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"Employez le temps, il nous échappe si vite ! cependant
l'ordre vous apprendra a en gagner. Mon bon ami, je vous
conseille avant tout le cours de logigque. La on vous
dressera bien l'esprit, on vous l'affublera de bonnes
bottes espagnoles, pour gu'il trotte prudemment dans le
chemin de la routine, et n'aille pas se promener en zig-
zag comme un feu follet. Ensuite, on vous apprendra tout
le long du jour gue pour ce gue vous faites en un clin
d'oeil, comme boire et manger, un, deux, trois,est in-
dispensable. Il est de fait gque la fabrigue des pensées
est comme un métier de tisserand, ou un mouvement du pied
agite des milliers de fils, ol la navette monte et des-
cend sans cesse, ou les fils glissent invisibles, ou mil-
le noeuds se forment d'un seul coup : le philosophe entre
ensuite, et vous démontre qu'il doit en étre ainsi : le
premier est cela, le second cela, donc le troisiéme et le
guatriéme cela ; et que si le premier et le second n'exis-
taient pas, le troisiéme et le quatrieme n'existeraient pas
davantage. Les étudiants de tous les pays prisent fort ce
raisonnement, et aucun d'eux pourtant n'est devenu tisse-
rand. Qui veut reconnaitre et détruire un étre vivant com-
mence par en chasser 1'dme : alors il en a entre les mains
toutes les parties ; mais, hélas ! que manque-t-il ? rien
que le lien intellectuel. La chimie nomme cela encheiresin
naturae ; elle se mogue ainsi d'elle-méme, et 1'ignore”.

Méphistophélés
GOETHE "Faust" (Cabinet d'Etude)



Ce travail a été commencé dans la cadre de 1'Unité 124
de 1'INSERM (Directeur: Pr.Gérard BISERTE) sous la direction
de Pierre SAUTIERE Maitre de Recherches au CNRS. Depuis le
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Je suis entré & 1'Unité 124 de 1'INSERM (Directeur :
Professeur G.BISERTE) le ler octobre 1972 dans l'intention de
préparer un D.E.A. de Biochimie au sein de l'équipe de recher-
ches sur la structure des protéines basiques de la chromatine

dirigée par Pierre SAUTIERE (Maftre de recherches au CNRS).

Dé&s mes &tudes universitaires, j'avais ressenti un in-
térét profond pour les protéines. Il est utile de rappeler ici
que le nom de protéine a été donné par les chercheurs du XIXe
si&cle 3 ces "substances modelantes"- ainsi les qualifiait en-
core LIEBIG - et que ce mot est issu du grec "protéios" qui

signifie le premier et le plus important.

Ces macromolécules sont impliquées dans tous les méca-
nismes fondamentaux de la vie assurant la régénération et la

reproduction:
- Elles forment les structures des organites cellulaires.

- Elles sont le support de toutes les activités enzymati-

ques, expression du métabolisme cellulaire.

- Elles contribuent 3 l'expression de l'information géné-
tique en maintenant la pérénnité de cette information
dans le temps et dans l'espace (Réplication - Transcrip-
tion - Traduction).

Un siécle d'études physico-chimiques consacré & 1'hémo-
globine et résumé dans le livre de Claude DEBRU (1983) "L'Es-
prit des protéines" (Ed.HERMANN) montre la richesse du concept
de protéine. Pour 1l'étude de l'hémoglobine, qui constitue un
modéle, les chercheurs et en particulier PERUTZ ont pu dispo-
ser de cristaux de ces molécules.et les soumettre & l'analyse
par diffraction des rayons X jusqu'd@ une trés haute résolution.
A la méme époque la chimie des protéines avait permis d'envisa-

ger la connaissance compléte de leur structure primaire (citons



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, 1'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 a la cristallisation en raison de leur
pHi trés élevé. Récemment (1980) la cristallisation de l'octa-
mére 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 modé&le nu-
cléosomique que nous présenterons dans nos généralités, il faut
souligner 1'importance des méthodes de pontage chimique histone-
DNA et histone-histone, et 1la 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 trés fécondes dans la compréhension de la struc-

ture des sous-unités 30S et 508).

Notre participation au progrés des connaissances se situe

précisément dans 1l'é&tude de la structure primaire des histones.

C'est ainsi que dés mon arrivée au laboratoire, Pierre
SAUTIERE me confia 1'étude de l'histone H5 spécifique de l'éry-
throcyte nucléé de Poulet. L'intéré&t de ce travail résidait
dans la compréhension du rdle de ce variant d'histone Hl, dont
1'apparition dans l'érythrocyte nucléé était 1ié & un phénoméne
de maturation. Le travail de détermination de la structure pri-
maire a été& mené conjointement par Gilbert BRIAND, Odile BORIE-
LOY et moi-mé&me, chacun d'entre-nous utilisant des voies d'ap-
proche différentes mais complémentaires pour résoudre le pro-
bléme 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 (N°2875) et ont &té menées en collaboration avec le
groupe de Biophysique de 1'I.B.M.C. du CNRS de Strasbourg di-
rigé par Michel DAUNE et Madeleine CHAMPAGNE. Ce travail a fait
l'objet de ma thé&se de 3&me cycle (KMIECIK,1976) présentée le

8 juillet 1976.

A mon retour du service national en octobre 1977 j'ai
obtenu un poste d'attaché de recherche au CNRS et j'ai dans un
premier temps contribué & achever la détermination de la sé-
quence de l'histone H5 dont Gilbert BRIAND avait la responsabi-
lité, sujet de sa thése de Doctorat d'Etat qu'il soutint le

11 mai 1981.

Dé&s 1979 j'avais abordé 1l'étude des histones H2A et H2B
de l'érythrocyte de Siponcle (Sipunculus nudus) . Les travaux
initiaux menés sous l'instigation du Professeur G.BISERTE a-
vaient pour but la recherche dans cet érythrocyte primitif nu-
cléé d'une histone homologue & H5. En fait la chromatine de cet
érythrocyte renferme outre les histones de type somatique clas-
sique une histone H1°,que nous avons isolée et caractérisée
avec Thierry DUPRESSOIR, qui pourrait bien avoir dans cet éry-
throcyte un réle comparable & celui de l'histone H5 dans 1l'éry-
throcyte de Poulet. En ce qui concerne les histones H2A et H2B,
la détermination de leur structure primaire s'intégre dans une
activité importante au laboratoire : 1l'étude comparative des
histones H2A et H2B d'espéces différentes judicieusement choi-

sies en raison de leur position sur l'arbre phylogénétique.

Nous avons déterminé la séquence des 123 résidus d'acides
aminés de l'histone H2A de l1l'érythrocyte de Siponcle et démon-
tré que cette protéine est naturellement présente sous forme
phosphorylée (N-Acetyl-Phosphoryl-Seryl-1l) & un taux de 60 p.
100 dans la chromatine de l'érythrocyte de Siponcle. L'étude
de l'histone H2B n'a pu encore aboutir en raison des difficul-
tés de préparation de cette protéine.



En 1980 s'est établie une collaboration fructueuse avec
Daniel SELLOS et Yves LE GAL (Laboratoire de Biologie Marine
du Collége de France). Cette collaboration consiéte en l'iso-
lement et la caractérisation des protéines basiques des sper-
mes d'invertébrés marins (Huitre, Crevette, Annélide). Cette
activité s'inscrit également dans un programme de recherches
coordonnées et concertées sur "l'Organisation du matériel gé-
nétique dans le gaméte mile" de quelques espéces animales
(RCP.CNRS 680).

Daniel SELLOS et moi-m@me avons montré que d'une fagon
générale, toutes les histones de type somatique sont présentes |
dans le spermatozoide des invertébrés marins comme 1'Hultre ‘
(Grassostrea gigas), la Crevette (Palaemon serratus) et un
annélide (Platynereis dumerilii). Les histones Hl cependant ;
renferment plus d'arginine gque leurs homologues isolées des
vertébrés supérieurs. La chromatine des spermatozoides de
Platynereis dumerilii apparait extrémement condensée. Elle
renferme des protamines (15 p.100) et des histones (85 p.100)
parmi lesquelles une histone H1l spécifique, anormalement
courte (119, 121 résidus) dont la composition en acides aminés
ressemble & celle de 1'histone H5.

Y-a-t-il une similitude entre le r8le de 1l'histone H5
dans la condensation de la chromatine de 1'é&rythrocyte de Pou-
let, lors de l1l'érythropoiése, et le r8le de l'histone Hl spé-
cifique (et des protamines) dans la condensation de la chroma-

tine dans le spermatozoide mir ?

Telle est la question qui nous a incités a étudier les
"intervenants" moléculaires de la chromatine du sperme de Pla-
tynereis, afin d'approfondir les homologies éventuelles. Nous
avons déterminé la séquence des deux variants de l'histone Hl1

spécifique et commencé 1l'étude des protamines.




En conclusion nous pensons que ce travail de connaissan-
ce des structures primaires des histones est un acquis néces-

saire 3 la compréhension de la structure et de la fonction de

la chromatine.

-. Les résultats ainsi obtenus s'intégrent dans un ensemble
d'informations faisant évoluer les concepts et précisant les
limites de validité des modéles 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 progrés considérables dans la
connaissance de la séquence en bases du géne correspondant a
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 géne correspondant mais aussi
pour connaftre les modifications post-synthétiques dont la pro-
téine synthétisée est le siége... bien que l'information cor-

respondante ne figure pas sur le géne.

Lille, mai 1984
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I - 1 STRUCTURE DE LA CHROMATINE DES EUCARYOTES

L'ensemble du DNA (1 m & 1,74 m) d'une cellule eucaryo-
te eét compacté dans les limites de quelques microns du noyau
cellulaire. Ce gigantesque "sac de noeuds" & l'échelle de la
cellule est réalisé& par les histones, protéines basiques en
interactions électrostatiques avec le DNA. Une telle struc-
ture chromatinienne, malgré sa complexit&, se double & cha-
que division cellulaire accoﬁpagnant les phénoménes de diffé-
renciations cellulaires. Une cellule différenciée utilise a
peu prés 10 3 20 p.100 (selon son origine) de l'information
génétique contenu dans son DNA pour ses besoins physiologi-
ques. En considérant cette relativement faible quantité de
génes que la cellule doit mettre "sous la main" des enzymes
de la transcription, il suffirait pour ce faire que ces génes
soient situés & la périphérie de la masse chromatinienne. Dés
lors la différenciation aurait comme corollaire inévitable .le
remaniement de toute la chromatine dans le but d'exposer de
préférence & la périphérie du labyrinthe chromatinien les gé-
nes nécessaires & la cellule. C'est dire 1l'importance de la
connaissance de la structure physico-chimique de ce complexe

desoxyribonucléique.

Un cas limite de différenciation cellulaire est illustré
par l'érythrocyte nuclé& (amphibiens, oiseaux, poissons, rep-
tiles) ou encore le gaméte m8le chez lesquels apparaissent des
protéines spécifiques (histones ou protamines) liées de prés
ou de loin & un phénoméne de condensation et d'inactivation

de la chromatine.
Nous aurons donc a décrire les différents niveaux de

compaction du DNA et & nous intéresser aux protéines respon-

sables de cette compaction.
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I - 1-1 LE NUCLEOSOME OU LA SOUS-UNITE DESOXYRIBONUCLEOPRO-
TEIQUE DE BASE

MAC GHEE et FELSENFELD, 1980, ont fait une remarquable
étude synthétique sur la sous-unité répétitive de la chroma-

tine.

I - 1-1-1 Mise en évidence. Définition

La. digestion de la chromatine par une endonucléase ex-
traite du staphylocoque a permis de mettre en &vidence une
structure répétitive par coupure du DNA. Les fragments du DNA
de cette structure contenaient 200 paires de bases (pb) ou
des multiples de cette longueur (HEWISH et BURGOYNE, 1973 )
OLINS et OLINS, 1974 , OUDET et coll., 1974 observent en mi-
croscopie électronique des structures globulaires répétitives
&voquant des "perles sur un fil" ou "collier de perles" et

les nomment nucléosomes.

-

Le nucléosome obtenu & partir de la plupart des chroma-
tines de cellules eucaryotes est un complexe désoxyribonucléo-
protéique contenant 195 * 5 pb de DNA enroulées autour d'un

octam@re d'histones, lui-méme formé d'un tétramére (H3-H4), et
de deux diméres (H2A-H2B) auquel s'ajoute une molécule d'his-

tone H1 (KORNBERG, 1974).

Toutefois des variations de la longueur du DNA des nu-
cléosomes étaient observées selon l'origine de la chromatine.
Dés cette époque on avait reconnu & l'histone Hl une situa-
tion et un rdle différents des autres histones. NOLL et
KORNBERG (1977) parviennent d définir deux structures communes

d toutes les chromatines quelle que soit leur origine.
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- Un nucléosome minimum qui renferme 168 pb, l'octameére
d'histone et une histone H1 que SIMPSON (1978) appelera
chromatosome.

- La "core particle" qui consiste en l'octamére 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 & 20 pb dans le
chromatosome.

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

Approche biophysique : définition de la forme

Une telle structure répétitive se pré&tait bien aux étu-
des biophysiques qui ont permis de préciser les positions res-
pectives du DNA et de l'octamére 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 coll.,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 &tudes montre que la "core particle"
se présente sous la forme d'un disque aplati de 11 nm de dia-
métre et de 5,5 & 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'octamére d'histones ayant la foéme d'une rampe
hélicofdale (FINCH et coll., 1981).

La figure 1 représente le modéle proposé par BRADDOCK
et coll.(1981).




FIGURE 1

12

cavite
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QLo

REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA "CORE PARTICLE"

Les histones forment un "core" cylindrique légé-
rement tronqué. En son centre, une cavité d'un
diamétre de 1 nm environ apparait dont l'axe est
confondu avec l'axe de la superhé&lice de DNA.
(Les extrémités N- et C-terminales des chaines
d'histones demeurent extérieures cependant a ce
core apolaire). 1,7 tour de DNA est enroulé au-
tour du core protéique selon un pas de 3-3,5 nm.

D'aprés BRADDOCK et coll. (1981)
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~Organisation des histones dans la "core particle"

Tandis que THOMAS et KORNBERG (1975) pontaient les his-
tones par le diméthylsuberimidate en milieu de force ionique
élevé et retrouvaient une structure octamérique, EICKBUSCH et
MOUDRIANAKIS (1978) tenant compte des forces d'interactions
relatives (H3— H4; H2A— H2B; H2B— H4) proposaient un mo-
déle de "core particle" formé du tétramére (H3-H4); 1ié par

-~

des liaisons hydrogéne & deux diméres (H2A-H2B).

Ce modéle qui tient compte des forces d'associations
préférentielles des histones est sé&duisant car il explique
pourquoi le tétramére (H3-H4) est suffisant pour enrouler
le DNA et former des structures semblables & celles du nucléo-
some. Les histones H2A et H2B assument un r6le stabilisateur

dans cette structure.

Un autre aspect intéressant & observer, c'est que l1l'on
peut ainsi comprendre la trés grande conservation des struc-
tures primaires des histones H3 et H4 en la reliant & une con-
trainte d'ordre structural telle que la décrivaient EICKBUSCH
et MOUDRIANAKIS dans leur modéle. La plus grande variabilité
des séquences primaires des histones H2A et H2B peut &tre ad-
mise dans la mesure oll ces protéines n'ont pas un réle fonda-
mental ; elles contribuent cependant a8 stabiliser la structu-

re nucléosomique.

PE—t - e e

La figure 2 résume l'ensemble des caractéristiques struc-
turales des histones. D'une fagon générale les histones sont

des protéines dont la ségquence primaire est dissymétrique :
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FIGURE 2

CARACTERISTIQUES STRUCTURALES DES HISTONES
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- 70 p.100 des résidus de lysine des histones de la "core
particle" (H3, H4, H2A et H2B) sont situés dans leur région
N-terminale.

- H2A et H2B renferment en outre une région C-terminale

trés basique.

- Les régions centrales de ces molécules sont riches en
résidus hydrophobes et renferment toute leur structure ter-

tiaire.

Nous verrons plus loin le cas de 1l'histone Hl.

Ces caractéristiques font qu'une molécule d'histone n'est
pas totalement globulaire, elle posséde bien une zone de struc-
ture globulaire mais aussi des zones de structure non définie
qui n'acquiérent leur structure définitive qu'en interaction

avec les groupes phosphates du DNA.

Les études phylogénétiques menées sur les histones mon-
trent que les variations de séquences se situent dans les ré-
gions N- et C-terminales pour H2A et H2B et Hl. Les régions
hydrophobes cruciales pour l'organisation de 1'octamére, ne
tolérent que des changements conservatifs, au demeurant peu
nombreux. Ces régions apolaires maintiennent la stabilité des
complexes et en particulier 42-120 de H3 interagit avec 38-102
de H4 dans le tétramére (H3-H4), ; 18-118 de H2A interagit
avec 32-114 de H2B dans le dimére H2A-H2B (MOSS et coll.,1976 ;
BRADBURY et c¢o0ll.,1978).

Les histones sont sujettes & des modifications post-syn-
thétiques : acétylation, phosphorylation, méthylation, ADP-ri-
bosylation et ubiquitination (MARTINAGE,1984). Les modifications
les plus importantes et les mieux &tudiées sont l'acétylation
et la phosphorylation.
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- L'acétylation concerne essentiellement les histones H3
et H4 et & un degré moindre les histones H2A et H2B. Elle s'ef-
fectue au niveau du groupe e-aminé des résidus de lysine situés

dans la séquence N-terminale basique de ces protéines.

- La phosphorylation concerne surtout les histones H1l 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 & la réplication du
DNA comme 1l'ont montré JACKSON et coll.(1975) et CHAHALL et
coll. (1980). Elle est €galement reliée a la transcription du
DNA en mRNA (CHAHALL et coll.,1980 ; ALLFREY,1977) et au rempla-
cement des histones par les protamines au cours de la spermato-
génése (DIXON et coll.,1974).

La phosphorylation a pu étre reliée aux différentes &ta-
pes de la multiplication cellulaire, l'histone Hl en particu-
lier est superphosphorylée juste avant le déclenchement de la
mitose et c'est mé&me une condition nécessaire mais non suffi-
sante (MARTINAGE,1984). L'histone H3 est phosphorylée et, comme

Hl,associée a des chromosomes hautement condensés (Métaphase).

Les sites de phosphorylation et d'acétylation des histo-
nes de la "core particle" sont localisé&s dans les extrémités
basiques N-terminales de ces protéines, extrémités qui restent
libres & la périphérie du cylindre d'octamére. Ces régions peu-
vent étre éliminées par hydrolyse trypsique limitée de la chro-
matine sans modifier pour autant la forme cylindrique de 1la
"core particle" (WEINTRAUB et VAN LENTE,1974). Nous reviendrons
sur cette caractéristique des extrémités des histones de 1la
"core particle", mais il est facile d'entrevoir 1l'importance de
ces régions qui interagissent avec le "DNA-linker" ou le DNA
d'un nucléosome voisin, dés lors que des modifications chimiques
réversibles comme l'acétylation et la phosphorylation entrainent
un reldchement de 1l'interaction avec le DNA et une plus grande
accessibilité du DNA nucléosomique aux enzymes de réplication
ou de transcription.
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- La connaissance de la structure priﬁaire de toutes les
histones de la "core particle" a permis 3 MIRZABEKOV et coll.
(1978) de réaliser une carte compléte de la distribution des
histones le long du DNA au moyen d'une mé&thode de pontage des
résidus de lysine au DNA (Figure 3). Cette technique astucieu-
se permet de placer les histones par rapport & l'extrémité de
chaque brin de DNA. MIRZABEKOV a mis en exergue les caractéris-

tiques suivantes du complexe DNA-histones :

- L'existence d'un exemplaire de chaque histone par brin
de DNA, ce qui suggére la présence d'un axe de symétrie dans
la structure nucléosomique. Cette symétrie beut par ailleurs,
expliquer les sites du DNA résistants & l'hydrolyse par la
DNase I (30,60,80 et 110 de l'extrémité 5' du DNA), ces sites

étant en interaction avec les histones.

- Les histones interagissent avec des segments de 6 nucléo-
tides du DNA espacés réguliérement par 4 nucléotides. Cela per-
met d'expliquer la périodicité de 10 nucléotides des sites du
DNA hydrolysés par les DNases (MIRZABEKOV,1980).

- L'absence d'histone sur les 20 premiers nucléotides (5°'
3') de chaque brin de DNA.

- Lorsque le pontage histones-DNA est réalisé sur la "core
particle", 1l'histone H2A se retrouve en interaction avec la ré-
gion centrale et terminale de chaque brin de DNA. Cependant le
méme pontage réalisé& sur le nucléosome ("core particle" + H1)
ne permet plus de retrouver l'histone H2A en interaction avec
la zone médiane des brins de DNA. Cela suggére déja la proximi-
té de l'histone H2A et de l'histone Hl sur laquelle nous re-
viendrons plus loin.

- Un autre aspect intéressant des travaux de MIRZABEKOV
consiste dans la démonstration que les histones sont localisées

du méme c8té de la double hé&lice : elles sont liées aux groupes
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FIGURE 3

A - MODELE MONTRANT L'ARRANGEMENT DES HISTONES LE LONG DE

LA DOUBLE HELICE DE DNA DE LA "CORE PARTICLE".

B - LE MEME MODELE ENROULE : LE DNA FORME UNE SUPERHELICE

GAUCHE DE 80 PAIRES DE BASES PAR TOUR.

(Les sites de liaison de H2A (75), H2B (95) et H3 (135) ne
sont pas indiqués afin de ne pas surcharger la figure)

D'aprés MIRZABEKOV (1981)
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phosphates placés a la lisiére du grand sillon du DNA. L'autre
c6té de la double hélice se trouve donc exposé, accessible et
se retrouve tourné vers l'extérieur du complexe lorsque le DNA
s'enroule avec les histones pour former la "core particle”. 50
p.100 des groupes phosphates sont neutralisés par l'interaction
avec les histones ; le DNA demeure ainsi trés exposé . CHAO et

coll. (1979 et 1980) ont montré que des nucléosomes reconstitués
avec le DNA comprenant l'opéron lactose d'Escherichia coli n'em-
péchent pas le répresseur de reconnaitre son site avec une haute

spécificité sur la séquence du DNA, ce qui confirme bien l'acces-
sibilité du DNA.

- Les résultats obtenus par les techniques de pontage con-
firment le rdle préférentiel du complexe (H3-H4), car ces deux
histones occupent 70 nucléotides sur chaque brin du DNA dans

la zone médiane, ainsi que quelques nucléotides aux extrémités.

