s  r é s u l t a t s  obtenus à p a r t i r  

d ' i n v e s t i g a t i o n s  d ive r ses  e t  a p p a r a i t  solidement admis. 

Il nous f a u t  maintenant examiner 1 ' inf luence  des d i f f é -  

r e n t s  types  d ' h i s t o n e s  H l  dans c e t t e  compaction de l a  chroma- 

t i n e  à t r a v e r s  deux phénomènes que l ' o n  peut  met t re  en pa ra l -  

l è l e  : l a  maturat ion de l ' é r y t h r o c y t e  nucléé de Poulet  e t  l a  

spermatogénèse chez l e s  inve r t éb rés  marins. 



avec H l  (166 Pb) 

\~ucléosorne minimum 
ou ~hromatosome) 

l66pb +«tore- histonesn + H l  1 

F I G U R E  8 MODELE DYNAMIQUE DU SOLENOÏDE DE 34 nm D E  D I W E T R E  

selon THOMA et coll. (1979)  J.Cell.Bio1.83,403-407. - 
[pb = p a i r e  de bases  de DNA ; n = nombre de nucléosomes pa r  
t o u r  de s p i r e ]  



1 - 2 CHROMATINE CONDENSÉE E T  H I S T O N E S  H l  SPÉCIFIQUES 

Les h i s t o n e s  H l  p résentent  une s p é c i f i c i t é  t i s s u l a i r e  

e t  d 'espèce.  VON HOLT e t  co11.(1979) e t  COLE (1984) o n t  mon- 

t r é  que ces  molécules son t  p résen tes  sous l a  forme de 6 va- 

r i a n t s  d i s t i n c t s  dans l a  même chromatine. Les propor t ions  de 

ces iso-Hl v a r i e n t  se lon  l e  déroulement des  phénomènes de d i f -  

f é r e n c i a t i o n  (développement embryonnaire, induct ion hormonale, 

spermatogénèse, s t a d e  f i n a l  de d i £  f é r e n c i a t i o n )  . Pour COLE 

(1984) ces  i so-h is tones  H l  p r é s e n t e r a i e n t  des a p t i t u d e s  d i f f é -  

r e n t e s  pour a s s u r e r  l a  compaction du DNA. 

Cer ta ines  c e l l u l e s  s p é c i a l i s é e s  comme l ' é r y t h r o c y t e  nu- 

c l é é  des  poissons,  amphibiens, r e p t i l e s  e t  oiseaux renferme 

une h i s tone  H l  spéc i f ique ,  1 ' h i s t o n e  ~5::  (NEELIN e t  c o l l .  , 
1964; HNILICA e t  co11.,1964) q u i  a p p a r a î t  au cours de l a  matu- 

r a t i o n  é r y t h r o c y t a i r e  a l o r s  que l a  chromatine devient  i n a c t i v e  

( H N I L I C A ,  1964).  Du p o i n t  de vue s t r u c t u r a l ,  l ' h i s t o n e  H5 d i f -  

f è r e  e s sen t i e l l ement  de l ' h i s t o n e  H l  pa r  un enrichissement  t r è s  

marqué en r é s i d u s  d ' a rg in ine  dans l a  zone C-terminale (BRIAND 

e t  co11.,1980). Ce t t e  c a r a c t é r i s t i q u e  s t r u c t u r a l e  e s t  importan- 

t e  s i  l ' o n  considère que l ' a r g i n i n e  e s t  suscep t ib le  de provo- 

quer  une condensation p lus  importante du DNA (VAN HELDEN,1982) 

que ne peut  le  f a i r e  l a  l y s i n e  dont  l e  groupe €-aminé ne peut  

n e u t r a l i s e r  qu'un phosphate. Ce t t e  remarque peut être étendue 

aux h i s tones  H l  i s o l é e s  du sperme des inver t éb rés  marins dont 

l a  r i c h e s s e  en a r g i n i n e  e s t  supér ieure  à c e l l e  des  h i s t o n e s  

somatiques homologues. En dehors d'une l i a i s o n  é l e c t r o s t a t i q u e  

avec l e  DNA, l ' a r g i n i n e  peut  a u s s i  s e  l i e r  avec 5 accepteurs  

de l i a i s o n  hydrogène e t  c e c i  indépendamment du pH (HELENE e t  

LANCELOT, 1982) . De p l u s  une i n t e r a c t i o n  de 1 ' a rg in ine  avec 

l ' a z o t e  7 de l a  guanine a  é t é  m i s e  en évidence dans le  grand 

s i l l o n  du DNA (MIRZABEKOV, 1980) ce qu i  suggère une p o s s i b i l i t é  

:: Chez l e s  mammifères, s e u l s  l e s  camélidés possèdent des  éry- 
th rocy tes  nucléés  (SOULIER,1983). 



de reconnaissance des  zones r i c h e s  en GC du DNA par  des v a r i a n t s  

d 'h i s tones  H l  dont  l a  s t r u c t u r e  comporte p l u s  d ' a rg in ine .  ... 
mais c e l a  r e s t e  à démontrer. 

Un v a r i a n t  p a r t i c u l i e r  d 'h i s tone  H l ,  l ' h i s t o n e  ~ 1 '  a  

é t é  i s o l é  des c e l l u l e s  de mammifères (PANYIM e t  CHALKLEY,1969). 

L'accumulation de ce v a r i a n t  HI' dans l a  chromatine a pu étre 

c o r r é l é e  a une i n h i b i t i o n  de l a  p r o l i f é r a t i o n  c e l l u l a i r e  

(PANYIM e t  CHALKLEY,1969 ; PEHRSON e t  COLE,1980). Ce t t e  pro- 

t é i n e  a p p a r a i t r a i t  à l a  f i n  d'un processus de d i f f é r e n c i a t i o n  

c e l l u l a i r e  (GJERSET e t  c o l l . ,  1982) . La région g l o b u l a i r e  des 

h i s tones  H ~ O  p résen te  70 p.100 d'homologie avec l a  rég ion  glo- 

b u l a i r e  de l ' h i s t o n e  H5 (SMITH e t  c o l l . ,  1980; PEHRSON e t  c o l l . ,  

1981). Par a i l l e u r s  une parenté  immunologique a  é t é  m i s e  en 

évidence pa r  MURA e t  STOLLAR (1981) e n t r e  l ' h i s t o n e  H5 e t  une 

h i s tone  ~ 1 '  e x t r a i t e  du f o i e  de Sour is .  Ce t t e  analogie  a e n f i n  

é t é  confirmée p a r  des é tudes  de RMN menées s u r  ~ 1 '  (CARY e t  

c o l l . ,  1981) . 
Les zones g l o b u l a i r e s  de c e s  d i f f é r e n t s  v a r i a n t s  d ' h i s -  

tones H l  regroupent l e s  homologies e n t r e  ces  p ro té ines  : ce 

domaine de 71 r é s i d u s  pour l ' h i s t o n e  H l  de thymus de Veau, 72 

rés idus  pour H5 e t  75 rés idus  pour l ' h i s t o n e  H l  de sperme 

d'Oursin a  un c a r a c t è r e  t r è s  hydrophobe e t  p o u r r a i t  permet t re  

une i n t e r a c t i o n  avec l ' h i s t o n e  H2A de l a  "core p a r t i c l e "  

(BOULIKAS e t  co11.,1980). Sa dimension de 29 nm ( l a r g e u r  de l a  

double h é l i c e  de DNA) i n c i t e  à penser  que t o u t e s  ces molécules 

ont  l e  même s i te  de f i x a t i o n  s u r  le  nucléosome (ALLAN e t  c o l l . ,  

1980) ce q u ' i l l u s t r e  l e  schéma de l a  f i g u r e  9  (BRADBURY,1983). 

En conclusion,  nous pouvons d i r e  qu'un nouveau concept 

émerge des t ravaux r é a l i s é s  s u r  des  v a r i a n t s  d 'h i s tone  H l  Ca- 

r a c t é r i s é s  p a r  un taux  p l u s  é levé  d ' a rg in ine .  I l  a p p a r a î t  b i en  

que ces  molécules s o n t  impliquées dans des  phénomènes de matu- 

r a t i o n  c e l l u l a i r e  que ce s o i t  l ' é r y t h r o c y t e  nucléé ou le  sper- 

matozoïde. Leur r61e semble l i é  à une i n h i b i t i o n  de l a  r é p l i c a -  

t i o n  du DNA e t  a u s s i  de l a  t r a n s c r i p t i o n  pour H5 e t  les H l  du 



F I G U R E  9 MODELE MONTRANT L A  L I A I S O N  DE L ' H I S T O N E  H l  DANS 

LE NUCLEOSOME 

Les similitudes des domaines globulaires des 
variants d'histones H l  sont soulignées. 

 après CARY et coll. ( 1 9 8 1 )  



sperme. En ce q u i  concerne H ~ O ,  l a  t r a n s c r i p t i o n  demeure pos- 

s i b l e  (SMITH e t  JOHNS, 1980) bien que ~1~ condense p lus  l e  DNA 

que ne l e  f a i t  l ' h i s t o n e  H l .  

SMITH e t  co11.(1984) o n t  r é a l i s é  une étude s u r  l a  répar-  

t i t i o n  des h i s t o n e s  e t  H5 dans d i f f é r e n t e s  espèces anima- 

les e t  végé ta les .  L 'h is tone  ~ 1 '  est  présente  chez tous  les mam- 

mifères  é t u d i é s  (excepté au niveau du spermatocyte) à des  con- 

c e n t r a t i o n s  v a r i a b l e s .  Par con t re  e l le  est  absente  chez l a  cre- 
v e t t e  Artemia s a l i n a ,  l a  levure  Saccharomyces c e r e v i s i a e  e t  

dans le germe de b l é  ( t i s s u  de type embryonnaire). D'autre  p a r t  

ces  au teurs  o n t  montré qu'une h i s t o n e  H l  i s o l é e  du t e s t i c u l e  

de Rat n ' a  pas  d'homologie avec l ' h i s t o n e  H l 0 ,  il s ' a g i r a i t  

d'une a u t r e  f ami l l e  d 'h i s tone  H l  dont l a  s p é c i f i c i t é  est  t i s s u -  

l a i r e .  

1 - 3 ORGANISATION D E  LA CHROMATINE DES SPERMATOZOÏDES : REM- 

PLACEMENT DES H ISTONES PAR L E S  PROTAMINES 

1 - 3-1 CARACTERISTIQUES STRUCTURALES DES PROTAMINES 

La chromatine du spermatozoïde de poisson ou de mammifère 

renferme en généra l  une ou p l u s i e u r s  protamines a s soc iées  au 

DNA . 
Les protamines son t  généralement t r è s  r i c h e s  en a r g i n i n e  

q u i  r ep résen te  p l u s  de 50 p.100 des ac ides  aminés c o n s t i t u t i f s  

de ces  polypept ides ,  l e u r  t a i l l e  es t  comprise e n t r e  30 e t  50 

rés idus  d ' ac ides  aminés, cependant chez les mollusques 

SUBIRANA e t  co11.(1973) on t ,  semble- t- i1 , isolé  des  protamines 

de 300 r é s i d u s  d ' ac ides  aminés. 

La f i g u r e  10 montre l a  p l u p a r t  des séquences connues des  

protamines de poisson. Parmi les mammifères, l e s  s e u l e s  espèces 

chez l e s q u e l l e s  l a  s t r u c t u r e  de l a  protamine a é t é  complètement 

déterminées s o n t  l e  Taureau, l e  Verra t  e t  l e  B é l i e r  (Figure 11). 
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Dans c e s  séquences,  l e  t a u x  d ' a r g i n i n e  o s c i l l e  e n t r e  50 

e t  70 p.100. L e s  a u t r e s  a c i d e s  aminés s o n t  fa ib lement  r e p r é -  

s e n t é s  : il n ' y  a aucun a c i d e  aminé d icarboxyl ique  e t  peu  d 'a-  

c i d e s  aminés hydrophobes. 

La p l u p a r t  des  séquences de protamines  de po isson  répon- 

d e n t  au  schéma g é n é r a l  de  r é p é t i t i o n  de  s t r u c t u r e  s u i v a n t  : 

Acide aminé hydrophobe - (Acide aminé basique) ,  avec n> 3 ,  C e  

schéma a condu i t  BLACK e t  DIXON (1967) à poser  l ' h y p o t h è s e  de 

format ion de l a  c lupé ine  Z à p a r t i r  d 'un pen tapept ide  Ala-(Arg) 4 

p a r  d u p l i c a t i o n s  succes s ives  d 'un gène a n c e s t r a l  (F ig . l 2 ) .Les  

protamines  de mammifères renferment  de  l a  c y s t é i n e  (F ig .  11) , 
cont ra i rement  aux protamines de po isson  q u i  en s o n t  généra le -  

ment dépourvues. 

Une excep t ion  d o i t  étre s i g n a l é e  à propos de  l a  Rousse t t e  

( S é l a c i e n s )  dont  l e  spermatozoïde m Q r  renferme q u a t r e  protami- 

nes  dont  t r o i s  con t i ennen t  de  l a  c y s t é i n e .  L ' e x t r a c t i o n  de  ces 

molécules  e x i g e  au p r é a l a b l e  l a  r éduc t ion  des  pon t s  d i s u l f u r e s  

e t  l ' a l k y l a t i o n  d e s  groupes t h i o l s  q u i  s t a b i l i s e n t  l e u r  i n t e r -  

a c t i o n  avec l e  DNA. L e s  protamines  montrent  une l é g è r e  d i ssy-  

m é t r i e  de  r é p a r t i t i o n  des  a c i d e s  aminés bas iques  (zone c e n t r a -  

l e )  e t  d e s  a c i d e s  aminés hydroxylés  ( r ég ion  N-terminale) . 
L e s  a c i d e s  aminés hydroxylés  ( s é r i n e  e t  t h réon ine )  s o n t  

phosphorylés ,  l a  t y r o s i n e  p e u t  étre s u l f a t é e ,  ces mod i f i ca t ions  

prennent  t o u t e  l e u r  importance dans les i n t e r a c t i o n s  a v e c  le  

DNA . 

1 - 3-2 INTERACTIONS DNA-PROTAMINES 

1 - 3-2-1 Chromatine de  spermatozoïdes  ne renfermant  que  des 

protamines 

Dans ce  t ype  de chromatine que l ' o n  r encon t r e  chez l e s  

mammifères e t  les  po issons ,  il n ' e x i s t e  pas  de s t r u c t u r e  rap- 

p e l a n t  l e  nucléosome de chromatine somatique. L 'é tude  d e s  in -  

t e r a c t i o n s  DNA-protamine a é t é  e f f e c t u é e  p a r  des  méthodes 



FIGURE 12 FORMATION DE L A  CLUPÉINE Z A PARTIR D'UN PENTAPEPTIDE A L A - ( A R G ) ~  PAR DU- 

PLI CATIONS SUCCESSIVES D'UN GÈNE ANCESTRAL D' APRÈS BLACK ET DI XON (1967) 

ÉTAPE SÉQUENCE NOMBRE DE RÉSIDUS 

PEPTIDE ANCESTRAL A-R4 

DUP LI CAT I ON A-R4-A- R4 

DUPLICATION PARTIELLE A-R4-A-R2-A-R4-A-R4 

INSERTION DE A PAR A-R4-A-R2-A-A-R4-A-Rq 
DUPLICATION P A R T I E L L E  

CHANGEMENT DE BASE A-R4-A-R2-A-S-R4-A-R4 

DUPLICATION PARTIELLE A-R4-A-R2-A-S-R2-A-R4-A-R2-A-S-R4-A-R4 

CHANGEMENT DE BASE 

(1 SEULE BASE) 

ALA , , SER 
GCX UCX 

ALA - PRO 
GGX CCX 

ARG PRO 
CGX CCX 



physiques t e l l e s  que spec t roscopies  UV e t  I R ,  dichroïsme c i r -  

c u l a i r e ,  d i f f r a c t i o n  des  rayons X e t  résonance magnétique nu- 

c l é a i r e .  C e s  d i f f é r e n t e s  approches méthodologiques (Travaux de 

LIQUIER e t  c o l l . ,  1975 ; HERSKOVITS e t  BRAHMS, 1976 ; SUAU e t  

SUBIRANA,1977 ; WARRANT e t  KIM,1978 ; BONORA e t  co11.,1979 ; 

TONIOLO e t  co11.,1979 ; COZZONE e t  co11.,1980) o n t  permis de 

dégager les c a r a c t é r i s t i q u e s  su ivan tes  du complexe DNA-prota- 

mines : 

- Le DNA e s t  s t a b i l i s é  sous forme 0 dans l e  complexe DNA- 

protamine. 

- La chaîne polypeptidique des protamines e s t  étendue e t  

s i t u é e  dans le  p e t i t  s i l l o n  du DNA. 

ROD BALHORN (1982) a proposé un modèle remarquable pour 

expl iquer  1 ' i n t e r a c t i o n  DNA-protamines (Figures  13 e t  1 4 )  q u i  

s e r a i t  va lab le  en p a r t i c u l i e r  dans l e  cas  des protamines de 

mammifères. Ce modèle est  t o u t  à f a i t  compatible avec les ca- 

r a c t é r i s t i q u e s  su ivan tes  de l a  chromatine du spermatozoïde : 

- La présence de ré s idus  de cys té ine  dans l e s  protamines 

de mammifères permet l 'accrochage des chalnes pro té iques  e n t r e  

e l l e s ,  a l o r s  que les protamines viennent  de s e  f i x e r  s u r  le DNA 

pa r  l e u r  zone polyarginyle  c e n t r a l e ,  au moment où le spermato- 

zoïde q u i t t e  l e  t e s t i c u l e  e t  t r a v e r s e  l 'épididyme, dans l a  pé- 

r iode  f i n a l e  de s a  maturation (CALVIN e t  co11.,1971 ; MARUSHIGE 

e t  MARUSHIGE,1975 ; SAOWAROS e t  PANYIM,1979). 

- La s t r u c t u r e  compacte g lobale  obtenue e s t  compatible avec 

le volume du noyau du spermatozoïde, compte tenu des masses res- 
pec t ives  du DNA e t  des  protamines p résen tes .  Le c a l c u l  du volu- 

me du complexe DNA-protamines suggère méme  qu'une p a r t i e  de l a  

chaîne pro té ique  d o i t  s e  t rouver  enfouie  à l ' i n t é r i e u r  de l ' u n  

des s i l l o n s  du DNA a f i n  que l e  volume t o t a l  de l a  chromatine 

p u i s s e  étre légsrement i n f é r i e u r  à c e l u i  du noyau (WYROBEK e t  

c o l l . ,  1976) . 



FIGURE 13 SCHEMA MONTRANT LA FORMATION 

DE PONTS DISULFURES DANS LES 

PROTAMINES DE MAMMIFERES 

3 étapes :- Liaison protamines phosphorylées 

1 
sur le DNA au niveau des zones 
basiques centrales des protamines 

- Déphosphorylation des résidus de 
sérine et thréonine (situés dans 
les régions N-terminales) 

v - Formation de ponts disulfures et 
verrouillage de la structure 

Protamines 

/ FIGURE 14 

hi / Petit sillon 

EMPILEMENT DES FIBRES 

DE DNA-PROTAMINES DANS 

LA CHROMATINE 

selon R.BALHORN (1982) 

ête des liaisons 
phosphodiesters 

du DNA 



- Par a i l l e u r s  POGANY e t  co11.(1981) a i n s i  que YU e t  L I  

(1973) ont  montré que l a  charge g lobale  du complexe DNA-pro- 

tamines e s t  n u l l e  e t  donc que tous  l e s  groupes phosphates du 

DNA son t  n e u t r a l i s é s  par  l e s  charges p o s i t i v e s  des  r é s idus  ba- 

s iques .  L e  modèle proposé pa r  BALHORN (1982) t i e n t  compte de 

l a  zone c e n t r a l e  polyarginyle  dans l a  première é t ape  de l ' i n -  

t e r a c t i o n  DNA-protamine; dans un deuxième temps les ponts  d i -  

s u l f u r e s  s t a b i l i s e n t  l e  complexe e t  l a  protamine se l o g e r a i t  

bien dans l e  p e t i t  s i l l o n  du DNA. 

On cons ta te  cependant une d i f f é r e n c e  énorme e n t r e  l e  mo- 

d è l e  nucléosomique de l a  condensation du DNA dans l e s  c e l l u l e s  

somatiques e t  l e  modèle de BALHORN compatible néanmoins avec 

t o u t e s  l e s  i n v e s t i g a t i o n s  menées s u r  le complexe DNA-protamine. 

La c o r r é l a t i o n  de ce modèle à l ' o b s e r v a t i o n  de l a  nucléoprota- 

mine i n  v i v o  ou recons t i tuéeen  microscopie é l ec t ron ique  n ' e s t  

t o u t e f o i s  pas  évidente ,  c a r  lorsque  l e s  protamines on t  complè- 

tement remplacé les h i s tones  dans l e  noyau du spermatozoïde, 

d i f f é r e n t e s  s t r u c t u r e s  s o n t  observées : 

- Chez les mammifères l a  chromatine appara r t  formée d 'agré-  

g a t s  de b i l l e s  e t  d ' ag réga t s  lamell i formes (EVENSON e t  c o l l . ,  

1978 ; DELGADO e t  co11. ,1980 ; WAGNER e t  YUN, 1981).  

- D'autres  a u t e u r s  n ' o n t  vu aucune de ces  s t r u c t u r e s  excep- 

t é  dans l e s  premiers s tades  de l a  spermatogénèse a l o r s  que les 

h i s tones  s o n t  p résen tes  (KIERSZENBAUM e t  TRES, 1975,1978 ; CECH 

e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 7 7  ; L O I R  e t  COURTENS,1979 ; MC MASTER-KAYE e t  KAYE, 

1980).  

- Enfin l a  nucléoprotamine r e c o n s t i t u é e  peut  acquér i r  une 

s t r u c t u r e  g l o b u l a i r e  (BAZETT-JONES e t  OTTENSMEYER,1979 ; C I D  

e t  ARELLANO, 1982) . 
Chez l a  Roussette GUSSE e t  CHEVAILLIER (1980) o n t  d é c r i t  

l a  nucléoprotamine formée d ' u n i t é s  r é p é t i t i v e s  comprenant 123 

pb de DNA e t  4 protamines (CHEVAILLIER, 1982) . L a  d iges t ion  de 

c e t t e  sous-unité à l a  DNase 1 indique une p e r t e  de l ' a c c e s s i -  

b i l i t é  du DNA, dans une t e l l e  s t r u c t u r e  les sites s i t u é s  à in-  

t e r v a l l e s  de  10 p a i r e s  de bases  s o n t  donc protégés (comme i l s  

l e  s o n t  dans l e  modèle de BALHORN) . 
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1 - 3-2-2 Chromatine de spermatozoïdes renfermant à la fois 

des histones et des protamines 

Chez les Echinodermes la chromatine du spermatozoPde 

mQr renferme des histones de type somatique et des histones 

spécifiques de type Hl et H2B. Ces histones spécifiques sont 

plus longues et plus riches en arginine que leurs homologues 

isolées de tissus somatiques (STRICKLAND et coll., 1978) . Ceci 
est à corréler avec une longueur de DNA nucléosomique qui est 

comprise entre 240 et 275 pb (CORNUDELLA et ROCHA,1979). Par 

ailleurs dans le spermatozoïde du mollusque bivalve E n s i s  m i -  

nor (Couteau) (GIANCOTTI et coll., 1984) et dans celui du pois- 
.., 

son rouge Cerass ius  aura tus  (MUNOZ-GUERRA et coll., 1982) la 

longueur du DNA nucléosomique (environ 200 pb) est comparable 

à celle que l'on observe dans la chromatine des vertébrés su- 

périeurs . 

Chez les Crustacés (SELLOS et LE GAL,1981) et les Echi- 

nodermes (PALAU et coll., 1969 ; VANHOUTTE-DURAND et coll., 

1977) la chromatine du spermatozoïde ne renferme que des his- 

tones. Chez les Mollusques, tous les cas de figure peuvent se 

présenter dans la chromatine de sperme mQr : histones seules, 

protamines seules et histones + protamines (SUBIRANA et coll., 
1973 ; COLOM et SUBIRANA, 1979 ; SUBIRANA, 1975). 

I - 3-3 PHENOMENE DE MATURATION DU SPERMATOZOÏDE. MISE EN 
EVIDENCE DE PROTEINES INTERMEDIAIRES ENTRE LES HIS- 

TONES ET LES PROTAMINES 

Les figures 15 et 16 résument l'essentiel des événements 

moléculaires de la spermatogénèse de la Roussette (Fig.15) et 

du Bélier (Fig. 16) . 
- Chez la Roussette le remplacement des histones par les 

protamines se déroule en 3 étapes (GUSSE et CHE VA IL LIER,^^^^): 

. Au début du stade d'élongation des spermatides deux 
protéines spécifiques S1 et S2 apparaissent alors que les his- 

tones disparaissent progressivement. 



