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Notre laboratoire s'est orienté ,voici quelques années, 

vers l'étude des protéines nucléaires basiques associées 

à la chromatine durant la différenciation du spermatozoïde 

dans plusieurs espèces animales choisies parmi les mammi- 

fères, les poissons et les invertébrés marins,Nos travaux, 

qui font l'objet de cette thèse, ont porté sur l'étude des 

transitions nucléaires basiques qui surviennent au cours 

de la spermiogenèse du bélier Ovis aries. 

Des travaux antérieursrréalisés par notre laboratoire, 

avaient conduit à l'établissement de la structure primaire 

complète de la protamine isolée des spermatozoïdes de bélier 

(SAUTIERE et a l .  ,1984) et à la caractérisation de 4 protéines 

spécifiques des spermatides nommées P1,3,7 et T (DUPRESSOIR 

et a l .  ,1985) . 

Nous avons poursuivi ces travaux : 

- en établissant la structure primaire complète de la pro- 
téine T et en identifiant ses sites de phosphorylation 

- en élucidant partiellement la structure primaire des pro- 
téines Pl et 3 

- en étudiant la phosphorylation de la protamine de bélier 
isolée du testicule. 

Ces travaux ont été rendus possibles grâce à l'acquisi- 

tion, par notre laboratoire, d'un équipement de microanalyse 

des protéines très performant (analyseur d'acides aminés, 

microséquenceur et CLHP). En outre, l'amélioration récente 

des techniques de spectrométrie de masse a permis l'identi- 

fication de variants structuraux de la protéine T, 



Nous nous devons cependant de souligner les difficultés 

rencontrées d'une part dans l'acquisition de testicules de 

béliers bons reproducteurs à la période favorable (octobre), 

et d'autre part dans l'obtention de quantités suffisantes 

de ces protéines présentes uniquement au cours de la diffé- 

renciation des spermatides (stades 9 à 12), ce qui corres- 

pond à une période d'environ 4 jours dans la spermatogenèse 

du bélier, 



CHAPITRE 1 

G É N É R A L I T É S  



I - 1 LA SPERMATOGENÈSE CHEZ LES MAMMIÇÈRES 

1 - 1-1 GENERALITES 

La spermatogenèse est le processus biologique qui, à 

partir d'une cellule souche, la spermatogonie, conduit à 

une cellule hautement spécialisée, le spermatozoïde dont 

la fonction première est le transport du matériel généti- 

que mâle depuis le testicule jusqu'à l'ovule qui sera fé- 

condé. Ce processus qui se déroule dans les tubes sémini- 

fères des testicules, évolue selon une polarité centripète 

depuis la membrane basale jusqu'à la lumière de ces tubes. 

Les différents types cellulaires qui participent à ce pro- 

cessus complexe sont présentés dans la figure 1, 

Tout d'abord, les spermatogonies qui sont les cellules 

souches immatures, vont subir une série de divisions mito- 

tiques avant de donner les spermatocytes primaires, Ces cel- 

lules diploïdes entrent en méiose. La première division méio- 

tique conduit aux spermatocytes secondaires qui, après la 

seconde division méiotique génèrent les spermatides : les 

cellules sont alors haploïdes. Le processus biologique qui 

conduit aux spermatozoïdes mûrs à partir des spermatides est 

la spermiogenèse. 

Au cours de ce processus, les organites cellulaires sont 

affectés par diverses modifications. C'est ainsi que l'on 

observe : 

- une condensation très forte du noyau cellulaire, 
- la formation de l'acrosome à partir de l'appareil de Golgi, 

- un regroupement des mitochondries pour former la pièce 
intermédiaire, 



division méiotique 1 A 

division méiotique II A A 
@ @ @@ SPE--IDE 

différenciation I 

Fiqure 1: Représentation schématique des différentes étapes de la 
différenciation du gaméte mâle. 
Les spermatogonies,après de multiples divisions mitotiques,génèrent 
les spermatocytes 1 qui entrent alors en méi0se.A l'issue de la 
première division méiotique, ils sont transformés en spermatocytes II 
qui vont donner,après la seconde division méiotique,les spermatides 
haploldes.En fin de spermiogenèse,les spermatides vont se transformer 
en spermatozoïdes 



- l'élimination d'une partie du cytoplasme sous la forme 
d'un corps résiduel, 

- la division du centriole en deux éléments : Pe centriole 
proximal qui reste près du noyau et le centriole distal 

qui est à l'origine du flagelle. 