Le_modéle de KLUG et _coll.(1980) : l'apport décisif de

La synthése des résultats obtenus par MIRZABEKOV d'une
part et les renseignements fournis par les diagrammes de dif-
fraction des rayons X obtenus sur des cristaux de "core parti-
cle" (FINCH et co0ll.,1981) aboutit au modéle présenté dans la
figure 4. La forme cylindrique aplatie de la "core particle"
s'est affinée. La "core particle" a une forme de coin ou plus
exactement la forme d'un coeur dont les histones dessinent a
sa surface un rail protéigque, rampe hé&licoidale chargée sur
laquelle vient s'enrouler le DNA.
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FIG.4-A

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

b MATERIALISATION DE LA POSITION DE LA DOUBLE HELICE DE DNA AU-
TOUR DE CETTE STRUCTURE.

selon KLUG,A., RHODES,D., SMITH,J., FINCH,J.T. and THOMAS,J.0.(1980)
Nature 287, 509-516.

FIG.4-B

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 I.

d'aprés KLUG et coll. (1980)
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I - 1-1-3 La structure nucléosomique : "core particle" +

histone H1

Ol est 1l'histone H1 par rapport 3 la "core particle" ?

Le nucléosome est défini comme l'enroulement de 2 tours
de DNA autour d'un octamére d'histones avec une molécule d'his-
tone Hl placée en position externe dans cette structure. Il est
permis de penser que l'histoﬁe Hl doit rester accessible dans

la chromatine et cela pour deux raisons majeures :

- la sensibilité particuliére de cette protéine 3 l'action
des protéases (OUDET et coll.,1974 ; WEINTRAUB et VAN LENTE,
1974).

- 1'histone H1l peut &tre extraite de la chromatine 3 une
concentration saline faible (WILHELM et CHAMPAGNE, 1969).

La figure 5 montre les résultats des technidques de pon-
tages histones-DNA pratiquées par MIRZABEKOV et coll.(1981)

sur le nucléosome.

Ces travaux montrent que les sites d'interactions les
plus nets entre l'histone H1l 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
zones de DNA sans histone, cela suggére que l'histone H1l est a
l'extérieur de la "core particle" et en dehors des 146 pb qui

sont en interaction avec l'octamére.

L'histone H1 peut &tre 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 H1 (zone globulaire) & la zone 58-129 de H2A
(BOULIKAS et coll.,1980), illustrant la proximité immédiate de
ces deux protéines et plagcant l'histone H1l de 1'autre c6té de
H2A par rapport au DNA, au point d'entrée et de sortie de la
double hé&lice nucléotidique. La figure 6 schématise globalement
la position de l'histbne H1l sur le DNA nucléosomique.
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FIGURE 5 MODELE DETAILLE MONTRANT L'ARRANGEMENT DES HISTONES

LE LONG DES DEUX BRINS DE DNA DE 175 PAIRES DE BASES
DU NUCLEOSOME .

selon MIRZABEKOV (1981)

extremites
N-& C_terminales

region globulaire

e 1

DNA

FIGURE 6 MODELE MONTRANT L'INTERACTION DE L'HISTONE H1 AVEC
LE DNA DU NUCLEQOSOME.

La région globulaire centrale de 1l'histone H1l est
liée aux deux extrémités du DNA tandis que les ré-

gions N- et C-terminales non structurées sont liées
au reste du DNA.

d'aprés BELYAVSKY et coll. (1980)
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Caractéristiques structurales générales des histones Hl

Les histones Hl et apparentées (H1°, H5, HT) présentent
trois domaines structuraux caractéristiques (Figure 2) (VON HOLT
et coll.,1979)

- un domaine N-terminal basique et peu structuré

- un domaine central hydrophobe de structure globulaire
renfermant toute l'organisation structurale de la molé-
cule

- un domaine trés basique C-terminal dépourvu de toute

structure

Les molécules d'histone H1l illustrent par leur dissymétrie
de répartition de leurs acides aminés le concept de "protéine
flexible" tel que le définit E.M.BRADBURY (1983).

L'histone Hl posséde a la fois une zone globulaire, acces-
sible en tant que telle & une é&tude biophysique conformationnel-
le, mais aussi des zones N~ et C-terminalés qui n'acquiérent
leur conformation définitive qu'en interaction avec le DNA. Ce
type de protéines du point de vue de leur conformation se situe
a mi-chemin entre les protéines purement globulaires (enzymes)
et les protéines trés étalées dont le rdle est purement struc-

tural (scléroprotéines).

Positionnement de l'histone Hl par rapport au DNA

ALLAN et coll. (1980) ont montré gque le domaine central
d'une histone H1l a la forme d'une sphére de 29 2 de diamétre
et vient se placer a l'extérieur de la "core particle" sur les
deux brins de DNA entrant et sortant (Figure 7) , cette posi-
tion lui permettant de verrouiller la structure, le nombre de
tours de DNA ainsi compacté passe de 1,7 a8 2. Ainsi est défini
le chromatosome : 168 pb/2 tours de DNA/octamére d'histones +
Hl. Ce nucléosome minimum étant la structure la plus universel-
lement répandue dans les chromatines d'Eucaryotes.




Les extrémités basiques N~ et C-terminales des molécules
d'histone Hl1 sont plaquées sur les brins d'entrée et de sortie
de la double hélice de DNA comme le montre la figure 6.

=
>

- 227 |-

H1(36-121)
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Core
histone

—— [10A LZSA“

FIGURE 7 LOCALISATION DU DOMAINE GLOBULAIRE DE L'HISTONE H1
DANS LA STRUCTURE NUCLEOSOMIQUE

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

Nature 288, 675-679.
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I - 1-2 LA STRUCTURE POLYNUCLEOSOMIQUE OU SUPERSTRUCTURE DE
‘ LA CHROMATINE

Pour mettre en évidence la sous-unité& répétitive de la
chromatine, OUDET et co0ll.(1974) avaient 4l soumettre la |
chromatine 3 une légére "trypsination" pour enlever l'histone
Hl. C'est en effet 1l'histone Hl qui assure une compaction d'un
ordre supérieur des nucléosomes sous la forme d'un solénoide
de 34 nm de diamdtre avec un pas de 10 & 16 nm comprenant 6 a
7 nucleosomes par tour (SUAU et coll.,1979). Outre la zone
globulaire de 1'histone H1l, les extrémités basiques des his-
tones de la "core particle" sont impliquées dans le maintien

de cette structure en forme de solénoide (ALLAN et coll.,1982).

Ce solénoide se développe selon 2 modalités différentes:

- des "super beads" (RENZ et co0ll.,1977) de 6 & 8 nucléo-
somes de 20 & 30 nm de diamétre arrangés le long de la fibre
de DNA réguliérement espacés de 20 & 30 nm (NICOLA et coll.,

1978 ; STRATLING et coll.,1978).

- un solénoide continu ou modéle en superhélice (FINCH et
KLUG,1976) présenté dans la figure 8 (THOMA et coll.,1979).

Le mod&le de THOMA et co0ll.(1979) a le mérite de rendre
compte des différentes structures observées lors de la compac-
tion progressive des nucléosomes en fonction d'une force ioni-

que croissante jusqu'a aboutir 3 la fibre de 34 nm.

Le modéle de la superhé&lice de 6 a 8 nucléosomes par
tour est le niveau de compaction maximum actuellement bien é-
tudié. Il relie bien les différents résultats obtenus & partir

d'investigations diverses et apparait solidement admis.

Il nous faut maintenant examiner l'influence des diffé-
rents types d'histones H1 dans cette compaction de la chroma-
tine & travers deux phénoménes que l'on peut mettre en paral-
léle : la maturation de l'érythrocyte nucléé de Poulet et la

spermatogénése chez les invertébrés marins.
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avec H1 (lsspn)
100mM '

sans H1 (uspn)

n

n

5 ~g«Core-particle »
(Ihﬁ pb & «core-histnnes»)
imM «DNA - linker»

Nucléosome minimum

(ou Chromatosome)
(Iﬁﬁnh +«core - histones» + H1)

FIGURE 8 MODELE DYNAMIQUE DU SOLENOIDE DE 34 nm DE DIAMETRE

selon THOMA et coll. (1979) J.Cell.Biol.83,403-407.

[pb = paire de bases de DNA ; n = nombre de nucléosomes par
tour de spirel
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[ - 2 CHROMATINE CONDENSEE ET HISTONES H1 SPECIFIQUES

Les histones H1l présentent une spécificité tissulaire
et d'espéce. VON HOLT et coll.(1979) et COLE (1984) ont mon-
tré que ces molé&cules sont prééentes sous la forme de 6 va-
riants distincts dans la méme chromatine. Les proportions de
ces iso-H1l varient selon le déroulement des phénoménes de dif-
férenciation (développement embryonnaire, induction hormonale,
spermatogénése, stade final de différenciation). Pour COLE
(1984) ces iso-histones H1l présenteraient des aptitudes diffé-
rentes pour assurer la compaction du DNA.

Certaines cellules spécialisées comme 1l'érythrocyte nu-
cléé des poissons, amphibiens, reptiles et oiseaux renferme
une histone H1 spécifique, 1l'histone H5 (NEELIN et coll.,
1964; HNILICA et coll.,1964) qui apparait au cours de la matu-
ration érythrocytaire alors que la chromatine devient inactive
(HNILICA, 1964). Du point de vue structural, l'histone H5 dif-
feére essentiellement de l'histone H1l par un enrichissement trés
marqué en résidus d'arginine dans la zone C~-terminale (BRIAND
et co0ll.,1980). Cette caractéristique structurale est importan-
te si 1'on considére que l'arginine est susceptible de provo-
quer une condensation plus importante du DNA (VAN HELDEN,1982)
que ne peut le faire la lysine dont le groupe e-aminé ne peut
neutraliser qu'un phosphate. Cette remarque peut &tre &tendue
aux histones Hl isolées du sperme des invertébrés marins dont
la richesse en arginine est supérieure a celle des histones
somatiques homologues. En dehors d'une liaison électrostatique
avec le DNA, l'arginine peut aussi se lier avec 5 accepteurs
de liaison hydrogéne et ceci indépendamment du pH (HELENE et
LANCELOT,1982). De plus une interaction de l'arginine avec
l'azote 7 de la guanine a ét& mise en évidence dans le grand
sillon du DNA (MIRZABEKOV,1980) ce qui suggére une possibilité

® Chez les mammiféres, seuls les camélidés possédent des éry-
throcytes nucléés (SOULIER,1983).
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de reconnaissance des zones riches en GC du DNA par des variants
d'histones H1l dont la structure comporte plus d'arginine....

mais cela reste 3 démontrer.

Un variant particulier d'histone H1l, l'histone H1°® a
&té isolé des cellules de mammiféres (PANYIM et CHALKLEY,1969).
L'accumulation de ce variant H1° dans la chromatine a pu &tre
corrélée & une inhibition de la prolifération cellulaire
(PANYIM et CHALKLEY,1969 ; PEHRSON et COLE,1980). Cette pro-
téine apparaitrait & la fin d'un processus de différenciation
celluléire (GTJERSET et coll.,1982). La région globulaire des
histones H1° présente 70 p.100 d'homologie avec la région glo-
bulaire de 1l'histone H5 (SMITH et coll.,1980; PEHRSON et coll.,
1981) . Par ailleurs une parenté immunologique a &té mise en
évidence par MURA et STOLLAR (1981) entre l'histone H5 et une
histone H1° extraite du foie de Souris. Cette analogie a enfin
été confirmée par des é&tudes de RMN menées sur H1° (CARY et
coll.,1981).

Les zones globulaires de ces différents variants d'his-
tones H1l regroupent les homologies entre ces protéines : ce
domaine de 71 résidus pour l'histone H1l de thymus de Veau, 72
résidus pour H5 et 75 ré&sidus pour l'histone Hl de sperme
d'Oursin a un caractére trés hydrophobe et pourrait permettre
une interaction avec l'histone H2A de la "core particle"
(BOULIKAS et co0ll.,1980). Sa dimension de 29 nm (largeur de la
double hélice de DNA) incite & penser que toutes ces molécules
ont le méme site de fixation sur le nucléosome (ALLAN et coll.,
1980) ce qu'illustre le schéma de la figure 9 (BRADBURY,1983).

En conclusion, nous pouvons dire qu'un nouveau concept
émerge des travaux réalisés sur des variants d'histone H1l ca-
ractérisés par un taux plus élevé d'arginine. Il apparait bien
que ces molécules sont impliquées dans des phénoménes de matu-
ration cellulaire que ce soit 1l'érythrocyte nucléé ou le sper-
matozoide. Leur rdle semble lié & une inhibition de la réplica-

tion du DNA et aussi de la transcription pour H5 et les H1l du




FIGURE 9

«Core -~ histones»

MODELE MONTRANT LA LIAISON DE L'HISTONE H1 DANS
LE NUCLEOSOME

Les similitudes des domaines globulaires des
variants d'histones H1l sont soulignées.

D'aprés CARY et coll. (1981)
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sperme. En ce qui concerne H1°, la transcription demeure pos-
sible (SMITH et JOHNS,1980) bien que H1° condense plus le DNA
que ne le fait l'histone Hl.

SMITH et co0ll.(1984) ont réaliéé une &tude sur la répar-
tition des histones H1° et H5 dans difféfentes espéces anima-
les et végétales. L'histone H1° est présente chez tous les mam-
miféres &tudiés (excepté au niveau du spermatocyte) a des con-
‘centrations variables. Par contre elle est absente chez la cre-
vette Artemia salina, la levure Saccharomyces cerevisiae et
dans le germe de blé (tissu de type embryonnaire). D'autre part
ces auteurs ont montré qu'une histone Hl1l isolée du testicule
de Rat n'a pas d'homologie avec l'histone H1°, il s'agirait
d'une autre famille d'histone Hl dont la spécificité est tissu-
laire.

I - 3 ORGANISATION DE LA CHROMATINE DES SPERMATOZOIDES : REM-

PLACEMENT DES HISTONES PAR LES PROTAMINES

I - 3-1 CARACTERISTIQUES STRUCTURALES DES PROTAMINES

La chromatine du spermatozoide de poisson ou de mammifére
renferme en général une ou plusieurs protamines associées au
DNA.

Les protamines sont généralement trés riches en arginine
qui représente plus de 50 p.100 des acides aminés constitutifs
de ces polypeptides, leur taille est comprise entre 30 et 50
résidus d'acides aminés, cependant chez les mollusques
SUBIRANA et co0ll.(1973) ont, semble-t-il,isolé des protamines
de 300 résidus d'acides aminés.

La figure 10 montre la plupart des sé&quences connues des
protamines de poisson. Parmi les mammiféres, les seules espéces
chez lesquelles la structure de la protamine a été complétement
déterminées sont le Taureau, le Verrat et le Bélier (Figure 11).
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Dans ces séquences, le taux d'arginine oscille entre 50
et 70 p.100. Les autres acides aminés sont faiblement repré-
sentés : il n'y a aucun acide aminé dicarboxylique et peu d'a-

cides aminés hydrophobes.

La plupart des séquences de protamines de poisson répon-
dent au schéma général de répétition de structure suivant :
Acide aminé hydrophobe - (Acide aminé basique), avec é;;B. Ce
schéma a conduit BLACK et DIXON (1967) 3 poser 1'hypothése de
formation de la clupéine Z 3 partir d'un pentapeptide Ala-(Arg) 4
par duplications successives d'un gé&ne ancestral (Fig.l2) .Les
protamines de mammiféres renferment de la cystéine (Fig.ll),
contrairement aux protamines de poisson qui en sont générale-
ment dépourvues.

Une exception doit &tre signalée a propos de la Roussette
(sélaciens) dont le spermatozoide mlr renferme quatre protami-
nes dont trois contiennent de la cystéine. L'extraction de ces
molécules exige au préalable la ré&duction des ponts disulfures
et l'alkylation des groupes thiols qui stabilisent leur inter-
action avec le DNA. Les protamines montrent une légére dissy-
métrie de répartition des acides aminés basiques (zone centra-
le) et des acides aminés hydroxyléé (région N-terminale).

Les acides aminés hydroxylés (sérine et thréonine) sont
phosphorylés, la tyrosine peut &tre sulfatée, ces modifications
prennent toute leur importance dans les interactions avec le
DNA.

I - 3-2 INTERACTIONS DNA-PROTAMINES

I - 3-2-1 Chromatine de spermatozoides ne renfermant que des

protamines

Dans ce type de chromatine que l'on rencontre chez les
mammiféres et les poissons, il n'existe pas de structure rap-
pelant le nucléosome de chromatine somatique. L'&tude des in-
teractions DNA-protamine a été effectuée par des méthodes




FIGURE 12 FORMATION DE LA CLUPEINE Z A PARTIR D'UN PENTAPEPTIDE ALA-(ARG)q PAR DU-

PLICATIONS SUCCESSIVES D'UN GENE ANCESTRAL D'APRES BrAck ET Dixon (1967)

ETAPE SEQUENCE NOMBRE DE RESIDUS
PEPTIDE ANCESTRAL A-Ry 5
DUPLICATION A-Ry-A-Ryy 10
DUPLICATION PARTIELLE A-Ry-A-Ro-A-Ry-A-Ry | 18
INSERTION DE A PAR A-Ry-A-Ry-A-A-Ry-A-Ry 19
DUPLICATION PARTIELLE
CHANGEMENT DE BASE A-Ry-A-Ry-A-S-Ry-A-Ry | 19 -
DUPLICATION PARTIELLE A-Ry-A-Ro-A-S-Ro-A-Ry-A-Ry-A-S-Ry-A-Ry, 31
CHANGEMENT DE BASE A-Ry-S-Ro-A-S-R-P-V-Ry-P-Ry-V-S-R;-A-R,, 31
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physiques telles que spectroscopies UV et IR, dichroisme cir-
culaire, diffraction des rayons X et résonance magnétique nu-
cléaire. Ces différentes approches méthodologiques (Travaux de
LIQUIER et coll.,1975 ; HERSKOVITS et BRAHMS,1976 ; SUAU et
SUBIRANA,1977 ; WARRANT et KIM,1978 ; BONORA et coll.,1979 ;
TONIOLO et coll.,1979 ; COZZONE et co0ll.,1980) ont permis de
dégager les caractéristiques suivantes du complexe DNA-prota-

mines :

- Le DNA est stabilisé sous forme B dans le complexe DNA-

protamine.

- La chalne polypeptidique des protamines est étendue et
située dans le petit sillon du DNA.

ROD BALHORN (1982) a proposé un modé&le remarquable pour
expliquer 1l'interaction DNA-protamines (Figures 13 et 14) qui
serait valable en particulier dans le cas des protamines de
mammiféres. Ce modéle est tout & fait compatible avec les ca-

ractéristiques suivantes de la chromatine du spermatozoide :

- La présence de résidus de cystéine dans les protamines
de mammiféres permet 1l'accrochage des chaines protéiques entre
elles, alors que les protamines viennent de se fixer sur le DNA
éar leur zone polyarginyle centrale, au moment oll le spermato-
zoide quitte le testicule et traverse 1l'épididyme, dans la pé-
riode finale de sa maturation (CALVIN et coll.,1971 ; MARUSHIGE
et MARUSHIGE, 1975 ; SAOWAROS et PANYIM,1979). .

- La structure compacte globale obtenue est compatible avec
le volume du noyau du spermatozolide, compte tenu des masses res-
pectives du DNA et des protamines présentes. Le calcul du volu-
me du complexe DNA-protamines suggére méme qu'une partie de la
chaine protéique doit se trouver enfouie & l'intérieur de 1'un
des sillons du DNA afin que le volume total de la chromatine
puisse &tre légérement inférieur & celui du noyau (WYROBEK et

coll.,1976).
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FIGURE 13 SCHEMA MONTRANT LA FORMATION
DE PONTS DISULFURES DANS LES
PROTAMINES DE MAMMIFERES

3 étapes:. Liaison protamines phosphorylées
sur le DNA au niveau des zones
basiques centrales des protamines

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

_ Formation de ponts disulfures et
verrouillage de la structure

Protamines
FIGURE 14 EMPILEMENT DES FIBRES
DE DNA-PROTAMINES DANS
rand sillon ) LA CHROMATINE

) f'}/zpetit sillon selon R.BALHORN (1982)

Créte des liaisons
phosphodiesters
du DNA
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- Par ailleurs POGANY et co0ll.(1981) ainsi que YU et LI
(1973) ont montré que 1a'charge globale du complexe DNA-pro-
tamines est nulle et donc que tous les groupes phosphates du
DNA sont neutralisés par les charges positives des résidus ba-
siques. Le modéle proposé par BALHORN (1982) tient compte de
la zone centrale polyarginyle dans la prémiére étape de 1l'in-
teraction DNA-protamine; dans un deuxi&me temps les ponts di-
sulfures stabilisent le complexe et la protamine se logeraif
bien dans le petit sillon du DNA.

On constate cependant une différence énorme entre le mo-
déle nucléosomique de la condensation du DNA dans les cellules
somatiques et le modéle de BALHORN compatible néanmoins avec
toutes les investigations menées sur le complexe DNA-protamine.
La corrélation de ce modéle a l'observation de la nucléoprota-
mine in vivo ou reconstitué en microscopie électronique n'est
toutefois pas évidente, car lorsque les protamines ont complé-
tement remplacé les histones dans le noyau du spermatozoide,
différentes structures sont observées :

- Chez les mammiféres la chromatine apparait formée d'agré-
gats de billes et d'agrégats lamelliformes (EVENSON et coll.,
1978 ; DELGADO et coll.,1980 ; WAGNER et YUN, 1981).

- D'autres auteurs n'ont vu aucune de ces structures excep-
té dans les premiers stades de la spermatogénése alors que les
histones sont présentes (KIERSZENBAUM et TRES, 1975,1978 ; CECH
et coll.,1977 ; LOIR et COURTENS,1979 ; MC MASTER-KAYE et KAYE,
1980) .

- Enfin la nucléoprotamine reconstituée peut acquérir une
structure globulaire (BAZETT-JONES et OTTENSMEYER,1979 ; CID
et ARELLANO,1982).

Chez la Roussette GUSSE et CHEVAILLIER (1980) ont décrit
la nucléoprotamine formée d'unités répétitiveé comprenant 123
pb de DNA et 4 protamines (CHEVAILLIER,1982). La digestion de
cette sous-unité d& la DNase I indique une perte de l'accessi-
bilité du DNA, dans une telle structure les sites situés & in-
tervalles de 10 paires de bases sont donc protégés (comme ils
le sont dans le modéle de BALHORN).
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I - 3-2-2 Chromatine de spermatozoides renfermant & la fois

des histones et des protamines

Chez les Echinodermes la chromatine du spermatozolde
mlr renferme des histones de type somatique et des histones
spécifiques de type Hl1l 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 & corréler avec une longuéur de DNA nucléosomique qui est
comprise entre 240 et 275 pb (CORNUDELLA et ROCHA,1979). Par
ailleurs dans le spermatozoide du mollusque bivalve Ensis mi-
nor (Couteau) (GIANCOTTI et coll.,1984) et dans celui du pois-
son rouge Cerassius auratus (MUﬁOZ-GUERRA et coll., 1982) 1la
longueur du DNA nucléosomique (environ 200 pb) est comparable
d 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 spermatozoide ne renferme que des his-
tones. Chez les Mollusques, tous les cas de figure peuvent se
présenter dans la chromatine de sperme mllr : histones seules,
protamines seules et histones + protamines (SUBIRANA et coll.,
1973 ; COLOM et SUBIRANA, 1979 ; SUBIRANA, 1975).