FIGURE 15 SPERMIOGENESE DE LA ROUSSETTE d'après M.GUSSE e t  Ph.CHEVAILLIER (1981) 

SPERMATI DES 
( Z o n e  B du t e s t i c u l e )  

SPERMATOZOÏDES 
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Protéines intermédiaires 

Protamines 
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nucléole, particules 
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et dispersées 

S t a d e  4 

Milieu de 
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Agrégation des fibres 
de chromatine en un 

réseau pseudolamellaire 

123 pb (? )  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

S t a d e  5 

Maximum de 
l'élongation 

Noyaux biréfringents 
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condensée - torsadée 

S t a d e  2 

Contenu homogène 

Dispersée 

Stade 3 

Début de 
l'élongation 

3rientation des fibres 
le long du grand axe 

du noyau 

192 pb "Aspect "collier de perles" 165 pb 



MORPHOLOGIE 
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FIGURE 16  RESUME DES EVENEMENTS CONCERNANT LE NOYAU AU COURS DE LA 

SPERMIOGENESE CHEZ LE BELIER. 

d'après M.LOIR 



. Au stade final de la formation du noyau, les quatre 
protamines de la Roussette .(21, 22, 23 et S4)  apparaissent 

tandis que S1 et S2 disparaissent. 

. Dans le spermatozoïde mar S1 et S2 sont éliminées et 

les quatre protamines subsistent. 

Du point de vue structural, cette transition dans les 

protéines est accompagnée d'une perte de la structure nucléo- 

somique tandis qu'apparaissent des rangées parallèles bien 

ordonnées de complexes DNA-protamines. Mais les modalités 

structurales à la base de cet arrangement particulier ne sont 

pas connues. 

- Chez le Bélier (Fig.16) une seule protamine apparaît en 
fin de maturation du gamète mâle. Les protéines intermédiaires 

(4 protéines) ne sont pas encore bien connues. On notera l'ap- 

parition d'une histone de type ~1' au cours de la condensation 

de la chromatine et sa disparition dès la compaction du maté- 

riel génétique. 

Dans les deux exemples choisis, la maturation du sper- 

matozoïde est complexe et vise à une condensation totale du 

DNA (précipitation). Chez les animaux moins évolués (Inverté- 

brés marins par exemple) le processus n'est jamais poussé aus- 

si loin et des structures de type nucléosomique sont encore 

présentes dans la chromatine. Lorsque les histones sont pré- 

sentes avec des protamines (comme chez PZatynereis dumerelii) 

il nous restera à comprendre comment ces molécules sont impli- 

quées simultanément dans l'organisation du DNA. 

Il serait fructueux de relier cet inventaire des pro- 

téines impliquées dans la condensation de la chromatine du 

spermatozoïde avec les caractéristiques de la situation évo- 

lutive de l'animal sur l'arbre phylogénétique. Lorsque l'ani- 

mal est primitif et situé à l'origine d'un phyZum (formes sim- 

ples, différenciations relativement peu poussées comme chez 



les annélides on trouve à la fois des histones et des prota- 

mines. Lorsque l'animal est évolué (formes complexes, diffé- 

renciations poussées) et situé à la fin d'un phyZum (mammi- 

fères, roussettes, seiches) on ne trouve en général que des 

protamines pour organiser le DNA du spermatozoïde. Ainsi 

l'apparition des protamines serait, considérée du point de 

vue de l'évolution, liée à la différenciation et la spéciali- 

sation des formes animales. Toutefois la quantité d'informa- 

tions dont nous disposons est encore insuffisante pour assu- 

rer cette observation. 
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II - 1 SÉQUENCE COMPLÈTE DE L'HISTONE H2A DE L'ÉRYTHROCYTE 

NUCLÉÉ DE SI PONCLE ( s ~ ~ u f l c u ~ u s  NUDUS) 
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' Prirnary structure of histone H2A from nucleated erythrocyte 
of the marine worm Sipunculus nudus 
Presence of two forms of H2A in the sipunculid chromatin 

Daniel KMIECIK, Maurice COUPPEZ, Denise BELAICHE, and P h  SAUnERE 
Unité 124 de l'Institut National de la Santé et de ia Recherche MCdicale, Lille 

1 (Received March 17IJune 7,1983) - U B  83 0263 

The complete amino acid sequence (123 residues) of histone H2A from crythrocytes of the marine worm 
Sipunculus nudus, has been established from data provided by automated sequence analysis of large fragments 
generated by V8 staphylococcal protease digestion of histone H2A and by limited hydrolysis of the protein with 
a-chymotrypsin and from structural studies of tryptic peptides of the protein. 

By comparison with calf homologous histone, the sipunculid histone H2A shows 6 deletions and 13 
substitutions. Six of the substitutions are non-conservative. 

Most of the evolutionary changes are mainly observed in the basic amino-terminal and carboxy-terminal 
regions of the molecule, which are the primary DNA-binding sites. Few consemative point changes are observed 
in the central region (residues 18- 118) which interacts strongly with histone H2B to form the dimer H2A-H2B. 
60% of the H2A molecules were found phosphorylated on the amino-terminal rcsidue, N-acetyl-serine. The high 
content of phosphorylated histone H2A in the sipunculid erythrocyte chromatin could probably be related to 
smaller repeat length (177 * 5 base pairs) of nucleosomal DNA and to nuclear inactivation and chromatin 
condensation. 

Sipunculid sea worms forrn an isolated ancestral phylum 
(Fie. 1) whose origin dates back to the Cambrian period. 
The siuunculid ervthrocvtes are nucleated and contain hemer- 
ythrin: a respiraiory Pigment which differs from that of ~VLEICLRLS 

vertebrates. 1 

in our laboratory in organisms widely separated on the 
evolutionary scale 13-91. In this paper we present the 

The first investigations on nuclear basic proteins of I*IIUIDS 

Sipicncirlus nudus erythrocyte chromatin were intended to 
look for the presence of an erythrocyte-specific histone 

SIP~CLILICG homologous to the avian erythrocyte histone H5 and for VERTEBRATES , 
evolutionary variations in histones H2A and H2B [1,2]. Since i 
sipunculid H2A and H2B were found to be markedly different O 

from the homologous histones in vertebrates [3-51, it was 1 I 

therefore of interest to investigate the primary structure of I I 
both histones. I 

-4bbreviations. TbsLysCH,Ci, N-tosyllysyl chloromethyl ketone; \ 
ODELCXATES TosPheCH,Cl, N-tosylphenylalanyl chloromethyl ketone; Ph- 

MeS0,F. phenylmethylsulfonyl fluoride; iPr,PF, diisopropyl- 
fluorophosphate; dansyl-, Sdimethylaminonaphthalene-l-sulfonyl. 

Enq-rires. Staphylococorcuc aureus protease (EC 3.4.21.19); a- 
BACTERSA y*- chymotrypsin (EC 3.4.21.1); trypsin (EC 3.4.21.4); carboxypepti- 

dase A (EC 3.4.17.1); carboxypeptidase B (EC 3.4.17.2). Fig. 1. Phylogenic position 01 the sipunculiàs 

Y 

/ CEPHALOPODA 

According to Mazen et al. [2], the differences wuld I 

probably be associated with a smaller r e p t  length of 
the nucleosomal DNA (177 & 5 base pairs). Moreover the 
sequence determination of sipunculid H2A takes place in a / 
studv of the structurai variations of histone H2A undertaken / 



wmplete amino acid sequena of sipunculid erythrocyte H2A 
cstablished from structural data obtained cssentially from 
large peptides generated by hydrolysis of the protein with V8 
staphylococcal protcase and chymotrypsin. 

MATERIALS AND METHODS 

Materials 

Staphylococcal V8 protease was from Miles laboratorics. 
Trypsin (treated with TosPheCH,CI) and carboxypeptidase A 
(treated with PhMeS0,F) were obtained from Worthington, 
x-chymotrypsin (treated with TosLysCH,Cl) was from 
Merck. Carboxypeptidase B (tteated with iPr,PF) was from 
Boehringer. 

Dimethylallylamine, propane-1-01 and dithioerythritol 
were sequanal grade from Pierce. Benzene and chloro-1- 
butane for sequential analysis were purchased from SDS 
(Peypin, France). Phenylisothiocyanate, hcptane and hepta- 
fluorobutyric acid were sequanal grade from Beckman. 
Polybrene was purchased from Aldrich and the dipeptide 
Gly-Gly from Sigma. Al1 other reagents were of the Gghest 
purity available. 

Isolation of histone H2A 

Wonns were dug out of the sludge of river mouths on the 
Brittany Coast. As soon as the w o m  were collected, nucleated 
erythrocytes were separated from the coelomic liquid by 
centrifugation. Nuclei were prepared as described by Mazen 
et al. [l] in the presence of 0.5 mM PhMeS0,F. 

Histones were extracted from the nuclear pellet with 
0.25 M HCl and precipitated with acetone (9 vol.) at -20 OC. 
The precipitated histones were recovered by centrifugation 
at 4000 x g for 20 min at -20 'C and dried in vacuo. Histone 
H2A was isolated from the whole histone by gel filtration 
chromatography on a Bio-Gel P-10 column (150 x 5 cm) 
equilibrated and eluted with 0.01 M HCl saturated with 
chloroform. 

The purity of the protein was assessed by polyacrylamide 
slab gel electrophoresis at pH 3.2 in 6.25 M urea [IO] using 
a 17% acrylamide concentration. 

Amino acid analyses of histone samples were performed 
on a Beckman 119 CL amino acid analyser after hydrolysis 
in 6 M WC1 (1 ml/mg protein) in vacuo at 110°C for 24 h 
and 72 h with one drop of 1% phenol to avoid excessive 
degradation of tyrosine. 

Srrucrural studies 

Identification of the blocking group at the amino terminus. 
Hydrazinolysis of the amino-terminal tryptic peptide followed 
by dansylation at pH 3.0, was used 10 identify the blocked 
amino terminus as described in [il]. The dansylhydrazide 
derivative was identified by thin-layer chromatography on 
micropolyamide sheets [12]. 

Identifcation of O-phosphoserine. For identification of O- 
phosphoserine, histone H2A and the amino-terminal tryptic 
peptides were hydrolysed for 2 h at llO°C under vacuum 
uith 6 M HCl [13]. The hydrolysates were submitted to 
electrophoresis at 2500 V for 2 h on Whatman 3MM paper 
at pH 1.9 (acetic acid/fonnic acid/water, 35 : 10 : 400, by 

vol.). O-Phosphosenne and O-phosphothrconine (Sigma) 
werc uscd as markers. 

Gzrboxyrerminal d y s i s .  Histone H2A (0.84 mg, 
60 nmol) was dissolved in 0.15 ml of 0.2 M N-methyl- 
morpholioe .cetate pH 8.5 and digested at 37°C with 

'carboxypeptidaa B ( 0 . 2 ~ ) .  At 30 min, an aliquot (0.05 ml) 
was taken off, acidified with glacial acctic acid and freeze- 
dried, Carboxypcptidase A (1.7 pg) was then added. At 
60 min and 120 min following addition of carboxypep- 
tidase A, aliquots (0.05 mi) were @ken off and treated as 
above. The rekased amino acids werc analyscd on the amino 
acid analyser. 

Enrymotic hyholyses. Histone H2A (70 mg, 5 pmol) was 
hydrolyd with V8 Staphylococcus a u r m  protease in 0.05 M 
ammonium -te (14 ml), at pH 4.0, and 37 OC for 20 h using 
an enzymc/substrate ratio of 1/50 (w/w). The hydrolysate was 
then fkmdried. The limited chymotryptic hydrolysis of 
histone H2A (20 mg, 1.5 p o l )  was performed in 0.5 M 
NaC1, 0.1 M ammonium bicarbonate pH 8.3, at 19 OC for 
150 min using an cnyme/substrate ratio of 1/1000 (w/w). 
After lowering the pH at 3.0, the hydrolysate was freeze- 
dried. The tryptic digestion of histone H2A (40 mg, = 3 pmol) 
was carried out in 0.1 M ammonium bicarbonate pH 8.0 at 
37 OC for 4 h using an enzyme/substrate ratio of 1/50 (w/w). 
The digestion was stopped by lowering the pH at 3.5 with 
formic acid. The insoluble matenal formed upon acidification 
of the tryptic hydrolysate and corresponding to large 
hydrophobic peptides was oollected by antrifugation. The 
pellet was washed twice in 10% formic acid, dissolved in 
0.1 M NH,OH and freeze-dried. The soluble fraction of the 
tryptic digest consisting mainly of small hydrophilic peptides 
was freeudried. 

Fractionarion of peptides. The peptides obtained by hy- 
drolysis of histone H2A with V8 staphylococcal protease 
were separated by chromatography on a Bio-Gel P 10 column 
(150 x 5 cm) equilibrated and eluted with 0.01 M HCl, 
saturated with chlorofonn. The chymotryptic hydrolysate 
was fractionated on a Sephadex G-100 column (200 x 2.5 cm) 
quilibrated and cluted @th 0.01 M HCI, saturated with 
chloroform. The large hydrophobic tryptic peptides were 
separated by reverse-phase iiquid chromatography on a 
column of C,, p Bondapak (Waters Associates) using a 
Waters Associates ALC/GPC 244 apparatus equipped with 
a U6K sample injector and a Cecil 212 variable-wavelength 
ultraviolet monitor. The column was quilibrated in 0.05% 
trifluoroacetic acid containing 10% acetonitrile (v/v). The 
peptides were eluted with a linear gradient of 10-50% of 
acetonitrile in 0.05% trifluoroacetic acid. The small 
hydrophilic tryptic peptides were separated by ion-exchange 
chromatography on a Çhromobeads P column (Technicon 
Corporation) as described in [6]. 

Sequence analysis. Automated Edman degradation of 
large peptides was carried out in a Beckman 890 C sequencer 
using a dirnethylbenzylarnine program (082773) (141 or a 
dimethylallylamine program (102974) in the presence of 
polybrene [i S. 16). Small peptides were sequenced by manual 
Edman degradation [17]. The phcnylthiohydantoin de- 
nvatives of amino acids were idcntified by high-pressure liquid 
chromatography as describecl in [7j. 

Nomenclature of peptides. Peptides obtained by cleavage 
of the protein at glutamyl residues with the V8 staphylococcal 
protease were designated SP-. Chymotryptic and tryptic 
peptides were designated by Ch- and T- respectively. Peptides 
were numbered according to their position in the sequence 
of the protein. 



RESULTS 
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HZB and H3 . . 

Bio-Gel P 10 chromatography of whole histone from 
Siptntculirs erythrocyte yielded four fractions (Fig. 2A). 
Histone H2A was obtained free of contamination in fraction 2 
(Fig. 2 B, slot 4). Histones H l  and H4 were also obtained 
directly in pure form from fractions 1 and 4 respectively 
(Fig. 2 B. slots 3 and 6). Fraction 3 is a mixture of histones 
H2B and H3 (Fig. 2B, slot 5). On polyacrylamide gel 
electrophoresis at pH 3.2 in 6.25 M urea, histone H2A 
appears as two bands stained with approximately the same 
intensity. At this concentration of urea, the electrophoretic 
migration of H2A is intermediate between that of 1-13 and 
H2B. In 2.5 M urea at pH 2.7, H2A comigrates with H2B 
(Fig. 2 B. slots 7 and 8). Of the two bands of Sipunculus H2A 
which are observed in gel electrophoresis at acidic pH 
(Fig. 2 B. slots 4 and 7), the slow-moving one corresponds 
to mono-phosphorylated H2A, whereas the fast-moving band 
represents the non-phosphorylated H2A. The phosphate 
group was shown to be located on the serine residue at the 
amino terminus of the protein, following the isolation of the 
amino-tenninal tryptic peptide T-la, AcSer(P)-Gly-Arg. 

Table 1 shows the amino acid composition of sipunculid 
histone H2A. By comparison with calf homologous histone, 
the sipunculid histone H2A is c h a r a c t e M  by a higher 
content of serine and isoleucine, a lower content of threonine, 
glutamic acid, alanine, valine, kucine, lysine and arginine, 
the presence of one residue of methionine and the lack of 
t no  residues of histidine. 

Sipunculid histone H2A has a blocked amino group as 
established as acetyl by hydrazinolysis followed by dansyla- 
tion of the tripeptide AcSer-Gly-Arg T-1 b generated by -tic 

f 
2.0 - A 

Hl 
1.5 . ' 

hydrolysis of the protein. The carboxy-terminal sequence of 
histone H2A was established as -Lys-Ser-Lys after digestion 
with carboxypeptidases B and A. 

With the method of automated sequencing, the strategy 
used for the determination of the primary structure of 
sipunculid histone H2A was firstly intended to produce a 
minimum of large adjacent or overlapping fragments by 
highly specific or limited enzymatic cleavages (Fig. 3). 
Secondly, tryptic hydrolysis of the protein generated small 
peptides (see Table 2) which were used to confirm the 
structural data provided by the automated sequencing of the 
large fragments. 

Thus, the cleavage of sipunculid histone H2A at glutamyl 
residues yielded four fragments which were separated on 
Bio-Gel P 10 (Fig. 4). Their amino acid compositions are 
presented in Table 1. Fragments SP-1, SP-2, SP-3 and SP-4 
together accounted for the total number of residues present 
in the protein. Since the peptide SP-1 contains most of the 
serine, glycine and arginine residues found in histone H2A, 
it obviously originates from the amino-terminal region of the 
protein (residues 1-55). As observed previously in V8 
staphylococcal protease hydrolysates of histones H4 and 
H2A, the N-acetylserine midue present at the amino terminus 
of the fragment SP-1 was found to be partially deacetylated. 
The fragment SP-1 was therefore successfully submitted 
to automated Edman degradation over 33 steps (Table 3, 
Fig. 8). The sequence of the fragment SP-2 (residues 56-63) 
was established by manual Edman degradation (Fig. 8). The 
peptides SP-3 (rcsidues 64-91) and SP-4 (residues 92-123) 
were completely sequenced by automated Edman degradation 
(Tables 4 and 5, Fig. 8). The carboxy-terminal position of 
SP-4 was ascertaineci by digestion of the peptide with 
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Fie. 2. (A) Bio-Gel PI0 chromatography and ( B )  elecrrophoreric analysis of whole histone from sipunadid erythrocyre. (A) 100 mg of material 
uere dissolved in 6 ml 6 M guanidine chloride, 0.1 M Tris, pH 8.0. 5% 2-mercaptoethanol and kfk under nitrogen at room temperature for 
24 h before chrornatography. The solution was then centrifuged and applied to a Bio-Gel Pl0 column (150 x 5 cm) quilibrated and eluted 
uith 0.01 M HCI saturateci with chloroform. The fiow rate was 60ml/h and 18ml - fractions wcre collated. (B) Fractions obtained in A 
uere subjected to ckctrophorcsis on polyacrylamide slab gels (15 x IO cm) at 22 mA for 3 h at pH 3.2 in 6.25 M urea (Ianes 1-6) and at 
pH 1.7 in 2.5 M urea (lanes 7, 8) [IO]. Migration was top to bottom. Slabs were stained for 60 min with 0.5% Coomassie blue R in aœtic 
acid ethanollwater (1 : 2: 7, by vol.) and datained by diffusion in the mixture aatic acid/ethanol/water (7 : 20 : 73, by vol.). Lane 1 ,  whole 
histone from calf thymus; lanes 2 and 8, whole histone from sipunculid erythrocyte; kne 3, peak 1 from A;  lanes 4 and 7, peak 2 from 
A : lane 5. peak 3 from A; knc 6. peak 4 from A 
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Table 1. Anrino a d  mmpositim of sipuncuiid erythrocy& histone H2A aud of peptides used f w  the sequnn &terminarion 
Results are expresscd as n u m k  of miducs per molecuk of protein or pptide. Values in p a r c n t b  arc residues per molecule derived 
from the final scquenœ; thex for threonine and &ne, in the protein, are zero-timc extrapolations 

Amino acid Histone H2A SP-1 SP-2 SP-3 - SP-4 Ch-1 Ch-2 
(raiducs (resid. (midues (Radues (residues (residues 

calf Ppunculid 1 - 55) . 56 - 63) 64-91) 92-123) 31 -123) 85-123) 

Aspanic acid 
Threonine 
Serine 
Glutamic acid 
Proline 
Glycine 
Alanine 
Valine 
Methionine 
lsoleucine 
Leucine 
Tyrosine 
Phen'lalanine 
Histidine 
Lysine 
Arginine 

Number of residue 129 123 55 8 28 32 93 39 

' This value is low due 10 inamplete cleavage of an Ik-Ile bond. 

Alr Ch-2 Lys(0H) 

N-Aatyl-&r His Glu Glu Gl u LyslOH) 
I I 

1 30 55 63 91 123 

Se r SP- 1 Glu 
I 1 

1 

VB Strphylowccal  proterse 

55 

92 123 

Fig. 3. Strateg~ used for the derennination of the amino acià sequence of the sipuncuiid erythrocyte histone H2A 

carbosypeptidases B and A. Its carboxy-terminal sequence 
Ras established as -Lys-Ser-Lys; it corresponds to the 
carbosy-terminal sequence of the protein. 

The alignment of fragments SP-1, SP-2 and SP-3 was 
obtained from a structural study of the large chymotryptic 
peptides pnerated by limited hydrolysis of the sipunculid 
histone H2A with chymotrypsin. Hydrolysis was carried out 
at high ionic strength (0.5 M NaCI) which allows the protein 

to have a maximum of secondary and tertiary conformations 
(globular structure), thus making most of the potential 
cleavage sites located in the organized domains of the histone 
H2A inaccessible to the coqme. The fractionation of the 
îimited chymotryptic hydrolysate on Sephadex G-100 yielded 
two large peptides Ch-1 and Ch-2 which were eluted in 
peaks 2 and 3 respectively (Fig. 5). Peptide Ch-1 although 
slightly contaminateci by a smaller peptide, was used without 



1 1 S. t I l  I P L C  

2 1 - C I I  54 I P L C  

3 3 Ar8 59  IPLC 

. 4  b QiY U I P L C  

5 5 LYS J* mnc 
6 6 CLY 5 1  I P L C  

1 7 CiY 6 5  I P L C  

O S LI. >* I P L C  

9 9 A l i  4 1 I P L C  

10  10  LI* 3 3  W ~ L C  

I l  I l  CtY b 5  I P L C  

12 . 1 1  LI. Jb I P L C  

13  13  Se  r b I P L C  

14 84 LI. 29 I P L C  

15  8 5 L t  b I P L E  

1 6 86 ArS 34 I P L C  

I l  1 1  S. r 1 I P L C  

IS  I S  Se * 1 I P L C  

19 1 9 AIS 3 1  IPLC 

20 1 0  Al. I l  I P L C  

21  21  C l 7  2 4 I P L C  

1 2  . 2 2  i.i 13  I P L C  

1 3  2 1  51. 15  I P L C  

14  24 Ph. 3 I P L C  

25  2 5  P r o  6 .  I P L C  

26  1 6  I.1 I P L C  

1 7  2 7  CIY 2 3  I P L C  

II 2 8  Ara 14 IPLC 

29 29 11. 9 I P L c .  CC 

JO 1 0  m i *  I P L C  

3 1 31 .PLC 

3 1  32 L.i 6 I P L C  

3 3  3 3  Lir 9 I P L C  

IPLC.  D..bl. i d . . c i I i c a c i r  e f  pb..~Itbi.byd.mteI.. e f  mirno a c i d e  by h i ~ h  

pt.s.ur. l i q - i d  ~ b . ~ . t . ~ r . p b y  .. ee1.m.m e I  Cl) t8Bomd.p.k and o f  cysno- 

pr.py1.il.i. I l l .  251. 