Les spermatozoïdes quittent ensuite le testicule et pas- 

sent dans l'épididyme où ils vont subir diverses maturations 

et acquérir la mobilité. Cependant, à l'issue du transit épi- 

didymaire, les spermatozoïdes n'ont toujours pas de pouvoir 

fécondant. C'est au cours de leur migration dans les voies 

génitales femelles qu'ils acquièrent la capacité de pénétrer 

dans l'ovule : c'est le phénomène de capacitation, 

La spermatogenèse apparaît donc très complexe car elle 

implique de très nombreux aspects tant morphologiques, phy- 

siologiques que biochimiques. 

Notre laboratoire s'est orienté voici quelques années vers 

l'étude des différentes transitions protéiques observées du- 

rant la spermatogenèse . 

1 - 1-2 INTERET DE L'ETUDE DES PROTEINES NUCLEAIRES BASIQUES 

Chez les mammifères, les poissons sélaciens (roussette) et 

les céphalopodes (seiche, calmar), la spermiogenèse est carac- 

térisée par une double transition protéique. Dans le cadre de 

notre thèse, nous développerons uniquement les transitionspro- 

téiques qui prennent place durant la spermiogenèse des mammi- 

fères, 



Ces transitions ont été carrelées à une condensation 

progressive de la chromatine qui passe d'un état diffus, 

transcriptionnellement actif à un état fortement condensé, 

transcriptionnellement inactif (Figure 2)- 

En effet, la première transition, qui concerne le rem- 

placement des histones par les protéines intermédiaires, cor- 

respond à un premier degré de condensation de la chromatine. 

Celle-ci perd alors sa structure nucléosomale caractéristi- 

que et apparaît en microscopie électronique sous la forme de 

fibres lisses (LOIR et LANNEAU, 1978, 1984 ; LOIR et al. ,1985) . 
La même observation a été faite chez le rat (PLATZ et al. ,1975 ; 

MEISTRICH et al. ,1981) et la souris (KIERSZENBAUM et TRES, 

1975). 

Différents résultats expérimentaux ont permis de corré- 

ler la disparition des fibres perlées à la disparition des 

histones et de montrer que l'apparition des fibres lisses, 

selon un gradient antéro-postérieur (LOIR et aZ.,1985), était 

parallèle à l'apparition des protéines intermédiaires dans 

les noyaux. 

La seconde transition correspond au remplacement des 

protéines intermédiaires par une ou deux protamine(s). Elle 

s'accompagne d'une nouvelle condensation de la chromatine 

qui apparaît alors sous la forme d'une masse compacte dans 

laquelle aucune structure particulière n'est visible 

(MEISTRICH et al. ,1976)- 

Comme cela est observé chez le bélier, la condensation 

progressive de la chromatine confère à celle-ci différentes 

propriétés de résistance vis-à-vis d'agents chimiques comme 

llEDTA, d'agents physiques comme la sonication ou d'agents 

enzymatiques comme les DNases ou les protéases (Figure 2). 



FicYure 2:Les aspects morphologique~~ultrastructuraux et biochimi- 

ques de la spermatogenèse du bélier (Ovis aries).Les lettres 

PLtLtZ et P correspondent respectivement aux stades préleptotène, 

léptotène,zygotène et pachytène de la prophase de la première 

division méiotique permettant le passage des spermatocytes 

primaires aux spermatocytes secondaires. 