I - 3-3 PHENOMENE DE MATURATION DU SPERMATOZOIDE. 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 spermatogénése de la Roussette (Fig.15) et
du Bélier (Fig.l16).

~ Chez la Roussette le remplacement des histones par les
protamines se déroule en 3 étapes (GUSSE et CHEVAILLIER,1981):

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

tones disparaissent progressivement.




SPERMATIDES SPERMATOZOTDES
(Zone B du testicule) (Zone C du testicule et épididyme)

Stade 1 Stade 2 Stade 3 _ . Stade 4 Stade 5

Maximum de
1'élongation
Noyaux biréfringents

Contenu hétérogéne
Organisation des noyaux nucléole, particules | Contenu homogéne
nucléaires

Début de Milieu de
1'élongation 1'élongation

Drientation des fibres| Agrégation des fibres

Fractions condensées Homogéne ~ fortement

Chromatine . ~ Dispersée le long du grand axe de chromatine en un - 2
et dispersées . . condensée - torsadée
du noyau réseau pseudolamellaire
Structures répétitives 192 pb "Aspect "collier de perles'| 165 pb 123 pb (?)
Accessibilité DNage |——mweooevve o povtei o e v iiiiiotornor e e e —————
Histones T I I T I T I I T I T T T 7
Protéines intermédiaires QIS Y et 2 A R T

Protamines <Q \\ \ 2 ? A ‘é‘é& \

Réduites, phosphorylées Déphosphorylées

- Oxydées
(SH) : . (s=8)
(Solubles ATCA) (Insolubles ATCA
sauf 723)

FIGURE 15 SPERMIOGENESE DE LA ROUSSETTE d'aprés M.GUSSE et Ph.CHEVAILLIER (1981)
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STADES DE LA MATURATION DES SPERMATIDES
1-4 , 5.7 , 8. ,9-11 , 12 13-15 S
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FIGURE 16 RESUME DES EVENEMENTS CONCERNANT LE NOYAU AU COURS DE LA
SPERMIOGENESE CHEZ LE BELIER.

d'aprés M.LOIR
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. Au stade final de la formation du noyau, les quatre
protamines de la Roussette (Z1, 22, Z3 et S4) apparaissent
tandis que S1 et S2 disparaissent.

. Dans le spermatozoide mlr S1 et S2 sont &liminées et
les quatre protamines subsistent.

Du point de wvue structural, cette transition dans les
protéines est accompagnée d'une perte de la structure nucléo-
somique tandis qu'apparaissent des rangées paralléles bien
ardonnées de complexes DNA-protamines. Mais les modalités

structurales a la base de cet arrangement particulier ne sont

pas connues.

- Chez le Bélier (Fig.16) une seule protamine apparait en
fin de maturation du gaméte mi3le. Les protéines intermédiaires
(4 protéines) ne sont pas encore bien connues. On notera 1l'ap-
parition d'une histone de type H1° au cours de la condensation
de la chromatine et sa disparition dés la compaction du maté-
riel génétique. |

Dans les deux exemples choisis, la maturation du sper-
matozoide est complexe et vise @ 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 Platynereis dumerelit)

il nous restera a comprendre comment ces molécules sont impli-

quées simultanément dans l'organisation du DNA.

I1 serait fructueux de relier cet inventaire des pro-
téines impliquées dans la condensation de la chromatine du
spermatozoide avec les caractéristiques de la situation évo-
lutive de l'animal sur l'arbre phylogénétique. Lorsque l'ani-
mal est primitif et situé & l'origine d'un phaylum (formes sim-

ples, différenciations relativement peu poussées comme chez
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-

les annélides on trouve 3 la fois des histones et des prota-
mines. Lorsque l'animal est &volué (formes complexes, diffé-
renciations poussées) et situé a la fin d'un phyium (mammi-
féres, roussettes, seiches) on ne trouve en général que des
protamines pour organiser le DNA du spermatozoide. Ainsi
l'apparition des protamines serait, considérée du point de
vue de l'évolution, liée 3 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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I - 1 SEQUENCE COMPLETE DE L'HISTONE H2A DE L'ERYTHROCYTE
NUCLEE DE SIPONCLE (SIPUNCULUS NUDUS)




Eur. J. Biochem. /135, 113—121 (1983)
© FEBS 1983 .

Primary 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 Pierre SAUTIERE
Unité 124 de I'Institut National de la Santé et de la Recherche Meédicale, Lille

(Received March 17/June 7, 1983) — EJB 83 0263

The complete amino acid sequence (123 residues) of histone H2A from erythrocytes 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 conservative 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 residue, 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 form an isolated ancestral phylum
(Fig. 1) whose origin dates back to the Cambrian period.
The sipunculid erythrocytes are nucleated and contain hemer-
ythrin. a respiratory pigment which differs from that of
vertebrates.

The first investigations on nuclear basic proteins of
Sipunculus nudus erythrocyte chromatin were intended to
look for the presence of an erythrocyte-specific histone
homologous to the avian erythrocyte histone H5 and for
evolutionary variations in histones H2A and H2B {1, 2). Since
sipunculid H2A and H2B were found to be markedly different
from the homologous histones in vertebrates [3— 5], it was
therefore of interest to investigate the primary structure of
both histones.

According to Mazen et al. [2], the differences could
probably be associated with a smaller repeat length of
the nucleosomal DNA (177 + 5 base pairs). Moreover the
sequence determination of sipunculid H2A takes place in a
study of the structural variations of histone H2A undertaken
in our laboratory in organisms widely separated on the
evolutionary scale [3—9). In this paper we present the

Abbreviations. TosLysCH,Cl, N-tosyllysyl chloromethy! ketone ;
TosPheCH,CI, N-tosylphcnylalanyl chloromethy! ketone; Ph-
MeSO,F. phenylmethylsulfonyl fluoride; iPr,PF, diisopropyl-
ﬂuorophosphatc dansyl-, S-dlmethylammonaphthalenc- -sulfonyl.

Encymes. Staphylococcus aureus protease (EC 3.4.21.19); a-
ch_vmotrypsin (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).
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Fig. 1. Phylogenic position of the sipunculids




114

complete amino acid sequence of sipunculid erythrocyte H2A
established from structural data obtained essentially from
large peptides generated by hydrolysis of the protein with V8
staphylococcal protease and chymotrypsin.

MATERIALS AND METHODS
Materials

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

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

Isolation of histone H2A

Worms were dug out of the sludge of river mouths on the
Brittany coast. As soon as the worms were collected, nucleated
erythrocytes were separated from the coelomic liquid by
centrifugation. Nuclei were prepared as described by Mazen
et al. [1] in the presence of 0.5 mM PhMeSO,F.

Histones were extracted from the nuclear pellet with
0.25 M HCl and precipitated with acetone (9 vol.) at —20°C.
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 HCI saturated with

chloroform.
' The purity of the protein was assessed by polyacrylamide
slab gel electrophoresis at pH 3.2 in 6.25 M urea [10] 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 HCI (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.

Structural 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 to identify the blocked
amino terminus as described in {11]. The dansylhydrazide
derivative was identified by thin-layer chromatography on
micropolyamide sheets [12].

ldentification of O-phosphoserine. For identification of O-
phosphoserine, histone H2A and the amino-terminal tryptic
peptides were hydrolysed for 2 h at 110°C under vacuum
with 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/formic acid/water, 35:10:400, by

vol.). O-Phosphoserine and O-phosphothreonine (Sigma)
were used as markers.

Carboxy-terminal analysis. Histone H2A (0.84 mg,
60 nmol) was dissolved in 0.1Sml of 0.2 M N-methyl-
morpholine acetate pH 8.5 and digested at 37°C with

“carboxypeptidase B (0.2 ug). At 30 min, an aliquot (0.05ml)

was taken off, acidified with glacial acetic acid and freeze-
dried. Carboxypeptidase A (1.7 pg) was then added. At
60 min and 120 min following addition of carboxypep-
tidase A, aliquots (0.05 m!) were taken off and treated as
above. The released amino acids were analysed on the amino
acid analyser.

Enzymatic hydrolyses. Histone H2A (70 mg, 5 pumol) was
hydrolysed with V8 Staphylococcus aureus protease in 0.05 M
ammonium acetate (14 ml), at pH 4.0, and 37 °Cfor 20 h using
an enzyme/substrate ratio of 1/50 (w/w). The hydrolysate was
then freeze-dried. The limited chymotryptic hydrolysis of
histone H2A (20 mg, 1.5 ymol) was performed in 0.5 M
NaCl, 0.1 M ammonium bicarbonate pH 8.3, at 19 °C for
150 min using an enzyme/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, = 3umol)
was carried out in 0.1 M ammonium bicarbonate pH 8.0 at
37°C 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 material formed upon acidification
of the tryptic hydrolysate and corresponding to large
hydrophobic peptides was collected by centrifugation. 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 freeze-dried.

Fractionation 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 5cm) equilibrated and eluted with 0.01 M HCI,
saturated with chloroform. The chymotryptic hydrolysate
was fractionated on a Sephadex G-100 column (200 x 2.5 cm)
equilibrated and eluted with 0.01 M HCI, saturated with
chloroform. The large hydrophobic tryptic peptides were
separated by reverse-phase liquid chromatography on a
column of C,, pBondapak (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 equilibrated in 0.05%
trifluoroacetic acid containing 10% acetonitrile (v/v). The
peptides were eluted with a linear gradient of 10—50% of
acctonitrile in 0.05% trifluoroacetic acid. The small
hydrophilic tryptic peptides were separated by ion-exchange
chromatography on a Chromobeads 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 dimethylbenzylamine program (082773) [14] or a
dimethylallylamine program (102974) in the presence of
polybrene [15, 16]. Small peptides were sequenced by manual
Edman degradation [17). The phenylthiohydantoin de-
rivatives of amino acids were identified by high-pressure liquid
chromatography as described in [7].

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.
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Fig. 2. (A) Bio-Gel P10 chromatography and ( B} electrophoretic analysis of whole histone from sipunculid erythrocyte. (A) 100 mg of material
were dissolved in 6 ml 6 M guanidine chloride, 0.1 M Tris, pH 8.0, 5% 2-mercaptoethanol and left under nitrogen at room temperature for
24 h before chromatography. The solution was then centrifuged and applied to a Bio-Gel P10 column (150 x 5 cm) equilibrated and eluted
with 0.01 M HCI saturated with chloroform. The flow rate was 60 ml/h and 18 ml — fractions were collected. (B) Fractions obtained in A
were subjected to electrophoresis on polyacrylamide stab gels (15 x 10 cm) at 22 mA for 3 h at pH 3.2 in 6.25 M urea (lanes 1 —6) and at
pH 2.7 in 2.5 M urea (lanes 7, 8) {10]. Migration was top to bottom. Slabs were stained for 60 min with 0.5% Coomassie blue R in acetic
acid ethanol/water (1:2:7, by vol.) and destained by diffusion in the mixture acetic acid/ethanol/water (7:20:73, by vol.). Lane 1, whole
histone from calf thymus; lanes 2 and 8, whole histone from sipunculid erythrocyte ; lane 3, peak 1 from A ; lanes 4 and 7, peak 2 from

A lane 5, peak 3 from A; lane 6, peak 4 from A

RESULTS

Bio-Gel P10 chromatography of whole histone from
Sipunculus erythrocyte yielded four fractions (Fig. 2A).
Histone H2A was obtained free of contamination in fraction 2
(Fig. 2B, slot 4). Histones H1 and H4 were also obtained
directly in pure form from fractions{ and 4 respectively
(Fig. 2B, slots 3 and 6). Fraction 3 is a mixture of histones
H2B and H3 (Fig.2B, slot5). On polyacrylamide ge!
electrophoresis at pH 3.2 in 6.25M 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 H3 and
H2B. In 2.5M 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. 2B, 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-terminal tryptic peptide T-1a, 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 characterized by a higher
content of serine and isoleucine, a lower content of threonine,
glutamic acid, alanine, valine, leucine, lysine and arginine,
the presence of one residue of methionine and the lack of
two 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-1b generated by tryptic

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 P10 (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 residue 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 (residues 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 ascertained by digestion of the peptide with
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Table 1. Amino acid composition of sipunculid erythrocyte histone H2A and of peptides used for the sequence determination
Results are expressed as number of residues per molecule of protein or peptide. Values in parentheses are residues per molecule derived
from the final sequence ; these for threonine and serine, in the protein, are zero-time extrapolations

Amino acid Histone H2A SP-1 SP-2 SP-3 SP-4 Ch-1 Ch-2
. (residues (residues (residues (residues (residues (residues
calf sipunculid 1-55) 56-63) 64-91) 92-123) 31-123) 85-123)
Aspartic acid 8 8.2 (8) 1.2 (1) 4.7 (5) 21 k2) 79 (8) 4.2 (4)
Threonine 5 35 3 09 (1) 19 (@) 29 (3) 20(2)
Serine 4 74 (7) 50 (5 : 20(2) 27 () 20(2)
Glutamic acid 12 11.5 (11) 26 (3 22> 31 (3) 33Q3) 10.2 (10) 59 (5)
Proline 5 52 (5 22 (2 1.1 (1) 27(2) 38 @4 20(2)
Glycine 14 13.7 (14) 10.3 (10) 1.5(1) 3003) 76 () 34(3)
Alanine 16 14.7 (15) 66 (7) 19(2) 4.0 (4) 22(2) 13.2 (13) 34 (3)
Valine 8 11 (1) -2.3 (3) 1.0 (1) 29 (3) 54 (6) 3.0(3)
Methionine - 09 (1) 02 (1) 0.6 (1) :
Isoleucine 6 66 (7) 18 (2) 32(3) 19 Q) 5.0" (6) 3.0 ()
Leucine 16 14.5 (15) 4.2 (4) 20() 3.2(3) 59 (6) 13.7 (14) 7.0 (6)
Tvrosine 3 25 (3) 18 2) 0.9 (1) 29 (3)
Phenylalanine 1 12 (1) 11 (1)
Histidine 4 21 (2 10 (1) 09 (1) 1.1 (1)
Lysine 14 13.0 (13) 6.6 (6) 23(2) 49 (5) 88 (8) 5.7 (5)
Arginine 12 10.7 (11) 173 () 4.0 4) 70 (7) 1.2 (1)
Number of residue 129 123 55 8 28 32 93 39
* This value is low due to ineot;lplete cleavage of an Ile-lle bond.
Arg Ch-1 . Lys (0K}
31 12‘3
Ala Ch-2 Lys (OH)
8; 12‘3
' Chymotrypsin
N-Acetyl~-Ser His Glu Glu Glu Lys (OH)
B % TRT T 123
Ser ’ $P-1 Glu VB8 Staphylococcal protease
1 55 '
5P-2
TYr Glu
56 63
Leu sp-3 Glu
64 91
Leu sP-4 Lys (OH) .
92; 12'3

Fig. 3. Strategy used for the determination of the amino acid sequence of the sipunculid erythrocyte histone H2A

carboxypeptidases B and A. Its carboxy-terminal sequence
was established as -Lys-Ser-Lys; it corresponds to the
carboxy-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 generated by limited hydrolysis of the sipunculid
histone H2A with chymotrypsin. Hydrolysis was carried out
at high ionic strength (0.5 M NaCl) 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 enzyme. The fractionation of the
limited 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 contaminated by a smaller peptide, was used without
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Cycle asmber Revidue swmber Residue Ih:‘ Ydentification
nso

1 ] Ser 12 wrLC
2 2 - c1y s¢ wrLc
3 3 arg 1] urLe

T e 4 cly o arc
s H] Lys e arLc
. . Gly 53 wrLc
? ? ¢y [ »rPLC
. ) . Lys 3 urLc
L] 9’ Als ot srLC
10 10 Lys 33 arLc
113 " cly 45 arLc
1”2 . 12 Lys 3 neLc
13 i3 Ser 4 L1474
" " Lys 29 nrLc
i 18 Sez L3 erLc
(1] 11] Arg 34 arLe
87 124 Ser 2 ArLC
(1) 18 Ber 3 sPrLC
11 11 Arg 32 arLc
20 20 Ala 17 urLC
2 n cly 2% srLc
2 . 22 Lew 53 arLc
E2 ) 23 Cin 15 uPLC
24 24 Phe 3 arLc
25 15 Pro 6 ArLC
26 26 Yal - BPLC
27 n cly 23 "’Le
28 28 Arg 113 RPLC
29 29 e 9 arLc, GC
30 30 Ris - aric
3t n - - urLC
n 32 Lew L] uPLC
3 3 Lew L] urLc

BPLC, Double jdemtification of pheaylthiobydantoins of smino scids by high

’ liquid graphy on columms of €18 uBoadspak ard of cysno-
propylsila {22, a51.
GC, ldestificatios by gas chrosatography [26].
Table 4. Autousted Edman Degaadation of peplide SP-3
Cyele m Residue asmber Residue Yield Jdencification
amol

1 (1] Leu 1172 HPLC

2 45 Als 632 BPLC

3 [ 1 Gly 652 BPLC

& [ 3] Asn 471 arLc

3 (1] Ala 487 arwc

[ 69 Alas 553 WPLC

? 70 arg 549 srLc

L kA Asp 309 wrLc

L] 12 Asn 417 urLc

13 73 Lys w7 BrLC

1 T4 Lys 201 BPLC

12 5 Thr &7 nrLc

1 7 arg 242 urLc

14 7 e 135 WrLc, cC
13 78 ile 204 wrLC, GC
16 79 Pro 104 [ 149

1?7 [ 4] arg 195 BrLE

18 [ 1] ais - urLC

19 [} Lew 1”7 nrLe

20 [ 3] Cln $? urLc

21 84 Lew 201 ®PLC

22 a5 ala ns 1474

23 % e 3 urLc, ¢
24 L 3 Avg 127 arLc

25 1] Ass L1 BPLC

26 1] Asp 49 urLc

27 L Clu 5 urLe

28 2 Siv 9 ariLc

See legend of Table 3.
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Table 5. Aulesated Cdman Pegradation of peptide SP-4

Cycle sember Residue sumber Residue Yield Ideatification
asol .

] L 2] Lew 27 nrLc
2 L) ] ase (11} wrLe
3 ”°% Lys [1]] arLc
4 L 2] Lew 03 arLc
5 % Lew 764 wrLe
. [} N Y 15 wrec
? L] Y+ - uree

» " Yal 49) apPLC, &C
L] 100 Thr 313 "PLC
(13 105 1le 438 WPLC
X} 102 Ala 590 WrLC
” 113 Glm 355 arLc
13 104 Gly %1 APLC
113 108 Cly 1145 a’rLc
5 106 val 367 uPLC
Effluent (ml) 0 107 Len 3 were
1?7 108 Pro 9?7 urLc
Fig. 4. Elution of pattern of V8 staphylococcal protease fragments of 1 109 Ara 30) uric
sipunculid histone H2A fractionated on Bio-Gel P10. The column :: ::': ::' ;:: ::tz
(150 x 5 cm) was equilibrated and eluted with 0.0 M HCI saturated 2 "2 “: 241 arLc
with chloroform. Fractions of 18 ml were collected at a flow rate of 2 " va1 203 nric
72mi’h 23 14 Lew 159 nPLC
26 115 Lew 218 arLc
23 e Pro 80 wric
26 117 Lys - L 1] wrLe
27 1us Lys - 112 UPLC
075 20 1 The & wric
29 120 Gla 125 arLc
! 30 121 - Lys 66 wPLC
H2A ! n 122 < Ser 13 wrLe
050 32 )23 1ys 43 wrLc

A2200m

See legend of Tadle I

025

500 . 750 1000
Etfluent {ml) .

Table 6. Automated Edmar Pegradation of peptide Ch-!

Fig. 5. Elution pattern of peptides generated by limited chymotryptic
hydrolysis of sipunculid histone H2A. The peptides were fractionated

on a column of Sephadex G-100 (200 x 2.5 cm) equilibrated and = o<« Hajor peptide cb-i imor pepride Ch-ls Tdenci Fication
eluted with 0.01 M HCI saturated with chloroform. Fractions of ™™* Seridve  Besidue  Tield Readur Besidue  Tield
4.7 ml were collected at a flow rate of 14.2 ml/h

' 3 Arg 296 34 Arg - arc

2 2 Leu 40 s Lys 30 BPLC

3 3 Leu » % cly 3 wnc

; 5 m e w ma e
further purification. Peptide Ch-2 was purified by chromatog- . % ciy “ » Ma 49 anc
raphy on a carboxymethyl-cellulose column as described in ! y dan » © o, g
{18]. Their amino acid compositions are given in Table 1. . » i s @ I ne, o
Peptide Ch-1 (93 residues) corresponds to the C-terminal 0 %0 ot - “ ay 4 BrLc
two-thirds of the H2A molecule (residues 31 —123). 32 steps ! D St o m om omew
of automated Edman degradation were performed on pep- " - cly a8 o e s wrc
tide Ch-1 (Table 6). The identification of two phenyl- . " ae 0 " .- g
thiohydantoin derivatives of amino acids at each step 1 4 n: M 4 Tyr % wie
of the degradation revealed that peptide Ch-1 was con- B & *ro Ll % w2 e, oo
taminated by a peptide (peptide Ch-1a, residues 34—123) . om v v e
obtained from the partial cleavage of the protein at leucine  » 0 e o 5w - Bnc, cc
33 (Fig. 8). Peptide Ch-2 (39 residues) clearly originates from n » A » ol e
the carboxy-terminal part of histone H2A as shown by its  ,, o . - 5 e e, o
high content in aspartic acid and glutamic acid and its low  » 5 - - 7w @ wnc, oo
content in arginine. It is generated by partial cleavage of the 2 . o oo oo
protein at leucine 84. Its amino-terminal sequence established  » S e » © o . e, o
by ten steps of automated Edman degradation (Table 7), » . u » ” i on uigd
provided the data necessary to align fragments SP-3 and SP- © ¢t " © e - e, o
4 (Fig. 8). n o va - “ L 1 wc, o

All the data obtained from automated Edman degradation ~ * @ e ow ©o e e

of staphylococcal protease fragments and of chymotryptic
fragments were confirmed by structural studies of tryptic Sae lepend of Table 3.