CC. I d e i c i f  i e a t i o a  by 8.. ~ b r e m o t ~ g r a ? b y  126 1. 

Cyel. ..mb.r W s i d i .  i m m b e r  h s i 4 u .  l i e l d  I&mcific.tion 
"O 1 

1 66 L.u I I 7 2  I I iLC 

2 6 5  Al. 632 I P L C  

J $6 C1Y 652 I P L C  

4 6 1  A. e 471 I P L C  

5 bS Al. 4 8 1  I P L C  

6 69  AI. 553 I P L C  

1 1 0  .II 549 I P L C  

8 1 1  A'? 109 I P L C  

9 1 2  A. D 411  I P L C  

10 73 L? * I I 1  8 P L C  

I I  14  LI. 20 1 I P L C  

12 1 5  T h r  b l  I P L C  

I l  1 6  A r s  242 I P L C  

Ib  7 7 I I *  135 I P L C .  CC 

15  1 8  Il. 104 I P L C .  CC 

16 79 P r o  104 I P L C  

I l  SO 4.S 195 WPLC 

I I  S I  II. I P L C  

I* O2 L.. 111  I P L C  

20 OJ C 1 i  5 7 I P L C  

2 1 84  L.r 20  1 IPLC 

1 2  8 5  AL* I I I  I P L C  

1 3  B6 II .  I J I  I P L C .  CC 

24 8 1  A*. I l 7  I P L C  

1 5  #S A** 55 I P L C  

1 6  8 9  A*? 49 I P L C  

21 9 0  C l u  5 I P L C  

28 I C l "  9 I P L C  



Efftwnt (ml) 

Fig. 4. Elution ofpattern of V8 staphylococcal proreme fragments of 
sipunculid histone H2A fractionated on Bio-Gel PlO. The column 
(1 50 x 5 cm) was equilibrated and eluted with 0.01 M HCI saturated 
with chloroform. Fractions of 18 ml wcrc collected at a flow rate of 
72 ml 'h 

1 HZA 
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Fig. 5. Elution pattern ofpeptides generated by limited chymotryptic 
h.t,drolysis of sipunculid histone H2A. ïhe peptides were fractionated 
on a column of Sephadex G-100 (200 x 2.5 cm) equilibratad and 
eluted with 0.01 M HCI saturated with chloroform. Fractions of 
4.7 ml were collected at a ilow rate of 14.2 ml/h 

further purification. Peptide Ch-2 was purified by chromatog- 
raphy on a carboxymethyl-cellulose column as described in 
(181. Their amino acid compositions are given in Table 1. 
Peptide Ch-1 (93 residues) corresponds to the C-terminal 
two-thirds of the H2A molecule (residues 31 - 123). 32 steps 
of automated Edman degradation were performed on pep- 
tide Ch-1 (Table 6). The identification of two phenyl- 
thiohydantoin derivatives of amino acids at each step 
of the degradation revealed that peptide Ch-1 was con- 
taminated by a peptide (peptide Ch-la, rcsidues 34- 123) 
obtained from the partial cleavage of the protein at leucine 
33 (Fig. 8). Peptide Ch-2 (39 residues) clearly originates from 
the carboxy-terminal part of histone H2A as shown by its 
high content in aspartic acid and glutamic acid and its low 
content in arginine. It is generated by partial cleavage of the 
protein at leucine 84. Its amino-terminal sequenœ established 
by ten steps of automated Edman degradation (Table 7), 
provided the data necessary to align fragments SP-3 and SP- 
4 (Fig. 8). 

Al1 the data obtained from automated Edman degradation 
of staphylococcal protease fragments and of chymotryptic 
fragments were confirmeci by structural studies of tryptic 
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Tabla 6. Aufomtrd  E d œ u  Otpr idaL io*  O( peptide CC-1 

Cycl. naje, p e p t i d e  Cb-1 nlmmr p p t i d .  C b - l a  
I h f i f i ~ . l l ~ "  

Ibr L s i d W  L s i k  l1.U Lsih. L s i k  l i e l d  
. ~ k l  -1 h r  -1 

1 31 Ar8 2 s  Y 6- - I U C  

2 31 I z u  40 P Lys IO ..Lc 

1 13 I zu  Y9 36 Cl, 31 WLC 
4 Y Ars 140 37 As. 25 I? lK 

s II LI. 46 38 ip 42 mc 
6 16 Cl, 46 19 Ni 49 U L C  

7 Il hi 37 40 CLU 12 1m.C 

8 18 Tyr 48 41 81 llhC 

1 n AI. 53 2 II. - mm. a 
IO 40 Glu - 43 Cly 48 i n e  
II 41 Ars I N  U P. 13 I I n C  

12 42 l i e  13 45 Cl, 28 -K. a: 
I I  41  C l y  48 46 A l i  48 mc 
14 U AI. - 47 h m  - .rrC 

1s 45 511 41 U v.1 - m c .  GC 

16 46 Al. 44 49 Tyr 24 YILC 

17 67 P  J I  50 L." 21 m. CC 

18 U Val - 51 U a  27 ULC. CC 

19 49 T ~ C  52 Y Y. 47 nnc. CC 

l0 S Izu 41  53 1.l - .US. CC 

11  SI A  Y Y -  =. GC 
22 52 Y 41 55 51. - IW. CC 

21  3 v.1 - 56 Tm I I  W C .  CC 

24 Y -  57 Izr 27 mm. cc 
25 55 C l u  I> Y Al. P lW 

26 Y lyr 1 59 Y. 23  llLc 
27 57 UV n CD CI. 6 mnc. a 
t 8  58 Al. U 61 - VLC 

n 59 AI. 17 u L." I I  1- 

IO LO Clu 14 63 Cl. - IILC. CC 

I I  61 V.l - U L." 18 WU. CC 

31 U Ui 26 U Y. 16 IW 
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3 87 Ar8 13 *WC 
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Fie. 6. Elution pattern of tryptic peptides from sipunculià histone H2A. 
The peptides were fractionatcd on a column of Chromobeads P 
(60 x 0.35 cm) with pyridineflonnate and pyndine/acetate buffen [6]. 
Fractions of 5.5 ml were collected at 33 ml/h. Peptides are numbered 
according to their position in the sequcnce of the protcin. Hatched 
peaks corresponds to argininecontaining peptides 

3 .  i I I 
O 30 60 90 

Effluent (mil 

Fie. 7. Elitrion pattern of large hydrophobic tryptic peptides of histone 
H2.4 , fracrionated b j  reverse-phase high-pressure liquid chromatogra- 
plij.. The insoluble material forrned upon acidiiication of the tryptic 
hydrolysate (1 mg) was loaded on a column of C,,.p Bondapak 
(0.39 x 30 cm) quilibrated with 0.05% trifluoroaatic acid. The 
column was eluted with a linear gradient (----) from 0-50% 
acetonitrile in 0.05% trifluoroacetic acid. Fractions of 1.2 ml were 
coliected at a flow rate of 2 mllmin. The elution of peptides was 
monitored at 210 nm. The peptides were numbered according to 
their position in the sequena of the molecule. 

peptides generated from the native protein. The elution 
diagram of the small tryptic peptides separateci on 
Chromobeads P is shown in Fig. 6. The separation of the 
large hydrophobic tryptic peptides by reverse-phase liquid 
chromatography is presented in Fig. 7. The amino acid 
composition of tryptic peptides is given in Table 2. Two 
peptides indicated in Fig. 6 by T-la and T-1b were found to 



1 1 O 20 
Ac-Ser-Gly-Arg-Gly-Lys-Gly-Gly-Ly s-Ala-Lys-Gly-Lys-~r-Lys-Ser-Arg-~r-Ser-Arg-Ala-Gly-fmu-Gln-Phe-Pro-Val- 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
SP- l 

+ + + + + + +  
SP- 1 

Pro-Asn-Ile-Gln-Ala-Val-Leu-Leu-Pro-Lys -Lys-Thr-Gln-C-Çer-=(OH) 

- 
7 

di- I 

Fie. 8. lllignmenr of pepriàes midamino acid sequence of Sipunculus histone H2A. Methods uscd for determination of the sequence of peptides 
are indicated as follows: -, manual Edman degradation; -, carboxypeptidasc hydrolysis; + + +, automated Edman degradation; SP-. 
peptides obtained by cleavage of the protein with the V-8 staphylococcal protcase; Ch-, chymotryptic peptides; T-, tryptic peptides 

have an identical composition: Ser,, Gly,, Arg,. Both have 
a blocked amino terminus. The blocking group was identified 
as acetyl after hydrazinolysis followed by dansylation. T-la 
differs from T-lb by the presence of a phosphate group 
bound to serine. O-Phosphoserine was also identified in 

' sipunculid histone H2A. The 6!4 molar ratio in which T-la 
and T-1 b were found in the H2A tryptic hydrolysate indicates 
that about 60% of the sipunculid H2A molecules are 
phosphorylated at serine 1. Peptide T-2, Gly-Lys-Gly-Gly- 
Lys. \tas obtained together with peptides T-2a,Gly'Lys6, 
and T-2b. Gly6-Gly-Lyss. The incomplete cieavage of the 
bond LysS-Gly6 led us to suspect the presenœ of an aœtyl 
group on lysine 5, which is known to be a site of aœtylation 
in histone H2A. However. when peptide T-2 was submitted 
to four steps of manual Edman degradation no phenylthio- 
hydantoin derivative of E-N-acetyllysine was found at the 
second step. 

Peptide T- 12 (residues 42 - 70) was used to align peptides 
SP-1, SP-2, SP-3 and to ascertain the presenœ of a methionine 
residue at position 54 (Fig. 8). 

DISCUSSION 

The amino acid sequenœ of sipunculid erythrocyte histone 
H2A (123 residues) shows by comparison with that of calf 
thjmus H2A 13 substitutions and 6 deletions (Table 8). 
Changes occur mainly in the basic amino-terminal and 
carbosy-terminal regions of the protein (sequences 1 - 19 and 
118- 123 respectively) which are the pnmary DNA-binding 

sites : thus a sequence of five amino acids (residues 122 - 126 
in cal0 is deleted in sipunculid histone H2A. They do not 
a k t ,  however, the overall electrical charge of these regions. 
Moreover, the respective positions of the basic residues 
in the sequenœ 1-20 remain unchanged. Eight of these 
substitutions are consewative. Four substitutions and one 
deletion are observed in the sequenœ 1 - 19. The deletion of 
the glutamine residue at position 6 leads to complete 
structural identity between the amino-terminal sequences 
(residues 1-8) of histones H2A and H4. The deletion of the 
two residues of histidine (at positions 123 and 124 in the calf 
histone) has ülso been found in other marine invertebrates 
[6-91 and in fish [19]. From NMR spectroscopy data. this 
deletion does not produce any noticeable effect on the tertiary 
structure of histone H2A [20]. Seven substitutions take place 
in the highly organized region of sipunculid H2A (residues 
20- 117) which strongly interacts with histone H2B to form 
the dimer H2A-H2B. One of them is not conservative and 
involves the replacement of a polar charged residue by a 
neutral polar residue (Ly~~~-+Gly~ ' ) .  The substitution 
Val+lle which occurs at position 30 has already been 
obsewed in cuttelfish H2A [l and in wheat histone variants 
HU-1, H2A-2 and H2A-3 [21], whereas the substitution 
Leu-+Met at position 54 was also found in H2A from 
cuttelfish and starfish [7,9]. 

In sipuncuiid erythrocyte chromatin, about 60% of the 
H2A molecules were found phosphorylated at serine 1. Both 
forms of sipunculid H2A, phosphorylated and not phos- 
phorylated, were obtained together free of contamination 



through a single step of fractionaiion of whole histone by 
chromatography on Bio-Gel P10. On polyacrylamide gel 
electrophoresis at acidic pH sipunculid H2A appears as 
two bands stained with approxirnately the same intensity. 
Phosphorylation of the amino-terminal N-acetylserine residue 
of histone H2A has bcen observcd m vivo, in cultured œlls 
(22) and regenerating rat liver (231. In vitro, serine-¶ and 
serine-19 were found phosphorylated at the same extent in 
calf and rat chloroleukemia H2A [24]. Generally it has been 
suggested that H2A phosphorylation might be correlated 
with heterochromatin condensation 125.261. The phosphory- 
lation of sipunculid erythrocyte H2A could probably be 
related to nuclear inactivation and chromatin condensation 
following the observation that H2A is the only histone in 
avian erythrocyte which continues to be phosphorylated 
during the iate stages of rad ceIl maturation 1271. However, 
to Our knowledge, the physiological phosphorylation of 
histone H2A to such an extent (60%) has never been 
observed previously. On the other hand this high rate of 
phosphorylation of sipunculid H2A, together with variations 
in the primary sequence of H2A and H2B could be related to 
a smaller repeat length (177 i- 5 base pairs) of nucleosomal 
DNA in the chromatin of Sipunnilus nudus as suggested 
previously by Mazen et al. [2]. 
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COMMENTAI RE 

La molécule d ' h i s t o n e  H2A renferme t r o i s  domaines s t r u c -  

t u r a u x  : 

- L e s  e x t r é m i t é s  N- e t  C-terminales ( r é s i d u s  1 à 18 e t  119 

à 129) s o n t  r i c h e s  en a c i d e s  aminés bas iques  e t  s o n t  dépourvues 

de s t r u c t u r e  organisée .  

- La zone c e n t r a l e  (19 à- 118) renferme deux séquences très 

hydrophobes (43-71 e t  100-119). C e t t e  r ég ion  i n t e r a g i t  fo r tement  

avec l ' h i s t o n e  H2B (32-125) comme l ' o n t  montré Maurice COUPPEZ 

(Communication pe r sonne l l e )  e t  MOSS e t  c o l l .  (1976) e t  possède 

une conformation g l o b u l a i r e .  L e s  mod i f i ca t ions  de séquence dans  

cette rég ion  s o n t  rares e t  de n a t u r e  conserva t ive .  

BOHM e t  co11. (1980,1984) o n t  montré que les 11 r é s i d u s  
N-terminaux e t  les 10 r é s i d u s  C-terminaux s o n t  exposés dans l a  

chromatine. 

La p l u p a r t  de s  m o d i f i c a t i o n s  observées  dans l a  séquence 

des  h i s t o n e s  H2A é t u d i é e s  dans n o t r e  l a b o r a t o i r e  (F igu re  17) 

s o n t  l o c a l i s é e s  dans  les r ég ions  N- e t  C-terminales bas iques .  

L ' h i s t o n e  H2A de l ' é r y t h r o c y t e  de S iponc le  comparée à l ' h i s -  

tone  homologue de thymus de Veau p r é s e n t e  q u a t r e  d é l é t i o n s  e t  

douze s u b s t i t u t i o n s  dont  s i x  s o n t  conse rva t ives .  

" La d é l é t i o n  d 'un  r é s i d u  de glutamine en  p o s i t i o n  6 (H2A 

de thymus de Veau) condu i t  à une i d e n t i t é  s t r u c t u r a l e  complète 

des  h i s t o n e s  H2A e t  H 4  ( r é s i d u s  1 à 8 ) .  

" La d é l é t i o n  de deux r é s i d u s  d ' h i s t i d i n e  dans l a  r ég ion  

C-terminale est une c a r a c t é r i s t i q u e  des  h i s t o n e s  H2A d ' Inve r -  

t é b r é s  marins  (F igure  1 7 ) .  C e t t e  mod i f i ca t ion  n ' a  pas  d ' i n -  

f l uence  s u r  l a  s t r u c t u r e  t e r t ia i re  de l a  molécule (BRADBURY 

e t  c o l l . ,  1975) . 



ESPÈCES P O S I T I O N  D E S  R É S I D U S  

VEAU Gln-Gly-Gly-Lys-Ala-Arg-Ala-Lys-Ala-Lys-Thr-Arg-Ser-Ser-Ary- -Val- -&u- -Glu- -Val- 

RAT -Thr/ser- 

POULET -Sr- 

OURS 1 N --- -Ah- -Gly-Lys- -Ser- -Phe- -Asn- 

E T O I L E  DE MER -- -Ser- -Ser/Aia- -Ph- -Glu/Gln- 

S 1 PONCLE -- -Lys-Gly- -Sr- -sr- -Il@- 

SE 1 CHE --- -Val-Lys-Gly- -Sr- J ï k -  -1le- -Gin- 

ESPÈCES P O S I T I O N  D E S  R É S I D U S  

VEAU & -&u- -Thr -1le- -Thr- -1le- -Gly-Lys/*- -Glu-Ser-His-His-Lys-Ala-Lys-Gly-Lys (OH) 

RAT -LYS/*- 
12 8 

POULET 

OURS 1 N -Ala- 

E T 0  1 LE DE MER &u/Açx- -Mt- -=a- 

-Lys- -Rsp -- -Ma-L s (OH) 
1x5 

-Gly - -Gly-Ser -- -- Lys-Ser - Sr-L s (OH) 
-AsIl- --- M a  --- -- 1x4 

-Ser-Gly- Lys-Ala - Ala-L (OH) 1E 
S 1 PONCLE 

SEICHE 

-Mt- -A16 -Val- -Ser-Gly- -- - - Lys - -- Ser-L s (OH) 
<ln --- -- -- 1x4 

-Mt- -Ma- -Val- -Sr- -SeMly- Lys-Ala -- Ala-Lys(0H) 

FIGURE 17 COMPARAISON DES SEQUENCES D'HISTONES H2A ETUDIEES AU LABORATOIRE 

Les délétions sont indiquées par --- 



:: L 'h i s tone  H2A de l ' é r y t h r o c y t e  de S iponc le  renferme un 

r é s i d u  de méthionine en  p o s i t i o n  54 comme les h i s t o n e s  homolo- 

gues  de gonades d l E t o i l e  de m e r  (MARTINAGE e t  c o l l . ,  1983) e t  

de Se iche  (WOUTERS-TYROU e t  co11.,1982). D e s  v a r i a n t s  de l ' h i s -  

t o n e  H2A i s o l é e s  du thymus de Veau, de l ' é r y t h r o c y t e  de P o u l e t  

(URBAN e t  c o l l .  , 1979) , d e s  c e l l u l e s  de leucémie de FRIEND 

(BLANKSTEIN e t  c o l l .  , 1977) e t  d'embryon d 'Ours in  (SCHAFFNER 

e t  c o l l . ,  1978) con t i ennen t  un r é s i d u  de méthionine en p o s i t i o n  

51. 

Comme le  r é v è l e  l a  f i g u r e  17 : 

:: L e s  p o s i t i o n s  16 e t  99 s o n t  des  si tes p r i v i l é g i é s  de  

s u b s t i t u t i o n .  Dans t o u t e s  les h i s t o n e s  H2A d ' I n v e r t é b r é s  marins  

(Ours in ,  Se iche ,  E t o i l e  de mer, S iponc le )  le  remplacement d 'un  

r é s i d u  de l y s i n e  en p o s i t i o n  99 (H2A de thymus de Veau) p a r  un 

r é s i d u  de g l y c i n e  a c c r o l t  de q u a t r e  r é s i d u s  l a  longueur de  l a  

zone hydrophobe C-terminale (100-117, H2A de Veau ; 95-116, 

H2A de S iponc le ) .  

:: L a  séquence 78 à 97 q u i  renferme une séquence Asp-Glu-Glu- 

demeure i n v a r i a b l e  chez t o u t e s  les espèces  é t u d i é e s  : cela est  

s a n s  doute  l i é  aux c o n t r a i n t e s  imposées p a r  les i n t e r a c t i o n s  

avec  l ' h i s t o n e  H2B. Maurice COUPPEZ a montré que l ' i n t e r a c t i o n  

des  r ég ions  18-118 de H2A avec l a  rég ion  32-125 de H2B e s t  en 

p a r t i e  a s s u r é e  p a r  d e s  l i a i s o n s  ion iques  car e l le  est d é t r u i t e  

e n  m i l i e u  GuCl 1 M  à pH 2.0 mais non à pH 6.8. 

L e s  mod i f i ca t ions  pos t - syn thé t iques  de l ' h i s t o n e  H2A s o n t  

s i t u é e s  dans  l a  r ég ion  N-terminale ( a c é t y l a t i o n  du r é s i d u  de 

l y s i n e  en  p o s i t i o n  5,  phosphory la t ion  de  l a  s é r i n e  1 (MARTINAGE 

e t  c o l l . ,  1980) ou dans les r é g i o n s  c h a r n i è r e s  e n t r e  l a  zone 

s t r u c t u r é e  e t  les e x t r é m i t é s  bas iques  N- e t  C-terminales (Figu- 

re 2) (phosphory la t ion  de  l a  s é r i n e  19, l i a i s o n  de l ' u b i q u i t i n e  

au r é s i d u  de l y s i n e  119) .  L 'h i s tone  H2A de l ' é r y t h r o c y t e  de S i -  

poncle  es t  phosphorylée s u r  le  r é s i d u  de N-acétyl-sér ine  N - t e r -  

minal  à un t a u x  de 60%. GURLEY e t  WALTERS (1973) ,  HALLECK e t  



GURLEY (1980) ont suggéré que la phosphorylation de l'histone 

H2A pourrait être reliée à la condensation de l'hétérochroma- 

tine. La phosphorylation de l'histone H2A de l'érythrocyte de 

Siponcle pourrait étre liée à l'inactivation et à la condensa- 

tion de la chromatine si l'on peut généraliser ce qui a été ob- 

servé dans la chromatine de l'érythrocyte de Poulet par RUIZ- 

CARILLO et coll. (1976) , dans laquelle l'histone H2A est la 
seule a étre phosphorylée jusqu'aux derniers stades de la matu- 

ration erythrocytaire. 

Plusieurs espèces animales et végétales renferment des 
l 

variants de l'histone H2A : Veau, Rat, Souris (tissus normaux 

et cancéreux) , Poulet, cellules Héla (BLANKSTEIN et coll., 1977, i 
LAINE et coll., 1976). Trois variants sont présents dans le 

germe de blé (Triticum aestiuum) (RODRIGUEZ et coll., 1979) . Ils 
sont caractérisés par une extension de la séquence amino-termi- 

nale par comparaison avec la structure primaire d'une histone 

H2A d'origine animale. Une histone H2A allongée de 40 résidus 

du côté N-terminal a été caractérisée chez Phy sarum po Zy cepha-  

Zum (CHAMPAGNE et coll., 1982) . La présence de ces variants 
d'histones introduit une hétérogénéité importante dans la struc- 

ture nucléosomique. Certains nucléosomes pourraient ainsi faire 

l'objet d'une reconnaissance spécifique par les enzymes de la 

réplication et de la transcription. Dès lors ces variants d'his- 
l 

tones (18 en général présents en faible quantité, excepté ceux 

apparentés à l'histone Hl) ne se limiteraient plus à ordonner ~ 
la structure de la chromatine mais seraient aussi impliqués 1 

dans son fonctionnement. 
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Mstmc-1. The basic proteins, histones and protamines, from the emitted rpcrm of thc amelid 
Plarynereis dumerilii have been isolated and charactmzed. 

2. The somatic c o n  histones arc maintaincd in the chromatin of Platyncreis spennarozw. 
3. Four Bpecific histones Hl  have been identified. Two closely related proteins of them arc charac teM 

by their low M, (2 13,000) and constitute 80% of 5% PCA soluble material. 
4. Besides a histone complement, the spcrm chromatin of Plarynereis encloses two closely related 

protamines of M, 7000 which contain 50"A of arginine and rcprescnt 1% of the total basic proteins of 
this chromatin. 

5. Plarynereis dumerilii spem al ls  can be used as a mode1 system for understanding the compaction 
of chromatin in case of coexistence of particular histones Hl and protamines. 

INTRODUCIION Prepararion of sperm nuclei 
Al1 subsequent opcrations wcrc carried out at 4OC. Sperm A great vanability has been found in the proteins was separad from by filtration Nylon cloth 

associated with the DNA in spermatozoa. Typical JOO pore @urieux, Fnuicc). addition of ml 
protamines have been isolated frOm the sperm of of iPr2PF (1% in propane-2-01, w/v) pcr iiter of sperm, the 
iishes (Vendreli et al., 1965; Ando et al., 1973; sperm ~ I I S  were collecd by centrifugation at 4000g for 
Sautière et al., 1981), birds (Nakano et al., 1976), 15 min. The supernatant mostly consisting of coelomic fluid 
mammals (Calvin, 1976; Kistler et al., 1976; Mont- was discarded. 
foort et al., 1973), insect (McMaster-Kaye and Kaye, n i e  s~erm ah washed twice in 5 mM Tns-HCI 
1976) and it seemed that they are present in amphib- b d e r ,  pH 7.6 containina 0.35 M NaCl and 0.1 m~ ~ P ~ , P F  
ians and reptiles too (Kasinsky et al., 1978). On the A)- Sperm - then homOgeniztd in bufier A 

other hand, histones have also been found in the ~ C ~ ~ e ~ ~ ~ n ~ i n ~ ~ ~ I ~ ~  , " ~ ~ U ~ ~ ~ . O ~ $  

chromatin of spermatozoa in some fishes (Subirana et applied onto two SU-std layen of .1 and 
al., 1975; Munoz-Guerra et al., 1982) and batrachians 2.2 M suaose in b d e r  A containina 0.5% 
(Alder and Gorosky, 1975). In crustaceans (Sellos Triton X-100, at 32,0001 for 90min in a SW-25-1 rotor 
and Le Gai, 1981) and echinoderms (Palau et al., (Bcckman Spinco). Flagella were gathercd at the top and 
1969; Van Houtte-Durand et al., 1977), histones and pure nuclei at the bottom of the 2.2 M sucrose layer. 
histone-like proteins are found. In molluscs, different 
basic proteins have been observed (Subirana et al., 
1973; Subirana, 1975; Colom and Subirana, 1979). 