A partir du stade 9 de la ~permiogenèse~les cellules sfallongent 

progressivement jusqufau stade des spermatozoïdes.Paralle1ement à 

cette phase d8élongationtla chromatine diffuse passe à un état 

condensé.- premier degré de condensation a été corrélé au 

remplacement des histones par les protéines intermédiaires. Puis 

la chromatine passe de l'état condensé à l'état compact.Le second 

degré de compaction a ététquant à lui,corrélé au remplacement des 

protéines intermédiaires par les protamines.Durant cette conden- 

sation progressive de la chromatine,les noyaux deviennent succes- 

sivement résistants à 18EDTAtaux ultrasons et à la DNase. 
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Il apparaît donc tout à fait essentiel d'étudier d'une 

façon très approfondie les'protéines nucléaires basiques 

qui interviennent durant la spermatogenèse afin de définir 

très précisément les différents mécanismes impliqués dans 

cette condensation chromatinienne. 

Notre travail consiste à étudier plus particulièrement 

les caractéristiques structurales des protéines nucléaires 

basiques qui prennent place au cours de la spermiogenèse 

du bélier Ovis aries. 

I - 2 ETUDE D E S  PROTÉINES NUCLÉAIRES BASIQUES ASSOCIÉES À 

LA C H R O M A T I N E  D E S  DIFFÉRENTES C E L L U L E S  DE L A  L I G N É E  

GERMI NALE 

1 - 2-1  LES HISTONES 

Depuis le stade des spermatogonies jusqu'au stade des 

spermatides jeunes, l'essentiel des protéines nucléaires ba- 

siques associées à l'ADN de ces cellules est constitué par 

les histones. 

Malgré le haut degré de conservation des cinq classes 

d'histones, il est possible de distinguertau cours de la sper- 

matogenèse,au moins trois groupes différents d'histones : 

- les histones de type somatique 
- les variants d'histones fortement représentés dans le 
testicule 

- les variants d'histones spécifiques du testicule. 



1 - 2-1-1 Les histones de type somatique 

La découverte des histones remonte à une centaine d'an- 

nées. Elles sont au nombre de cinq et ont une masse molécu- 

laire comprise entre 11.000 Da pour l'histone H4 et 23.000Da 

pour 1 ' histone Hl. 

La séquence en acides aminés des cinq classes d'histones 

est connue et nous révèle que les histones H3 et H4 sont très 

conservées tandis que l'histone Hl montre une plus grande va- 

riabilité d'une espèce à l'autre et même d'un organe à l'autre 

chez une même espèce. Quant aux histones H2B et H2A, elles ont 

un degré de conservation intermédiaire. 

En fonction du rapport Lys/Arg, les histones se répartis- 

sent en deux classes : 

- les histones riches en lysine (Hl et H2B) dont le rapport 
Lys/Arg est supérieur à 2 

- les histones riches en arginine (H2A, H3 et H4) dont le 
rapport Lys/Arg est compris entre 0,7 et 1,2. 

La distribution des acides aminés basiques et hydrophobes 

détermine des domaines bien caractérisés dans les molécules 

d'histones dont la structure primaire apparaît dissymékrique 

(Tableau 1) . 

Les histones entrent dans la constitution du nucléosome, 

structure élémentaire de la chromatine,qui est formé de l'as- 

sociation d'un octamère d'histones constitué de deux molécu- 

les de chacune des quatre histones H2A, H2B, H3 et H4, d'une 

molécule d'histone Hl et d'un fragment d'ADN de 200 paires 

de bases environ. Cette structure est retrouvée dans toutes 

les cellules eucaryotes. 