Table 7. Anfemaled Edaan anln.u:n of peplide Ch-2

Cycle suzher Residue mumber Residue Yield Mastification
amel
1 a5 - Als ” arLc, cc
2 [ 13 1le - sre, ec
3 [ 1 Arg £ e
& L) asn [ ] sPLC
5 [ 1) asp [} erLc
L] 0 Cla - | 147+
7 L 1] €lu - |rLe
[] 2 : Lew - wric
L] L k) Asn - rLC
10 % Lys - nrLe
Ses legend of Table 3.
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Fig. 6. Elution pattern of tryptic peptides from sipunculid histone H2A.
The peptides were fractionated on a column of Chromobeads P
(60 x 0.35 cm) with pyridine/formate and pyridine/acetate buffers [6].
Fractions of 5.5 m! were collected at 33 ml/h. Peptides are numbered
according to their position in the sequence of the protein. Hatched
peaks corresponds to arginine-containing peptides

50% CHyCN
0- Retaielcin
T;\19 T-12
E N .
& I
8- ; i
0% CHyEN A~ ~—
0 30 60 90
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Fig. 7. Elution pattern of large hydrophobic tryptic peptides of histone
HZ2.4 fractionated by reverse-phase high-pressure liquid chromatogra-
phy. The insoluble material formed upon acidification of the tryptic
hydrolysate (1 mg) was loaded on a column of C,, y Bondapak
(0.39 x 30 cm) equilibrated with 0.05% trifluoroacetic 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 mi/min. The elution of peptides was
monitored at 210 nm. The peptides were numbered according to
their position in the sequence of the molecule.

peptides generated from the native protein. The elution
diagram of the small tryptic peptides separated 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-1a and T-1b were found to

. Numbering in this table and in the text refers to sequence positions in histone H2A

Table 8. Comparison of the sequences of histones H2A from marine invertebrates and from calf

Deletions are indicated by

125 129

0 33 41 43 s1 S5 S8 62 76 19 9:33 121
Leu Clu Val 1lLeu A:g

20

17

15
Gln-Gly-Cly~-Lys-Ala-Arg-Ala-Lys-Ala-Lys-Thr-Arg-Ser-Ser-Arg Val

Glu-Ser-His~His~-Lys ~-Ala~Lys-Gly-Lys

Lteu Thr Ile Thr 1le Cly~

Calf thymus [3]

Lys-Ser-Lys

7 98
Ser-Cly Gln

29 32 40 42 50 Sé 58 61 15 18
Leu Glu 1Ile Feu Met Ala Val Thr 1le

15
erythrocyte - Gly-Gly-Lys~Ala-Lys-Gly-Lys-Ser-Lys-Ser-Arg-Ser-Ser-Arg 1Ile

10

T 124

Lys-Alg —— Ala-Lys

oer Gly~Gly-Lys-Val-Lys-Gly-Lys~Ser-Lys-Thr-Arg-Ser-Se r-Al:g Ile

Ser~Gly Gln

Val tLeu Met Ala Val Ser lle

Leu Gin

Cuttlefish testis [7]

125

Lys-Ala —— Ala-Lys

Ile Thr Asn Ser-Gly — Ala

Glu Val Leu
Gln Asn Met Ala

Phe

~-Arg Val

Ser
Ala

a—n GCly-Gly-Lys-Ala-Arg-Ala-Lys—-Ala-Lys-Ser-Arg-Ser

Starfish gonads {9)

125

Lys-Ser — Ser-Lys

Thr 1Ile Gly-Gly Gly-Ser

Asn Val Leu Leu Ala 1le

Phe

—— Gly-Ala-Lys-Gly-Lys-Ala-Lys-Ala-Lys-Ser-Arg-Ser-Ser-Arg Val

Sea urchin gonads [6)
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Gh-1
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Fi _g._8. 4 lignment of peptides and amino acid sequence of Sipunculus histone H2A. Methods used for determination of the sequence of peptides
are indicated as follows: —, manual Edman degradation ; «, carboxypeptidase hydrolysis; + + +, automated Edman degradation; SP-,
peptides obtained by cleavage of the protein with the V-8 staphylococcal protease ; 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-1a
differs from T-1b 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-1a
and T-1b 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. was obtained together with peptides T-2a,Gly*-Lys®,
and T-2b. Gly®-Gly-Lys®. The incomplete cleavage of the
bond Lys®-Gly® led us to suspect the presence of an acetyl
group on lysine 5, which is known to be a site of acetylation
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 presence of a methionine
residue at position 54 (Fig. 8).

DISCUSSION

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

sites: thus a sequence of five amino acids (residues 122 —126
in calf) is deleted in sipunculid histone H2A. They do not
affect, however, the overall electrical charge of these regions.
Moreover, the respective positions of the basic residues
in the sequence 1—20 remain unchanged. Eight of these
substitutions are conservative. Four substitutions and one
deletion are observed in the sequence 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 also been found in other marine invertebrates
[6—9] 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 (Lys**—Gly®®). The substitution
Val—-Ile which occurs at position 30 has already been
observed in cuttelfish H2A [7] and in wheat histone variants
H2A-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 sipunculid 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 fractionation of whole histone by
chromatography on Bio-Gel P10. On polyacrylamide gel
electrophoresis at acidic pH sipunculid H2A appears as
two bands stained with approximately the same intensity.
Phosphorylation of the amino-terminal N-acetylserine residue
of histone H2A has been observed in vivo, in cultured cells
[22} and regenerating rat liver [23}. In vitro, serine-1 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 [25, 26). 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 late stages of red cell maturation [27]. 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 £+ 5 base pairs) of nucleosomal
DNA in the chromatin of Sipunculus nudus as suggested
previously by Mazen et al. [2].
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COMMENTAIRE

La molécule d'histone H2A renferme trois domaines struc-
turaux :
- Les extrémités N- et C-terminales (résidus 1 3 18 et 119

i 129) sont riches en acides aminés basiques et sont dépourvues

de structure organisée.

- La zone centrale (19 & 118) renferme deux séquences trés
hydrophobes (43-71 et 100-119). Cette région interagit fortement
avec l'histone H2B (32-125) comme l'ont montré Maufice COUPPEZ
(Communication personnelle) et MOSS et coll. (1976) et posséde
une conformation globulaire. Les modifications de s&quence dans

cette région sont rares et de nature conservative.

BOHM et coll.(1980,1984) ont montré que les 11 résidus
N-terminaux et les 10 résidus C-terminaux sont exposés dans la

chromatine.

La plupart des modifications observées dans la séquence
des histones H2A étudiées dans notre laboratoire (Figure 17)
sont localisées dans les régions N- et C-terminales basiques.
L'histone H2A de 1'érythrocyte de Siponcle comparée a8 l'his-
tone homologue de thymus de Veau présente quatre délétions et

douze substitutions dont six sont conservatives.

* La délétion d'un résidu de glutamine en position 6 (H2A

de thymus de Veau) conduit d une identité structurale compléte
des histones H2A et H4 (résidus 1 a 8).

* La délétion de deux résidus d'histidine dans la région
C-terminale est une caractéristique des histones H2A 4'Inver-
tébrés marins (Figure 17). Cette modification n'a pas d'in-
fluence sur la structure tertiaire de la molécule (BRADBURY
et coll., 1975).




ESPECES POSITION DE S RESIDUS
6 8 10 12 14 16 19 30 33 41 43
VEAU GIn-Gly-Gly-Lys-Ala-Arg-Ala-Lys-Ala-Lys-Thr~Arg-Ser-Ser-Arg- ~Val- -Leu- ~Glu- ~Val-
RAT -Thr/ser-
POULET -Ser-
OURSIN - -Ala-  -Gly-Lys- -Ser- ~Phe- -Asn~
ETOILE DE MER - -Ser- -Ser/Ala- ~Phe~- -Glu/Gln-
SIPONCLE - -Lys-Gly- -Ser- -Ser- -Ile-
SEICHE - -Val-Lys-Gly- -Ser- -Thr- ~Ile- -Gln-
ESPECES POSITION DES RESIDUS
51 55 59 62 76 79 98-99 121 129
VEAU Ileuv- -Ieu- -Thr- -Ile- ~Thr- -Ile- -Gly-Lys/Arg~ —Glu~Ser-His-His~Lys-Ala-Lys-Gly-Lys (CH)
RAT _LYS/ADg- 128
POULET ~Lys—- ~Asp~ — —Ala—Ig.? (OH)
OURSIN -Ala- -Gly- -Gly~Ser -—— -— Lys-Ser ——- Ser-Il..ﬁ (OH)
ETOILE DE MER Leu/Asx- -Met- -Ala- -Asn-  -Ser-Gly- - Ala —-- -— Lys-Ala —— Ala-Lys(OH)
SIPONCLE -Met- -Ala- -Val- -Ser-Gly- -GIn =— ——= —— Lys = == Ser-I‘..ﬁ (oH)
SEICHE -Met- -Ala~- =-Val- -Ser- -Ser-Gly- —GIln ==~ —— ——= Lys-Ala --- Ala-Lys (OH)
FIGURE 17 COMPARAISON DES SEQUENCES D'HISTONES H2A ETUDIEES AU LABORATOIRE

Les délétions sont indiquées par ---

09
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® L'histone H2A de l'é&rythrocyte de Siponcle renferme un
résidu de méthionine en position 54 comme les histones homolo-
gues de gonades d'Etoile de mer (MARTINAGE et coll., 1983) et
de Seiche (WOUTERS-TYROU et coll.,1982). Des variants de 1l'his-
tone H2A isolées du thymus de Veau, de l'érythrocyte de Poulet
(URBAN et coll., 1979), des cellules de leucémie de FRIEND
(BLANKSTEIN et coll., 1977) et d'embryon d'Oursin (SCHAFFNER
et coll., 1978) contiennent un résidu de méthionine en position
51.

Comme le révéle la figure 17 :

% Les positions 16 et 99 sont des sites privilégiés de
substitution. Dans toutes les histones H2A d'Invertébrés marins
(Oursin, Seiche, Etoile de mer, Siponcle) le remplacement d'un
résidu de lysine en position 99 (H2A de. thymus de Veau) par un
résidu de glycine accroit de quatre résidus la longueur de la
zone hydrophobe C-terminale (100-117, H2A de Veau ; 95-116,

H2A de Siponcle).

¥ La séquence 78 d& 97 qui renferme une séquence Asp-Glu-Glu-
demeure invariable chez toutes les espéces étudiées : cela est
sans doute 1ié aux contraintes imposées par les interactions
avec l'histone H2B. Maurice COUPPEZ a montré que l'interaction
des régions 18-118 de H2A avec la région 32-125 de H2B est en
partie assurée par des liaisons ioniques car elle est détruite

-

en milieu GuCl 1M a4 pH 2.0 mais non & pH 6.8.

Les modifications post-synthétiques de l'histone H2A sont
situées dans la région N-terminale (acétylation du résidu de
lysine en position 5, phosphorylation de la sérine 1 (MARTINAGE
et coll., 1980) ou dans les régions charniéres entre la zone
structurée et les extrémités basiques N- et C-terminales (Figu-
re 2) (phosphorylation de la sérine 19, liaison de l'ubiquitine
au résidu de lysine 119). L'histone H2A de 1l'érythrocyte de Si-
poncle est phosphorylée sur le résidu de N-acétyl-sérine N-ter-
minal & un taux de 60%. GURLEY et WALTERS (1973), HALLECK et




GURLEY (1980) ont suggéré que la phosphorylation de 1l'histone
H2A pourrait é&tre reliée a la condensation de l1l'hétérochroma-
tine. La phosphorylation de l'histone H2A de l'érythrocyte de
Siponcle pourrait &tre liée a l'inactivation et & la condensa-
tionAde la chromatine si l'on peut généraliser ce qui a &té ob-
servé dans la chromatine de 1'érythrocyte de Poulet par RUIZ-
CARILLO et coll. (1976), dans laquelle 1l'histone H2A est la
seule a &tre phosphorylée jusqu'aux derniers stades de la matu-

ration erythrocytaire.

Plusieurs espéces animales et végétales renferment des
variants de l'histone H2A : Veau, Rat, Souris (tissus normaux
et cancéreux), Poulet, cellules Héla (BLANKSTEIN et coll., 1977,
LAINE et coll., 1976). Trois variants sont présents dans le
germe de blé (Triticum aestivum) (RODRIGUEZ et co0ll.,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 c6té N-terminal a &té& caractérisée chez Physarum polycepha-
tum (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. Dés lors ces variants d'his-
tones (18 en général présents en faible quantité, excepté ceux
apparentés & l'histone Hl) ne se limiteraient plus 3 ordonner
la structure de la chromatine mais seraient aussi impliqués
dans son fonctionnement. '
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Abstract—|. The basic proteins, histones and protamines, from the emitted sperm of the annelid
Platynereis dumerilii have been isolated and characterized.

2. The somatic core histones are maintained in the chromatin of Platynereis spermatozoa.

3. Four specific histones H1 have been identified. Two closely related proteins of them are characterized
by their low M, (= 13,000) and constitute 80% of 5% PCA soluble material.

4. Besides a histone complement, the sperm chromatin of Platynereis encloses two closely related
protamines of M, 7000 which contain 50% of arginine and represent 15, of the total basic proteins of

this chromatin.

5. Platynereis dumerilii sperm cells can be used as a model system for understanding the compaction
of chromatin in case of coexistence of particular histones H1 and protamines.

INTRODUCTION

A great variability has been found in the proteins
associated with the DNA in spermatozoa. Typical
protamines have been isolated from the sperm of
fishes (Vendreli er al, 1965; Ando er al., 1973;
Sautiére et al., 1981), birds (Nakano er al., 1976),
mammals (Calvin, 1976; Kistler er al., 1976; Mont-
foort ez al., 1973), insect (McMaster-Kaye and Kaye,
1976) and it seemed that they are present in amphib-
ians and reptiles too (Kasinsky et al., 1978). On the
other hand, histones have also been found in the
chromatin of spermatozoa in some fishes (Subirana et
al., 1975; Munoz-Guerra et al., 1982) and batrachians
(Alder and Gorosky, 1975). In crustaceans (Sellos
and Le Gal, 1981) and echinoderms (Palau et al.,
1969; Van Houtte-Durand et al., 1977), histones and
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 marine
invertebrates and in particular on annelids. The
maintenance of histones in the chromatin of the
invertebrate sperm cell 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 animals

Marine annelids were fished at the “Station Biologique
d’Arcachon” (France) at the beginning of July. Male worms
were placed in a bucket and the emission of sperm was
obtained by thermic shock in the presence of a few females.

Abbreviations: iPr,PF, diisopropylfluorophosphate; dansyl-
S-dimethylaminonaphthalene-l-sulfonyl.

Preparation of sperm nuclei

All subsequent operations were carried out at 4°C. Sperm
was separated from worms by filtration through Nylon cloth
300 um pore size (Durieux, France). After addition of 2ml
of iPr,PF (1% in propane-2-ol, w/v) per liter of sperm, the
sperm cells were collected by centrifugation at 4000 g for
15 min. The supernatant mostly consisting of coelomic fluid
was discarded.

The sperm cells were washed twice in 5mM Tris-HC]
buffer, pH 7.6 containing 0.35 M NaCl and 0.1 mM iPr,PF
(buffer A). Sperm cells were then homogenized in buffer A
containing 1.1 M sucrose and 0.5% Triton X-100. Pure
nuclei were obtained in the pellet by centrifugation of the
homogenate applied onto two superposed layers of 1.1 and
2.2M sucrose respectively in buffer A containing 0.5%,
Triton X-100, at 32,000¢ for 90 min in a SW-25-1 rotor
(Beckman Spinco). Flagella were gathered at the top and
pure nuclei at the bottom of the 2.2 M sucrose layer.

Preparation of chromatin

Chromatin was prepared either from purified nuclei or
from sperm cells. Sperm cells or nuclei were resuspended in
buffer A (containing 0.] mM iPr,PF) and homogenized in a
Sorvall Omni-Mixer (three times at 200 V for 2 sec and once
at 120V for 20 sec).

Chromatin was pelleted at 2000g for 30 min and the
yellow supernatant was discarded. The pellet of chromatin
was washed once with absolute ethanol before extraction of
basic proteins. The preparation of chromatin directly from
sperm cells had no noticeable effect on the quality of histone

preparations.
Extraction of basic proteins

The chromatin pellet was resuspended in 0.25 M HCl and
basic proteins were extracted by stirring at 4°C for 2 hr. The
mixture was then centrifuged 15min at 8000g and the
proteins were precipitated from the supernatant with nine
volumes of acetone at ~20°C during 78 hr. The protein
precipitate was recovered by centrifugation at 8000 g for
15 min and washed with cold acetone and finally dried under
vacuum.

Approximately 840 mg of total basic proteins were recov-
ered from 300 m! of sperm cells provided by 10,000 worms.
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Preparation of histones and protamines

Fractionation of 5% HCIO, soluble basic proteins. Five
hundred milligrams of total basic proteins were dissolved in
100 ml of 0.01 M HCI. The solution was made 5% (w/v) in
perchloric acid and left for 1 hr. The precipitated material
was recovered by centrifugation at 17,000 g for 15 min. The
lysine-rich histones were precipitated from the supernatant
by addition of trichloroacetic acid up to a final concen-
tration of 187, (w/v) and recovered by centrifugation at
17,000 g for 15min. The pellet of lysine-rich histones was
then dissolved in 0.01 M HCI, dialysed against 0.01 M HC]
and lyophilized. Thirty milligrams of lysine-rich histones
were dissolved in 2ml of 6 M guanidinium chloride 1 M
2-mercaptoethanol in S mM Tris-HCI pH 7.6, kept at 20°C
during 24hr, and applied to a Biogel P-100 column
(2.6 x 150 cm) equilibrated and eluted with 0.01M HCl
saturated with chloroform.

Fractionation of 5%, HClO, insoluble basic proteins. The
material precipitated in 5% perchloric acid was dissolved in
0.01 M HC], dialysed against 0.01 M HCI and lyophilized.
One hundred milligrams of this material were dissolved in
2.5ml of 6 M guanidinium-HCI, 1 M 2-mercaptoethanol in
5SmM Tris-HC! pH 7.6 kept at 20°C during 24 hr, before
application to a Biogel P-10 column (2.6 x 150 cm) equili-
brated and eluted with 0.01 M HCI saturated with chloro-
form. Further purifications of histone fractions separated 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 HCI] saturated with
chloroform.

Purification of protamines. 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 et al., 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
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through high pressure liquid chromatography on a C,
pBondapak column (4.6 x 250 mm) (Waters. Associates)
equilibrated with 0.05% triflucroacetic acid in water (w/v).
The column was eluted with a linear gradient of acetonitrile
in 0.05%; trifluoroacetic acid ranging from 0 to 50%.

Analytical electrophoresis

Histone and protamine fractions were subjected to elec-
trophoresis on polyacrylamide. slab gels (16 x 16 cm) at
22mA for Shr at pH3.2 in 2.5M urea (Panyim and
Chalkley, 1969). Slabs were stained overnight with 0.1%
Amido black in acetic acid/methanol/water (7:20;73, by vol)
and destained by diffusion in the mixture acetic
acid/methanol/water (7:20:73, by vol).

Amino acid analyses

Histone and protamine samples were hydrolysed in 6 M
HCl! at 110°C for 24 and 72 hr in vacuo in the presence of
one drop of 1% phenol in order to prevent hydrolytic loss
of tyrosine. Amino acid analyses were performed with a
Beckman Multichrom A amino acid analyser.

Amino-terminal end group analysis

Dansylation of the histones and protamines were per-
formed according to Gray (1972) followed by hydrolysis of
the labelled proteins for 16 hr with HC1 6 M. Dansylamino
acids were identified by thin layer chromatography on
polyamide sheets (Doolittle, 1977).

RESULTS

Biogel P-100 chromatography of 5% perchloric
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 H1 and the histone H3 from calf thymus
(Fig. 1B, slot 5). Fraction 2 shows two electro-
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Fig. 1. (A) Biogel P-100 chromatography of 5% HCIO, soluble proteins from Platynereis dumerilii sperm

cells. Fractions of 3.5 ml were collected at a flow rate of 7 mi/hr. (B) polyacrylamide gel electrophoresis

of 59, HCIO, soluble proteins from Platynereis dumerilii sperm cells. Migration was from top to bottom.

Slot 1: Platynereis dumerilii whole basic protein. Slot 2: Platynereis dumerilii 5% HCIO, insoluble proteins.

Slot 3: Calf thymus whole histone. Slot 4: Platynereis dumerilli 5% HCIO, soluble proteins. Slot 5: Fraction
1 of Fig. 1(A). Slot 6: Fraction 2 of Fig. 1(A). Slot 7: Fraction 3 of Fig. 1(A).
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Table 1. Amino acid compositions of 5% HCIO, soluble proteins from the sperm cells of Platynereis dumerilii .

H1 from
Specific H1 from sea urchin H5 from
H1-1 from H1-2 from annelid sperm H1 from (Strickland et - chicken erythrocyte

Amino acid annclid sperm  annelid sperm  SpH1-a  SpHl-b  calf thymus al., 1980) (Briand et al., 1980)

Asp 59 6.6 6.6 16 24 1.6 . 1.8 ’

Thr 6.1 6.0 6.3 58 38 20 33

Ser 10.4 11.5 5.6 48 57 17 13

Gl . 7.0 712 23 24 338 20 - 44

Pro 9.7 9.9 6.4 59 104 8.1 71

Gly 6.6 6.4 53 52 7.3 4.0 48

Ala 1.7 10.8 17.3 16.6 264 254 15.8

Cys 04 0.6 _ — — — —

Val - 4.2 43 7.1 6.8 42 3.6 . 39

Met 1.3 1.7 03 09 — 1.6 0.6

Ile 36 35 - 3.1 31 09 08 30

Leu : 4.9 56 40 39 42 20 4.6

Tyr 20 2.5 1.1 15 0.5 0.8 . 1.7

Phe 23 23 21 2.2 0.5 04 0.6

Lys 15.9 11.8 4.6 234 28.8 28.6 24.1

His i 0.9 0.7 0.9 0.9 — 0.8 14

Arg 74 8.6 9.0 8.8 14 10.5 10.9
Lys/Arg 224 1.37 2.68 20.6 2.7 2.20
Basic/acidic 1.84 1.53 4.92 49 11.0 590
N-terminus Blocked Blocked Ala Blocked Pro Thr

*mol/100 mol.