Little information has been obtained on manne 
invertebrates and in particular on annelids. The 
maintenance of histones in the chromatin of the 
invertebrate sperm ce11 and the presence of additional 
histones or protamines give us information on the 
mechanism of condensation of the DNA in this 
nucleus with compact chromatin. 

MATERIALS AND METHODS 

Collection of mimals 
Manne annelids were fished at the "Station Biologique 

d'Arcachonw (France) at the beginning of July. Male woms 
were placed in a bucket and the cmission of sperm was 
obtained by thermic shock in the pmence of a few females. 

Abbreviations: iPrJ'F, diisopropyüîuorophosphate; dansyl- 
5-dimethyiaminonaphthalene-1-sulfon yl. 

Preparorion of chromarin 
Chromatin was prcpared either from purified nuclei or 

from spenn alls. Spenn œlls or nuclei were resuspended in 
buîier A (containing 0.1 mM iPr,PF) and h o m o g e d  in a 
Sorvall Omni-Mixer (three times at 200 V for 2 sec and once 
at 120 V for 20 sec). 

Chromatin was pelleted at 20006 for 30min and the 
yellow supernatant was discarded. The pellet of chromatin 
was washed o n a  with absolute ethanol before extraction of 
basic proteins. The prcparation of chromatin directly from 
sperm œlls had no noticeable eKect on the quality of histone 
prcparations. 

Exrracrion of h i c  proreins 
The chromatin pellet was mspended in 0.25 M HCI and 

basic proteins were extractcd by stimng at 4°C for 2 hr. The 
mixture was then centrifuged l5min at 8000g and the 
proteins were precipitated from the supernatant 4 t h  nine 
volumes of acetone at -20°C during 78 hr. The protein 
precipitate was r e c o d  by centrifugation at 80006 for 
15 min and washed with cold acetone and finally dned under 
vacuum. 

Approximately 840 mg of total basic proteins were recov- 
ered from 300 ml of sperm al ls  provided by 10,000 woms. 
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Prepararion of histones and prolamines 
Fracrionorion of 5% HCiO, soluble basic proieins. Five 

hundred milligrams of total basic proteins were dissolved in 
100ml of 0.01 M HCl. The solution was made 5% (w/v) in 
perchloric acid and left for 1 hr. The pncipitated material 
was recovered by centrifugation at 17,000g for 15inin. The 
lysine-rich histones were precipitated from the supernatant 
by addition of trichloroacetic acid up to a h a 1  concen- 
tration of 18% (w/v) and recovered by centrifugation at 
17,000g for 15 min. The pellet of lysine-rich histones was 
tiien dissolved in 0.01 M HCl, dialysed against 0.01 M HCl 
and lyophilized. Thirty miiügrams of lysine-rich histones 
were dissolved in 2 ml of 6 M guanidinium chloride 1 M 
2-mercaptoethanol in 5 mM Tris-HCI pH 7.6, kept at 20°C 
during 24hr, and applied to a Biogel P-100 colurnn 
(2.6 x 150cm) equilibrated and eluted with 0.01 M HCI 
saturated with chloroform. 

Fractionarion of 5% HClO, insoluble h i c  proreins. The 
material prrcipitated in 5% perchloric acid was dissolved in 
0.01 M HCl, dialysad against 0.01 M HCI and lyophilired. 
One hundred milligrams of this material were dissolvctj in 
2.5 ml of 6 M guanidinium-HCI, 1 M 2-mercaptoethanol in 
5 mM Tris-HC1 pH 7.6 kept at 20°C during 24 hr, bcfore 
application to a Biogel P-10 column (2.6 x 150cm) equili- 
brated and eluted with 0.01 M HCI saturated with chloro- 
form. Further purifications of histone fractions scparated on 
Biogel P-10 and P-100 were achieved through gel filtration 
chromatography on Sephadex G-100 column (2.6 x 150 cm) 
equilibrated and eluted with 0.01 M HCl saturated with 
chlorofom. 

Purifieaiion of proiamines. The protamine fraction ob- 
tained from the Biogel P-10 chromatography was hetero- 
geneous and purified on a column of CM-Cellulose (What- 
man CM-52) (2 x 37 cm) equilibrated with 0.2 M NaCl in 
0.02 M ammonium acetate/acetic acid pH 5.0. The proteins 
were dissolved in the same buffer (Watson er d., 1979; Ausio 
and Subirana, 1982) and applied to the column. The column 
was eluted with a linear gradient from 0.2 to 1.7 M NaCl in 
the acetate buffer. Subfractionation of the protamine frac- 
tion obtained from the CM-cellulose column was achieved 

through high pressure liquid chromatography on a C,, 
~Bondapak column (4.6 x 250 mm) (Waters Associates) 
equilibrated with 0.05% Wuoroacetic acid in water (w/v). 
The c o l w  was eluted with a lincar gradicni of acetonitrile 
in O.OF/, WuoroPcaic ocid ranging from O to 50%. 

Histone and protamine fractions wcrc subjectcd to elec- 
trophoresis on polyacrylamide slab gels (16 x 16cm) at 
22mA for 5hr  at pH 3.2 in 2.5 M urea (Panyim and 
Chalkley, 1969). Slabs were stained ovcrnight with 0.1% 
Amido black in acetic acid/methanol/water (7:20;73, by vol) 
and destaincd by diffusion in the mixture aœtic 
acid/methanol/water (7:20:73, by vol). 

Histone and protamine samples were hydrolysed in 6 M 
HCI at 110°C for 24 and 72 hr in wçuo in the presence of 
one drop of 1% phenol in order to p m t  hydrolytic loss 
of tyrosine. Amino acid analyses wen performed with a 
Beckman Multichrom A amino acid analyser. 

Amino-tennUlal end group onalysis 
Dansylation of the histones and potamines were per- 

formed according to Gray (1972) followed by hydrolysis of 
the labelled proteins for 16 hr with HC16 M. Dansylamino 
acids were identified by thin layer chromatography on 
polyamide sheets (Doolittle, 1977). 

Biogel P-100 chromatography of 5% perchlonc 
acid-soluble proteins from sperm cells of Platynereis 
dumerilii yielded three fractions (Fig. 1A). In acetic- 
urea gel electrophoresis, fraction 1 appears homo- 
geneous and has an intermediate mobility between 
the histone Hl  and the histone H3 from calf thymus 
(Fig. lB, slot 5). Fraction 2 shows two clectro- 

% 
H4-- - * "  - - Spnlo ond SpHlb 

S o t 1  2 3 4 5 6  7 

Effluent (ml) 

Fig. 1. (A) Biogel P-100 chromatography of 5% HCIO, soluble proteins from Piarynereis dumerilii spem 
cells. Fractions of 3.5 ml were collected at a flow rate of 7 ml/hr. (B) polyacrylamide gel electrophoresis 
of 5% HClO, soluble proteins from Plarynereis àumerilii spenn cells. Migration was from top to bottom. 
Slot 1: Platynereis àumerilii whole basic protein. Slot 2: Platynereis dwnerilii 5% HCIO, insoluble proteins. 
Slot 3: Calf thymus whole histone. Slot 4: Plarynereis dwnerilli 5% HClO, soluble proteins. Slot 5: Fraction 

1 of Fig. I(A). SIot 6: Fraction 2 of Fig. l(A). Slot 7: Fraction 3 of Fig. l(A). 
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Table 1. Amino acid compositions of 5% HCIO, soluble proteins from the rperm aUs of Piatynereis dimcrifii . 

Hl from 
Spccif~c Hl from +a urchin H5 fmm 

Hl-l from Hl-2 from amelid rperm Hl from (Strickland et - chicken erythrocyte 
Amino acid uuielid spem uuielid spem SpH1-a SpH1-b alf thymus al., 1980) (Briand et O/., 1980) 

ASP 5.9 6.6 6.6 7.6 2.4 1.6 1.8 
î h r  6.1 6.0 6.3 5.8 3.8 2.0 3.3 
Ser 10.4 11.5 5.6 4.8 5.7 7.7 13 
Glu . 7.0 7.2 2.3 2.4 3.8 2.0 ' 4.4 
Pro 9.7 9.9 6.4 5.9 10.4 8.1 7.1 
G ~ Y  6.6 6.4 5.3 5.2 7.1 4.0 4.8 . 
Ala 11.7 10.8 17.3 16.6 26.4 25.4 15.8 
C Y ~  0.4 0.6 - - - - - 
Val - 4.2 4.3 7.1 6.8 4.2 3.6 3.9 
Met 1.3 1.7 0.3 0.9 - 1.6 0.6 
Lk 3.6 3.5 3.1 3.1 0.9 0.8 3.0 
Leu 4.9 5.6 4.0 3.9 4.2 2 0  4.6 
Tyr 2.0 2.5 1.1 1.5 0.5 0.8 1.7 
Phe 2.3 2.3 2.1 2.2 0.5 0.4 0.6 
LYS 15.9 11.8 24.6 23.4 28.8 28.6 24.1 
His 0.9 0.7 0.9 0.9 - 0.8 1.4 
Arg 7.1 8.6 9.0 8.8 1.4 10.5 10.9 

LysIArg 2.24 1.37 2.68 20.6 2.7 2.20 
Basiclacidic 1.84 1.53 4.92 4.9 11.0 5.90 
N-terminus Blocked Blocked Ala Blocked Pro Thr 

*mo1/100 mol. - 
Amino acid compositions of calf thymus histone Hl, se.  urchin spenn Hl and chickm aythrocytc histone H5 are @ v a  for orparison. 

Al1 mults are exprcssed in molccules p r  cmt molccules of amino acid. Values for thrronine md Jmne in the proteins arc zero-time 
atrapolations. 

phoretic bands with a slightly lower mobility than 
fraction 1 (Fig. lB, slot 6). 

Fractions 1 and 2 have similar amino acid com- 
positions characterized by high amounts of lysine, 
alanine, serine and proline (Table 1). These four 
amino acids represent together about 46% of the total 
amino acids found in each fraction. 

Fraction 3 (Fig. lB, slot 7) shows also two com- 
ponents with an intermediate mobility between that 
of calf histone H2B and that of calf histone H4. These 

two wmponents represent together in weight approx- 
imately 80% of the proteins extracted with 5% 
perchloric acid. The separation of these two com- 
ponents, which were shown to be two variants 
SpH 1-a and SpH 1-b of a sperm specific protein, was 
achieved by sulfopropyl-Sephadex chromatography 
as described by Champagne et al. (1982). Both are 
characterized by high amounts of lysine, alanine and 
arginine which represent about 26, 18 and 10% 
respectively (Table 1). 

O 200 400 600 800 
Effluent (ml) 

Fig. 2. (A) Biogel P-10 chromatography of 5% HCIO, insoluble proteins from Plarynereis dwnerilii sperm 
cells. Fractions of 3.5 ml were collccted at a flow rate of 7 ml/hr. (B) Polyacrylamide gel electrophoresis 
of 5% HCIO, insoluble proteins from Phtynereis dumerilii sperm cells. Migration was from top to bottom. 
Slot 1: Plarynereis dumerilii whole basic protein. Slot 2: Calf thymus whole histone. Slot 3: Plarynereis 
dumerilii 5% HCiO, insoluble proteins. Slots 4,5,6 and 7. wmspond to fractions 2,3,4 and 5 respectively 

from Fig. 2(A). 



Tabk 2. Amino acid wmpositiws of arc-histones from the rprm d s  of Piutynereir k r d i i  

HZA H2B H3 H4 
Amino acid Annclid spcm Calf AMdid spcm C.lf Annelid rpnn Caif Aonclid spcnn Caif 

A ~ P  6.8 ' 6.9 5.3 4.8 4.6 3.7 5.1 4.9 
?hr 4.0 3.8 6.4 6.4 7.5 7.4 7.1 6.9 
Scr 5.6 3.0 8.9 11.2 6.7 3.7 3.4 2.0 
Glu 8.9 9.2 9.0 8.0 10.2 11.1 6.7 5.9 
Pro 4.2 3.8 4.1 4.8 6.2 4.4 1.6 1 .O 
G ~ Y  10.1 10.7 6.7 5.6 5.6 5.2 14.9 16.7 
Ala 11.9 13.0 10.6 10.4 11.5 13.3 7.4 6.9 
CY s O O O O 0 .g  1.5 O O 
Val 5.8 6.1 5.4 7.2 4.9 4.4 7.5 8.8 
Met 1 .O O 1.2 1.6 1.8 1.5 1.3 1 .O 
1 le 5.0 4.6 5.2 4.8 4.9 5.2 5.6 5.9 
Leu 10.6 12.2 6.7 4.8 7.7 8.9 7.8 7.8 
Tyr 2.7 2.3 3.1 4.0 2.3 2.2 3.8 3.9 
Phe 1.4 0.8 2.3 1.6 2.5 3.0 2.1 2.0 . 
His 1.8 3.0 1.9 2.4 1.2 1.5 1 9 2.0 
LYS 11.1 11.5 11.5 16.0 9.3 9.6 10.2 10.8 
Ar.4 9.1 9.2 11.7 6.4 13.0 13.3 13.6 13.7 

L~s/Arg 1.22 1.25 0.98 2.5 0.71 0.7 0.71 0.79 
hsic/acidic 1.39 1.5 1.76 1.9 1.59 1.65 2.03 2.45 
N-terminus blocked blocked Pro R o  Ala Ala blocked blockcd 
*Mol:100 mol. 
tDetennined as cysteic ocid. 
Amino acid compositions of d f  thymus con-histones arc giw for referma. AU rcsulu arc expressai in molsules per m t  molecules of 

amino acids. Vaiues for k n i n c  and serine in ihc protcins arc no-tmie extrapolations. 

Biogel P-10 chromatography of 5% perchlonc 
acid-insoluble material from the sperm cells of the 
annelid Platynereis dumerilii yielded five fractions 
(Fig. 2A). The analytical gel electrophoresis of these 
fractions is shown in Fig. 2(B). 

Fraction 1 mostly of aggregated material was not 
studied further. 

Fraction 2 (slot 4) appears homogeneous and 
corresponds to histone H2A as evidenced by amino 
acid analysis (Table 2). Histone H2A is indeed char- 
acterized by high amounts of glycine, alanine and 
leucine, a leucine to isoleucine ratio larger than 2, and 
a lysine to arginine ratio close to 1.2. By companson 
with calf homologous histone, Platynereis H2A is 

characterized by increased amounts of serine and 
phenylalanine, the presena of methionine and a 
decreased amount of histidine corresponding likely to 
the deletion of the two histidine nsidues of the 
C-terminal end of the protein as observed in in- 
nrtebrate H2A (Wouters-Tyrou et al., 1978, 1982; 
Martinage et uf., 1983; Kmiécik et al., 1983). The 
decrease of leucine could be related to the presence of 
methionine and phenylalanine, since in histone H2A 
from echinoderms leucine at positions 32 and 54 is 
rcplaced by phenylalanine and methionine re- 
spectively. 

Fraction 3 (slot 5) contains histones H3 and H2B 
as major components and a slight amount of histone 

Effluent (ml 1 

Fig. 3. (A) Sephadex G-100 chromatography of fraction 3 from Fig. 2(A) eluted with HCI 0.01 M. 
Fractions of 3.5 ml wcre collected at a flow rate of 7.5 ml. (B) Polyacrylamide gel electrophoresis of the 
fractions from the Sephadex G-100 chromatography. Slot 1: Cnide fraction 3 from Fig. 2(A). Slot 2: 

Fraction 1 from Fig. 3(A). Slot 3: Fraction 2 from Fig. 3(A). 
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Effluent (ml) 

Fig. 4. CM-Ccilulose ion-exchange chromatography of . 
fraction 5 from Fig. 2(A). A Whatman CM-52 column 
(2 x 37 cm) is. equilibrated with 0.2 M NaCl in 0.02 M 
ammonium acetatelacetic acid pH 5.0. Roteins from frac- 
tion 5 of Fig. 2(A) are dissolved in the same bufïer and 
applied to the column. The column is then eluted with 
a linear gradient of 0.2 to 1.7 M NaCl in 0.02 M ammonium 
acetatc/acetic pH 5.0 buiïer at a flow rate of 120ml/hr. 

Fractions of IO ml are coiieted. 

H4. This fraction was further submitted to gel 
filtration chromatography on Sephadex G-100 (Fig. 
3A) to yield pure histones H2B and H3 as evidenced 
by analytical electrophoresis (Fig. 3B, slots 2, 3) and 

amino acid analysis (Table 2). The main feature of 
Platynereis H2B is a lysine to arginine ratio equal to 
1 approximately. By wmparison with calf H2B, the 
demase of lysine is balanced by an increase of 
arginine. 

Fraction 4 (dot 6) corresponds to pure histone H4 
(Table 2). The comparison of the amino acid com- 
positions of Platynereis histones H3 and H4 with 
their calf counterparts shows no signifiant 
difierences except that the amounts of serine and 
proline are higher in the Phtynereis histones. The 
larger amount of serine in Platynereis H3 is b a l a n d  
by lower amounts of alanine and cysteine, as ob- 
served in known sequences of plant and animal H3. 

Fraction 5 (slot 7) appears highly heterogeneous 
and mainly constituted of slow moving components. 
Partial purification of these components was ob- 
tained by chromatography on CM-CeUulose (Fig. 4). 
The last fraction eluted from CM-Cellulose at ap- 
proximately 1 M NaCl was further fractionated by 
reverse phase liquid chromatography and resolved 
into two subfractions called P-l and P-2 (Fig. SA). 
P-l and P-2 appear heterogeneous on polyacrylamide 
gel electrophoresis (Fig. SB, slots 5 and 6). No further 
attempt was made to purify to homogeneity these two 
subfractions. Their amino acid compositions 
presented in Table 3 are characterized by high con- 
tents of arginine, serine and alanine and the lack of 
aromatic residues. The amount of arginine ranges 
between 43% for P-1 and 50% for P-2. These data 
strongly suggest that P-l and P-2 are two closely 

O '  b 30 50 

Fraction number 

Fig. 5. (A) Reversed phase high pressure liquid chromatography of the protamine sample from Fig. 4. 
Rotamines are dissolved in 0.05% tnfiuoroacetic acid and applied to a column of CI?p Bondapak 
(0.39 x 30 cm) equilibrated with 0.05% trifluoroacetic acid. The wlumn was eluted with a hnear gradient 
(----) from O. to 50% acetronitnle in 0.05% trifluoroacetic acid. Fractions of 1.2 ml wcre collccted at a 
flow rate of 2 ml/min. The elution of protamines was monitorcd at 210 nm. (B) Gel electrophoresis of the 
different purification steps of the protamine fractions. Migration was from top to bottom. Slot 1: Whole 
histone from Platynereû spem cells. Slot 2: 5% HCIO, insoluble proteins from Platynereû spem cells. 
Slot 3: Fraction 5 from Fig. 2(A). Slot 4: Fraction of protamine eluted at 1.07 M NaCl from the 

CM-Cellulose (Fig. 4). Slot 5: Fraction P-1 from Fig. 5(A). Slot 6: Fraction P-2 from Fig. 5(A). 
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Table 3. Amino acid compositions of P&r.vnereis <6oMiiii cperm 
motamines b l  and P-2. 

Amino acid 

A ~ P  
' ïhr 

Scr 
G ~ Y  
Ala 
Val 
Leu 
LYS 
r̂g 

P-1 protamine 

3. 
3.7 . 

23.8 
4.7 

12.6 
1.6 
1.7 
5.5 

43.4 

P-2 protamine 

2.6 
3.3 

20.1 
4.5 

12.3 
1.4 
1.5 
4.6 

49.7 

N-terminus Thr ïhr 
C-terminus Arg Arg 

%no1/100 mol. AU mults are e x p m d  in molecula per cent 
molecules of amino acids. Values for thrconine and se&e in tbe 
proteins in zero-cime extrapolations.. 

related 'families of protamine molecules. The appar- 
ent heterogeneity of P-1 and P-2 on polyacrylamide 
gel electrophoresis could be attnbuted to the presence 
of structural variants orland to the presence of post 
synthetic modifications which remain to be deter- 
mined. However digestion of P-1 and P-2 with alka- 
iine phosphatase does not modify the electrophoretic 
mobiiity of these wmponents (gels not shown). 
Moreover no phospho-amino acids (threonine and 
serine) were identified after two hour hydrolyses of 
P-1 and P-2 with 6 M HCl. 

DISCUSSION 

Platynereis histones H3 and H4 do not exhibit any 
significant differences with their calf counterparts. 
However Platynereis H3 contains a higher amount of 
serine and a lower amount of alanine and only one 
residue of cysteine by comparison with calf H3. If we 
refer to the known sequences of animal and plant 
histones H3, the residue of cysteine at position 96 is 
probably replaced by a residue of serine as obsewed 
in mouse, chicken, fish, echinoderm and pea H3 (Von 
Holt et al., 1979). 

Platynereis histones H2A and H2B appear more 
variable with regard to calf homologous histones. 

Platynereis H2A is characterized by the presence of 
methionine, a higher amount of serine and phenyl- 
alanine and a lower amount of leucine and histidine. 
Most of these features are typical of histones H2A 
from invertebrates (Subirana er al., 1973; Wouters- 
Tyrou et al., 1978, 1982; Strickland et al., 1980; 
Martinage et al., 1983; Kmiécik et al., 1983). The 
lower amount of leucine is related to the higher 
amount of phenylalanine and to the presence of 
methionine as found in echinoderm H2As (Wouters- 
Tyrou et al., 1978; Von Holt et al., 1979; Martinage 
et al., 1983). The amount of histidine in Platynereis 
H2A is about half of that in calf H2A and reflects 
probably the deletion of two histidine residues in the 
C-terminal region of the protein as observed in fish 
and invertcbrate H2A (Bailey and Dixon, 1973; 
Wouters-Tyrou et al., 1978, 1982; Martinage et al., 
1983; Kmiécik et al., 1983). 

Platynereis H2B is essentially characterized by a 
lysine to arginine ratio of z 1. The low value of this 
ratio by wmparison with that of bovine H2B 
(Lys/Arg = 2.5) is a result of a decrease of the lysine 
amount which occurs concomitantly with an increase 
of the arginine amount. This ratio of 1 is intermediate 

between that found in H2B from sperm of sea urchin 
Parechinus angulosus (Strickland et al., 1978) close to - 
0.6 and those found in H2B from sperm of sea 
cucumber Holothuria tubulosa (Phelan et al., 1972) 
close to 1.6, in H2B from sperm of starf~sh Mar- 
thasterius glacialis (Strickland et al., 1980a) close to 
1.7 and in H2B from gonads of a mollusc Patella 
granafina (Van Helden et al., 1979) close to 1.8. This 
feature is not m f i c  to the sperm H2Bs, since in 
H2B from sipunculid erythrocyte the lysine to ar- 
ginine ratio is 1.2 (Mazen er al., 1978). On the other 
hand, only one type of H2B molecule seems to 'be 
present in Plarynereis sperm chromatin whereas in 
sea urchin sperm chromatin three H2B variants have 
been identified (Strickland et al., 1978). Conce.ming 
the hydrophobie residues of Platynereis H2B the 
decrease of the amount of valine is balanced by an 
increase of the amount of leucine. 

Platynereis sperm chromatin does not contain typ- 
ical histones H l ,  but rather a set of four specific 
proteins soluble in 5% PCA which differ from the 
somatic H 1, by the molecular size and the amounts 
of serine, alanine, lysine and arginine essentially. 

Eighty percent of these specific proteins are consti- 
tuted of two closely related proteins of M, 2 13,000 
called SpH1-a and SpH1-b which contain about 24% 
of lysine, 17% of alanine and 9% of arginine and 
present some stmctural relationships together with 
H 1 from sperm of Parechinus angulosus (Strickland et 
al., 1980b) and with chicken erythrocyte H5 (Briand 
et al., 1980) as shown in Table 1. 

The minor wnstituents Hl-] and Hl-2 
(M, z 19,000) of the 5% PCA soluble fraction of 
Plarynereis sperm chromatin contain about 117; of 
serine, 10% of proline, 11% of alanine, 7 to 8% of 
arginine and differ only from each other by the 
amount of lysine (1 6% for H 1-1 and 12% for H 1-2). 

Besides a histone complement similar to that found 
in somatic tissues of higher eukaryotes, the sperm 
chromatin of Plarynereis contains two basic poly- 
peptides P-1 and P-2 of m, z 7000 which represent 
15% of the total basic proteins present in this chro- 
matin. Arginine, serine and alanine are the most 
abundant amino acids constitutive of the poly- 
peptides and represent together about 80% of the 
total amino acids. Moreover, P-1 and P-2 are devoid 
of glutamic acid, cysteine, isoleucine and aromatic 
amino acids. These features are typical of most of the 
marine invertebrate sperm protamines (Subirana et 
al., 1973; Balhorn er al., 1979; De Petrocellis et al., 
1983). 

n i e  presence of nucleosomal histones together 
with protamines in the sperm chromatin of Plary- 
nereis dwnerilii which belongs to the unfixed Poly- 
chacte anneiids docs not fit with the results of De 
Petrocellis et al. (1983), who have found that the 
sperm chromatin of the sedentary polychaete annelid, 
Chaetopterus variopeàatus, contains only a histone 
H l  and a protamine. The amino acid composition of 
this protamine is very similar to that of P-1 or P-2 
cxcept that the amount of lysine is roughly three 
times higher in the protamine of Chuetopterus rario- 
pedatus. 
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COMMENTAI RE 

l 
1 

L '  é tude  d e s  p r o t é i n e s  n u c l é a i r e s  bas iques  du sperme des  1 
I n v e r t é b r é s  marins  s ' i n s c r i t  dans le cadre  d 'un programme de ~ 
recherches  coordonnées concernant  l ' o r g a n i s a t i o n  de l a  chro- 

matine dans  l e  spermatozoïde mûr e t  au  cours  de sa d i f f é r e n -  1 

i 
c i a t i o n .  C e t t e  é tude  e n t r e p r i s e  en  c o l l a b o r a t i o n  avec Danie l  l 

SELLOS (Concarneau, Labora to i r e  de Bio log ie  Marine du Col lège 
~ 
l 

de France : d i r e c t e u r  Yves LE GAL) b é n é f i c i e  d ' un  c o n t r a t  de 
1 

recherches  du M i n i s t è r e  de l ' I n d u s t r i e  e t  de l a  Recherche 

(Action Concertée "Bio log ie  C e l l u l a i r e  Marine" - Organisa t ion  1 
1 

de l a  chromatine dans le speymatozoïde e t  au cou r s  de sa d i f -  

f é r e n c i a t i o n  - No 84.C.0942) . Daniel  SELLOS (1984-a) a i s o l é  l 

e t  p u r i f i é  les p r o t é i n e s  bas iques  de l a  chromatine du sperme 1 

d ' H u î t r e  (Cras sos t r ea  g i g a s )  (SELLOS,1984-b) , de Creve t t e  (Pa- l 
Zaemon s e r r a t u s )  e t  d ' un  V e r  marin (PZatynereis  d u m e r i l i i ) .  

Nous en avons déterminé l a  composit ion en  a c i d e s  aminés. 

D'une façon géné ra l e ,  t o u t e s  les h i s t o n e s  somatiques 

s o n t  p r é s e n t e s  dans  le sperme de ces Inve r t éb ré s .  Cependant 

les h i s t o n e s  H l  renferment  p l u s  de r é s i d u s  d ' a r g i n i n e  que  l e u r s  I 

homologues i s o l é e s  des  Ver tébrés  s u p é r i e u r s .  

En ce q u i  concerne P l a t  y n e r e i s  dumeri Z i i  , anné l ide  poly- 

c h è t e  e r r a n t ,  l e  choix de ce modèle se j u s t i f i e  p a r  sa pos i -  

t i o n  au s e i n  d 'un  phylum très d i v e r s i f i é ,  e t  a u s s i  pa rce  que 

l a  reproduc t ion  chez les a n n é l i d e s  a f a i t  l ' o b j e t  d ' é t u d e s  t r è s  

impor tan tes  p a r  DURCHON e t  c o l l .  (FISCHER,A. and PFANNENSTIEL, 

H.D. ,  1984) .  

La chromatine du sperme de PZatynere i s  dumer iz i i  renferme: : 

l 

:: deux h i s t o n e s  H l  de t a i l l e  molécu la i re  s u p é r i e u r e  à 

20.000. 



2: une histone spécifique de taille moléculaire 13.200 

pouvant être rattachée au groupe des histones Hl par sa so- 

lubilité dans l'acide perchlorique à 5% et par certains carac- 

tères de sa composition en acides aminés (Taux de lysine, pro- 

line et arginine élevés). Cette molécule représente 80% en 

poids de la fraction Hl. 

:: En ce qui concerne les core-histones il faut signaler 

des histones H3 et H4 similaires à celles des tissus somati- 

ques. L'histone H2A de PZatynere i s  présente les caractéristi- 

ques des histones homologues d'Invertébrés marins : présence 

de deux résidus de phénylalanine, d'un résidu de méthionine, 

délétion de deux résidus d'histidine. L'histone H2B de PZaty- 

n e r e i s  est caractérisée par un rapport Lys/Arg de 1 (alors 

que pour l'histone H2B de thymus de Veau ce rapport est de 2.5. 

Elle s'apparente aux histones H2B d'Invertébrés marins enri- 

chies en résidus d' arginine (PHELAN et co11. ,1972 ; STRICKLAND 

et coll., 1980 ; VAN HELDEN et coll., 1979 ; MAZEN et coll., 

1978). Cette richesse en arginine n'est toutefois pas compara- 

ble à celle de l'histone H2B d'Oursin isolée par STRICKLAND 

et co11.(1978), qui demeure une observation ponctuelle diffi- 

cilement généralisable aux histones H2B de sperme des autres 

Invertébrés marins. En outre la chromatine de sperme de PZa- 

t y n e r e i s  ne renferme pas de variants de l'histone H2B contrai- 

rement à ce qu'ont observé STRICKLAND et coll. (1978) dans la 

chromatine de l'Oursin Parechinus  anguZosus qui en renferme 

trois. 

Outre les histones, la chromatine du spermatozoïde de 

P Z a t y n e r e i s  renferme deux protamines de 60 et 68 résidus qui 

ne différent que par leur taux d'arginine. Ces molécules sont 

dépourvues d'acide glutamique, de cystéine, d'isoleucine et 

d'acides aminés aromatiques, caractéristiques communes aux 

protamines d'Invertébrés marins isolées par SUBIRANA et coll. 

(1973), BALHORN et co11.(1979) et DE PETROCELLIS et co11.(1983). 



En ce qui concerne la protamine du sperme de Chaetop- 

t e r u s  v a r i o p e d a t u s ,  annélide voisin de P Z a t y n e r e i s  isolée 

par DE PETROCELLIS et coll. (1983) , elle est proche des pro- 
tamines de P Z a t y n e r e i s  mais s'en distingue par un taux de ly- 

sine trois fois plus élevé. Ces auteurs n'ont pas mis en évi- 

dence de core-histones dans le sperme de Chae top terus  v a r i o -  

pedatus  alors qu'une histone Hl est présente. A notre avis 

les méthodes de préparation employées pour isoler ces his- 

tones (Absence d'inhibiteurs de protéolyse et extraction 

H2S04 0.4 N avec précipitation des histones par 4 volumes 
t 

d'acétone) ne peuvent nous permettre d'affirmer avec certitu- 

de qu'aucune core-histone n'est présente dans le sperme de cet 

annélide voisin de P Z a t y n e r e i s .  
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SUMMARY 

The amino a c i d  sequences of  t h e  two v a r i a n t s  ( H l a  : 

121 r e s i d u e s  and Hlb : 119 r e s idues )  o f  t h e  sperm s p e c i f i c  

h i s t o n e  H l  f r o m  t h e  Polychaete  Annelid PZatynereis dwneAZii 

have been complete ly  e s t a b l i s h e d .  

Comparison o f  t h e  sequences of t h e s e  two v a r i a n t s  

shows one d e l e t i o n  of  two r e s i d u e s  i n  h i s t o n e  Hlb and 22 

s u b s t i t u t i o n s ,  of which most occur  i n  t h e  g l o b u l a r  domain. 

The two v a r i a n t s  h i g h l y  d i f f e r  i n  a sequence o f  n i n e  re- 

s i d u e s  a d j a c e n t  t o  t h e  conserva t ive  phenyla lan ine  r e s i d u e  

of  h i s t o n e  H l  ( 6 4  t o  72 i n  H l a ,  6 2  t o  70 i n  Hlb) which 

makes Hla less hydrophobic than Hlb. 

The s m a l l  molecular  s i z e  of  PZatynereis H l a  and Hlb 

i s  an u n i c  f e a t u r e  among the h i s t o n e s  H l  of which t h e  

s i z e  ranges  between 189 r e s i d u e s  (chicken e r y t h r o c y t e  H5) 

and 248  r e s i d u e s  (sea urch in  sperm H l )  . 
H l a  and Hlb have s h o r t  N- and C-terminal b a s i c  do- 

mains b u t  t h e  s i z e  o f  t h e  g lobu la r  domain ( -  8 0  r e s i d u e s )  

i s  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  o t h e r  H l s .  

I n  t h e  g l o b u l a r  reg ion  t h e  v a r i a n t  Hla e x h i b i t s  a 

c l o s e  r e l a t i o n s h i p  w i t h  somatic o r  sperm H l s  whereas t h e  

v a r i a n t  Hlb i s  more r e l a t e d  t o  H5 h i s t o n e s .  



INTRODUCTION 

Y I n  euka ryo t i c  chromatin t h e  f i r s t  l e v e l  o f  DNA- 

compacting is  obta ined  wi th  t h e  nucleosomal s t r u c t u r e  

where t h e  f o u r  core-his tones  and mainly H 3  and H4 p l a y  

a fundamental r o l e  [ 1 ,  2 1. Higher o r d e r  s t r u c t u r e s  i n  

chromatin are induced by h i s t o n e  H l  [ 3 ] .  Somatic c e l l s  

con ta in  u s u a l l y  4-5 subtypes  o f  Hl [4 ,  51.  I n  nuc l ea t ed  

e r y t h r o c y t e s  of b i r d s ,  amphibians , r e p t i l e s  and f i s h e s  , 

a  s p e c i f i c  h i s t o n e  , H5, r e l a t e d  t o  Hl i s  p r e s e n t  C6, 7 1 .  

His tone H5 which r e p l a c e s  p r o g r e s s i v e l y  b u t  p a r t i a l l y  

h i s t o n e  Hl dur ing  t h e  matura t ion  of  t h e  e r y t h r o i d  ce l l ,  

seems t o  p l a y  a c r i t i c a l  r o l e  i n  e s t a b l i s h i n g  and main- 

t a i n i n g  t h e  h igh ly  r ep re s sed  s ta te  of chromatin i n  t h e s e  

e r y t h r o c y t e s  181. The sperm c e l l s  of Echinoderms c o n t a i n  

somat ic  t ype  h i s t o n e s  (H2A, H3 and H4) t o g e t h e r  wi th  

sperm s p e c i f i c  h i s t o n e s  ( H l  and H2B) 19-15]. The sperm 

s p e c i f i c  h i s t o n e s  d i f f e r  £rom t h e i r  somat ic  c o u n t e r p a r t s  

bo th  by a  h igh  amount of a r g i n i n e  and by p e c u l i a r  s t r u c -  

t u r a l  f e a t u r e s  such a s  extended sequences and pen tapep t i -  

d i c  r e p e t i t i v e  sequences 1 1 6 ,  1 7 1 .  The presence of t h e s e  

s p e c i f i c  h i s t o n e s  i n  sperm c e l l s  has t o  be r e l a t e d  w i t h  

t h e  condensation and t h e  r e p r e s s i o n  of t h e  chromat in ,  

which occur  i n  t h e  male gamete dur ing  t h e  spermatogenesis .  

Since more in format ions  w e r e  needed about sperm 

s p e c i f i c  h i s t o n e s  we decided t o  i n v e s t i g a t e  t h e  b a s i c  

p r o t e i n  complement of mature sperm c e l l s  £rom an a n n e l i d ,  

PZatynereis  dumeriZii ,  a rambling polychaete .  



The hormonal c o n t r o l  of  t h e  reproduc t ion  o f  Anne- 

l i d s  h a s  been s t u d i e d  i n  d e t a i l  1181. But no th ing  i s  

known about  t h e  o rgan iza t ion  of  t h e  sperm chromatin i n  

t h e s e  organisms. Recently SELLOS and KMIECIK 1151 have 

shown t h a t  PZatynere i s  sperm chromatin con ta ins  somat ic  

t ype  h i s t o n e s  t o g e t h e r  w i t h  two v a r i a n t s  Hla and Hlb o f  

a sperm s p e c i f i c  h i s t o n e  H l  and two protamines.  

This  paper d e a l s  wi th  t h e  determinat ion o f  t h e  com- 

p l e t e  amino a c i d  sequence of bo th  Hl v a r i a n t s .  

M A T E R I A L S  AND METHODS 

The i s o l a t i o n  and the  c h a r a c t e r i z a t i o n  of  t h e  sperm 

s p e c i f i c  h i s t o n e  Hl from t h e  a n n e l i d  PZatynere i s  d u m e r i Z i i  

have been descr ibed  i n  [ 15  1. 

- Staphylococcal  V 8  p ro t ease  was from M i l e s  Laborato- 

r i e s .  Trypsin  ( t r e a t e d  wi th  TosPheCH2C1), carboxypept i -  

dase  A ( t r e a t e d  wi th  PhMeS02F) and pepsin  were o b t a i n e d  

from Worthington. Carboxypeptidase B ( t r e a t e d  wi th  iPr2PF)  

w a s  f  rom Boehringer, thermolysin  was from Merck and por- 

c i n e  e l a  s t a s e  from Calbiochem. 

- T r i f l u o r o a c e t i c  a c i d ,  d imethylal ly lamine,  propane 1-01 

and d i t h i o e r y t h r i t o l  were sequana l  grade from P i e r c e .  Ben- 

zene and chloro-1-butane f o r  s e q u e n t i a l  a n a l y s i s  w e r e  pur- 

chased £rom SDS (Peypin,  F rance ) .  Phenyl i so th iocyana te ,  

hep tane  and hep ta f luo robu ty r i c  a c i d  w e r e  sequana l  g rade  

from Heckman. Polybrenê war purchased from Aldr ich  and t h e  



dipept ide  Gly-Gly from Sigma. A c e t o n i t r i l e  f o r  high- 

pressure  l i q u i d  chromatography w a s  from Car10  Erba. A l 1  

o t h e r  reagents  were of t h e  h ighes t  p u r i t y  ava i l ab le .  

- Amino ac id  analyses  of  pept ides  w e r e  performed on a 

Beckman 119CL amino a c i d  ana lyse r ,  a f t e r  hydrolys is  i n  

6 M HC1 a t  llO°C i n  vacuo f o r  24  h with one drop of 1% 

phenol t o  prevent excessive degradation of ty ros ine .  

smcltwrae 4;tLLdiu 

* Amino terminal analysis 

Dansylation of t h e  p r o t e i n  H l  was performed accor- 

ding t o  GRAY [ 1 9 ]  followed by hydrolys is  of the  l a b e l l e d  

p r o t e i n  f o r  1 6  hours with 6 M HC1. The amino-terminal- 

dansylaminoacid was i d e n t i f i e d  by t h i n  l a y e r  chromatogra- 

phy on polyamide s h e e t  [20]. 

* Carboxy-terminal anal ysis 

100 m o l  of h i s tone  H l  o r  of carboxy-terminal f r ag -  

ments obtained by cleavage of t h e  p ro te in  w i t h  s taphylo-  

coccal  pro tease  o r  pepsin,  were dissolved i n  0.6 m l  of 

0.2 M N-methyl morpholine a c e t a t e  pH 8.5 and d iges ted  a t  

3 7 ' ~  w i t h  carboxypeptidase B ( 4 5  pg f o r  t h e  p r o t e i n  and 

22 pg f o r  i t s  fragments).  A t  60 min. an a l iquo t  (0.2 m l )  

was taken o f f ,  a c i d i f i e d  w i t h  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  and 

freeze-dried.  Carboxypeptidase A (78 pg f o r  t h e  p r o t e i n  

and 36 pg f o r  i t s  fragments) was then added. A t  60 min. 

and 120 min. following a d d i t i o n  of carboxypeptidase A ,  

a l i q u o t s  (0.2 m l )  were taken o f f  and t r e a t e d  a s  above. 

The re leased  amino ac ids  were analysed on the  amino a c i d  

analyser .  

- 



* N-bromosuccinimide c leavage  o f  t h e  p r o t e i n  [ 2  1 ] 

64 mg ( 4  umol) of  h i s t o n e  H l  w e r e  d i s s o l v e d  i n  2 m l  

of  50% a c e t i c  a c i d  (v /v) .  6.4 mg (36 pmol) o f  N-bromosuc- 

c inimide d i s so lved  i n  4 m l  of  50% acetic a c i d  w e r e  t h e n  

added. The r e a c t i o n  w a s  al lowed t o  process  under  magnet ic  

s t i r r i n g  a t  25OC f o r  4 hours .  The mixture was t h e n  d i l u t e d  

up t o  40 m l  wi th  d i s t i l l e d  wate r  and f r eeze -d r i ed .  

* Enz yma ti c h y d r o l y s e s  

- Histone H l  ( 4 4  mg - 3.6 umol) w a s  hydro lysed  w i t h  

V8  s taphylococca l  p ro t ease  i n  0.05 M ammonium acetate ( 4  m l )  

a t  pH 4.0 and 37°C f o r  4 h us ing  an enzyme-to-substrate 

r a t i o  of 1/50 (w/w) .  The hydro lysa te  w a s  then f r e e z e - d r i e d .  

- The t r y p t i c  d i g e s t i o n  of h i s t o n e  H l  (60 mg = 5 p m l )  

w a s  c a r r i e d  o u t  i n  0.1 M ammonium b icarbona te  ( 6  m l )  pH 8.0 

a t  37OC f o r  4 h us ing  an enzyme-to-substrate r a t i o  o f  1/50 

(w/w) .  The d i g e s t i o n  was stopped by lowering t h e  pH a t  3.5 

wi th  formic a c i d  and t h e  hydro lysa te  was f r eeze -d r i ed .  

- Histone H l  (52 mg = 4 . 3  pmol) was d i s s o l v e d  i n  5% 

formic a c i d  ( 4  m l )  and hydrolysed wi th  pepsin  a t  3 7 ' ~  f o r  

1 h us ing  an enzyme-to-substrate r a t i o  of 1/50. The hydro- 

l y s a t e  was then d i r e c t l y  app l i ed  t o  a Sephadex G50 colurnn. 

* Fract ionat ion o f  p e p t i d e s  

- Fragments genera ted  £rom h i s t o n e  H l  e i t h e r  by 

N-bromosuccinimide cleavage o r  by hydro lys i s  w i t h  s taphy-  

l ococca l  p ro t ease  w e r e  s epa ra t ed  by chromatography on a 

Biogel  Pl0 colurnn (200x2.5cm) e q u i l i b r a t e d  and e l u t e d  wi th  

0.01 M H C 1  s a t u r a t e d  wi th  chloroform. 



- T r y p t i c  p e p t i d e s  of  h i s t o n e  Hl w e r e  s e p a r a t e d  by 

ion-exchange chromatography a t  60°C on a Chromobeads P 

column (100x0.635cm) (Technicon Corporat ion)  w i t h  py r id ine -  

formate and py r id ine -ace t a t e  b u f f e r s  us ing  a g r a d i e n t  sys-  

t e m  f r o m  0.1 M t o  2 M i n  p y r i d i n e  and from pH 2.9 t o  pH 5.0 

[ 2 2 ] ,  A f t e r  completion of  t h e  g r a d i e n t ,  t h e  column w a s  

e l u t e d  f o r  24 h w i th  2 M py r id ine -ace t a t e  b u f f e r  pH 5.0 

and then  wi th  2 M py r id ine -ace t a t e  b u f f e r  pH 7.0 f o r  5 h 

t o  release t h e  h i g h l y  b a s i c  p e p t i d s  from t h e  column. 

Fu r the r  p u r i f i c a t i o n  o f  pep t ides  was achieved by 

p r e p a r a t i v e  chromatography and/or p r e p a r a t i v e  e l ec t ropho-  

resis on Whatman 3 MM paper  [ 2 3 ] ,  

- Pepsin p e p t i d e s  of  h i s t o n e  H l  were f r a c t i o n a t e d  

on a Sephadex G50 f i n e  column (200x2.5cm) e q u i l i b r a t e d  

and e l u t e d  wi th  0 . O 1  M HC1 s a t u r a t e d  wi th  chloroform. Fur- 

t h e r  p u r i f i c a t i o n  of t h e  p e p t i d e s  was achieved by r eve r se -  

phase high-pressure  l i q u i d  chromatography on a column of 

C18 ~Bondapak (Waters Assoc i a t e s )  us ing  a Waters Assoc i a t e s  

ALC/GPC 244 appa ra tus  equipped wi th  a U16K sample i n j e c t o r  

and a C e c i l  212 variable-wavelength u l t r a v i o l e t  moni tor .  

The column w a s  e q u i l i b r a t e d  i n  0.05% t r i f l u o r o a c e t i c  a c i d  

and e l u t e d  wi th  t h r e e  l i n e a r  g r a d i e n t s  of a c e t o n i t r i l e  i n  

0.05% t r i f l u o r o a c e t i c  a c i d  : £rom O t o  20% f o r  2 min , from 

20 t o  50% f o r  40 min and f i n a l l y  £rom 50 t o  100% f o r  5 min. 

A l 1  runs  were c a r r i e d  o u t  a t  room temperature a t  a c o n s t a n t  

flow r a t e  of  2 ml/min. The s o l v e n t s  w e r e  degassed f o r  20 

min by s o n i c a t i o n  and f o r  1 min under vacuum w i t h  s t i r r i n g .  



* Sequence analys is  

Automated Edman degrada t ion  w a s  performed w i t h  a 

Beckman 890C sequencer u s ing  a dimethylbenzylamine pro-  

gram (082773)[24] f o r  t h e  h i s t o n e  H l  and a d i m e t h y l a l l y l -  

amine program (102974) i n  the presence of polybrene f o r  

t h e  l a r g e  pep t ides  genera ted  by chemical o r  enzymat ic  

c leavages  of t h e  p r o t e i n  125, 261. 

Small p e p t i d e s  w e r e  sequenced by manual Edman de- l 

l 

grada t ion  [27] .  The phenyl thiohydantoin  d e r i v a t i v e s  of 
l 

amino a c i d s  w e r e  i d e n t i f i e d  by high-pressure  l i q u i d  chro- 

matography and gas  chromatography as d e s c r i b e d  i n  [28] .  

* Nomenclature of p e p t i d e s  

Pep t ides  ob ta ined  by cleavage of t h e  p r o t e i n  a t  

glutamyl r e s i d u e  wi th  t h e  V8  s taphylococca l  p r o t e a s e  were 

des igna ted  by SP. T r y p t i c  and pepsin  p e p t i d e s  were d e s i -  

gnated by T- and P- r e s p e c t i v e l y .  Pep t ides  o b t a i n e d  by 

cleavage of t h e  C-terminal pepsin  fragment P- 9 wi th  t h e r -  

molysin and e l a s t a s e  were des igna ted  by Th- and E- r espec-  

t i v e  l y  . 

Pep t ides  were numbered according t o  t h e i r  p o s i t i o n  

i n  t h e  sequence of t h e  p r o t e i n .  S ince  P Z a t y n e r e i s  d u n l e r i l i i  

sperm h i s t o n e  Hl i s  indeed c o n s t i t u t e d  of  two v a r i a n t s  Hla 

and H l b  and t h a t  most of t h e  s t r u c t u r a l  s t u d i e s  were per -  

formed on t h e  mixture of t h e  two v a r i a n t s ,  s o m e  p e p t i d e s  

are termed -a o r  -b according t o  t h e i r  o r i g i n e .  



RESULTS 

The sperm s p e c i f i c  h i s tone  H l  from the  anne l id  

P l a t y n e r e i s  dzimeri l i i  represents  80% of the  t o t a l  H l  

f r a c t i o n  p resen t  i n  sperm chromatin and is  c o n s t i t u t e d  

of two v a r i a n t s  Hla and Hlb which can be separa ted  from 

each o t h e r  by ion-exchange chromatography on su l fopropyl -  

sephadex [ 1 5 ]  (Fig.1-A). The e lec t rophore t i c  a n a l y s i s  of 

t h e  v a r i a n t s  on polyacrylamide s l a b  g e l  a t  pH 3 .2  i n  6 M 

urea i s  shown i n  Fig.1-B. 

Arninoacidcompositions of Hla and Hlb a r e  given i n  

Table 1, together  with t h a t  of t h e  unfrac t ionated  sperm 

s p e c i f i c  H l .  Hla and Hlb are two c lose ly  r e l a t e d  v a r i a n t s  

which d i f f e r  only by t h e i r  content  i n  a s p a r t i c  ac id ,  

threonine ,  s e r i n e  and hydrophobic res idues  with bulky s i d e  

chains  . 
Alanine was found a t  t h e  amino terminal end of H l a  

and Hlb by dansylat ion.  