Amino acid compositions of calf thymus histone H1, sea urchin sperm H1 and chicken erythrocyte histone HS are given for comparison.
All results are expressed in molecules per cent molecules of amino acid. Values for threonine and serine in the proteins are zero-time

extrapolations.

phoretic bands with a slightly lower mobility than
fraction 1 (Fig. 1B, 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. 1B, slot 7) shows also two com-
ponents with an intermediate mobility between that
of calf histone H2B and that of calf histone H4. These

A?_SO nm

200 400 600
Effluent (ml)

two components represent together in weight approx-
imately 80% of the proteins extracted with 59
perchloric acid. The separation of these two com-
ponents, which were shown to be two variants
SpH1-a and SpH1-b of a sperm specific protein, was
achieved by sulfopropyl-Sephadex chromatography
as described by Champagne er al. (1982). Both are
characterized by high amounts of lysine, alanine and
arginine which represent about 26, 18 and 109
respectively (Table 1).
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Fig. 2. (A) Biogel P-10 chromatography of 5%, HCIO, insoluble proteins from Platynereis dumerilii sperm

cells. Fractions of 3.5 ml were collected at a flow rate of 7 ml/hr. (B) Polyacrylamide gel electrophoresis

of 5% HCIO, insoluble proteins from Platynereis dumerilii sperm cells. Migration was from top to bottom.

Slot 1: Platynereis dumerilii whole basic protein. Slot 2: Calf thymus whole histone. Slot 3: Plarynereis

dumerilii 5%, HCIQ, insoluble proteins. Slots 4, 5, 6 and 7. correspond to fractions 2, 3, 4 and 5 respectively
from Fig. 2(A).
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Table 2. Amino acid compositions of core-histones from the sperm cells of Platynereis dumerilii

H2A H2B H3 H4
Amino acid Annclid sperm Calf - Annelid sperm Calf Annelid sperm Calf Annelid sperm Calf
Asp 68 - 6.9 . 53 48 46 . 37 5.1 49
Thr 4.0 38 64 6.4 1.5 74 7.1 6.9
Ser 56 3.0 89 11.2 6.7 37 34 20
Glu } 8.9 9.2 9.0 8.0 '10.2 11.1 6.7 59
Pro 4.2 38 4.1 48 6.2 . 44 1.6 1.0
Gly 10.1 10.7 6.7 5.6 5.6 5.2 14.9 16.7
Ala 11.9 13.0 10.6 104 - 1.5 133 74 6.9
Cys 0 0 0 0 09t T . LS 0 0
Val 58 6.1 54 72 49 . 44 1.5 8.8
Met 1.0 0 1.2 1.6 1.8 . 1.5 1.3 10
Ile 5.0 4.6 5.2 4.8 49 5.2 56 5.9
Leu 10.6 12.2 6.7 48 1.7 89 7.8 7.8
Tyr. 2.7 23 31 4.0 23 22 38 39
Phe 14 0.8 23 1.6 25 30 2.1 20
His 1.8 30 19 24 1.2 1.5 19 20
Lys 1.1 11.5 11.5 16.0 93 9.6 102 108
Arg 9.1 9.2 1.7 6.4 13.0 13.3 136 13.7
Lys/Arg 122 1.25 098 2.5 0.71 0.7 0.71 0.79
Basic/acidic 1.39 1.5 176 19 1.59 1.65 203 245
N-terminus blocked blocked Pro Pro Ala Ala blocked blocked
*Mol/100 mol.

1Determined as cysteic acid.

Amino acid compositions of calf thymus core-histones are given for reference. All results are expressed in molecules per cent molecules of
amino acids. Values for threonine and serine in the proteins are zero-time extrapolations.

Biogel P-10 chromatography of 59 perchloric
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 10 1.2. By comparison
with calf homologous histone, Platynereis H2A is

30 T
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characterized by increased amounts of serine and
phenylalanine, the presence of methionine and a
decreased amount of histidine corresponding likely to
the deletion of the two histidine residues of the
C-terminal end of the protein as observed in in-
vertebrate H2A (Wouters-Tyrou et al., 1978, 1982;
Martinage et al., 1983; Kmiécik er 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
replaced by phenylalanine and methionine re-
spectively.

Fraction 3 (slot 5) contains histones H3 and H2B
as major components and a slight amount of histone

[o} ‘ 200 400 600
Effluent (mt)

Fig. 3. (A) Sephadex G-100 chromatography of fraction 3 from Fig. 2(A) eluted with HC! 0.01 M.

Fractions of 3.5 ml were collected at a flow rate of 7.5 ml. (B) Polyacrylamide gel electrophoresis of the

fractions from the Sephadex G-100 chromatography. Slot 1: Crude 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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Fig. 4. CM-Cellulose ion-exchange chromatography of
fraction 5 from Fig. 2(A). A Whatman CM-52 column
{2 x 37cm) is. equilibrated with 0.2M NaCl in 0.02M
ammonium acetate/acetic acid pH 5.0. Proteins from frac-
tion 5§ of Fig. 2(A) are dissolved in the same buffer 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
acetate/acetic pH 5.0 buffer at a flow rate of 120 ml/hr.
Fractions of 10 ml are collected.

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
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amino acid analysis (Table 2). The main feature of
Platynereis H2B is a lysine to arginine ratio equal to
1 approximately. By comparison with calf H2B, the
decrease of lysine is balanced by an increase of
arginine.

Fraction 4 (slot 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 significant
differences except that the amounts of serine and
proline are higher in the Platynereis histones. The
Jarger amount of serine in Platynereis H3 is balanced
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-Cellulose (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-1 and P-2 (Fig. 5A).
P-1 and P-2 appear heterogeneous on polyacrylamide
gel electrophoresis (Fig. 5B, 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 439 for P-1 and 509, for P-2. These data
strongly suggest that P-1 and P-2 are two closely
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Fig. 5. (A) Reversed phase high pressure liquid chromatography of the protamine sample from Fig. 4.
Protamines are dissolved in 0.05% trifluoroacetic acid and applied to a column of C,;u Bondapak
(0.39 x 30 cm) equilibrated with 0.05%, trifluoroacetic acid. The column was eluted with a linear gradient
(----) from 0. to 50% acetronitrile in 0.05%, trifluoroacetic acid. Fractions of 1.2 ml were collected at a
flow rate of 2 ml/min. The elution of protamines was monitored 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 Platynereis sperm cells. Slot 2: 5%, HCIO, insoluble proteins from Platynereis sperm cells.
Slot 3: Fraction S from Fig. 2(A). Slot 4: Fraction of protamine eluted at 1.07M 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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Tabie 3. Amino acid compositions of Plarynereis dumerilii sperm
protamines p-1 and P-2.

Amino acid P-1 protamine P-2 protamine
Asp kid 2.6
" Thr 37 3
Ser 238 - 20.1
Gly 4.7 4.5
Ala 12.6 123
Val 1.6 14
Leu 1.7 1.5
Lys 55 4.6
Arg 43.4 49.7
N-terminus Thr Thr
C-terminus i Arg Arg

*mol{100 mol. Al results arc expressed in molecules per cemt
molecules of amino acids. Values for threonine and serine in the
proteins are zero-time extrapolations..

related families of protamine molecules. The appar-
ent heterogeneity of P-1 and P-2 on polyacrylamide
gel electrophoresis could be attributed to the presence
of structural variants or/and to the presence of post
synthetic modifications which remain to be deter-
mined. However digestion of P-1 and P-2 with alka-
line phosphatase does not modify the electrophoretic
mobility of these components (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 observed
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 er al., 1980;
Martinage et al., 1983; Kmiécik er 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 er 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 invertebrate H2A (Bailey and Dixon, 1973;
Wouters-Tyrou et al., 1978, 1982; Martinage et al.,
1983; Kmiécik et al., 1983).

Plarynereis H2B is essentially characterized by a
lysine to arginine ratio of = 1. The low value of this
ratio by comparison 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 ez 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 starfish Mar-
thasterias glacialis (Strickland er al., 1980a) close to
1.7 and in H2B -from gonads of a mollusc Patella
granatina (Van Helden er al., 1979) close to 1.8. This
feature is not specific to the sperm H2Bs, since in
H2B from sipunculid erythrocyte the lysine to ar-
ginine ratio is 1.2 (Mazen ef al., 1978). On the other
hand, only one type of H2B molecule seems to be
present in Platynereis sperm chromatin whereas in
sea urchin sperm chromatin three H2B variants have
been identified (Strickland er al., 1978). Concerning
the hydrophobic 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 H1, but rather a set of four specific
proteins soluble in 5] PCA which differ from the
somatic HI, 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, ~ 13,000
called SpH1-a and SpH1-b which contain about 24%
of lysine, 179 of alanine and 9% of arginine and
present some structural relationships together with
H1 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 constituents H1-1 and HI1-2
(M, = 19,000) of the 5% PCA soluble fraction of
Plarynereis sperm chromatin contain about 119, of
serine, 107, of proline, 119, of alanine, 7 to 8%, of
arginine and differ only from each other by the
amount of lysine (16% for Hi-1 and 129 for H1-2).

Besides a histone complement similar to that found
in somatic tissues of higher eukaryotes, the sperm
chromatin of Platynereis contains two basic poly-
peptides P-1 and P-2 of m, =~ 7000 which represent
159 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 809, 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 er al.,
1983).

The presence of nucleosomal histones together
with protamines in the sperm chromatin of Plary-
nereis dumerilii which belongs to the unfixed Poly-
chaete annelids does not fit with the results of De
Petrocellis et al. (1983), who have found that the
sperm chromatin of the sedentary polychaete annelid,
Chaetopterus variopedatus, contains only a histone
H1 and a protamine. The amino acid composition of
this protamine is very similar to that of P-1 or P-2
except that the amount of lysine is roughly three
times higher in the protamine of Chaetopierus vario-
pedatus.
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COMMENTAIRE

L'&tude des protéines nucléaires basiques'du sperme des
Invertébrés marins s'inscrit dans le cadre d'un programme de
recherches coordonnées concernant l'organisation de la chro-
matine dans le spermatozolide mlr et au cours de sa différen-
ciation. Cette &tude entreprise en collaboration avec Daniel
SELLOS (Concarneau, Laboratoire de Biologie Marine du Collége
de France : directeur Yves LE GAL) bénéficie d'un contrat de
recherches du Ministére de 1l'Industrie et de la Recherche
(Action Concertée "Biologie Cellulaire Marine" - Organisation
de la chromatine dans le spermatozoide et au cours de sa dif-
férenciation - N° 84.C.0942). Daniel SELLOS (1984-a) a isolé
et purifié les protéines basiques de la chromatine du sperme
d'Huitre (Crassostrea gigas) (SELLOS,1984-b), de Crevette (Pa-
laemon serratus) et d'un Ver marin (Platynereis dumerilit).

Nous en avons déterminé la composition en acides aminés.

En ce qui concerne Platynereis dumerilii, annélide poly-
chéte errant, le choix de ce modéle se justifie par sa posi-
tion au sein d'un phylum trés diversifié, et aussi parce que
la reproduction chez les annélides a fait l'objet d'études trés
importantes par DURCHON et coll. (FISCHER,A. and PFANNENSTIEL,
H.D., 1984).

D'une fagon générale, toutes les histones somatiques
sont présentes dans le sperme de ces Invertébrés. Cependant
les histones H1l renferment plus de résidus d'arginine que leurs

homologues isolées des Vertébrés supérieurs.
La chromatine du sperme de Platynereis dumerilii renferme:

¥ deux histones H1l de taille moléculaire supérieure a
20.000.
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* une histone spécifique de taille moléculaire 13.200

pouvant &tre rattachée au groupe des histones Hl par sa so-
lubilité dans l'acide perchlorique & 5% et par certains carac-
téres de sa composition en acides aminés (Taux de lysine, prd-
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 38 celles des tissus somati-
ques. L'histone H2A de Platynereis 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 Platy-
nereis est caractérisée par un rapport Lys/Arg de 1 (alors
qgue 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 coll.,1972 ; STRICKLAND
et coll., 1980 ; VAN HELDEN et coll., 1979 ; MAZEN et coll.,
1978) . Cette richesse en arginine n'est toutefois pas compara-
ble & celle de 1l'histone H2B d'Oursin isolée par STRICKLAND
et coll.(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 Pla-
tynereis ne renferme pas de variants de l'histone H2B contrai-
rement & ce gqu'ont observé STRICKLAND et coll. (1978) dans la
chromatine de 1'Oursin Parechinus angulosus qui en renferme

trois.

Outre les histones, la chromatine du spermatozoide de
Platynereis 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 co0ll.(1979) et DE PETROCELLIS et coll. (1983).
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En ce qui concerne la protamine du sperme de Chaetop-
terus variopedatus, annélide voisin de Platynereis isolée
par DE PETROCELLIS et coll. (1983), elle est proche des pro-
tamines de Platynerets mais s'en distingue par un taux de ly-
sine trois fois plus élevé. Ces auteurs n'ont pas mis en é&vi-
dence de core-histones dans le sperme de Chaetopterus vario-
pedatus alors qu'une histone Hl1 est présente. A notre avis
les méthodes de préparation employées pour isoler ces his-
tones (Absence d'inhibiteurs de protéolyse ef extraction
H,80, 0.4 N avec précipitation des histones par 4 volumes

2
d'acétone) ne peuvent nous permettre d'affirmer avec certitu-

t

de qu'aucune core-histone n'est présente dans le sperme de cet

annélide voisin de Platynereis.
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SUMMARY

The amino acid sequences of the two variants (Hla :
121 residues and Hlb : 119 residues) of the Sperm specific
histone Hl1 from the Polychaete Annelid Platynereis dumerilii

have been completely established.

Comparison of the sequences of these two variants
shows one deletion of two residues in histone Hlb and 22
substitutions, of which most occur in the globular domain.
The two variahts highly differ in a sequence of nine re-
sidues adjacent to the conservative phenylalanine residue
of histone H1 (64 to 72 in Hla, 62 to 70 in Hlb) which

makes Hla less hydrophobic than Hlb.

The small molecular size of Platynereis Hla and Hlb
is an unic feature among the histones H1l of which the
size ranges between 189 residues (chicken erythrocyte HS5)

and 248 residues (sea urchin sperm H1).

Hla and Hlb have short N- and C-terminal basic do-
mains but the size of the globular domain (~ 80 residues)

is similar to that of other Hls.

In the globular region the variant Hla exhibits a
close relationship with somatic or sperm Hls whereas the

variant Hlb is more related to H5 histones.




INTRODUCTION -

In eukaryotic chromatin the first level of DNA-
compacting is obtained with the nucleosomal structure
where the four core-histones and mainly H3 and H4 play
a fundamental role [1, 2]. Higher order structures in
chromatin are induced by histone H1 [3]. Somatic cells
contain usually 4-5 subtypes of H1l [4, 5]. In nucleated
erythrocytes of birds, amphibians, reptiles and fishes,
a specific histone , H5, related to Hl1l is present [6, 7].
Histone H5 which replaces progressively but partially
histone H1 during the maturation of the erythroid cell,
seems to play a critical role in establishing and main-
taining the highly repressed state of chromatin in these
erythrocytes [8]. The sperm cells of Echinoderms contain
somatic type histones (H2A, H3 and H4) together with
sperm specific histones (H1 and H2B) [9-15]. The sperm
specific histones differ from their somatic counterparts
both by a high amount of arginine and by peculiar struc-
tural features such as extended sequences and pentapepti-
dic repetitive sequences [16, 17]. The presence of these
specific histones in sperm cells has to be related with
the condensation and the repression of the chromatin,

which occur in the male gamete during the spermatogenesis.

Since more informations were needed about sperm
specific histones we decided to investigate the basic
protein complement of mature sperm cells from an annelid,

Platynereis dumerilii, a rambling polychaete.




The hormonal control of the reproduction of Anne-
lids has been studied in detail [18]. But nothing is
known about the organization of the sperm chromatin in
these organisms. Recently SELLOS and KMIECIK [15] have
shown tﬁat Platynereis sperm chromatin contains somatic
type histones together with two variants Hla and Hlb of

a sperm specific histone Hl and two protamines.

This paper deals with the determination of the com-

plete amino acid sequence of both Hl variants.

MATERIALS AND METHODS

The isolation and the characterization of the sperm
specific histone Hl1 from the annelid Platynereis dumerili<

have been described in [15].

- Staphylococcal V8 protease was from Miles Laborato-
ries. Trypsin (treated with TosPheCHZCl), carboxypepti-
dase A (treated with PhMeSOzF) and pepsin were obtained
from Worthington. Carboxypeptidase B (treated with iPrzPF)
was from Boehringer, thermolysin was from Merck and por-

cine elastase from Calbiochem.

- Trifluoroacetic acid, dimethylallylamine, propane 1l-o0l
and dithioerythritol were sequanal grade from Pierce. Ben-
zene and chloro-l-butane for sequential analysis were pur-
chased from SDS (Peypin, France). Phenylisothiocyanate,
heptane and heptafluorobutyric acid were sequanal grade

from Beckman. Polybrene was purchased from Aldrich and the




dipeptide Gly-Gly from Sigma. Acetonitrile for high-
pressure liquid éhromatography was from_Carlo Erba. All

other reagents were of the highest purity available.

- Amino acid analyses of peptides were performed on a
Beckman 119CL amino acid analyser, after hydrolysis in
6 M HC1l at 110°C in vacuo for 24 h with one drop of 1%

phenol to prevent excessive degradation of tyrosine.
Stwetunal studies

* Amino terminal analysis

Dansylation of the protein Hl1l was performed accor-
ding to GRAY [19] followed by hydrolysis of the labelled
protein for 16 hours with 6 M HCl. The amino-terminal-
dansylaminoacid was identified by thin layer chromatogra-

phy on polyamide sheet [20].
* Carboxy-terminal analysis

100 nmol of histone Hl or of carboxy-terminal frag-
ments obtained by cleavage of the protein with staphylo-
coccal protease or pepsin, were dissolved in 0.6 ml of
0.2 M N-methyl morpholine acetate pH 8.5 and digested at
37°C with carboxypeptidase B (45 pug for the protein and
22 g for its fragments). At 60 min. an aliquot (0.2 ml)
was taken off, acidified with glacial acetic acid and
freeze-dried. Carboxypeptidase A (78 ug for the protein
and 36 pg for its fragments) was then added. At 60 min.
and 120 min. following addition of carboxypeptidase A,
aliquots (0.2 ml) were taken off and treated as above.
The released amino acids were analysed on the amino acid

analyser.




* N-bromosuccinimide cleavage of the protein [21]

64 mg (4 pymol) of histone H1 Were dissolved in 2 ml
of 50% acetic acid (V/v). 6.4 mg (36 umol) of N-bromosuc-
éinimide dissolved in 4 ml of 50% acetic acid were then
added. The reaction was allowed to process under magnetic
stirring at 25°C for 4 hours. The mixture was then diluted

up to 40 ml with distilled water and freeze-dried.
* Ené ymatic hydrolyses

- Histone Hl1 (44 mg = 3.6 umol) was hydrolysed with
V8 staphylococcal protease in 0.05 M ammonium acetate (4 ml)
at pH 4.0 and 37°C for 4 h using an enzyme-to-substrate

ratio of 1/50 (w/w). The hydrolysate was then freeze-dried.

- The tryptic digestion of histone H1 (60 mg = 5 umol)
was carried out in 0.1 M ammonium bicarbonate (6 ml) pH 8.0
at 37°C for 4 h using an enzyme-to-substrate ratio of 1/50
(w/w) . The digestion was stopped by lowering the pH at 3.5

with formic acid and the hydrolysate was freeze-dried.

- Histone H1l (52 mg = 4.3 umol) was dissolved in 5%
formic acid (4 ml) and hydrolysed with pepsin at 37°C for
1 h using an enzyme-to-substrate ratio of 1/50. The hydro-

lysate was then directly applied to a Sephadex G50 column.
* Fractionation of peptides

- Fragments generated from histone Hl either by
N-bromosuccinimide cleavage or by hydrolysis with staphy-
lococcal protease were separated by chromatography on a
Biogel P10 column (200x2.5cm) equilibrated and eluted with

0.01 M HCl1l saturated with chloroform.




- Trypﬁic peptides of histone H1l were separated by
ion-exchange chromatoéraphy at GOJC on a Chromobeads P
column (100x0.635cm)(Technicon Corporation) with pyridine-
formate and pyridine-acetate buffers using a gradient sys-
tem from 0.1 M to 2 M in pyridine and from pH 2.9 to pH 5.0
[22]. After completion of the gradient, the column was
eluted for 24 h with 2 M pyridine-acetate buffer pH 5.0
and then with 2 M pyridine-acetate buffer pH 7.0 for 5 h

to release the highly basic peptides from the column.

Further purification of peptides was achieved by
preparative chromatography and/or preparative electropho-

resis on Whatman 3 MM paper [23].

- Pepsin peptides of histone Hl were fractionated
on a Sephadex G50 fine column (200x2.5cm) equilibrated
and eluted with 0.01 M HCl saturated with chloroform. Fur-
ther purification of the peptides was achieved by reverse-
phase high-pressure liquid chromatography on a column of
C18 pBondapak (Waters Associates) using a Waters Associates
ALC/GPC 244 apparatus equipped with a Ul6K sample injector
and a Cecil 212 variable-wavelength ultraviolet monitor.
The column was equilibrated in 0.05% trifluoroacetic acid
and eluted with three linear gradients of acetonitrile in
0.05% trifluorocacetic acid : from 0 to 20% for 2 min , from
20 to 50% for 40 min and finally from 50 to 100% for 5 min.
All runs were carried out at room temperature at a constant
flow rate of 2 ml/min. The solvents were degassed for 20

min by sonication and for 1 min under vacuum with stirring.




* Sequence analysis

Automated Edman degradation was performed with a
Beckman 890C sequencer using a dimethylbenzylamine pro;
gram (082773)[24] for the histone Hl and a dimethy;allyl—
amine program (102974) in the presence of polybrene for
the large peptides generated by chemical or enzymatic

cleavages of the protein [25, 26].

Small peptides were sequenced by manual Edman de-
gradation [27]. The phenylthiohydantoin derivatives of
amino acids were identified by high-pressure ligquid chro-

matography and gas chromatography as described in [28].
* Nomenclature of peptides »

Peptides obtained by cleavage of the protein at
glutamyl residue with the V8 staphylococcal protease were
designated by SP. Tryptic and pepsin peptides were desi-
gnated by T- and P- respectively. Peptides obtained by
cleavage of the C-terminal pepsin fragment P-9 with ther-
molysin and elastase were designated by Th~ and E- respec-

tively.

Peptides were numbered according to their position
in the sequence of the protein. Since Platynereis dumerili<
sperm histone Hl is indeed constituted of two variants Hla
and Hlb and that most of the structural studies were per-
formed on the mixture of the two variants, some peptides

are termed -a or -b according to their origine.
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RESULTS

The sperm specific histone H1 from the annelid
Platynereis dumerilii represents 80% of the total H1
fraction present in sperm chromatin and is constituted
of two variants Hla and Hlb which can be separated from
each other by ion-exchange chromatography on sulfopropyl-
sephadex [15] (Fig.1-A) . The electrophoretic analysis of
the variants on polyacrylamide slab gel at pH 3.2 in 6 M

urea is shown in Fig.1-B.