When d iges ted  with carboxypeptidases A and B,  both 

v a r i a n t s  were sho'wn t o  have t h e  same carboxyterminal se- 

quence, e s t ab l i shed  a s  Lys-Asn-Arg-Asn (OH) £rom k i n e t i c  

s tudy of the d iges t ion .  

The s t r a t e g y  used t o  determine the  amino a c i d  sequan- 

ce  of the sperm s p e c i f i c  h i s tone  H l  was f i r s t l y  intendeci 

t o  produce a minimum of l a r g e  adjacent  o r  overlapping frag-  

ments by h ighly  s p e c i f i c  enzymatic o r  chemical c leavages.  



Sequence d a t a  provided by automated Edman degrada t ion  o f  

the l a r g e  fragments and of t h e  uncleaved H l  w e r e  comple- 

t e d  and/or confirmed by sequence a n a l y s i s  of s m a l l  pep- 

t i d e s  genera ted  by h y d r o l y s i s  of t h e  p r o t e i n  or  i t s  l a r g e  

fragments wi th  t r y p s i n ,  peps in ,  thermolysin and elastase 

(Fig.2) . 
I n  t h e  e a r l y  phases  of Our work, t h e  automated de- 

l 

I 

grada t ion  of  sperm s p e c i f i c  h i s t o n e  H l ,  c l e a r l y  i n d i c a t e d  l 

t h e  presence of  two po lypept ides  cha ins ,  Hla and Hlb, w i t h  1 

s t r o n g  s t r u c t u r a l  homologies (Table 2 ,  m i n i p r i n t  s e c t i o n ) .  l 

Moreover it provided u s e f u l  in format ions  concerning t h e  1 
p o s i t i o n  of  the two t y r o s i n e  r e s idues  i n  t h e  sequence of  1 
t h e  p r o t e i n .  1 

The subsequent  c leavages  of the t y r o s y l  bonds by I 

N-bromosuccinimide gene ra t ed  a l a r g e  fragment NB-1, cor- ~ 
responding t o  t h e  carboxy-terminal  two-thirds o f  h i s t o n e  ! 
H l  (Fig.2 and Table 1) . NB-1 w a s  succes s fu l ly  submi t t ed  

t o  t h i r t y  t h r e e  s t e p s  of automated Edman degrada t ion  (Ta- 

b l e  3 ,  m i n i p r i n t  s e c t i o n )  . Obtention of two phenyl th io-  

hydantoin d e r i v a t i v e s  c f  amino a c i d  a t  s t e p s  1, 8 ,  13 ,  15 ,  

20, 26  and 27 evidenced t h e  presence of two s t r u c t u r a l l y  

r e l a t e d  po lypept ide  cha ins  Hla and Hlb i n  t he  approximate 

r a t i o  of 3 : 7. 

The nex t  approach t o  t h e  e l u c i d a t i o n  of t h e  amino 

a c i d  sequence of H l a  and Hlb w a s  t h e  use  of t h e  V 8  s taphy-  

l ococca l  p r o t e a s e  f o r  t h e  cleavage of t h e  s i n g l e  g lu tamyl  



bond i d e n t i f i e d  i n  v a r i a n t  Hlb a t  p o s i t i o n  63 by p rev ious  

s t r u c t u r a l  ana lyses .  A s  expected t h e  h y d r o l y s i s  o f  the 

u n f r a c t i o n a t e d  H l  w i t h  V8 s taphylococca l  p r o t e a s e  y i e l d e d  

two l a r g e  f ragments  SP-lb (1-63) and SP-2b (64-119) which 

w e r e  s e p a r a t e d  on Bioge l  P-10 (Fig.3,  m i n i p r i n t  s e c t i o n ) .  

SP-2b w a s  o b t a i n e d  contaminated by a smal l  fragment SP-la 

(1-27) gene ra t ed  by t h e  p a r t i a l  c leavage of t h e  bond 

Glu-Arg i n  v a r i a n t  H l a .  Th is  bond i s  g e n e r a l l y  found re- 
2 7  2 8  

s i s t a n t  t o  h y d r o l y s i s  by V 8  s taphylococca l  p r o t e a s e  129, 

301.  

The arnino a c i d  composit ions of fragments SP-la, SP-lb 

and SP-2b a r e  g iven  i n  Table 1. Automated Edrnan deg rada t ion  

of fragment SP-la up t o  penul t imate  r e s idue  (Table  4 ,  mini- 

p r i n t  s e c t i o n )  provided t o  us  va luab le  informat ion t o  e l u -  

c i d a t e  unequivocal ly  t h e  amino-terminal sequence of t h e  

minor v a r i a n t  Hla. Fragment SP-2b was s u c c e s s f u l l y  submit- 

t e d  t o  29  c y c l e s  of automated Edrnan degrada t ion  (Table  5 ,  

m i n i p r i n t  s e c t i o n ) .  I t s  carboxy-terminal sequence w a s  found 

t o  be i d e n t i c a l  t o  t h a t  of t h e  uncleaved Hl by d i g e s t i o n  

w i t h  carboxypept idases  A and B (Fig .8)  . 
The sequence d a t a  provided by NB-1 and SP-2b i n d i c a t e d  

a s t r o n g  s t r u c t u r a l  nomology w i t h  t h e  sequence around t h e  

s i n g l e  phenyla lan ine  r e s i d u e  p r e s e n t  a t  p o s i t i o n  93 i n  t h e  

sequence of chicken e r y t h r o c y t e  h i s t o n e  H5 ( F i g  . l O )  [ 3 1 ] . 
W e  took oppor tun i ty  o f  t h i s  f e a t u r e  t o  hydrolyse  t h e  sperm 

s p e c i f i c  h i s t o n e  H l  wi th  pepsin  i n  o r d e r  t o  o b t a i n  t h e  



h i g h l y  b a s i c  carboxy-terminal  fragment P-9 by s p e c i f i c  

c leavege o f  t h e  phenyla lanyl  bond a t  p o s i t i o n  7 3  i n  H l b  

and 75 i n  H l a .  

Fragment P-9 w a s  s e p a r a t e d  from the sma l l  p e p t i d e s  

de r ived  from t h e  amino-terminal reg ion  of  t h e  p r o t e i n  by 

chromatography on Sephadex GSO (Fig.4,  m i n i p r i n t  s e c t i o n ) .  

The s m a l l  peps in  p e p t i d e s  were subsequent ly  f r a c t i o n a t e d  

by reverse-phase h igh-pressure  l i q u i d  chromatography 

(Fig.5,  m i n i p r i n t  s e c t i o n ) .  T h e i r  amino a c i d  composi t ions  

and t h e i r  sequences a r e  g iven  i n  Table 10 ( m i n i p r i n t  

s e c t i o n )  . These p e p t i d e s  w e r e  found t o  be u s e f u l  t o  esta- 

b l i s h  unequivocal ly  t h e  amino t e rmina l  sequence of e a c h  

v a r i a n t  up to t h e  phenyla lan ine  r e s i d u e  a t  p o s i t i o n  75  i n  

H l a  and 7 3  i n  Hlb. 

The amino a c i d  composit ion of  fragment P-9 i s  g i v e n  

i n  Table 1. This  f ragment ,  r i c h  i n  l y s i n e  r e s i d u e s  w a s  

t r e a t e d  by 3-sulfo-phenyl-isothiocyanate according t o  

DIWLET [ 3 2 ] ,  us ing  t h e  r eagen t ,  i n  q u a n t i t y  j u s t  s u f f i -  

c i e n t  t o  d e r i v a t i z e  on ly  p a r t i a l l y  t h e  €-amino groups. 

The d e r i v a t i z e d  fragment P-9 was subsequent ly  submi t t ed  

t o  21 cyc l e s  of automated Edrnan degrada t ion  (Table  6 ,  m i -  

n i p r i n t  s e c t i o n ) .  From d a t a  provided by carboxypept idase  

d i g e s t i o n s ,  t h e  carboxy-terminal  sequence of f ragnient P-9 

w a s  e s t a b l i s h e d  as Lys-Asn-Arg-Asn (OH) and found t o  D e  

i d e n t i c a l  t o  t h a t  of  t h e  uncleaved p r o t e i n .  The remainder 

of  t h e  sequence of fragment P-9 w a s  deduced from sequence 

a n a l y s i s  of p e p t i d e s  gene ra t ed  by hydro lys i s  o f  P-9 by 



thermolysin  and elastase. The s e p a r a t i o n  of  eacn  set  o f  

p e p t i d e s  w a s  achieved by reverse-phase h igh-pressure  li- 

q u i d  chromatography (Fig.6 and 7,  m i n i p r i n t  s e c t i o n ) .  The 

amino a c i d  composit ion and t h e  sequence a n a l y s i s  of  t h e r -  

molysin and e l a s t a s e  p e p t i d e s  a r e  given i n  Tables  7 and  8 

r e s p e c t i v e l y  ( m i n i p r i n t  s e c t i o n )  . Pept ide  Th-3 (86-94) 

w a s  ob ta ined  toge the r  wi th  pep t ide  Th-3d (87-94) by i n -  

complete c leavage of t h e   la-Ala bond wi th  thermolys in .  
8 6  8 7  

On t h e  o t h e r  hand, pep t ide  Th-6b was ass igned  t o  v a r i a n t  

H l b  i n  r e s p e c t  t o  t h e  amount of  a l a n i n e  and l y s i n e  i n  

fragment SP-2b (Table 1 and Table 7 ,  m i n i p r i n t  s e c t i o n ) .  

The pep t ides  ob ta ined  by d i g e s t i o n  of fragment P-9 w i t h  

e l a s t a s e  were used t o  a l i g n  t h e  thermolysin  p e p t i d e s  

( F i g .  9-B) . 
F i n a l l y  i n  o r d e r  t o  confirm t h e  sequence d a t a  p ro-  

v ided  by t h e  automated Edman degrada t ion  of h i s t o n e  31 

and o f  i t s  fragments,  t h e  p r o t e i n  was hydrolysed w i t h  

t r y p s i n .  The f r a c t i o n a t i o n  of t h e  t r y p t i c  p e p t i d e s  by ion-  

exchange chromatography i s  shown i n  Fig.8 ( m i n i p r i n t  s ec -  

t i o n ) .  The i r  amino a c i d  composit ions and t h e i r  sequences  

are given i n  Table 9 ( m i n i p r i n t  s e c t i o n ) .  

The automated Edrnan degrada t ion  of t h e  sperm s p e c i -  

f i c  h i s t o n e  Hl £rom Platynereis dumerilci al lowed us  t o  

e s t a b l i s h  a sequence o f  45 amino a c i d  r e s i d u e s  i n  which 

t h e  i d e n t i f i c a t i o n  of two phenyl thiohydantoin  d e r i v a t i v e s  



a f t e r  t h e  t h i r d  cyc l e  of degrada t ion  and mainly t h e  iden-  

t i f i c a t i o n  of  phenyl thiohydantoin  h i s t i d i n e  a t  c y c l e s  9 

and 11, l e d  u s  t o  p o s t u l a t e  t h e  presence of two polypep- 

t i d e  cha ins  Hla and Hlb of c l o s e l y  r e l a t e d  sequences .  

I n  t h e  whole H l ,  Hla and Hlb w e r e  found i n  an appro- 

ximate r a t i o  of  3 : 7. This r a t i o  w a s  c a l c u l a t e d  £rom the 

y i e l d  of phenyl thiohydantoin  d e r i v a t i v e s  of amino a c i d  

ob ta ined  a t  c y c l e s  1, 8 and 13 of  automated Edman degrada- 

t i o n  of  fragment NB-1 (Table 3 ,  m i n i p r i n t  s e c t i o n )  . 
The sequence d a t a  provided by t h e  automated Edman 

degrada t ion  o f  t h e  un f r ac t iona t ed  H l  (Table 2 ,  m i n i p r i n t  

s e c t i o n )  w e r e  f u l l y  understood a f t e r  t h e  sequence a n a l y s i s  

of  fragment SP-la and of peps in  pep t ides  P- la  and P-lb 

(F ig .9 ) .  The sequence Thr-Ala p r e s e n t  i n  P - l a  i s  d e l e t e d  
6 7 

i n  P-lb, this d e l e t i o n  e x p l a i n s  t h e  s h i f t  which can be  

observed between t h e  sequences of  v a r i a n t s  Hla and H l b .  

Amino acid A equence O 6 v d a n t  ff 7 a 

The p e p t i d e s  SP-la, P-3a and T-4a were p laced  accor -  

d ing  t o  t h e  d a t a  provided by t h e  automated Edman degrada- 

t i o n  o f  u n f r a c t i o n a t e d  H l .  The pep t ide  T-4a which c o n t a i n s  

t h e  two t y r o s i n e  r e s i d u e s  p r e s e n t  i n  H l  ove r l aps  t h e  amino- 

t e rmina l  end of  fragment NB-1. The amino-terminal sequence 

(45-77) was confirmed by sequence a n a l y s i s  of p e p t i d e s  P-5a, 

T-6a, P-8a and T-8a. The carboxy-terminal  sequence o f  va- 

r i a n t  H l a  was e s t a b l i s h e d  f rom sequence a n a l y s i s  of f rag-  

ment P-9 genera ted  by cleavage w i t h  peps in  of t h e  s i n g l e  

Phe-Arg bond p r e s e n t  i n  H l .  
7 5  7 6  



Amino acid dequqce 06  vahiant Hlb 

Since Hlb is  t h e  most abundant o f  t h e  two v a r i a n t s  

p r e s e n t  i n  sperm s p e c i f i c  H l  from Ptatynereis, t h e  au to-  

mated Edman degrada t ion  of  u n f r a c t i o n a t e d  H l  gave u s  une- 

qu ivoca l  sequence d a t a  up t o  r e s idue  45. T h i s  sequence 

w a s  confirmed by sequence a n a l y s i s  of  p e p t i d e s  P-lb,  

P-2b, P-4b and T-4b. The pep t ide  T-4b provided t h e  neces- 

s a r y  o v e r l a p  wi th  fragment NB-1. The sequence a n a l y s i s  of  

t h i s  fragmnt t o g e t h e r  wi th  t h a t  of p e p t i d e s  T-5b, T-6b, 

P-6b, T-7b, P-7b and T-8b al lowed us t o  extend t h e  amino- 

t e rmina l  sequence o f  v a r i a n t  Hlb up t o  r e s i d u e  75. 

The carboxy-terminal  sequence of Hlb was determined 

£rom sequence a n a l y s i s  of fragment P-9 ( r e s i d u e s  74-119). 

An i n t e r e s t i n g  ove r l ap  of t h e  amino-terminal sequence ( r e -  

s i d u e s  1-75) of Hlb and of fragment P-9 was provided by 

fragment SP-2b ( r e s i d u e s  64-119) ob ta ined  by c leavage  

w i t h  V8  s taphylococca l  p ro t ease  of t h e  s i n g l e  g lu tamyl  

bond p r e s e n t  i n  Hlb a t  p o s i t i o n  6 3 .  Moreover o b t a i n i n g  

fragment SP-2b was of g r e a t  va lue  f o r  t h e  unambiguous as-  

signment of l euc ine  and a l a n i n e  a t  p o s i t i o n s  80 and 111 

of Hlb, r e s p e c t i v e l y  ; i n  v a r i a n t  Hla l euc ine  i s  r e p l a c e d  

by a r e s i d u e  of v a l i n e  and a l a n i n e  by a r e s i d u e  of l y s i n e .  



l 

DISCUSSION 

The sperm s p e c i f i c  H l  from PZatynere i s  dumeriZii 

c o n s i s t s  of  two c l o s e l y  r e l a t e d  p r o t e i n s  H l a  and Hlb t h e  
l 

sequences of  which show about 80 p e r  c e n t  o f  homology. 

These sequence; d i f f e r  by 2 d e l e t i o n s  ( r e s i d u e s  6 and 7 i n  

H l a  are d e l e t e d  i n  Hlb) and 22 s u b s t i t u t i o n s .  Most of  t h e  i 
s u b s t i t u t i o n s  are l o c a t e d  i n  t h e  hydrophobic domain o f  

t h e  molecules between r e s i d u e s  6 and 83 i n  H l a  and 6 and 

81 i n  Hlb. 

The two v a r i a n t s  mostly d i f f e r  i n  a sequence of n i n e  

r e s i d u e s  (64-72 i n  Hla; 62-70 i n  Hlb) a d j a c e n t  t o  a h i g h l y  

conse rva t ive  sequence Gly-Ser-Phe-Arg ( o r  Lys) i n  t h e  h i s -  

tones  H l  [ 1 7 ,  3 3 ,  341 .  The presence of  t h e  sequence 

Met-Leu-Val i n  Hlb g ives  t o  t h e  reg ion  62-70 o f  t h i s  pro- 
6 5 6 7 

t e i n  a h igh ly  hydrophobic c h a r a c t e r  whereas t h e  r eg ion  

64-72 i n  H l a  e x h i b i t s  an hydroph i l i c  c h a r a c t e r .  T h i s  f e a -  

t u r e  could be r e l a t e d  t o  a d i f f e r e n t  b i o l o g i c a l  r o l e  o f  

each v a r i a n t  i n  t h e  sperm cnromatin. I n  f a c t ,  t h e  compa- 

r i s o n  o f  t h e  v a r i a n t s  w i th  h i s tones  H l  and H5 emphasizes 

t h e  s t r u c t u r a l  r e l a t i o n s h i p  of PZatynereEs  H l a  w i t h  sperm 

o r  somat ic  h i s t o n e s  H l ,  and t h e  s t r u c t u r a l  r e l a t i o n s h i p  

of P Z a t y n e r e i s  Hlb wi th  chicken e r y t h r o c y t e  h i s t o n e  H 5 .  

On t h e  o t h e r  hand t h e  r e l a t i v e  d i s t r i b u t i o n  of H l a  and 

Hlb i n  t h e  sperm chromatin p re sen t s  some s i m i l a r i t y  w i t h  

t h a t  of H l  and H5 i n  t h e  chicken e ry th rocy te  chromatin : 

Hlb and H5 each r e p r e s e n t s  about 60 t o  70% o f  t he  t o t a l  

H l  f r a c t i o n  i n  i t s  r e s p e c t i v e  t i s s u e  1 8 1 .  



H l a  and Hlb are a l s o  c h a r a c t e r i z e d  by t h e  p r e s e n c e  

o f  r epea t ed  t e t r a p e p t i d e  sequences  c o n t a i n i n g  two b a s i c  

r e s idues .  Thus t h e  sequence Phe-Ile-Arg-Lys o c c u r s  t w i c e  

i n  Hla ( r e s i d u e s  54-57 and 58-61) ; t h e  sequence A l a - A l a -  

Lys-Lys is  found t w i c e  i n  each  v a r i a n t  ( r e s i d u e s  88-91 

and 103-106 i n  H l a  ; r e s i d u e s  86-89 and 101-104 i n  Hlb) 

and t h e  sequence Lys-Pro-Lys-X (where X i s  A l a ,  S e r ,  o r  

Thr) is p r e s e n t  t h r e e  t i m e s  i n  H l a  ( r e s i d u e s  91-94, 99-102 

and 113-116) and t w i c e  i n  Hlb ( r e s i d u e s  89-92 and 97-100). 

The sequences of  P Z a t y n e r e i s  sperm Hla and Hlb con- 

s is t  of t h r e e  d i s t i n c t  s t r u c t u r a l  domains : a s h o r t  N - t e r -  

mina1 b a s i c  sequence ( r e s i d u e s  1 -5) ,  a c e n t r a l  hydropho- 

b i c  sequence o r  g l o b u l a r  domain ( r e s i d u e s  6-84 i n  H l a  ; 

r e s i d u e s  6-82 i n  Hlb) and a  C-terminal  b a s i c  t a i l  where 

20 o f  t h e  37 r e s i d u e s  are b a s i c .  The s i z e  o f  t h e  g l o b u l a r  

domain (about  80 r e s i d u e s )  i s  remarkably c o n s t a n t  i n  Hl 

h i s t o n e s  (F ig .  10) [ 1 7 ,  35 1 and must be r e l a t e d  t o  i t s  r o l e  

i n  t h e  e lementary  o r g a n i z a t i o n  of  t h e  chromat in  a t  t h e  

nucleosome l e v e l  1 3 6 ,  3 7 3 .  This  g l o b u l a r  domain i s  f l a n k e d  

by two c l u s t e r s  o f  b a s i c  r e s i d u e s  which a r e  e s s e n t i a l  t o  

anchor  t h e  p r o t e i n  t o  t h e  DNA ( F i g .  9)  . 
The comparison o r  t h e  sequences o f  t h e  g l o ~ u l a r  do- 

main of somat ic  and sperm h i s t o n e s  H l  shows : (i) s t r o n g  

homologies between t h e  d i f f e r e n t  h i s t o n e s  ; (ii) s t r u c t u r a l  

f e a t u r e s  s p e c i f i c  of  somat ic  o r  sperm H l  h i s t o n e s  ; ( i i i )  

a  s t r o n g  s t r u c t u r a l  r e l a t i o n s h i p  between sperm H l  and nu- 

c l e a t e d  e r y t h r o c y t e  H5 (F ig .  10) [ , 3 4 1 .  Thus t h e  sequence  



His-Pro-Pro(or Thr) ( r e s i d u e s  11-13 i n  H l a ,  9-11 i n  Hlb) 

i s  common t o  sperm and H5 h i s t o n e s ,  whereas t h e  homolo- 

gous sequence Gly-Pro-Pro(or Ala) is found o n l y  i n  soma- 

t i c  H l  h i s t o n e s  [ 3 3 ,  3 4 ,  42, 4 3 1 .  The sequence Ser-Glu- 

Met(or  Leu) - I l e ( o r  V a l )  i s  found i n  most H l s  and H5 ; 

t h e  corresponding s e q u e n c s i n  PZatynereis H l a  and Hlb are 

Ala-Thr-Met-Val and Ala-Thr-Ala-Val r e s p e c t i v e l y .  The 
1 5  1 8  1 3  1 6  

sequence L s-Glu-Ar i n  H l a  (Lys-Asp-Ar i n  Hlb) is  cornmon 
2% Y 4 2 7  

t o  somatic and sperm H l  h i s tones .  I n  H5 t h e  cor responding  

sequence is  Lys-Ser-Arg. Sperm H l  h i s t o n e s  and nuc lea t ed  

e r y t h r o c y t e  H5 h i s t o n e s  con ta in  a sequence of  6 r e s i d u e s  

i nc lud ing  two t y r o s i n e  r e s i d u e s  (sequences 39-55 and 37- 

42 i n  Hla and Hlb r e s p e c t i v e l y ) .  The t y r o s i n e  r e s i d u e  

p r e s e n t  a t  p o s i t i o n  4 4  i n  Hla and 42 i n  Hlb i s  a l s o  found 

i n  al1 H l  and H5. A h y d r o p h i l i c  sequence of 13 r e s i d u e s  

a d j a c e n t  t o  t h e  phenyla lan ine  r e s idue  i n  t h e  C-terminal  

p a r t  of t h e  g l o b u l a r  domain i s  h igh ly  conserved i n  a l 1  Hl 

except  i n  PZatynereis H l  ; i n  H5 h i s tones  t h e  correspon- 

d ing  sequence ( r e s i d u e s  83-95 i n  chicken H5) has  a  hydro- 

phobie c h a r a c t e r  due t o  t h e  presence of a  v a l i n e  r e s i d u e  

a t  p o s i t i o n  87. 

On t h e  o t h e r  hand t h e  smal l  s i z e s  of t h e  b a s i c  N- and 

C-terminal domains a r e  r a t h e r  unusual . By comparison w i t h  

sea urchin  sperm H l  where t h e  l eng ths  of t h e  N- and C - t e r -  

mina1 reg ions  are 39 and 129 r e s i d u e s  r e s p e c t i v e l y  C l 7 1  ; 

t h e  N- and C-terminal domains of PZatynereis s p e c i f i c  H l  



c o n s i s t  o n l y  i n  5 and 37 r e s i d u e s  r e s p e c t i v e l y .  The v a r i a -  

t i o n  o f  t h e  s i z e  o f  t h e . b a s i c  domains i n  Hl h i s t o n e s  i s  

r e l a t e d  t o  t h e  l e n g t h  of  t h e  DNA i n  the nucleosome. Thus 

t h e  chromatin of  sea urch in  sperm i s  organized i n  245 

base  p a i r s  r e p e a t  l e n g t h  1381, whereas t h a t  of  P Z a t y n e r e i s  

sperm is organized  i n  165 base  p a i r s  DNA r e p e a t  [39] .  

Since t h e  C-terminal t a i l  and t h e  g lobu la r  domain of 

H l  seem t o  be  involved  t o g e t h e r  i n  t h e  condensat ion o f  

chromatin [ 35, 40, 4 1 1,  t h e  N-terminal domain could be 

r e s p o n s i b l e  f o r  s p e c i e s  and/or t i s s u e  s p e c i f  i c i t y  [35 1. 

However i n  t h e  ca se  o f  PZatynere i s  sperm Hl, t h e  t i s s u e  

s p e c i f i c i t y  i s  u n l i k e l y  c a r r i e d  by t h e  N-terminal domain 

and should r a t h e r  be  l o c a l i s e d  i n  t h e  C-terminal sequence 

of t h e  p r o t e i n .  
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Table 1. Amino acid compositiona of histones Hla and Hlb £rom the sperm of PZatynereis durneriZii 

and their large fragments NB, SP and P-9 used for automated Edrnan degradation 

H 1 H 1 a H l b  NB- 1 SP- lb SP-2b SP- 1 a P-9 

Aspar t i c  a c i d  

Threonine 

Se r ine  

Glutamic a c i d  

P r o l i n e  

Glycine 

Alanine 

Valine 

Methionine 

I so l euc ine  3.8 4.7(5)  

Leucine 4.7 4 .O (3)  

Tyrosine 1.6 1.8 (2)  

Phenylalanine 2.5 2 .7(3)  

H i s t i d i n e  1 .O 0 .9(1)  

Lysine 30.9 30.1(29) 

Arginine 11.5 11.9 (12) 

Number o f  r e s i d u e s  121 

a Resu l t s  a r e  expressed a s  number of  residues/mol p r o t e i n  o r  pep t ide .  Values i n  parentheses  a r e  residues/mol  de r ived  from 
t h e  f i n a l  sequence. 

b Low va lues  a r e  due t o  incomplete cleavage of  a Val-Val bond. 

c Low va lues  f o r  a s p a r t i c  a c i d ,  v a l i n e  and a r g i n i n e  i n  P-9 r e s u l t  o f  t h e  p a r t i a l  l o s t  o f  t h e  amino-terminal sequence Arg- 

V a l - ~ s n  of pep t ide  P-9 by incornplete cleavage of  t h e  bond Asn-L s wi th  pepsin.  7 5 

7 6 7 6  7 7  



Table 2. A u t o m a t e d  Edman degradation of histone H l  f r o m  Pzatynereis spem 

C y c l e  
M a j o r  protein H l b  Minor protein H l a  

and 
residue 

R e s  idue Y i e l d  R e s i d u e  Y i e l d  
n t r m b e r  

1 A l a  139 A l a  
2 A r g  A r g  
3 A r g  170 Arg 
4 LYS 108 A r g  95 
5 A r g  108 LYS 78 
6 A l a  6 9  Thr 13 
7 A l a  92 A l a  
8 Thr 2 1 A l a  6 3 
9 H i s  5 2 A l a  49 

10 P r o  18 A l a  4 7 
11 P r o  20 H i s  
12 V a l  3 7 Pro  18 
13 A l a  50  Pro 15 
14 Thr 11 V a l  2 8 
15 A l a  4 1 A l a  
16 V a l  49  T h r  8,5 
17 V a l  55 M e t  
18 A l a  40 V a l  42 
19 A l a  4 4 V a l  2 8 
2 O 1 l e  2 1  Thr 5 
2 1  eu 33 A l a  3 1 
2 2 G ~ Y  18 1 le 14 
2 3 Leu  eu 
2 4 LYS 39 G ~ Y  12 
2 5 A s P  L e u  2 O 
26 A r g  22 LYS 3 1 
2 7 LYS 13 G l u  
2 8 G ~ Y  2 8 A r g  
2 9 Ser 3 LYS 5 4  
3 O Ser 5 G ~ Y  2 3 
3 1 M e t  3 4 ser 6 
3 2  V a l  3 3 
3 3 A l a  3 5 M e t  
3 4 1 l e  V a l  21.5 
35 LYS 2 2 A l a  15 
36 LYS 2 7 
3 7 Tyr 11 LYS 26 
3 8  eu 6 LYS 2 3 
39 A l a  11 T y r  8 
4 0 A l a  13 1 le  5 
4 1 A s n  9 A l a  15 
4 2 Tyr 6 A l a  10 
4 3 A s n  8 A s n  
4 4 V a l  8 T y r  6 
45 A S P  5 A r g  

Iden t i f ica t ion  

HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC, GC 
HPLC, G C  
HPLC,  GC 
HPLC, GC 
HPLC, GC 
HPLC, G C  
HPLC,  GC 
HPLC, G C  
HPLC, GC 
HPLC, G C  
HPLC , G C  
HPLC, G C  
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
H P  LC 
HPLC 
HPLC 
HPLC,  GC 
HPLC, GC 
HPLC, GC 
HPLC, GC 
HPLC, GC 
HP LC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
H P  LC 
HPLC 
H P  LC 
HPLC 

HPLC : double i d e n t i f i c a t i o n  of phenylthiohydantoins of a m i n o - a c i d s  by high-pressure 
l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  on c o l u m n s  of C l 8  ~ B o n d a p a k  and of cyanopropylsilane [28] 

GC : iden t i f i ca t ion  by gas c h r o m a t o g r a p h y  [28] 



T a b l e  3. A u t o m a t e d  Edman degradation of fragment NB-1 £ r o m  PZatynereis s p e r m  histone 
H 1 

Cycle 
n u m b e r  

~ e s i d u e  n u m b e r  
H l a  H l b  

Residue 
Y i e l d  
( n m o l )  

Iden t i f ica t ion  

Açn 
V a l  

ASP 
V a l  
A l a  

A r 9  
Leu 
A l a  

G ~ Y  
Pro 
Phe 
1 le 

LYS 
Ar9 
P h e  
I l e  
V a l  

-g 
LYS 
A l a  
V a l  

LYS 
A l a  
Glu 
G ~ Y  
M e t  
Leu 
V a i  
G l n  
A l a  
A s n  

LYS 
G l y  
Ser 
P h e  

Arg 
V a l  

( E l a )  
( H l b )  

(H la) 
( H l b )  

' ( H l a )  
( H l b )  

(H l a )  
( H l b )  

( H l 4  
( H l b )  

( H l a )  
( H l b )  

EPLC , 
HPLC , 
HPLC , 
HPLC , 
HPLC 
HPLC 
HPLC 

HPLC 

WLC, 
HPLC , 
HPLC , 
HPLC 

HPLC 

HP LC , 
HPLC , 
HPLC 
HPLC 
HPLC , 
HPLC , 
HPLC 

HPLC 
HPLC 
HPLC , 
HPLC , 
HPLC , 
HPLC 

HPLC 

HPLC 
HPLC 
HPLC , 
HPLC , 
HPLC 
HPLC , 

1 See l e g e n d  o f  T a b l e  2 



T a b l e  4. A u t o m a t e d  E d m a n  degradation of fragment SP-la £ r o m  va r i an t  H l a  
of PZatynere i s  sperm 

C y c l e  and R e  si due Y i e l d  ( m o l )  I den t i f i ca t ion  res idue  number 

A l a  
A r g  
Mg 
A r g  
LYS 
T h r  
A l a  
A l a  
A l a  
A l a  
H i s  
P r o  
P r o  
V a l  
A l a  
G ~ Y  
Met 
V a l  
V a l  
T h r  
A l a  
Ile 
Leu 
G ~ Y  
L e u  

HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC, GC 
HPLC 
HPLC 
HPLC, GC 
HPLC, GC 
HPLC,  GC 
HPLC 
HPLC 
HPLC, GC 
HPLC, GC 
HPLC 
HPLC, GC 

See legend of table 2 



T a b l e  5. A u t o m a t e d  Edman degradation of f r a g m e n t  S P - 2 b  f r o m  va r i an t  
H l b  of P t a t y n e r e i s  sperm 

- - 

C y c l e  n u m b e r  R e s i d u e  number R e s i d u e  Y i e l d  ( n m o l )  I d e n t i f i c a t i o n  

G ~ Y  
M e t  
Le u 
V a l  
G l n  
A s n  
LY s 
G ~ Y  
Ser 
Phe 
A r g  
V a l  
A s n  
LYS 
T h r  
A l a  
L e u  
Pro 
LYS 
LYS 
LY s 
LYS 
A l a  
A l a  
LYS 
LYS 
P r o  
LYS 
A l a  

HPLC, GC 
HPLC, GC 
HPLC, GC 
HPLC, GC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC, GC 
HPLC 
HPLC, GC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC, GC 
HPLC, GC 
HPLC, GC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
XPLC 
HPLC 
HPLC 

- - - 

See legend of t ab le  2 



Table 6.  Automated Edman degradation of  carboxy-terminal fragment P-9:: from PZatyne- 
mis sperm histone H l  

Cycle 
number 

Residue number 
P-9a P-9b 

Residue Yield 
(-1) 

Ident i f icat ion 

Arg 
Val 
Asn 
LYS 
Thr 
Ala 
Leu 
Val 
Pro 
LYS 
LYS 
LYS 
LYS 
Ala 
Ala 
LYS 
LYS 
Pro 
LYS 
A l  a 
LYS 
LYS 

HPLC 
HPLC, GC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 

HPLC 

HPLC 
HP LC 
HPLC 
HPLC 
HP LC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 

See legend of  table 2 .. 
Fragment P-9 w a s  treated by 3-S-PITC prior to  Edman degradation [32]  



Table 7 . Amino acid composition and amino acid sequence of themolysin peptides ob- 
tained £rom fragment P-9 of the spem specific Hl of Pzatynereis &wneAzii 
and used to elucidate its sequence 

Th-1 : ASX 
(residues 74 to 78) 

l.l(l) ' Thr~.9(l) ' Vall.~(l) ' Lysl.l (1) ' Arg0.9(1) 

Arg-Val-Asn-Lys-Thr - - - -  7 

Th-2b : Prol.O(l) ' Ala 
(residues 79 to 85) 

1.0(1) ' LeU~.6(1) ' LYs3.9(4) 

Ala-Leu-Pro-Lys-Lys-Lys-Lys 
- - - - - * - - -  

Th-3 : Pro 
(residues 86 to 94) 

( 1 )  A1a2.3(3)' Lys5.6(5) 

Th-3d : Pro 
(residues 87 to 94) 

l.l(l)' A1a2.2(2)' LYs4.7(5) 

Ala-Lys-Lys-Pro-Lys-Ala-Lys-Lys 
c - -  

Th-4 : Ser 
(residues 95 to 100) 

0.8(1)' Pro l.l(l)' 1.0(1) ' LYs3.3(3) 

Val-Lys-Lys-Pro-Lys-Ser 
7 - c - -  

Th-5 : Asx 
(residues 101 to 108) 

l.l(l)' Thrl.O(l)' A1a1.1(2)' Lys2.9(3)' Arg~.8(1) 

Ala-Ala-Lys-Lys-Lys-Thr-Asn-Arg 
- - c c -  

Th-Ga : Asx 
2.0(2) ' Thrl -2 (1) Pro 

(residues 109 to 121) 
1.1(1)' A1al.4(l) ' LYs3.6(4) ' Arg1.9(2) 

Th-6b : ASX 
(residues 109 to 116) 

0.7[1) ' Thr0.4(1) ' 1.0(1) ' A1al.5(2) ' LYs3.~(3) ' Arg0.7(l) 

Ala-Arg-Ala-Pro-Lys-Thr-Lys-Lys 
7 - 7 -  

The letter a or b indicates that the peptide originates £rom variant Hla or Hlb. Pep- 
tide Th-3d derives £rom peptide Th-3 by partial cleavage of the Ala-Ala bond (.- 
manual Edman degradation;- carboxypeptidase hydrolysis) 8 6  8 7  





T-le 9. Amino acid composition and amino acid sequence of tryptic peptides obtained from the specific Hl of P k t p e r e i s  dwne- 
rilii and used to elucidate its sequence 

T-4a : Asx 
(residues 39 to 45) 

1.0(1)' A1a1.9(2)8 'le0.8(1)' TYrl.4(2)' Argl.O(l) 

Tyr-Ile-Ala-Ala-Asn-Tyr-Arg ------- 
T-4b : Asx 
(residues 37 to 48) 

2.9(3)' A1a3.0(3)' va12.0(2)' LeUl.l(l)r Tyrl.7(2)i Argl.3(l) 

Tyr-Leu-Ala-Ala-Asn-Tyr-Asn-Val-Asp-Val-Ala-Arg - - -  
T-5b : Pro 
iresidues 49 to 54) 1.2(1)' G1Y1.2(1)8 'le0.8(1)' LeU1.0(1)8 Phe0.9(l)' Argl.O(l) 

Leu-Gly-Pro-Phe-Ile-Arg 
- T V - - -  

T-6a : 1 le 
(residues 58 to 60 

0.9(1)' Phel.O(l)w Argl.O(l) 

T-6b : Val 
(residues 56 to 58) 1.0(1). Pheo.9(l).. Argl.O(l) 

Phe-Ile-Arg --- 
Phe-Val-Arp -- 

T-7b : 
ASX 1.1(1)' G1x1.8(2)' G1y1.2(1)' A1a2.1(2)' Va11.9(2)' Met0.6(1) * Leu 

(residues 60 to 70 
1.0(1)* Lys 1.1(1) 

 la-val-  la-G~U-~ly- et-  eu-Val-Sin-~sn-LYS 
- -C-- -C- i . . - -  

T-8a : 
(residues 68 to 76) Thr~.9(l)i ser1.9(2) ' G1Y2.8(3)r A1al.3(1)r phe~.9(l)r LYsl.~(l) 

Gly-Thr-Gly-Ala-Ser-Gly-Ser-Phe-Arg - - - ---i- --.- - --c- 
T-8b : Ser 

1.0(1)# GIY1.O(l)e Pheo.9(l)* Argl.'l(l) 
Gly-Ser-Phe-Arg 

(residues 71 to 74) --- 
T-9 : Asx 

1.0(1) Vall.O(l), Argl.O(l) vr1-=-Lys 
(residues 77 to 79 (Hla) and 75 to 77 (Hlb) 

T-lob : Thr 
(residues 78 to 82) 

0.8(1)' Prol.O(l)' 1.0(1)' Leul.l(l)e Lysl.~(l) 

Thr-Ala-Leu-Pro-Lys 
-7 

T-11 : Ala 
(residues 88 to 90 (Hla) and 86 to 88 (Hlb) 

1.8(21° LYsl.~(l) Ala-Ala-Lys 
-1 

T-12 : Pro 
1.0(1)* Lys2.1(2) 

LYS-Pro-LYS 
(residues 91 to 93,113 to 115 (Hla); 89 to 91 (Hlb) 

T-13 : 
(residues 94 to 95 (Hla); 92 to 93 ( ~ l b )  A1al.~(l)# Lysl.O(l) Ala-Lys - 
T-14 : 

Ser 1.0(1)' A1a2.1(2)' LYsl.~(l) 
~er- la-~ia-LYS - - - --w 

(residues 102 to 105 (Hla); 100 to 103 (Hlb) 

T-15 : Asx 
1.0(1) ' Thro.8(1) Argl.O(l) 

Thr-Asn-Arg 
(residues 108 to 110 (Hla); 106 to 108 (Hlb) - C - 7  

T-16 : 
ALa~.~(l) Argl.~(l)  la-~rg (residues 1 to 2,111 to 112 (Hla); 1 to 2, 109 to 110 (Hlb) 

T-17b : Pro 
0.8(1)' A1a0.9(1)' LYsl.2(1) 

Ala-Pro-Lys 
(residues 111 to 113) 

-- 
T-18 : 
(residues 116 to 118 (tlla); 114 to 116 (kilb) *rl.l(l)' LYsl.9(2) 

T-19 : ASX 
(residues 119 to 121 (Hla); 117 to 119 (Hlb) 

1.9(21° Argl.O(l) 

Thr-Lys-Lys 

Asn-Arg-Asn 
7-- 



Table 10 . Amino acid composition aiid amino acid sequence of pepsin peptides obtained fr? the sperm specific Hl of Pzatyne- 
reis dwnerilii and used to elucidate its sequence 

P-la : 
(residues 1 to 16 

P-lb : 
(residues 1 to 14) 

P-2b : 
(residues 19 to 29) 

P-3a : 
(residues 26 to 33) 

P-4b : 
(residues 32 to 41) 

P-Sa : 
(residues 44 to 58) 

P-6b : 
(residues 53 to 66) 

P-7b : 
(residues 66 to 73) 

P-Ba : 
(residues 64 to 75) 

Lys-Glu-Arg-Lys-Gly-Ser-Ser-Met ---------- 

Val-Ala-Ile-Lys-Lys-Tyr-Leu-Ala-Ala-Asn 
-C-- - -C- . - -Z- - -C 

y - - - - -  

Glx l.l(l)' G1Yl.3(l) A1a2.2(2)' Va11.8(2)' kt~.2(l)i Ile0.9(l)' Leul.O(l)' Phel.~(l) * Lysl.l(l)8 

Arg2.9(3) 

Asx 1.0(1)# ser~.9(l) G1xl.O(l)' 1.2(1)' Va1~.9(l)' Leu 1.0(1)' wr0.9(1) LYs0.9(1) 

Lys-Gln-Thr-Lys-Gly-Thr-Gly-Ala-Ser-Gly-Ser-Phe 
- - - T - . c C C - - - C - . - - - C - . c -  
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FIGURE 3 Biogel Pl0 chromatography of V 8  s taphylococcal  fragments 
£rom P Z a t y n e r e i s  sperm H l .  The column (200x2.5cm) w a s  e- 
q u i l i b r a t e d  and e l u t e d  with 0.01 M HC1 s a t u r a t e d  wi th  
chloroform. F rac t ions  of 6 m l  were c o l l e c t e d  a t  a flow 
r a t e  of 18 ml/h.  



Effluent (ml) 

FIGURE 4 Sephadex G50 chromatogxaphy of pepsin fragments from PZatynereis sperm H l .  The column (200x2.Scm) was equi l ibrated 
and eluted with 0.01 M HC1 saturated with chloroform. Fractions of 7 m l  were collected a t  a flow r a t e  of 21 ml/h. 



FIGURE 5-A Elution pattern of pepsin peptides from fraction 2 of Fig.4 fractionated by reverse-phase high-pressure 
liquid chromatography. The C l 8  ~Bondapak column (0.39x30cm) was equilibrated with 0.05% trifluoroacetic 
acid and eluted with a linear gradient of acetonitrile (----1 from O to 20%, 5 min ; 20 to 50%, 40 min; 
50 to 80%, 5 min. Fractions of 1.2 ml were collected at a flow rate of 2 ml/min. The elution of pepti- 
des was monitored at 210 nm. The peptides were numbered according to their position in the sequence of 
the molecule. 
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FIGURE 5-B Elut ion  p a t t e r n  of pepsin pept ides  £rom f r a c t i o n  3 of Fig.4 f r ac t iona ted  by reverse-phase high-pressure 
l i q u i d  chromatography. See legend t o  Fig.5-A. The condit ions were i d e n t i c a l  except t h a t  t h e  f i n a l  gra- 
d i e n t  was from 50 t o  70% a c e t o n i t r i l e .  
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E f f l u e n t  (ml) 

FIGURE 7 E l u t i o n  p a t t e r n  of e l a s t a s e  pept ides  £rom fragment P-9 of Platynereis sperm H l .  The C 1 8  ~Bondapak colunm 
(0.39x30cm) was e q u i l i b r a t e d  with 0.05% t r i f l u o r o a c e t i c  ac id  and was e l u t e d  wi th  a  l i n e a r  g rad ien t  (----) of 
a c e t o n i t r i l e  : 0% 5 min ; O t o  10% 10 min and 10 t o  60% 30 min. Col lec t ion ,  e l u t i o n  monitor ing and numbering 
of pept ides  were performed a s  i nd ica t ed  i n  legend t o  Fig.5-A. 
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-- - - . . - - 
2 5  

A1:1-1lc-Lcu-Cly-Lcu- 
+ + t t + +  + * + + +  

SP- 1 

1 O 15 20 
Ala-Ile-Leu-Gly-Leu- 

+ + + + +  
c P-lb 6 

" - 5 .  T -  + P-Ba + 
55 -- 60i 

i - 
6 5 

70 T-8a 
75 

=-a. 7 1 , - 9 - q  B O  
i = E-4 - 

8 5 9 O : Y5 1 O0 
Hl a ~ r ~ ~ ~ a l - ~ s n - L ~ s ~ - T h r - ~ l  ~Pro-Lys-Lys-Lys-Lys;hla-Ala-Lys+~s-Pro-Lys~Ala~L~s~Lys~Val-Lys-L~s-Pr~- 

+ ' +  + + ,  + + + + + + + I +  + + i +  + + i +  + ' + '  - ,  E-1 ; -T-11 :;: '2-12 A - 1 3  & 
. 1 

NB- 1 
1 

6 O 
Hlb Leu Gly Pro-Phe;Ile-Arg Arg,Phe Val ArgrLysrAla-Val 

 th-2b 74: 75 83 - : - - : _ - 95 Th-4 

Hlb Arg7Val-Asn-LysiThrk~la Leu ~ r o - ~ ~ s ~ ~ ~ s - ~ ~ s - ~ ~ s : h l a ~ ~ l ~ - ~ ~ s - ~ ~ s - ~ r o - ~ ~ s - ~ l a ~ ~ ~ s - ~ ~ s ~ ~ a l - ~ ~ s - ~ y s - ~ r o -  
+ , +  + + + : +  + + + , +  + + + f +  + + + + + ; +  + 

I SP-2b . 
L-. T- 1 Ob 4 1 ! T-8b 4 E-4b - 

--2b 2 

E-4 a - - &-Sa - 
K a  Th-6a > 

105 110: ' 115 120 121 
Hl a L y s - S e r T A l a - ~ l a - ~ y s - ~ y s - ~ y s ï ~ h r - 4 s n - ~ r g ~ l a ~ ~ r g  Lys Pro-l.ysyTIir-Lys-LysTi\sii-Arfi-hsn(C)H) 

' aT-12 +T-1. T - 1 9  --C. L T - 1 5  &T-1 

Hl a 

+ tlof+ + +  + D + U  + . +  + +  + + + +  + + + ) +  + + 
~ - 6 &  ! : SP-2- 

65 70 
Ala-GluyGly-Mct-Leupal-Gln-Asn-Lys 

Th-4 I 

i o o ~  *-! 10s 110fj~-l7+, 11s 119 
Hlb ~ ~ s - ~ e r ~ ~ l a - ~ l i - ~ ~ s - ~ ~ s - ~ ~ s - ~ h r - ~ s n - ~ r ~ ~ ~ l a - ~ r ~  Ala p r o - ~ y s ~ ~ h r - ~ y s - ~ y s ~ s n ~ : l r g - A s n ( O H )  . ! 

Gly-Ser-Phe- LPhe 
+ + + + + + + + + + + + + +  

NB-1 

~ e u ~ ~ ~ r o - ~ h e - l l e - ~ r g . . L ~ s  

73 
Gly-Ser-Phe- 

FIGURE 9-A and B Complete amino acid sequences of the two variants Hla and Hlb of P t a t y n e r e i s  sperm 
histone Hl. Methods used for determination of the sequence are indicated as follo- 
wing : +++, automated Edman degradation of the proteins and of their large frag- 
ments ; , manual Edman degradation ; , carboxypeptidase analysis. 