Amino acid compositions of Hla and Hlb are given in
Table 1, togethef with that of the unfréctionated sperm
specific Hl. Hla and Hlb are two cloﬁely related variants
which differ only by their content in aspartic acid,
threonine, serine and hydrophobic residues with bulky side

chains.

Alanine was found at the amino terminal end of Hla

and Hlb by dansylation.

When digested with carboxypeptidases A and B, both
variants were shown to have the same carboxyterminal se-
quence, established as Lys-Asn-Arg-Asn(OH) from kinetic

study of the digestion.

The strategy used to determine the amino acid sequen-
ce of the sperm specific histone Hl was firstly intended
to produce a minimum of large adjacent or overlapping frag-

ments by highly specific enzymatic or chemical cleavages.
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Sequence data provided by automated Edman degradation of
the large fragments and of the uncleaved H1l were comple-
ted and/or confirmed by sequence analysis of small pep-
tides generated by hydrolysis of the protein or its large
fragments with trypsin, pepsin, thermolysin and elastase

(Fig.2).

In the early phases of our work, the automated de-
gradation of sperm specifié histone Hl, clearly indicated
the presence of two polypeptides chains, Hla and Hlb, with
strong structural homologies (Table 2, miniprint section).
Moreover it provided useful informations concerning the
position of the two tyrosine residues in the sequence of

the protein.

The subsegquent cleavages of the tyrosyl bonds by
N-bromosuccinimide generated a large fragment NB-1, cor-
responding to the carboxy-terminal two-thirds of histone
Hl (Fig.2 and Table 1). NB-1 was successfully submitted
to thirty three steps of automated Edman degradation (Ta-
ble 3, miniprint section). Obtention of two phenylthio-
hydantoin derivatives cof amino acid at steps 1, 8, 13, 15,
20, 26 and 27 evidenced the presence of two structurally
related polypeptide chains Hla and Hlb in the approximate

ratio of 3 : 7.

The next approach to the elucidation of the amino
acid sequence of Hla and Hlb was the use of the V8 staphy-

lococcal protease for the cleavage of the single glutamyl
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‘bond identified in variant Hlb at position 63 by previous
structural analyses. As expected the hydrolysis of the
unfractionated H1 with V8 staphylococcal protease yielded
two large fragments SP-1b (1-63) and SP-2b (64-119) which
were separated on Biogel P-10 (Fig.3, miniprint section).
SP-2b was obtained contaminated by a small fragment SP;la
(1-27) generated by the partial cleavage of the bond
G%%—Aﬁg in variant Hla. This bond is generally found re-
sistant to hydrolysis by V8 staphylococcal protease [29,

301.

The amino acid compositions of fragments SP-la, SP-1b
and SP-2b are given in Table 1. Automated Edman degradation
of fragment SP-la up to penultimate residue (Table 4, mini-
print section) provided to us valuable information to elu-
cidate unequivocally the amino-terminal sequence of the
minor variant Hla. Fragment SP-2b was successfully submit-
ted to 29 cycles of automated Edman degradation (Table 5,
miniprint section). Its carboxy-terminal sequence was found
to be identical to that of the uncleaved H1 by digestion

with carboxypeptidases A and B (Fig.8).

The sequence data provided by NB-1 and SP-2b indicated
a strong structural homology with the sequence around the
single phenylalanine residue present at position 93 in the
sequence of chicken erythrocyte histonevHS (Fig.10) [31].
We took opportunity of this feature to hydrolyse.the sperm

specific histone Hl1 with pepsin in order to obtain the
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highly basic carboxy—terminal fragment P-9 by specific
éleavage of the phenylalanyl bond at position 73 in H1b

and 75 in Hla.

Fragment P-9 was separated ffom the small peptides
derived from the amino-terminal region of the protein by
chromatography on Sephadex G50 (Fig.4, miniprint section).
The small pepsin peptides were subsequently fractionated
by reverse-phase high-pressure liquid chromatography
(Fig.5, miniprint section). Their amino acid compositions

and their sequences are given in Table 10 (miniprint
section). These peptides were found to be useful to esta-
blish unequivocally the amino terminal sequence of each
variant up to the phenylalanine residue at position 75 in

Hla and 73 in Hlb.

The amino acid composition of fragment P-9 is given
in Table 1. This fragment, rich in lysine residues was
treated by 3-sulfo-phenyl-isothiocyanate according to
DWULET [32], using the reagent, in quantity just suffi-
cient to derivatize only partially the e-amino groups.
The derivatized fragment P-9 was subsequently submitted
to 21 cycles of automated Edman degradation (Table 6, mi-
niprint section). From data provided by carboxypeptidase
digestions, the carboxy-terminal sequence of fragment P-9
was established as Lys-Asn-Arg-Asn(OH) and found to be
identical to that of the uncleaved protein. The remainder
of the sequence of fragment P-9 was‘deduced from sequence

analysis of peptides generated by hydrolysis of P-9 by
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thermolysih and elastase. The separation of each set of
peptides was achieved by reverse-phase high-pressure 1li-
quid chromatography (Fig.6 and 7, miniprint seétion). The
amino acid composition and the sequence analysis of ther-
molysin and elastase peptidés are given in Tables 7 and 8
respectively (miniprint section). Peptide Th-3 (86-94)
was obtained together with peptide Th-3d (87-94) by in-
complete cleavage of the A%g-A%? bond with thermolysin.
On the other hand, peptide Th-6b was assigned to variant i
Hlb in respect to the amount of alanine and lysine in
fragment SP-2b (Table 1 and Table 7, miniprint section).
The peptides obtained by digestion of fragment P-9 with
elastase were used to align the thermolysin peptides

(Fig.9-B) .

Finally in order to confirm the sequence data pro-
vided by the automated Edman degradation of histone H1l
and of its fragments, the protein was hydrolysed with
trypsin. The fractionation of the tryptic peptides by ion-
exchange chromatography is shown in Fig.8 (miniprint sec-
tion). Their amino acid compositions and their sequences

are given in Table 9 (miniprint section).
Complete sequence of variants Hla and H1b

The automated Edman degradation of the sperm speci-
fic histone Hl from Platynereis dumerilii allowed us to
establish a sequence of 45 amino acid residues in which

the identification of two phenylthiohydantoin derivatives
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after the third cycle of degradation and mainly the iden-
tification of phenylthiohydantoin histidine at cycles 9
and 11, led us to postulate the presence of two polypep-

tide chains Hla and Hlb of closely related sequences.

In the whole H1l, Hla and Hlb were found in an appro-
ximate ratio of 3 : 7. This ratio was calculated from the
yield of phenylthiohydantoin derivatives of amino acid
obtéined at cycles 1, 8 and 13 of automated Edman degrada-

tion of fragment NB-1 (Table 3, miniprint section).

The sequence data provided by the automated Edman
degradation of the unf;actionated Hl (Table 2, miniprint
section) were fully understood after the sequence analysis
of fragment SP-la and of pepsin peptides P-la and P-1b
(Fig.9). The sequence Thf'Al? present in P-la is deleted
in P-1b, this deletion explains the shift which can be

observed between the sequences of variants Hla and Hlb.
Amino acid sequence of variant Hla

The peptides SP-la, P-3a and T-4a were placed accor-
ding to the data provided by the automated Edman degrada-
. tion of unfractionated Hl. The peptide T-4a which contains
the two tyrosine residues present in H1 overlaps the amino-
terminal end of fragment NB-1. The amino-terminal sequence
(45-77) was confirmed by sequence analysis of peptides P-5a,
T-6a, P-8a and T-8a. The carboxy-terminal sequence of va-
riant Hla was established from sequence analysis of frag-
ment P-9 generated by cleavage with pepsin of the single

P2$~A¥g bond present in Hl.
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Amino acid sequence of variant H1b

Since Hlb is the most abundant of the two variants
present in sperm specific Hl1 from Platynereis, the auto-
mated Edman degradation of unfractionatéd Hl1 gave us une-
quivocal sequence data up to residue 45. This sequence
was cohfirmed by sequence analysis of peptides P-1b,
P-2b, P-4b and T-4b. The peptide T-4b provided the neces-
sary overlap with fragment NB-1. The sequence analysis of
this fragment together with that of peptides T-5b, T-6b,
P-6b, T—7b; P-7b and T-8b allowed us to extend the amino-

terminal sequence of variant Hlb up to residue 75.

The carboxy-terminal sequence of Hlb was determined
from sequence analysis of fragment P-9 (residues 74-119).
An interesting overlap of the amino-terminal sequence (re-
sidues 1-75) of Hlb and of fragment P-9 was provided by
fragment SP-2b (residues 64-119) obtained by cleavage
with V8 staphylococcal protease of the single glutamyl
bond present in Hlb at position 63. Moreover obtaining
fragment SP-2b was of great value for the unambiguous as-
signment of leucine and alanine at positions 80 and 111
of Hlb, respectively ; in variant Hla leucine is replaced

by a residue of valine and alanine by a residue of lysine.
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DISCUSSION

The sperm specific Hl from Platynereis dumerili<
consists of two closely related proteins Hla and Hlb the
sequences of which show about 80 per cent of homology.
These seéuence;differ by 2 deletions (residues 6 and 7 in
Hla are deleted in Hlb) and 22 substitutions. ﬁost of the
substitutions are located in the hydrophobic domain of
the molecules between resiaues 6 and 83 in Hla and 6 and

81 in Hlb.

The two variants mostly differ in a sequence of nine
residues (64-72 in Hla; 62-70 in Hlb) adjacent to a highly
conservative sequence Gly-Ser-Phe-Arg(or Lys) in the his-
tones H1 [17, 33, 34]. The presence of the sequence
Mﬁ}—Leu—V%} in Hlb gives to the region 62-70 of this pro-
tein a highly hydrophobic character whereas the region
64-72 in Hla exhibits an hydrophilic character. This fea-
ture could be related to a different biological role of
each variant in the sperm chromatin. In fact, the compa-
rison of the variants with histones H1 and H5 emphasizes
the structural relationship of Platynereis Hla with sperm
or somatic histones H1l, and the structural relationship
of Platynereis Hlb with chicken erythrocyte histone HS5.
On the other hand the relative distribution of Hla and
Hlb in the sperm chromatin presents some similarity with
that of H1 and H5 in the chicken erythrocyte chromatin :
Hlb and H5 each represents about 60 to 70% of the total

H1 fraction in its respective tissue [8].
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Hla and Hlbvare also characterized by the presence
of repeated tetrapeptide sequences containing two basic
residues. Thus the sequence Phe-Ile-Arg-Lys occurs twice
in Hla (residues 54-57 and 58-61) ; the sequence Ala-Ala-
Lys-Lys is found twice in each variant (residues 88-91
and 103-106 in Hla ; residues 86-89 and 101-104 in Hlb)
and the sequence -Lys-Pro-Lys-X (where X is Ala, Ser, or
Thr) is present three times in Hla (residues 91-94, 99-102

and 113-116) and twice in Hlb (residues 89-92 and 97-100).

The sequences of Platynereis sperm Hla and Hlb con-
sist of three distinct structural domains : a short N-ter-
minal basic sequence (residues 1-5), a central hydropho-
bic sequence or globular domain (residues 6-84 in Hla ;
residues 6-82 in Hlb) and a C-terminal basic tail where
20 of the 37 residues are basic. The size of the globular
domain (about 80 residues) is remarkably constant in H1
histones (Fig.10)[17, 35] and must be related to its role
in the elementary organization of the chromatin at the
nucleosome level [36, 37]. This globular domain is flanked
by two clusters of basic residues which are essential to

anchor the protein to the DNA (Fig.9).

The comparison or the sequences of the gloopular do-
main of somatic and sperm histones Hl shows : (i) strong
homologies between the different histones ; (ii) structural
features specific of somatic or sperm Hl histones ; (iii)

a strong structural relationship between sperm Hl and nu-

cleated erythrocyte H5 (Fig.10) [31, 34]. Thus the sequence
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His~-Pro-Pro(or Thr) (residues 11-13 in Hla, 9-11 in H1Db)
Ais common to sperm and H5 histones, whereas the homolo-
gous sequence Gly-Pro-Pro(or Ala) is found only in soma-
tic H1 histones [33, 34, 42, 43]. The sequence Ser-Glu-
Met (or Leu) - Ile(or Val) is found in most Hls and H5 ;
the corresponding sequences in Platynereis Hla and Hlb are
vA%ﬁ:Tbr—Met—Vﬁ% and A%g—Thr-Ala—V%% respectively. The
sequence Lyg—Glu-Agg in Hla (L¥§-Asp-A§g in H1lb) is common
to somatic and sperm H1l histones. In H5 the corresponding
sequence is Lys-Ser-Arg. Sperm Hl histones and nucleated
erythrocyte H5 histones contain a sequence of 6 residues
including two tyrosine residues (sequences 39-55 and 37-
42 in Hla and Hlb respectively). The tyrosine residue
present at position 44 in Hla and 42 in Hlb is also found
in all H1 and H5. A hydrophilic sequence of 13 residues
adjacent to the phenylalanine residue in the C-terminal

| part of the globular domain is highly conserved in all H1
except in Platynereis H1 ; in H5 histones the correspon-
ding sequence (residues 83-95 in chicken H5) has a hydro-
phobic character due to the presence of a valine residue

at position 87.

On the other hand the small sizes of the basic N- and
C-terminal domains are rather unusual. By comparison with
sea urchin sperm Hl where the lengths of the N- and C-ter-
minal regions are 39 and 129 residues respectively [17] ;

the N- and C-terminal domains of Platynereis specific Hl
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consist only in 5 and 37 residues respectively. The varia-
tion of the size of the basic domains in HIl histones is
related to the length of the DNA in the nucleosome. Thus
‘the chromatin of sea urchin sperm is organized in 245

base pairs repeat length [38], whereas that of Platyneretis

sperm is organized in 165 base pairs DNA repeat [39].

Since the C-terminal tail and the globular domain of
Hl seem to be involved together in the condensation of
chromatin [35, 40, 41], the N-terminal domain could be
responsible for species and/or tissue specificity [35].
However in the case of Platynereis sperm H1l, the tissue
specificity is unlikely carried by the N-terminal domain
and should rather be localised in the C-terminal sequence

of the protein.
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Table 1. Amino acid composition? of histones Hla and Hlb from the sperm of Platynereis dumerilii

and their large fragments NB, SP and P-9 used for automated Edman degradation

H1 Hla Hib NB-1 SP-1b SP-2b SP-ia P-9
Aspartic acid 6.7 6.1(6) 8.9(9) 5.7 4.44) 4,.7(5) 0.8 3.0(4)°¢
Threonine 5.3 6.3(8) 5.6(5) 4.1 2,3(2) 3.8(3) 2.8(3) 2,9(3)
Serine 5.4 4.7(5) 4.1(4) 2.6 2.3(2) 2.0(2) 1.0(1)
Glutamic acid 2.1 2.0(2) 1.9(2) 1.8 1.3(1) 0.8(1) 1.2(1)
Proline 6.8 7.4(7) 7.2(7) 5.0 3.1(3) 4.2(4) 2.1(2) 4.0(4)
Glycine 4.9 5.5(5) 4.6(5) 3.4 3.4(3) 1.9(2) 1.7(2) .
Alanine 21.6 22.4(21) 19.6(21) 12.2 11.4(13) 8.4(8) 6.9(7) 7.7(8)
Valine 8.4 8.5(10)b 9.3(11)b 5.6 6.6(8) 2,4(3) 2.2(2) 1.6(2-3)°
Methionine 2.3 2.0(2) 1.8(2) 0.5 0.9(1) 0.6(1) 0.9(1)
Isoleucine 3.8 4.7(5) 2.9(3) 1.5 3.1(3) 1;4(1)
Leucine 4.7 4.0(3) 5.1(6) 2.8 3.9(4) 1.6(2) 2.2(2) 0.6
Tyrosine 1.6 1.8(2) 1.7(2) 1.9(2)
Phenylalanine 2.5 2.7(3) 2.6(3) 2.5 1.8(2) 0.9(1)
Histidine 1.0 0.9(1) 0.8(1) 0.9(1) 1.1(1)
Lysine 30.9 30.1(29) 29.9(26) 22.6 6.8(6) 20.1(20) 3.5(2)‘ 17.6(19-20)
Arginine 11.5 11.9(12) 11.5(12) 6.8 8.5(8) 3.5(4) 2.9(3) 3.0(4)c
Number of residues 121 119 63 56 27 46

a Results are expressed as number of residues/mol protein or peptide. Values in parentheses are residues/mol derived from
the final sequence.

b Low values are due to incomplete cleavage of a Val-Val bond.

¢ Low values for aspartic acid, valine and arginine in P-9 result of the partial lost of thé amino-terminal sequence Arg-

Val-Asn of peptide P-9 by incomplete cleavage of the bond A

76

sn-Lys with pepsin.
76 ¥7 pep

75



Table 2. Automated Edman degradation of histone H1 from Platynereis sperm

Cycle

and Major protein H1lb Minor protein Hla Identification
residue o cidue Yield Residue Yield
number : -

1 Ala 139 Ala B HPLC

2 Arg Arg . HPILC

3 Arg 170 Arg . HPLC

4 Lys 108 Arg 95" HPLC

5 Arg 108 Lys 78 HPLC

6 Ala 69 Thr 13 HPLC

7 Ala 92 Ala HPLC

8 Thr 21 Ala 63 HPLC

9 His 52 Ala 49 HPLC

10 Pro 18 Ala 47 HPLC

11 Pro 20 His HPLC, GC
12 val 37 Pro 18 HPLC, GC
13 Ala 50 Pro 15 HPLC, GC
14 Thr 11 val 28 HPLC, GC
15 Ala 41 Ala HPLC, GC
16 val 49 Thr 8,5 HPLC, GC
17 val 55 Met HPLC, GC
18 © Ala 40 val 42 BPLC, GC
19 Ala- 44 Val 28 HPLC, GC
20 Ile 21 Thr 5 HPLC, GC
21 Leu 33 Ala 31 HPLC, GC
22 ‘Gly 18 Ile 14 HPLC, GC
23 Leu Leu HPLC

24 Lys 39 Gly 12 HPLC
25 Asp Leu 20 HPLC

26 Arg 22 Lys 31 HPLC

27 Lys 13 Glu HPLC
28 - Gly . 28 Arg HPLC
29 Ser 3 Lys 54 HPLC

30 Ser 5 Gly 23 HPILC, GC
31 Met 34 Ser 6 HPLC, GC
32 val 33 HPLC, GC
33 Ala 35 Met BPLC, GC
34 Ile vVal 21.5 HPLC, GC
35 Lys 22 Ala 15 HPLC

36 Lys 27 HPLC

37 Tyx 11 Lys 26 HPLC

38 Leu 6 Lys 23 HPLC

39 Ala 11 Tyxr 8 HPLC
40 Ala 13 Ile 5 HPLC
41 Asn S Ala 15 HPLC
42 Tyr 6 Ala 10 HPLC
43 Asn 8 Asn HPLC
44 val 8 Tyr ' 6 HPLC
45 Asp 5 Arg HPLC

HPLC : double identification of phenylthiohydantoins of amino-acids by high-pressure
liquid chromatography on columns of Cig uBondapak and of cyanopropylsilane [28]

GC : identification by gas chromatography [28]




"Table 3. Automated Edman degradation of fragment NB-1 from Platynereis sperm histone

H1
ﬁﬁ;‘zr . lﬁe“d"e ““mbel‘;lb Residue (Ynfolld) Identification
Arg {(Hla) 34
1 45 43 _Asn (H1b) ) 08 HPLC, GC
2 46 44 val 209 HPLC, GC
3 47 45 Asp 228 HPLC, GC
4 48 46 val 202 HPLC, GC
5 49 47 Ala 198 HPLC
6 50 . 48 Arg HPLC
7 51 49 Leu 132 HPLC
Ala (Hla) 54
8 52 - 50 Gly (H1b) 79 HPLC
9 53 51 Pro . 94 HPLC, GC
10 54 52 Phe 115 HPLC, GC
11 55 53 Ile 83 HPLC, GC
12 56 54 Arg 86 HPLC
Lys "(Hla) 39
13 57 55 Arg (Hib) 73 HPLC
14 58 56 Phe 63 HPLC, GC
Ile (Hla)
15 59 57 val (1b) 87 HPLC, GC
16 60 58 Arg 53 HPLC
17 61 59 Lys 57 HPLC
18 62 60 Ala 50 HPLC, GC
19 63 61 val 61 HPLC, GC
Lys (Hla) 18
20 64 62 Ala (Hib) a1 HPLC
21 - 65 63 Glu HPLC
22 66 64 Gly 12 HPLC
23 - 67 65 Met 75 HPLC, GC
24 68 66 Leu 10 HPLC, GC
25 69 67 val 66 HPLC, GC
26 70 68 Gln 3 HPLC
Ala (Hla) 9
27 71 ' 69 Asn (H1b) 8 HPLC
28 72 70 Lys 20 HPLC
29 73 71 Gly 6 HPLC
30 74 72 Ser HPLC, GC
31 75 73 Phe 5 HPLC, GC
32 76 74 Arg 9 HPLC
33 77 75 val 99 HPLC, GC

See legend of Table 2




Table 4. Automated Edman degradation of fragment SP-la from variant Hla
of Platynereis sperm

oo yote and Residue Yield (nmol) Identification
1 Ala 107 HPLC
2 Arg 37 HPLC
3 Arg 38 HPLC
4 Arg 36 HPLC
5 Lys 21 HPLC
6 Thr 35 HPLC
7 Ala 53 HPLC
8 Ala 50 HPLC
9 Ala 14 HPLC
10 Ala 39 HPLC
11 His 7 HPLC
12 Pro 23 HPLC
13 Pro 13 HPLC
14 Val 11 HPLC, GC
15 Ala 9 HPLC
16 Gly 3 HPLC
17 Me't a HPLC, GC
18 val 5 HPLC, GC
19 val 4 HPLC, GC
20 Thr 1 HPLC
21 Ala 2 HPLC
22 Ile HPLC, GC
23 Leu HPLC, GC
24 Gly HPLC
25 Leu : HPLC, GC

See legend of table 2



Table 5. Automated Edman degradation of fragment SP-2b from variant
Hlb of Platynereis sperm

Cyclé number Residue number Residue Yield (nmol) Identification

1 64 Gly 183 HPLC, GC
2 65 Met 299 HPLC, GC
3 66 Leu 165 HPLC, GC
4 67 Val 247 HPLC, GC
5 68 Gln 55 . HPLC
6 69 Asn 111 HPLC
7 70 Lys 140 HPLC
8 71 Gly 76 HPLC
9 72 Ser 21 HPLC
10 73 Phe 64 HPLC, GC
11 74 Arg 89 HPLC
12 75 val 123 HPLC, GC
13 76 Asn 4] HPLC
14 77 Lys 72 HPLC
15 78 Thr HPLC
16 79 Ala 54 HPLC
17 80 Leu 27 HPLC
18 81 Pro 18 - HPLC
19 82 Lys 21 HPLC
20 83 Lys 37 . HPLC
21 84 Lys 37 HPLC, GC
22 85 Lys 37 HPLC, GC
23 86 Ala 19 HPLC, GC
24 87 "Ala 22 HPLC
25 88 Lys 24 HPLC
26 89 Lys 25 HPLC
27 90 Pro 6 HPLC
28 91 Lys 19 HPLC
29 92 Ala 10 HPLC

See legend of table 2




Table 6. Automated Edman degradation of carboxy-terminal fragment P-9%* from Platyne-
reis sperm histone H1 , '

ﬁﬂiﬁir p-?ismue ""mb{ifgb Residue i::ii) Identification
1 76 74 Arg 24 HPLC
2 77 75 val 95 HPLC, GC
3 78 76 Asn 55 HPLC :
4 79 77 Lys 12 HPLC
5 80 78 Thr 20 HPLC
6 81 79 Ala 29 HPLC
Leu 31
7 82 80 val . HPLC
8 83 81 Pro 31 - HPLC
9 84 82 Lys 15 HPLC
10 85 - 83 Lys 18 HPLC
11 86 84 Lys 16 HPLC
12 87 85 Lys 22 HPLC
13 88 86 Ala 36 HPLC
14 89 87 Ala 54 HPLC
15 90 88 Lys 12 BPLC
16 91 89 Lys 14 HPLC
17 92 90 Pro 19 HPLC
18 93 91 Lys 9 HPLC
19 94 92 Ala 19 HPLC
20 95 93 Lys 8 HPLC
21 9% 94 " Lys 8 HPLC

1 See legend of table 2

* Fragment P-9 was treated by 3-S-PITC prior to Edman degradation [32]




Table 7 .

Th-1 :
(residues

Th-2b
(residues

Th-3 :
(residues

Th-34 :
(residues

Th~-4 :
(residues

Th-5 :
(residues

Th-6a :
(residues

Th-6b :
(residues

Amino acid composition and amino acid sequence of thermolysin peptides ob-
tained from fragment P-9 of the sperm specific H1 of Platynereis dumerilii
and used to elucidate its sequence

74 to 78)

79 to 85)

86 to 94)

87 to 94)

95 to 100)

101 to 108)

109 to 121)

109 to 116)

SX1.1(1)

r°1.0(1)' Ala

ro1.1(1), Ala

1.1

erO‘B(l) s Pro

le.l(l)' Th

S%5.0(2) '

$%X.7(1) ' O

¢ Val ¢« Lys

Thr, 9(1) 1.0(1)

Afg-Val-Asn-Lys-Thr
— e D ST e

, Leu

0.6(1) S

1.0(1) 3.9(4)

Ala—Leu—Pro—Lys—Lys—Lys—Lys

— — —— ——p

2.3(3)" W55 6(5)

Ala-Ala-Lys-Lys-Pro-Lys-Ala-Lys~-Lys

Ala , Lys

2.2(2) 4.7(5)

Ala-Lys-Lys-Pro~Lys-Ala-Lys-Lys

— e e o T T T S

, Val

1.1(1) 1.0(1) " W%3.3(3)

Val-Lys-Lys-Pro-Lys-Ser

, Ala , Lys

T1.0(1) 1.1(2)

Ala-Ala-Lys-Lys-Lys-Thr-Asn-Arg

—m— —— —  — e

Thr Pro , Ala

1.2(1)' 1.1(1) 1.4(1)

¢+ Lys

1.1(1)" *9%.9(1)

2.9(3)" 29%.8(1)

3.6(4)" 2'91.9(2)

Ala-Arg-Lys-Pro-Lys-Thr-Lys-Lys-Asn-Arg-Asn

—_— e e e e o T TR

—— - S

, Pro , Ala

T0.4(1) 1.0(1) 1.5(2)

Ala-Arg-Ala-Pro-Lys-Thr-Lys-Lys

— e ey wemr e D O e

, Lys

3.5(3)" ®9.7(1)

The letter a or b indicates that the peptide originates from variant Hla or Hlb. Pep-
tide Th-3d derives from peptide Th-3 by partial cleavage of the Ala—Ala bond (—
manual Edman degradation; -—— carboxypeptidase hydrolysis)

86

87
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Table 9. Amino acid composition and amino acid sequence of tryptic peptides obtained from the specific Hi of Platynereis dume-
rilit and used to elucidate its sequence

T-4a : Asx , Ala , 1le , Tyr s, Arg
(residues 39 to 45) 1.0(1) 1.9(2) 0.8(1) 1.4(2) 1.0(1)

Tyr~Ile-Ala-Ala~-Asn-Tyr-Arg

T-4b : Asx Ala , Val , Leu

. TYX ¢ Axg
(residues 37 to 48) 1.1 t.7@ 1.3

2.9(3) " *?3.0¢3) 2.0(2)

Tyr-Leu~-Ala-Ala~Asn~Tyr-Asn-Val-Asp~Val-Ala~Arg
———

T-5b Pro Gly1 2’ Ile + Phe

. s Leu
(residues 49 to 54) 1.2(1) )

0.9(1) " A91.0(1)

0.8(1 1.0(1)

Leu-Gly-Pro-Phe- Ile-Arq

T-6a :

Phe~Ile-Axrg
(residues 58 to 60 -

ey 9¢1y’ PPy 0(1) ' P9 .0(1) _ Phe-Ile

T-6b :
(residues 56 to 58)

aly .01 P91y A9 .0(1) Ehe-yal-arg

T=-7b :
(residues 60 to 70

SX 1’ Se@ Y2 %12y Yo ®%len o) W10

Ala-val-Ala-Glu-Gly-Met-Leu-Val-Gln-Asn-Lys

—m gy ——m g i ——m  — —

T-8a : hr , Ser , Gly , Ala s Phe s Lys
(residues 68 to 76) 0.9(1) 1.9(2) 2.8(3) 1.3(1) 0.9(1) 1.0(1)
Gly—Thr-Gly—Ala-Ser—Gly-Ser-Phe—Arg
— — e e ST T TS
T-8b : ef0n Mo Plom’ ATy Gly-Ser-Phe-Arg

(residues 71 to 74)

T-9 :

Val-Asn-Lys
(residues 77 to 79 (Hla) and 75 to 77 (Hlb)

Asxy o1y V@t10(1)” 9101

T-10b : Thr Pro , Ala

] , Leu , Lys
(residues 78 to 82) 0.8(1) 1.04(1) 1.0(1) 1.1(1) 1.0(1)

Thr-Ala-Leu-Pro-Lys
—

f;ééiéues 88 to 90 (Hla) and 86 to 88 (H1b) M@ o Ala-Ala-Lys

T;;zi;ues 91 to 93,113 to 115 (Hla); 89 to 91 (HIb) Bro, o(1)’ % 1(2) Lys-Pro-Lys
?;é:i;ues 94 to 95 (Hla); 92 to 93 (H1b) Ala; 601y W8 o1y Ala-Lys

T-14 : Serl-o(l), Ala2.1(2)’ Lysl.O(l) §Ef‘§if‘§&3‘§!$

(residues 102 to 105 (Hla); 100 to 103 (H1b)

T-15 :
(residues 108 to 110 (Hla); 106 to 108 (H1b)

Asx; o' ™ro.8(n)’ A91.0(1) ?25'529'“‘9

T-16 :
(residues 1 to 2,111 to 112 (Hia); 1 to 2, 109 to 110 (H1b)

AMay o) *95.001) Ala-Arg

T=17b : Pro , Ala , Lys Ala-Pro-Lys
(restdues 111 to 113) o.8(1) M3.9(1) 1.2(1) i
T-18 = ™I 1y 8 902) Thr-Lys-Lys

(residues 116 to 118 (H1la); 114 to 116 (Hlb)

T-19 :

Asn-Arg-Asn
(residues 119 to 121 (Hia); 117 to 119 (HIb)

5%1.9(2) P91.0(1)




Table 10 . Amino acid composition anhd amino écid sequence of pepsin peptides obtained from the sperm specific Hi of Platyne-
reis dumerilii and used to elucidate its sequence

P-la :
(residues { to 16

, Ala

Thry 02’ F%2.1(2) 5,506 V32010 B0 W11’ A93.1(3)

Ala-Arg~Arg—Arg—Lys-Thr—Ala—Ala—Ala—Ala-His-Pro(Pro val,Ala,Thr)

— atnmgp gy —— — =

P-1b : Thr . Val , His

(residues 1 to 14)

, Ala

2.02)" F¥2.12) 4.0(4) 1.0(1) 1.001) " 8111 293,103

Ala-Arg-Arg-Lys—Atg-Ala-A1a-Thr-His-Pro—Pro-Val-Ala—Thr

P~2b : . Ile

(residues 19 to 29)

3 Leu s Lys

A%y o’ S¥ram’ Wi Mo 1.001 1.9(2) 2.0(2)* 9101

Ala-Ile-Leu-Gly—Leu—Lys-Asp-Arg-LYS°Gly(Ser)

— — — —

P-3a : Ser s Glx , Gly . Met , LYS » Arg
(residues 26 to 33) 2.0¢2) 1.0(1) 1.3(1) 0.2(1) 2.0(2) 1.1(1)

Lys-Glu-Arg-Lys-diy—Ser-Ser—Met
— g e mSge e TR WS mgee

P-4b :

Asx . Ala , Val s Ile , Leu s Lys
(residues 32 to 41) 1.7(1) 3.4(3) 1.4(1) 0.8(1) 1.4(1) 1.9(2)

val-Ala-Ile-Lys-Lys-Tyr-Leu-Ala-Ala-Asn

P-Sa : Asx , Pro , Ala , Val , Ile , Leu . TYZX ., Phe , Lys v
(residues 44 to 58) e 1.0(1) 1.1(1) 2.8(2) 1.8(2) 0.6(1) 2.2(1) 0.9(1) 1.5(2) Of6(1)
93.6(3)
Tyr-Arg-Val-Asp-Val-Ala-Arg-Leu(Ala,Pro,Phe,Ile,Arg,Lys,Phe)
P-6b : Glx ., Gly ., Ala , Val , Met ¢ Ile , Leu ,» Phe , Lys .
(residues 53 to 66) ar 1.1(1) 1.3(1) 2.2(2) 1.8(2) 0.2(1) 0.9(1) 1.0(1) 1.0(1) 1.1(1)
92.9(3)
Ile-Arg—Arg—Phe—Val-Arg-Lys—Ala—Val-Ala-Glu-Gly—Met-Leu
i — e e e Dy T T TR O
P-7b : Asxy o(n)’ se‘o.g(l)' G1x; o)’ SMi.2¢1 V2lo.9¢1)’ B0’ ™oL WR0.9(1)

(residues 66 to 73)
Leu-Val-Gln—Asn-Lys-Gly(Ser Phe)

P-8a :
(residues 64 to 75)

; Ala , Lys

hry 9@2)* SF2.1(2)0 SM*yl2(1)’ Waliqa) 1.3 P00 1.9(2)

Lys-Gln-Thr-Lys~Gly-Thr-Gly-Ala-Ser-Gly-Ser-Phe

— e e g e e e IR e RS W
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Formic acid
1 (P-9)

A230nm

].0

Effluent (ml)

500 1,000

FIGURE 3 Biogel P10 chromatography of V8 staphylococcal fragments
from Platynereis sperm Hl. The column (200x2.5cm) was e-
gquilibrated and eluted with 0.01 M HCl saturated with
chloroform. Fractions of 6 ml were collected at a flow
rate of 18 ml/h.
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FIGURE 4 Sephadex G50 chromatography of pepsin fragments from Platynereis sperm H1. The column (200x2.5cm) was equilibrated
and eluted with 0.01 M HCl saturated with chloroform. Fractions of 7 ml were collected at a flow rate of 21 ml/h.
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FIGURE 5-A Elution pattern of pepsin peptides from fraction 2 of Fig.4 fractionated by reverse-phase high-pressure

liquid chromatography. The Cyg uBondapak column (0.39x30cm) was equilibrated with 0.05% trifluoroacetic
acid and eluted with a linear gradient of acetonitrile (----) 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 Elution pattern of pepsin peptides from fraction 3 of Fig.4 fractionated by reverse-phase high-pressure

liquid chromatography. See legend to Fig.5-A. The conditions were identical except that the final gra-

dient was from 50 to 70% acetonitrile.
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FIGURE 5-C Elution pattern of pepsin peptides from fraction 4 to Fig.4 fractionated by reverse-phase 'high—pressure

liquid chromatography. See legend to Fig.5-A.
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FIGURE 7 Elution pattern of elastase peptides from fragment P-9 of Platynereis sperm Hl. The C}8 HBondapak column
(0.39x30cm) was equilibrated with 0.05Z trifluoroacetic acid and was eluted with a linear gradient (----) of

acetonitrile : 07 5 min ; 0 to 10Z 10 min and 10 to 60Z 30 min. Collection, elution monitoring and numbering
of peptides were performed as indicated in legend to Fig.5-A.
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SP=-2b

-

o

) g
. .

Th-6b

FIGURE 9-A and B

E-4b-

-l

Complete amino acid sequences of the two variants Hla and Hlb of Platynereis sperm
histone Hl. Methods used for determination of the seguence are indicated as follo-

wing
ments

, carboxypeptidase analysis.

+++, automated Edman degradation of the proteins and of their large frag-
, manual Edman degradation

B ettt M I RE e ———— e = — e,
1 5 T T N 25
Hla (H)Ala-Arg-Arg I\rg-l.ys—'l‘hr-l\l:lMln-l\l.u}Alu His-Pro-Pro-Val-Ala-ThriMcetEVat-val -'l‘h:'-lMu-llc-Lcu-Gly-Lcu-
+ L + +* + + + + + + * -+ + +* + + + + +* + + +* + > +*
- SP-la
1 ‘ 5 10 157 20
Hidb (HAla-Arg-Argilys-Arg- tAla-Ala}Thri{His-Pro-Pro-Val-Ala-Thri{Ala¢Val-ValtAlajAla-Ile-Leu-Gly-Leu-
+ * + * + + + + + + + + + + <+ +* + + + L 4 + * L 4
< P-1b > -
- P-3-30 —-ri 35 T ‘- ;; S0
Hls Lys-Glqurg-Lys Gly-Ser-Ser- Met'-Val-Ala-Ile Lys Lysl-'ryr Ile Ala-Ala-Asn Ty gfVal-Asp-Val-Ala-Arg-
+ + 9 + + (+) < + + +* + - * - + +* + +
e
—NB-}
25 30 35 40 45
H1b LystAspq4Arg-Lys-Gly-SersSer-Met:Val-~Ala-Ile-Lys-LysrTyr{Lcu Aln-Ala-AsnyTyr’ tVal-Asp-Val-Ala-Arg+
* + + + + « | e + + * * * . i_+ + + + + i+ + * * * + |
~—Pp-2b ! 1 >
P~4b >
ocn ,-h-—-T-GA—.{ — P-8a >
55 ; 60! 65 = 70— 75
Hla LeutAlatPro-Phe-Ile-ArgtLlysfPhe Ile-ArgLLys-Ala =Valf Lys -Gln-Thr- Lys*Gly ~Thr- Gly-Ala -SeriGly-Ser-Phe-
+ + L 4 + + + + + + + + +
NB~)
50 55 60 65 70 73
H1b Leu;Gly{Pro-Phe-Ile-ArgiArghPhe Val Arg Lyss Ala Val Ala-Glu.—Gly-.\iet-LeuTVal-Gln-Asn-Lys-Gly-Ser-Phe-
+ + + v . + + § o+ e + + + i+ + + . + + +
' *"—'r-sn——’ o =3 : sp-zb
' - T-7D : > T-8b -
e P-6b ot P-7b -
- - b E-4
TR ST w0 85 90 b os 100
Hia Arg{Val-Asn-Lys-Thr ~AlayVal Pro Lys Lys Lys Lys-Ala Ala LySvLys Pro LysTAla&Lysfbys-Val Lys-Lys-Pro-
+ o4 + + + + + . '
s £-1—! PP SR PRI BT S
: : . NB-1 AI
ek The1 —h—pm Th-2b Th-3 v Th-4
74 75 ! ' 80 85 90 T 95
H1b Arg-rVal Asn-Lys-: hr f'Al Leu Pro Lysnl.ys Lys Lys*Ala <Ala-Lys- Lye. Pro Lys f\lalLys Lys-Val Lys-Lys-Pro-
l l 1
H oi + * : sp-?h Poe + :
? { 1 T-10h ] H ! -
T-8D ! s o =o2b - E-4b
E-4 - E-Sa
i Th-6a
105 110} H 115 120 121
' Hta Lys-Ser-Ala-Ala-Lys-Lys-Lys;Thr-Asn-Arg+AlatArgilys+4Pro-Lys+sThr-Lys-LyszAsn-Arg-Asn(OH)
| : e T-15 —1E- T-16 T-12 — 3 e—T=18 —P—T=19 —me—
)
i L— NB-1 =
Th~4 et Th-5. !
100 108 il 110 To1 7o 115 119
Hib Lys- Ser-Ala-Ah-Lys Lys-Lys-Thr-Asn-Arg-'-Ala-ArrAla-Pro-Lys-ﬁThr Lys-Lys=Asny Arg-Asn(OH)



Trout testis H1

Sea urchin sperm H1

Platynereis sperm Hla

Platynereis sperm H1b

Chicken erythrocyte H5 14 residues +

Trout testis H1i

Sea urchin sperm H1

Platynereis sperm Hla
Platynereis sperm Hib

Chicken erythrocyte HS

Trout testls HI

Sea urchin sperm H1

Platynereis sperm Hla

Platynereis sperm H1b

Chicken erythrocyte H5

Trout testis Hi

Sea urchin sperm H1

Platynereis sperm Hla

Platynereis sperm Hib

Chicken erythrocyte HS

Trout testis H1

Sea urchin sperm H1

Platynereis sperm Hla
Platynaeretis sperm H1b

Chicken erythrocyte HS

Trout testis H1

Sea urchin sperm H1

Platynereis sperm Hla

' Platynereis sperm H1b

Chicken erythrocyte HS

18 20 2‘)' 30 35

17 residuos + Lys-Lys=Ala-Ala=Ala-Lys-Pro-Lys-Lys=5er-Gly-P’ro-Atu-Val-Gly-Glu-Leu-Ala-Gly-Lys-Ala-Val-

32 50 A0 AhH 50
31 residues + Arg-Lys-Ala-Lys-Arg-Ala-Arg-Ala-Ser-Thr-His-Pro-Pro-Val- Leu—GIu-Mef Val-Gin-Ala-Ala-1le-
1 5 10 15 20
(H)AI a-Arg-Arg—Arg-Lys-Th r-Ala-Ala-Ala-Ala-His-Pro-Pro-Val-Ala-Thr-Met-Val-Val-Thr-Aja-| le-
1 10 15 20
(H)AIa-Arg-Arg—Lys-Arg-— - =Ala~Ala-Thr-His-Pro-Pro-Val~Ata~Thr-Ala-Vai-Val~Ala-Ala-| le-
15 :
Gln 20 25 30 35

g-Val Lys- AIa—Ser-Arg-Arg Ser=Ala=-Ser-His=Pro-Thr-Tyr-Ser-Glu-Met-|le-Ala-Ata~Ala-1le-

40 45 50 55 60
Ala-Ala-Ser-Lys-Glu-Arg-Ser-Gly-Vai-Ser-Leu-Ala-Ala-Leu-Lys-Lys-Ser-Leu-Ala-Ala~Gly-Gly-
55 60 65 ¢ 70
Thr-Ala-Met-Lys-Glu~Arg-Lys-Gly-Ser-Ser-Ala-Ala-Lys-| le-Lys-Ser-Tyr-Mot-Ala-Ala--— -Asn-
25 30 ‘ 35 40
Leu-Gly-Leu-Lys-Asp-Arg-Lys-Gly-Ser-Ser-Met-Val-Ala-1le-Lys-Lys-Tyr-ile-Ala-Ala~-— -Asn-
25 30 35 40

Leu-Gly=-Leu-Lys-Asp-Arg-Lys-Gly-Ser-Ser-Met-Val-Ala-! le-Lys-Lys-Tyr-Leu-Ala~Ala==—-Asn-

40 45 50 55
Arg-Ala-Glu=-Lys-Ser-Arg-Gly-Gly-Ser-Ser-Arg~-Gin-Ser-1| le-GIn-Lys-Tyr-| le-Lys=-Ser~—<Hls-

65 70 75 80
Tyr-Asp-Val-Glu-Lys-Asn-Asn~-Ser-Arg-Val-Lys-| l@=— - -Ala-Val-Lys=-Ser-Ser-Val-Thr-lLys-

75 80 85 90 - 195
Tyr-Arg-Val-Asp-Met-Asn-Val-Leu~Ala-Pro-His-Vai-Arg-Arg~Ala-Leu~Arg-Asn-Gly-Val~Ala-Ser-

45 50 55 60
Tyr-Arg-Va |-Asp-VaI-A|a-Arg-Leu-AIa-Pro—Phe-I le-Arg-Lys-Phe-{|e-Arg-Lys-Ala-Va|-— =——
50 55 60
Tyr-Arg-Va\ -Asp-Va |-Ala-Arg-Lau~Gly-Pro-Phe-| le-Arg-Arg-Phe-Va!~Arg-Lys-Ala~-Val-Ala=-Glu-

60 65 70 75
Tyr-Lys-Val-Gly-His-Asn-Ala-Asp-Leu-GIn-—-| |le-Lys-Leu-Ser~| le-Arg-Arg-Leu-Lei~-Ala-Ala-

85 90 95 100'
Gly-Thr-Leu-Val-G}u-Thr-Lys-Gly-Thr-Gly—Ala-Ser-Gly Ser-Phe-Lys-Leu-Asn Lys-Lys—Ala-Val-
100 ‘105 10 15
Gly-Ala=-Leu-Lys-Gin-Val-Thr-Giy-Thr-Gly-Al a-Ser-GIy-Arg-—Phe~Arg-Va I-Gly-A la=val-Ala~Lys~

65 70 75 80
— —— ——-=Lys=GIn-Thr-Lys-Gly-Thr-Gly-Ala-Ser-Gly-Ser-Phe~Arg-Val~Asn-Lys~-Thr-Ala-Val~-
65 70 75 80

Gly-Met-Leu-Vai-GIn-Asn-Lys- — -— — — — -Gly-Ser-Phe-Arg-Val~Asn-Lys-Thr-Ala-Leu-