-1  le ~ ~ r g ~ ~ ~ s - ~ l a - ~ a 1 ~ ~ ~ s - ~ 1 n ~ ~ l ~ - ~ h r a - ~ e r  
+ + 



1 U 20 50 35 
Trout t e s t l s  Hl  17 rosiduos + L ~ ~ - L ~ ~ - A I ~ - A I ~ - A I J - L ~ ~ , - ~ ~ ~ ~ - L ~ . ; - L ~ ~ - S ~ ~ - T , I ~ - ~ ' ~ - ~ - A I J - V , ~ I - G I ~ - C I ~ - L ~ ~ - A I ~ - G I ~ - L ~ ~ - A ~ ~ - V ~ I -  

32 35 .Io .ll, 50 
Sea urch ln sperm H l  31 residues + Arg-Lys-Ala-Lys-Arg-Ala-Arg-Ala-Ser-Thr-His-Pro-Pro-Val-Leu-Glu-t-Val-Gln-Ala-Ala-lle- 

l 1 5 1 O I 'J 20 
P l a t y s r e i e  sperm H l  a (H)AIî-Arg-Arg-Arg-Lys-Thr-AIa-AIa-AIa-AIa-His-Pro-Pro-VaI-AIa-Thr-Met-VaI-VaI-Thr-AIa-IIe- 

t 5 10 15 20 
P Z o t y i e r e i 8  sperm Hlb (HIAIa-Arg-Arg-Lys-Arg-- - -AIa-AIa-Thr-His-Pro-Pro-VaI-AIa-Thr-AIa-VaI-VaI-AIa-AIa-IIe- 

15 20 25 30 35 
Ch I cken erythrocyte H5 14 res I dues + GI "-va I - L ~ S - A  I a - ~ e r - ~ r ~ - ~ r ~ - S e r - ~  I a -~er -H  i s - p r o - ~ h r - ~ ~ r - ~ e r - ~  I u-Met- I le-A I a-A I a-A I a- I Ie- 

Ar9 . A 

Trout t e s t l s  H l  

Sea u rch ln  s p e n  H l  

P Z a t y s r e i e  sperm Hla 

P Z u t y s r e i s  sperm H l  b 

Chicken erythrocyte H5 

Trout t e s t  l s H 1 

Sea urch ln s p e n  Hl  

P t a t p r e i e  sperm H la  

P Z a t y s r o d e  s p e n  Hlb 

Chlcken erythrocyte H5 

Trout t e s t l s  H l  

Ses urch ln s p e n  H l  

P Z a t y s r e i e  sperm Hla 

P l a t p a r o i e  sperm Hlb 

105 110 115 120 125 
Glu-Ala-Lys-Lys-Pro-Ala-Lys-Lys-Ala-Ala-Ala-~~~-Lys-Ala-Lys-Lys-Val-Ala-Ala-Lys-Lys-Pro- 

120 125 135 140 
Pro-Lys-Lys-A la-Lys-Lys-Thr-Ser-A l a-Al a-A l a - * l a - ~  l a-Lys-Lys-Al a-Lys-Ala-Ala-A la-Al a-Lys- 

LY 5 

Trout  t e s t i s  H l  

Sea urch ln s p e n  H l  

P k z t p r e i s  sperm H l a  

P Z u t ~ r e C e  sperm Hlb 

Chlcken erythrocyte H5 

Trout t e s t l s  HI 

Sea urch ln sperm H l  

130 135 140 142 
Ala-Ala-Ala-Lvs-Lys-Pro-Lys-Lys-Val-Ala-Ala-Lys-Lys-Ala-Val-Ala-Ala- + 52 resldues 

145 150 155 157 
L ~ S - A  I ~ - A ~ ~ - ~ ' ~ - A  l a - ~ ~ s - ~  I a-AI a-A I a-Lys-Arg-Lys-AI a-AI a-Leu-A la-Lys- 91 r e s l  dues 

LY s 

P l a t y s r e i s  sperm Hla 

P k t p e w i e  sperm H lb  

125 130 135 139 
Ch l cken erythrocyte H5 Arg-Pro-Arg-Lys-Ala-Arg-Ser-Pro-Ala-Lys-Lys-Pro-Lys-Ala-Thr-Ala-Arg- + 50 residues 

FIGURE 10 Comparison o f  sequences o f  h i s t o n e s  Hl from t r o u t  t e s t i s  [33] ,  s e a  urchin [ 171 and o f  chicken erythrocyte  H5 t 3 1 l  
with t h e  sperm s p e c i f i c  Hla and Hlb from Platynereis dumerizii. The sequences have been a l i g n e d  f o r  maximum homo- 
logy. Arrows i n d i c a t e  t h e  l i m i t s  o f  t h e  g l o b u l a r  domain. 



COMMENTAIRE 

Les deux v a r i a n t s  de l ' h i s t o n e  H l  s p é c i f i q u e  du sperme 

de PZatynereis  dum.eriZii p r é s e n t e n t  80% d'homologie de séquence.  

Les  deux séquences d i f f è r e n t  p a r  une d é l é t i o n  de  deux r é s i d u s  

dans  Hlb e t  22 s u b s t i t u t i o n s  dont  l a  p l u p a r t  s o n t  l o c a l i s é e s  

dans l a  r ég ion  g l o b u l a i r e  hydrophobe (6-83 pour H l a  e t  6-81 

pour Hlb. L e s  deux p r o t é i n e s  se d i f f é r e n c i e n t  au  niveau d 'une 

séquence de 9 r é s i d u s  (64-72 dans Hla, 62-70 pour  Hlb) adjacen-  

te  à l a  séquence Gly-Ser-Phe-Arg(ou Lys) r encon t r ées  chez tou- 

tes les h i s t o n e s  H l  ou H5 (Fig.l8)(MAC LEOD e t  col l . ,  1979 ; 

VON HOLT e t  co11.,1979 ; YAGUCHI e t  c o l l . ,  1979 ; BRIAND e t  

c o l l . ,  1980 ; STRICKLAND e t  co11.,1980). 

La f i g u r e  19 donne une i d é e  de l a  n a t u r e  d e  l 'hydropho- 

b i c i t é  comparée des  h i s t o n e s  H l  e t  H5 de cette r ég ion  en  u t i -  

s a n t  l a  r e p r é s e n t a t i o n  s imple  de C I D  e t  co11.,1982. 

:: La séquence Met-Leu-Val de Hlb confère  à l a  r ég ion  
6 5 6 7 

62-70 de cette p r o t é i n e  un c a r a c t è r e  net tement  hydrophobe, 

cette séquence 62-70 de Hlb a beaucoup d'homologie avec l a  

séquence 77-85 de l ' h i s t o n e  H5. 

:: La séquence Thr-Gly-Ala-Ser de H l a ,  p l u s  hydrophi le  es t  
6 9 7 2  

quan t  à el le  i d e n t i q u e  aux séquences r e s p e c t i v e s  105-108 de 

l ' h i s t o n e  H l  de sperme d 'Ours in  e t  90-93 de l ' h i s t o n e  H l  du 

t e s t i c u l e  de T r u i t e .  

La comparaison de l a  séquence de ces deux v a r i a n t s  f a i t  

r e s s o r t i r  a i n s i  une ana log ie  du v a r i a n t  H l a  avec les h i s t o n e s  

H l  somatiques ou du sperme e t  une ressemblance du v a r i a n t  Hlb 

à l ' h i s t o n e  H5 de l ' é r y t h r o c y t e  de Pou le t .  C e t t e  d i f f é r e n c e  de 

séquences des  v a r i a n t s  H l a  e t  Hlb es t  s a n s  doute  l i é e  à un r ô l e  

p a r t i c u l i e r  de chacun des  v a r i a n t s  l o r s  de l a  ma tu ra t ion  du 

sperme. En o u t r e  le  v a r i a n t  b r e p r é s e n t e  60 ou 70% de l a  f r a c -  

t i o n  H l  s p é c i f i q u e ,  de l a  même  manière l ' h i s t o n e  H5 es t  
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FIGURE 18 (suite) COMPARAISON DES SEQUENCES DE LA REGION GLOBULAIRE DE DIFFERENTES HISTONES Hl OU H5 

(Les l i m i t e s  de l a  zone g l o b u l a i r e  sont  ind iquees par-. Les cadres i nd iquen t  l e s  séquences l e s  p lus  conservées) 

'LIAO e t  COLE (1981 ; 'COLE ( 1977) ; 'SUGARMAN e t  co l  1 .( 1983) ; 'MAC LEOD e t  co l  1 .  ( 1978) ; 5 ~ G i ~ ~ ~ ~ ~ ~  e t  c o l  1 .  (1978) ; 

'STRICKLAND e t  c o l l .  (1980) ; 'BRIAND e t  c o l l .  (1980) ; 8 ~ ~ ~ ~ ~ ~ 1  e t  c o l l .  (1979) ; 9~~~~~~ e t  co l  1 .  (1977). 
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présen te  au même t a u x  dans l a  chromatine de l ' é r y t h r o c y t e  

nucléé mature du Poule t  (MAZEN e t  CHAMPAGNE, 1972) .  L'homo- 

l o g i e  s t r u c t u r a l e  dans l a  zone g l o b u l a i r e  de Hlb e t  de H5 

semble a i n s i  correspondre à une homologie f o n c t i o n n e l l e .  

La séquence des  deux v a r i a n t s  de l ' h i s t o n e  H l  de PZa- 

t y n e r e i s  est  c a r a c t é r i s é e  p a r  l a  r é p é t i t i o n  de séquences te- 

t r a p e p t i d i q u e s  comportant deux r é s i d u s  bas iques  : 

:: l a  séquence Phe-Ile-Arg-Lys est  a i n s i  r épé tée  deux 

f o i s  dans Hla (54-57 e t  58-61) 

2: l a  séquence Ala-Ala-Lys-Lys est  p résen te  deux f o i s  

dans chacun des  v a r i a n t s  (88-91 e t  103-106 dans Hla ; 86-89 

e t  101-104 dans Hlb) 

:: l a  séquence Lys-Pro-Lys-X (dans l a q u e l l e  X = Ala,  S e r  

ou Thr) est  p résen te  t r o i s  f o i s  dans H l a  ( r é s i d u s  91-94, 

99-102 e t  113-116) e t  deux f o i s  dans Hlb (89-92 e t  97-100). 

Comme t o u t e s  les h i s t o n e s  de type  H l ,  l a  molécule com- 

prend 3 domaines d i s t i n c t s  : une séquence basique N-terminale 

( r é s i d u s  1-5) ,  un domaine c e n t r a l  hydrophobe g l o b u l a i r e  ( r6-  

s i d u s  6-84 dans Hla, 6-83 dans Hlb) e t  une séquence bas ique  

C-terminale dans l a q u e l l e  20 ac ides  aminés s u r  les 37 pré-  

s e n t s  s o n t  basiques .  La t a i l l e  de l a  rég ion  g l o b u l a i r e  (en- 

v i r o n  80 r é s i d u s )  est  remarquablement cons tan te  dans les h i s -  

tones  H l  (VON HOLT e t  c o l l . ,  1979; BOHM, 1984) e t  c e c i  es t  l i é  

à l a  c o n t r a i n t e  s t r u c t u r a l e  de l a  f i x a t i o n  s u r  l e  nucléosome 

(ALLAN e t  ~011 ,1980 ;  PUIGDOMENECH e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 8 3 ) .  L e  domaine 

g l o b u l a i r e  des  h i s t o n e s  H l  de sperme est  f lanqué  de deux 

groupes d ' a c i d e s  aminés bas iques  q u i  s o n t  e s s e n t i e l s  à l a  f i -  

xa t ion  de l a  p r o t é i n e  au DNA. 

La comparaison des  séquences des  rég ions  g l o b u l a i r e s  des  

h i s t o n e s  H l  e t  H5 f a i t  r e s s o r t i r  les p o i n t s  s u i v a n t s  (Fig.18) : 



:: une homologie importante e n t r e  t o u t e s  ses séquences 

:: des c a r a c t é r i s t i q u e s  spéc i f iques  des h i s tones  soma- 

t i q u e s  e t  des  h i s t o n e s  du sperme 

une remarquable analogie  e n t r e  les h i s t o n e s  H l  du 

sperme e t  l ' h i s t o n e  H5 de l ' é r y t h r o c y t e  nucléé du Poulet  

(VON HOLT e t  co11.,1979 ; YAGUCHI e t  co11.,1979; BRIAND e t  

c o l l . ,  1980) . 

C ' e s t  a i n s i  que l a  séquence His-Pro-Pro(ou Thr) ( r é s i d u s  

11-13 dans Hla, 9-11 dans Hlb) e s t  commune aux h i s tones  du 

sperme e t  à H5, t a n d i s  que l a  séquence homologue Gly-Pro-Pro 

(ou Ala) n ' e s t  présente  que dans les h i s tones  H l  somatiques 

(MAC LEOD e t  co11.,1977; SCHAFFNER e t  co11.,1978; VON HOLT 

e t  co11.,1979; L I A 0  e t  COLE,1981; SUGARMAN e t  c o l l . ,  1983) .  

La séquence Ser-Glu-Met (ou Leu) -1le (ou V a l )  e s t  présente  dans 

l a  p l u p a r t  des  h i s t o n e s  H l  e t  H5, l a  séquence correspondante 

dans Hla e t  Hlb de P Z a t y n e r e i s  e s t  Ala-Thr-Met-Val e t  Ala-Thr- 
1 5  1 8  1 3  

Ala-Val respectivement.  La séquence L s-Glu-Ar de Hla ( L  s- Y 6 2 Y  Y 4 
Asp-A:? de Hlb) es t  commune aux h i s t o n e s  H l  somatiques e t  du 

- .  

sperme. Dans l ' h i s t o n e  H5 l a  séquence correspondante est  Lys- 

Ser-Arg. L e s  h i s t o n e s  H l  du sperme e t  l ' h i s t o n e  H5 de l ' é r y -  

throcyte  nucléé cont iennent  une séquence de 6 r é s idus  i n c l u a n t  

deux rés idus  de t y r o s i n e  (Séquences 39-44 e t  37-42 dans Hla e t  

Hlb respect ivement) .  Le r é s i d u  de t y r o s i n e  en p o s i t i o n  4 4  dans 

H l a  e t  42  dans Hlb est  a u s s i  p résen t  dans H l  e t  H5. Une séquen- 

ce hydrophile de 13 rés idus  adjacente  a u  r é s idu  de phénylala- 

n ine  dans l a  p a r t i e  C-terminale du domaine g l o b u l a i r e  es t  t r è s  

fortement conservée dans t o u t e s  les H l  exceptée dans les va- 

r i a n t s  de l a  H l  de P Z a t y n e r e i s .  Dans les h i s t o n e s  H5 l a  séquen- 

ce correspondante ( r é s i d u s  83-95 de l a  H5 de Poule t )  possède 

un c a r a c t è r e  hydrophobe dQ à l a  présence d'un r é s i d u  de v a l i n e  

en p o s i t i o n  87. 



S i  l a  t a i l l e  du domaine g l o b u l a i r e  (80 rés idus )  es t  

t r è s  conservée dans les h i s tones  H l ,  ( e t  nous en avons vu l a  

r a i s o n  dans les g é n é r a l i t é s  de ce mémoire) il n ' en  est  pas de 

même  pour l e s  ex t rémi tés  N- e t  C-terminales basiques,  en  par- 

t i c u l i e r  dans l e  c a s  de l ' h i s t o n e  H l  de PZatynereis ,  l ' e x t r é -  

mité N-terminale e s t  anormalement r é d u i t e  à 5  rés idus  (37 ré-  

s i d u s  pour l ' h i s t o n e  H l  de sperme d'Oursin) e t  l ' e x t r é m i t é  

C-terminale à 37 (129 rés idus  pour l ' h i s t o n e  H l  de sperme 

d'Oursin) (STRICKLAND e t  c o l l . ,  1980) . I l  est poss ib le  de cor- 

r é l e r  c e t t e  v a r i a t i o n  dans l a  longueur des  ext rémi tés  N- e t  

C-terminales à l a  longueur du DNA nucléosomique : 245 p a i r e s  

de bases  dans l a  chromatine du sperme d'Oursin,  165 dans l a  

chromatine du sperme de PZatynereis.  La région N-terminale de 

l ' h i s t o n e  H l  p o r t e r a i t  selon BOHM (1984) l a  s p é c i f i c i t é  t is- 

s u l a i r e  de l ' h i s t o n e  (Il  f a u t  t o u t e f o i s  observer  que dans le 

cas  des h i s tones  H l a  e t  Hlb du sperme de PZatynereis les deux 

ext rémi tés  N- e t  C-terminales s o n t  r é d u i t e s  en propor t ion  ; 

l ' e x t r é m i t é  C-terminale, t r è s  r i c h e  en rés idus  hydrophi les ,  

s e  d i s t inguen t  nettement des a u t r e s  ex t rémi tés  C-terminales 

des h i s tones  H l .  E l l e  p o u r r a i t  t o u t  a u s s i  bien p o r t e r  une 

s p é c i f i c i t é  t i s s u l a i r e )  . 
R I N G  e t  COLE (1983) , LOSA e t  co11. (1984) semblent d 'ac-  

cord pour admettre que l a  condensation des h i s tones  H l  dans 

l a  chromatine, e t  l a  formation de l a  f i b r e  de 30 nm de d ia-  

mètre n é c e s s i t e  à l a  f o i s  l a  zone g l o b u l a i r e  e t  l a  rég ion  

C-terminale basique de l ' h i s t o n e .  La région N-terminale s e r a i t  

moins impliquée dans ce  processus.  ALLAN e t  c o l l .  (1980) 

ava ien t  montré que l a  région g l o b u l a i r e  a  elle seu le  ne s u f f i t  

pas pour former l a  s u p e r s t r u c t u r e  polynucleosomique. La chro- 

matine du sperme de PZatynereis dumer i l i i  a p p a r a î t  hautement 

condensée, c e t t e  extrème condensation ne peut  etre uniquement 

due à l ' h i s t o n e  H l  spéc i f ique  mais a u s s i  aux protamines pré- 

s e n t e s  dans c e t  organisme. I l  s e r a  t r è s  i n t é r e s s a n t  d ' é t a b l i r  

l a  r e s p o n s a b i l i t é  de chacune des c l a s s e s  de p ro té ines  dans le 



phénomène de condensation. La s t r u c t u r e  nucléosomique est 

présente  dans l a  chromatine du sperme de P Z a t y n e r e i s ;  Daniel 

SELLOS met en évidence o u t r e  l a  sous-uni té  nucléosomique ren- 

- fermant 1 6 5  p a i r e s  de bases  de DNA, des zones de DNA l i b r e s ,  

non complexées aux h is tones .  Les protamines pourra ient  i n t e -  

r a g i r  avec l e  DNA au niveau de ces  régions ,  diminuant a i n s i  

l e  nombre des charges phosphate e t  permettant  l a  rapproche- 

ment des f i b r e s  de DNA. 

L 'analogie  remarquable -des zones g l o b u l a i r e s  des h i s t o n e s  

Hl du sperme e t  H 5  peut  e n f i n  a t t i r e r  l ' a t t e n t i o n  s u r  c e r t a i n e s  

a u t r e s  ana logies  e n t r e  les types de c e l l u l e s  (spermatozoïdes 

e t  é ry th rocy tes )  q u i  l e s  a b r i t e n t ,  pa r  exemple : 

:: une o r i g i n e  embryonnaire commune des c e l l u l e s  primor- 

d i a l e s  de l a  l ignée  é r y t h r o c y t a i r e  e t  de l a  l i g n é e  germinale 

(cytotrophoblas  t e  e t  mésenchyme) 

" une maturation analogue l o r s  de l a  d i f f é r e n c i a t i o n  de 

ces  c e l l u l e s  pr imordiales  après  invasion de t i s s u s  comme l a  

moelle ( l i g n é e  rouge) , l e  t e s t i c u l e  (spermatozoïde) dont  l ' o -  

r i g i n e  embryonnaire est  l'endoderme. 

:: une extréme condensation de l e u r  chromatine q u i  ne 

possède p lus  d 'expression des gènes. 

- Pour l ' é r y t h r o c y t e  ce phénomène va jusqu'à l ' e x p u l s i o n  

de noyau au s o r t i r  de l a  moelle chez l e s  mammifères supér i eu r s .  

En con t re  p a r t i e  l a  durée de v i e  de ce type de c e l l u l e  spécia-  

l i s é e  est  l i m i t é e  à 100. jours .  

- Pour le  spermatozoïde l a  compaction de l a  chromatine 

p r o t é g e r a i t  c e l l e - c i  l o r s  des événements de l a  fécondat ion 

(externe  ou i n t e r n e )  . Mais l à  a u s s i  s a  durée de v i e  e s t  l i m i t é e  

jusqu'au t r a n s f e r t  de son m a t é r i e l  génétique.  
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PERSPECTIVES 

Les séquences en acides aminés des protamines d'Inverté- 

brés marins ne sont pas connues. C'est pourquoi nous avons 

l'intention de déterminer les structures primaires des deux 

protamines présentes dans le sperme de PZatynereis. Cette étu- 

de nous permettra d'établir des comparaisons intéressantes 

avec les protamines de Vertébrés (Poissons, Mammifères) actuel- 

lement bien connues. En complèment une étude structurale de la 

chromatine du sperme de PZatynereis pourrait étre envisagée en 

particulier la visualisation des histones Hl spécifiques (et 

des protamines) au sein de la chromatine au moyen d'anticorps. 

Toutefois ce projet reste soumis à la nécessité d'obtenir un 

étalement de la chromatine du sperme or cela est rendu très 

difficile par 1 'extréme compaction de ce matériel. 

La chromatine de l'érythrocyte nucléé du Siponcle ne ren- 

ferme pas d'histone H5 mais par contre nous avons isolé une 

histone de type HIO. Une étude de cette molécule nous permettra 

de compléter les acquisitions récentes dans le domaine des his- 

tones H ~ O  dont l'apparition est fonction de l'état de différen- 

ciation de la cellule. 

La détermination de la séquence de l'histone H2A de l'éry- 

throcyte de Siponcle cl8t une série d'études consacrées aux his- 

tones H2A et H2B d'Invertébrés marins entreprises au laboratoire. 

Ces études ont permis de préciser les zones variables et conser- 

vées de la séquence de ces molécules et de déterminer la zone 

d'H2A (résidus 18-118) en interaction avec H2B. Dans le domaine 

des eucaryotes primitifs (levures, champignons) les histones 

H2A et H2B sont peu connues ; chez un myxomycète Physarum poZy- 

cephaZum très étudié en raison de la synchronisation naturelle 

des divisions cellulaires, les histones H2A et H2B apparaissent 

très variables ; l'histone H2A en particulier est prolongée de 

40 résidus du côté N-terminal (caractéristiques partagées avec 

les histones H2A du germe de Blé). Nous avons l'intention d'étu- 

dier cette molécule, 1 'étude de 1 'histone H2B est actuellement 

en cours et montre une forte variabilité de la région N-termi- 

nale. 



"vous n 'aurez  pas beso in  de  me l e  d i r e  deux f o i s  ; j e  
s u i s  b i e n  pénétré  de t o u t e  l ' u t i l i t é  de c e t t e  méthode : c a r ,  
quand on a mis  du n o i r  s u r  du blanc, on r e n t r e  chez  s o i  t o u t  
à f a i t  soulagé." 

L ' é c o l i e r  

GOETHE " F a u s t "  ( C a b i n e t  d ' E t u d e )  
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La s6quence en acides aminés des 123 résidus de I'histone H2A de 
I'érythrocyte nucléé de Siponcle (Sipunculus nudus) a été déterminée. 
Comparée 13 I'histone homologue du thymus de Veau, I'histone H2A de 
l'érythrocyte de Siponcle présente 6 délétions et 13 substitutions dont 
6 ne sont pas conservatives. La plupart de ces modifications sont 
situées dans les extrémités N- et C-terminales basiques, sites privi- 
légiés d'interaction avec le DNA. La région centrale (18-118) qui inter- 
agit avec I'histone H2B dans le complexe H2A-H2B ne recélequequel- 
ques modifications de nature consewative. L'histone H2A de I'érythro- 
cyte de Siponcle est phosphorylée à un taux de 60% sur le résidu de 
sérine en position N-terminale. Cette obsewation pourrait être en 
rapport avec l'inactivation de la chromatine de l'érythrocyte. 

La chromatine du sperme de Platynereis dumerilii (Annélide Poly- 
chéte) est caractérisée par la présence d'une histone H l  spécifique et 
de deux protamines à côté des histones de type somatique. L'histone 
H l  spécifique est constituée de deux variants Hia et H l  b qui présen- 
tent une forte homologie structurale. 

La comparaison des séquences en acides aminés des deux variants 
de Shistone H l  (Hl a, 121 résidus ; Hl b, 119 résidus) a permis de mettre 
en évidence la présence de deux délétions dans Shistone H l  b et de 22 
substitutions dont la plupart sont situées dans le domaine globulaire. 
Les deux variants Ml a et H l  b différent particuliérement au niveau d'une 
séquence de 9 residus d'acides aminés situéeau voisinage du résidu de 
phénylalanine conservé chez toutes les histones H l  (64-72 dans H l  a ; 
62-70 dans H l  b). Comparées aux autres histones Hl,  Hta et W 1 b ont 
une taille molétculaire exceptionnellment reduite, cependant leur 
domaine globulaire (%O résidus) est similaite à celwi des autres histones 
H l  de type somatique ou spkifiques du sperme. La comparaison des 
séquenoed des zones ~lobulaiaa de H l  a et de H l  b montre une forte 
homologie entre H l  a et tes histones H l  somat lqu~ ou du ~p~miea lo rs  
que H1B est plus prache de l'histone H5 de I'drythrocyte nuc l6 du 
Poulet. 

MOTS CLEFS : lnvertébr9s marina - Érythrocytes nuclchfis - Sperma- 
tozoïdes - Histones - Varisnts- Protamines -Structure 
primaire - Phosphoryla#Oon. 