80 85 90 95 100
Gly-Val-Leu~Lys~GIn-Thr-Lys-Gly-Val-Gly-Ata~Ser-Gly-Ser-Phe~Arg-Leu-Ala-Lys=-Ser~Asp-Lys-

105 B 110 115 120 125
Glu-Ala-Lys-Lys~-Pro-Ala-Lys-Lys~Ala-Ala-Al a-Pgs- Lys-Ala-Lys~Lys-Vai-Ala-Ala-Lys=Lys=-Pro-

120 125 At 135 140
Pro-Lys-Lys-Ala-lLys-Lys-Thr-Ser-Ala-Ala-Al a-Lys-A la-Lys-Lys~Ata-Lys-Ala-Ala-Ala-Ala-Lys~

85 90 95 100
Pro-Lys~Lys=Lys-Lys-Ala-Ala-Lys-Lys-Pro-Lys-Ala~Lys-Lys-Val~Lys-Lys-Pro-Lys-Ser-Ala-Ala~
‘85 90 95 100
Pro-Lys~Lys~Lys-Lys~Ala-Ala~Lys-Lys-Pro-Lys-Ala-Lys~Lys-Val~Lys-Lys-Pro-Lys-Ser-Ala-Ala-~

105 110 115 120
Ala-Lys-Arg-Ser-Pro-Giy~Lys-Lys-Lys-Lys~Ala-Vai-Arg-Arg-Ser~Thr-Ser-Pro-lLys-Lys-Ala-Ala-

130 135 140 142
Ala-Ata=Ala-Lys~Lys~Pro-Lys-Lys-Val-Ala~Ala-Lys-Lys-Ala-Val~Ala=-Ala~- + 52 residues
Ar 145 150 155 157
Lys-Ala-Arq-Lyg-Ala-Lys-AIa-Ala-Ala-Lys—Arg-Lys-Ala-Ala-Leu~Ala-Lys- + 91 resldues
105 110 115 121
Lys-Lys=Lys=Thr-Asn-Arg-Ala-Arg-Lys-Pro-Lys=Thr-Lys-Lys=Asn~Arg-Asn(0OH)
105 . 110 115 119

Lys-Lys-Lys-Thr-Asn-Arg-Ala-Arg-Ala-Pro~Lys-Thr-Lys-Lys-Asn~-Arg-Asn(OH)

125 130 135 139
Arg-Pro-Arg-Lys-Ala-Arg-Ser-Pro-Ala-Lys-Lys~Pro-Lys-Ala-Thr-Ala-Arg- + 50 residues

FIGURE 10 Comparison of sequences of histones H1 from trout testis [33], sea urchin [17] and of chicken erythrocyte H5 [31]
with the sperm specific Hla and Hlb from Platynereis dumerilii. The sequences have been aligned for maximum homo-
logy. Arrows indicate the limits of the globular domain.
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COMMENTAIRE

Les deux variants de l1l'histone Hl spécifique du sperme
de Platynereis dumerilii présentent 80% d'homologie de séquence.
Les deux séquences différent pér une délétion de deux résidus
dans Hlb et 22 substitutions dont la plupart sont localisées
dans la région globulaire hydrophobe (6-83 pour Hla et 6-81
pour Hlb. Les deux protéines se différencient au niveau d'une
séquence de 9 résidus (64-72 dans Hla, 62-70 pour Hlb) adjacen-
te & la séquence Gly-Ser-Phe-Arg(ou Lys) rencontrées chez tou-
tes les histones Hl1l ou H5 (Fig.18) (MAC LEOD et coll., 1979 ;
VON HOLT et coll.,1979 ; YAGUCHI et coll., 1979 ; BRIAND et
coll., 1980 ; STRICKLAND et coll.,1980).

La figure 19 donne une idée de la nature de 1l'hydropho-
bicité comparée des histones H1l et H5 de cette région en uti-
sant la représentation simple de CID et coll.,1982.

* La séquence M?E-Leu—v§% de Hlb confére a la région
62-70 de cette protéine un caractére nettement hydrophobe,
cette séquence 62-70 de Hlb a beaucoup d'homologie avec la
séquence 77-85 de 1l'histone H5.

¥ La séquence TEE—Gly—Ala-sz de Hla, plus hydrophile est
quant 3 elle identique aux séquences respectives 105-108 de
l'histone Hl de sperme d'Oursin et 90-93 de l'histone Hl1l du
testicule de Truite.

La comparaison de la séquence de ces deux variants fait
ressortir ainsi une analogie du variant Hla avec les histones
Hl somatiques ou du sperme et une ressemblance du variant Hlb
3 l'histone H5 de 1'érythrocyte de Poulet. Cette différence de
ségquences des variants Hla et Hlb est sans doute liée 3 un rdle
particulier de chacun. des variants lors de la maturation du
sperme. En outre le variant b représente 60 ou 70% de la frac-

tion H1l spécifique, de la m&me maniére l'histone H5 est
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) T " Ho 1 HY
1M1 Thymus do Voau! CTi=1 Flyr<qAsp4aVal =Gluql ya=Aqn=Asn=Sor=Arqg-1 lo=1y 3 oo =Clyql ou~-LystSer=LouqValtSer-Lys~
70 75
R1L-2 . 1Tyr4Asp4Val-GludLys~Asn-Asn~Ser-Arqg----
75 80 85 R 90
H! Thymus de Lapin® RTL-3 1TyrqAsptVal-Gluilys-Asn-Asn~Ser-Arg-1ie~Lys{lcu -Glytleu-LystSer-Leu4qValtSer-Lys-
RTL-4 1Tyr
70 75
H1 Erythrocyte de Poulet CEL-52 1Tyr4AspiVal-Glutlys-Gly-Asn-Ser-Arg---- )
75 80 85 90
H1 Embryon de Poulet? 1TyriAsptVal-Gluilys-Asn~Asn-Ser~-Arg-!le-Lystleu- =Glytlesu-LystSer-LeuqValtSer-Lys=-
65 70 75 80
H1 Testicule de Truite" 1TyriAsptVal-Glutlys~Asn-Asn-Ser-Arg-Val-lysil ied -AlatVal-LystSer-SerqValtThr-Lys—-
: 50 55 60 65
H1 Embryon d'Oursin® 1PhetAspiVal~Glutl le-Asp-GIn-GIn-Leu-Val-Phet! le-LystLys-AlatLeu-ArgrSer-GlyqValtAla-Lys-
75 80 85 20 95
H1 Sperme d'Oursin® tTyr+ArgtVal-AspiMet-Asn-Val~-Leu~Ala~Pro-His{Val-LystArg~AlarLeu-ArgfAsn-GlyiValFAla-Ser~
45 © 50 55 60
Hla Sperme de Platynereis +TyrtArgtVal-AsptVal-Ala-Arg-Leu-Ala-Pro-Phet| le-ArgtLys—-Phet | le-ArglLys-AlaqVaif
45 50 55 60
Hib Sperme de Platynereis L TyrtAsntVal~AsptVal-Ala-Arg-Leu-Gly~-Pro-Phe+4! le-ArgfArg-FPhetVai~ArgkLys-Ala4ValtAla=Glu=
' ’ 60 65 70 75
HS Erythrocyte de Poulet? -TyrrlystValiGly-His-Asn-Ala-Asp-leu-Gin- ¢l le-LystLeu-Sert!ie~ArgrArg-LeutteurAla-Ala-
60 65 70 75
H5 Erythrocyte d'Oie® +TyrtLystValGly-Gin-His-Ala-Asp-Leu-Gin- 1l le-Lystleu-Alat!ie-ArgrArg-LeujleurThr-Thr-

H5 Erythrocyte de Pigeon?®

390 | 95 100

H1 Thymus de Veau! CTL-1 +Gly4Thr-LeutVal4Gin-Thr-Lys-Gly-Thr-Gly-Ala-Ser-Gly-Ser-Phe
RTL-2 '
95 100 105 110
H1 Thymus de Lapin? RTL-3 G| yq4Thr-lLeutVal1Glu=Thr-Lys~Gly-Thr-Gly-Ala-Ser-Gly-Ser-Phe~-Lys~LeutAsp-Lys-Lys-Ala~Ala-
RTL-4
H1 Erythrocyte de Poulet CEL-52
95 100 105 110
Hi1 Embryon de Poulet? FGly4Thr4qLeutVal4Gin-Thr-Lys=-Gly-Thr-Gly~-Ala-Ser-Gly-Ser-Phe-Lys-LeutAsn-Lys-Lys-Pro-Gly-
85 90 95 100
H1 Testicule de Truite" rGlyqThrqleutVal1Glu-Thr-Lys-Gly-Thr-Giy-Ala-Ser-Gly-Ser-Phe-Lys-LeurAsn-Lys-Lys-Ala-Val-
70 75 80 85
Ht Embryon d'Oursin® Gl yqThr4LeutVal1Gin-Thr-Lys-Gly-Thr-Gly-Ala-Ser-Gly-Ser-1le-Lys-Leu
100 105 110 115
H1 Sperme d'Oursin® rGlyqAlaqleutlys1Gin-Val-Thr-Gly-Thr-Gly-Ala-Ser-Gly-Arg-Phe-Arg-Val{Gly-Ala-Val-Ala-Lys-
65 70 75 80
Hla Sperme de Platynereis tLys1Gin-Thr-Lys-Gly-Thr-Giy-Ala-Ser-Gly-Ser-Phe~Arg-Val}Asn-Lys-Thr-Ala-Val-
65 70 75 . BO
H1b Sperme de Platynereis G lytMet4LeutVal1GIn-Asn-Lys~ -Gly=-Ser-Phe-Arg-ValtAsn-Lys~Thr-Ala-Lleu-
80 . 85 90 95 100
H5 Erythrocyte de Poulet? G ly4Valdleutlys1Gin-Thr-Lys-GlytVal4Gly-Ala-Ser-Gly-Ser~Phe-Arg-LeurAla-Lys-Ser-Asp-Lys~
80 85 90 95 100
HS Erythrocyte d'Oie® FGly4ValdleutlystGin-Thr~Lys~GlytVal4Gly~Ala-Ser-Gly-Ser-Phe~Arg-LeutAla-Lys=Gly-Asp~Lys-

HS Erythrocyte de Pigeon®

FIGURE 18 (suite) COMPARAISON DES SEQUENCES DE LA REGION GLOBULAIRE DE DIFFERENTES HISTONES Hl OU H5

(Les limites de la zone globulaire sont indiquées parYm . Les cadres indiquent les séquences les plus conservées)

3LIAO et COLE (1981) ; 2COLE (1977) ; 3SUGARMAN et co!l.(1983) ; *MAC LEOD et coll. (1978) ; SSCHAFFNER et coli. (1978) ;
SSTRICKLAND et coll. (1980) ; "BRIAND et coll. (1980) ; ®YAGUCHI et coll. (1979) ; ®YAGUCHI et coll. (1977).
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présente au méme taux dans la chromatine de l'érythrocyte
nucléé mature du Poulet (MAZEN et CHAMPAGNE, 1972). L'homo-
logie structurale dans la zone globulaire de Hlb et de H5
semble ainsi correspondre a une homologie fonctionnelle.

La séquence des deux variants de l'histone H1 de Pla-
tynereis est caractérisée par la répétition de séguences te-

trapeptidiques comportant deux résidus basiques :

* la séquence Phe-Ile-Arg-Lys est ainsi répétée deux
fois dans Hla (54-57 et 58-61)

* la séquence Ala-Ala-Lys-Lys est présente deux fois
dans chacun des variants (88-~91 et 103-106 dans Hla ; 86-89
et 101-104 dans H1lb)

* la séquence Lys-Pro-Lys-X (dans laquelle X = Ala, Ser
ou Thr) est présente trois fois dans Hla (résidus 91-94,
99-102 et 113-116) et deux fois dans Hlb (89-92 et 97-100).

Comme toutes les histones de type H1l, la molécule com-
prend 3 domaines distincts : une séquence basique N-terminale
(résidus 1-5), un domaine central hydrophobe globulaire (ré-
sidus 6-84 dans Hla, 6-83 dans Hlb) et une séquence basique
C-terminale dans laquelle 20 acides aminés sur les 37 pré-
sents sont basiques. La taille de la région globulaire (en-
viron 80 résidus) est remarquablement constante dans les his-
tones H1 (VON HOLT et coll., 1979; BOHM, 1984) et ceci est 1ié
d la contrainte structurale de la fixation sur le nucl&osome
(ALLAN et c0ll,1980; PUIGDOMENECH et coll.,1983). Le domaine
globulaire des histones H1 de sperme est flanqué de deux
groupes d'acides aminés basiques qui sont essentiels & la fi-
xation de la protéine au DNA.

La comparaison des séquences des régions globulaires des

histones Hl1 et H5 fait ressortir les points suivants (Fig.18) :
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* une homologie importante entre toutes ses sé&quences

* des caractéristiques spécifiques des histones soma-

tiques et des histones du sperme

¥ une remarquable analogie entre les histones H1 du
sperme et l'histone H5 de 1l'érythrocyte nucléé du Poulet
(VON HOLT et coll.,1979 ; YAGUCHI et co0ll.,1979; BRIAND et
coll.,1980). )

C'est ainsi que la séquence His~-Pro-Pro(ou Thr) (résidus
11-13 dans Hla, 9-11 dans Hlb) est commune aux histones du
sperme et & H5, tandis que la séquence homologue Gly-Pro-Pro
(ou Ala) n'est présente que dans les histones H1 somatiques
(MAC LEOD et coll.,1977; SCHAFFNER et co0ll.,1978; VON HOLT
et‘coll.,l979; LIAO et COLE,1981; SUGARMAN et coll., 1983).
La séquence Ser-Glu-Met(ou Leu)-Ile(ou Val) est présente dans
la plupart des histones H1 et H5, la séquence correspondante
dans Hla et Hlb de Platynereis est A}@-Thr—Met-V?% et A}?—Thr-
Ala-Val respectivement. La séquence Lxg-Glu-AE? de Hla (LXE—
Asp-Agg de Hlb) est commune aux histones Hl somatiques et du
sperme. Dans l'histone H5 la séquence correspondante est Lys-
Ser-Arg. Les histones Hl1 du sperme et l'histone H5 de 1l'éry-
throcyte nucléé contiennent une séquence de 6 résidus incluant
deux résidus de tyrosine (Ségquences 39-44 et 37-42 dans Hla et
Hlb respectivement). Le résidu de tyrosine en position 44 dans
Hla et 42 dans Hlb est aussi présent dans Hl et H5. Une sé&quen-
ce hydrophile de 13 résidus adjacente au résidu de phénylala-
nine dans la partie C-terminale du domaine globulaire est trés
fortement conservée dans toutes les Hl exceptée dans les va-
riants de la H1l de Platynereis. Dans les histones H5 la séguen-
ce correspondante (résidus 83-95 de la H5 de Poulet) posséde
un caractére hydrophobe dQ & la présence d'un résidu de valine
en position 87.
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~ 8i la taille du domaine globulaire. (80 résidus) est
trés conservée dans les histones H1l, (et nous en avons vu la
raison dans les généralités de ce mémoire) il n'en est pas de
méme pour les extrémités N- et C-terminales basiques, en par-
ticulier dans le cas de l'histone Hl de Platynereis, l'extré-
mité N-terminale est anormalement ré&duite & 5 résidus (37 ré-
sidus pour 1l'histone Hl de sperme d'Oursin) et l'extrémité
C-terminale & 37 (129 résidus pour l'histone H1 de sperme
d'Oursin) (STRICKLAND et coll.,1980). Il est possible de cor-
réler cette variation dans la longueur des extrémités N- et
C-terminales 3 la longueur du DNA nucléosomique : 245 paires
de bases dans la chromatine du sperme d'Oursin, 165 dans la
chromatine du sperme de Platynereis. La région N-terminale de
1'histone Hl porterait selon BOHM (1984) la spécificité tis-
sulaire de 1'histone (Il faut toutefois observer que dans le
cas des histones Hla et Hlb du sperme de Platynereis les deux
extrémités N- et C-terminales sont réduites en proportion ;
l'extrémité C-terminale, tré&s riche en résidus hydrophiles,
se distinguent nettement des autres extrémités C-terminales
des histones Hl. Elle pourrait tout aussi bien porter une

spécificité tissulaire).

RING et COLE (1983), LOSA et coll.(1984) semblent d4d'ac-
cord pour admettre que la condensation des histones Hl dans
la chromatine, et la formation de la fibre de 30 nm de dia-
mé&tre nécessite 3 la fois la zone globulaire et la région
C-terminale basique de l'histone. La région N-terminale serait
moins impliquée dans ce processus. ALLAN et coll. (1980)
avaient montré que la région globulaire a elle seule ne suffit
pas pour former la superstructure polynucleosomique. La chro-
matine du sperme de Platynereis dumerilii apparafit hautement
condensée, cette extréme condensation ne peut &tre uniquement
due 3 l'histone Hl spécifique mais aussi aux protamines pré-
sentes dans cet organisme. Il sera trés intéressant d'établir

la responsabilité de chacune des classes de protéines dans le
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phénoméne de condensation. La structure nucléosomique est
présente dans la chromatine du sperme de Platynereis; Daniel
SELLOS met en évidence outre la sous-unité nucléosomique ren-
fermant 165 paires de bases de DNA, des zones de DNA libres,
non complexé&es aux histones. Les protamines pourraient inte-
ragir avec le DNA au niveau de ces régions, diminuant ainsi
le nombre des charges phosphate et permettant la rapproche-
ment des fibres de DNA.

L'analogie remarquable ‘des zones globulaires des histones
H1l du sperme et H5 peut enfin attirer l'attention sur certaines
autres analogies entre les types de cellules (spermatozoides
et érythrocytes) qui les abritent, par exemple :

* une origine embryonnaire commune des cellules primor-
diales de la lignée érythrocytaire et de la lignée germinale
(cytotrophoblaste et mésenchyme)

* une maturation analogue lors de la différenciation de
ces cellules primordiales aprés invasion de tissus comme la
moelle (lignée rouge), le testicule (spermatozoide) dont 1'o-
rigine embryonnaire est l'endoderme.

* une extréme condensation de leur chromatine gui ne

posséde plus d'expression des génes.

- Pour l'érythrocyte ce phénoméne va jusqu'd l'expulsion
de noyau au sortir de la moelle chez les mammiféres supérieurs.
En contre partie la durée de vie de ce type de cellule spécia-
lisée est limitée & 100 jours.

- Pour le spermatozoide la compaction de la chromatine
protégerait celle-ci lors des événements de la fécondation
(externe ou interne). Mais 13 aussi sa durée de vie est limitée

jusqu'au transfert de son matériel génétique.
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PERSPECTIVES

Les séquences en acides aminés des protamines d4'Inverté-
brés marins ne sont pas connues. C'est pourquoi nous avons
1'intention de déterminer les structures primaires des deux
protamines présentes dans le sperme de Platynereis. Cette étu-
de nous permettra d'établir des comparaisons inté&ressantes
avec les protamines de Vertébrés (Poissons, Mammiféres) actuel-
lement bien connues. En complément une étude structurale de la
chromatine du sperme de Platynereis pourrait &tre envisagée en
particulier la visualisation des histones H1l spécifiques (et
des protamines) au sein de la chromatine au moyen d'anticorps.
Toutefois ce projet reste soumis & la nécessité d'obtenir un
étalement de la chromatine du sperme or cela est rendu trés

difficile par l'extr&me compaction de ce matériel.

La chromatine de 1l'érythrocyte nucléé du Siponcle ne ren-
ferme pas d'histone H5 mais par contre nous avons isolé une
histone de type H1°. Une étude de cette molécule nous permettra
de compléter les acquisitions récentes dans le domaine des his-
tones H1° dont l'apparition est fonction de 1l'état de différen-
ciation de la cellule.

La détermination de la ségquence de l'histone H2A de 1l'éry-
throcyte de Siponcle cldt une série d'é@tudes 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 myxomycéte Physarum poly-
cephalum trés étudié en raison de la synchronisation naturelle
des divisions cellulaires, les histones H2A et H2B apparaissent
trés variables ; l'histone H2A en particulier est prolongée de
40 résidus du cdté N-terminal (caractéristiques partagées avec
les histones H2A du germe de Blé&). Nous avons l'intention d4d'étu-
dier cette molécule, 1'étude de l'histone H2B est actuellement
en cours et montre une forte variabilité de la région N-termi-

nale.



"Vous n'aurez pas besoin de me le dire deux fois ; je
: car,

suis bien pénétré de toute l'utilité de cette méthode
quand on a mis du noir sur du blanc, on rentre chez soi tout

& fait soulagé.”
L'écolier

GOETHE "Faust" (Cabinet d'Etude)
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RESUME DE LA THESE

La séquence en acides aminés des 123 résidus de I'histone H2A de
I'érythrocyte nuciéé de Siponcle (Sipunculus nudus) a été déterminée.
Comparée a I'histone homologue du thymus de Veau, I'histone H2A de
I'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-
legiés d’interaction avec le DNA. La région centrale (18-118) qui inter-
agit avec I'histone H2B dans le complexe H2A-H2B ne recéle que quel-
ques modifications de nature conservative. L’histone H2A de I'érythro-
cyte de Siponcle est phosphorylée a un taux de 60% sur le résidu de
sérine en position N-terminale. Cette observation pourrait étre en
rapport avec l'inactivation de la chromatine de I'érythrocyte.

La chromatine du sperme de Platynereis dumerilii (Annélide Poly-
cheéte) est caractérisée par la présence d'une histone H1 spécifique et
de deux protamines a c6té des histones de type somatique. L’histone
H1 spécifique est constituée de deux variants H1a et H1b qui présen-
tent une forte homologie structurale.

La comparaison des séquences en acides aminés des deux variants
de I'histone H1 (H1a, 121 résidus ; H1b, 119 résidus) a permis de mettre
en évidence la présence de deux délétions dans I'histone H1b et de 22
substitutions dont la plupart sont situées dans le domaine globulaire.
Les deux variants H1a et H1b différent particulierement au niveau d'une
séquence de 9 résidus d’acides aminés située au voisinage du résidu de
phénylalanine conservé chez toutes les histones H1 (64-72 dans H1a;
62-70 dans H1b). Comparées aux autres histones H1, H1a et H1b ont
une taille moléculaire exceptionnellement réduite, cependant leur
domaine globulaire (80 résidus) est similaire a celui des autres histones
H1 de type somatique ou spécifiques du sperme. La comparaison des
séquences des zones globulaires de H1a et de H1b montre une forte
homologie entre H1a et les histones H1 somatiques ou du sperme alors
que H1b est plus proche de I'histone H5 de I'érythrocyte nuclée du
Poulet.

MOTS CLEFS : Invertébrés marins - Erythrocytes nucléés - Sperma-
tozoides - Histones - Variants - Protamines - Structure
primaire - Phosphorylation.