TABLEAU 1 

Caractéristiques structurales des 5 classes d'histones bovines (Hl,H2A,H2B,H3,H4) 

HISTONE DOMAINES STRUCTURAUX %Lys %Arg 

L=I :.;ps;{;::.:.+: Domaine basique 

MASSE MODIFICATIONS 
MOLECULAIRE POST-TRADUCTIONNELLES 

Domaine hydrophobe 



Au sein du nucléosome, les interactions ADN-histones 

sont de nature électrostatique entre les charges positives 

des résidus de lysine et d'arginine et les charges négati- 

ves des groupes phosphate de l'ADN, tandis que les interac- 

tions histone-histone sont de nature hydrophobe (Figure 3). 

(EICKBUSH et MOUDRIANAKIS, 1978). 

L'enroulement de la molécule d'ADN autour de l'octamère 

d'histones est présenté dans la figure 4-A (ALLAN e t  al, 1980) 

ainsi que la localisation possible de l'histone Hl dans cet 

édifice macromoléculaire. Sa présence dans le nucléosome 

conduit à une fibre chromatinienne en zigzag (Figure 4-B) 

(WOODCOCK e t  aZ.,1984). Ce modèle d'enroulement de l'ADN au- 

tour du nucléosome correspond au premier degré de condensa- 

tion de l'ADN (Facteur de condensation % 6 ) -  La torsion de 

la fibre nucléosomale en un arrangement hélicoïdal d'un dia- 

mètre de 34 nm (Figure 5) conduit à un facteur de compaction 

voisin de 40. Le degré de compaction ultime, environ 10000, 

est atteint dans les chromosomes lors de la mitose. Les di£- 

férentes étapes de cette condensation sont représentées dans 

la figure 6 (CHAHAL et aZ.,1980). 

Contrairement à ce que pourrait laisser penser l'exposé 

ci-dessus, le nucléosome n'est pas un complexe macromolécu- 

laire inerte constitué une fois pour toute au début de la 

vie cellulaire. Les histones qui le constituent sont le siège 

de très nombreuses modifications post-traductionnelles (VAN 

HOLDE, 1988)(Tableau 1). Ces modifications sont les suivantes: 

- l'acétylation , au niveau du groupe a-aminé terminal des 
histones Hl, H2A et H4 (irréversible) ou au niveau du 

groupe &-aminé des résidus de lysine des histones H3,H4 

et à un degré moindre des histones H2A et H2B. 

- la phosphorylation au niveau du groupe hydroxyle des ré- 
sidus de sérine des histones H2A, H2B, H3 et Hl. Dans 

cette dernière, on observe également une phosphorylation 

de la thréonine. 



Fiaure 3: Représentation schématique des interactions histone-histone 
dans l'octamère d'histones composé du tétramère (H3-H4)2 et de deux 

dimères (H2A-H2B),selon EICKBUSH et MOUDRIANAKIS (1978) 

:interactions hydrophobes fortes 

~ ~ ~ t t r ~ ~ t t ~ t t t ~ ~ t t t ~ t ~ t ~ t ~ r r f l t t ~ \ \ ~  : liaisons hydrogène faibles 



Histone Hl 

Fiuure l a :  Modèle proposé par ALLAN et al. en 1980 pour 
la localisation du domaine globulaire de l'histone Hl 
dans le chromatosome.L~histone Hl interagit par ses 
extrêmités N- et C-terminales avec les fragments d'ADN 
"entranttt et Itsortantw du nucléosome. 

b: La présence de l'histone Hl conduit à une 
fibre chromatinienne en zigzag selon WOODCOCK et 
al. (1984) 



F i a u r e  5: Représentation schématique de la fibre de 34nm 
selon BUTLER en 1984. 
Le solénoïde représente le mode d'arrangement le plus 
probable des nucleosomes dans la fibre.Les nucléosomes 
s'enroulent de façon hélicoïdale (6 nucléosomes par 
tour), avec un angle d'environ 60" entre les faces des 
nucléosomes adjacents. 



ADN double brin 
associé aux histones 
(fibre en collier de ADN double 

brin 

Complexes de 
transcription 

ou de 
réplication 

Fibre de 34nm 

chromosome en 
métaphase 

Fiaure 6: Différents degrés de condensation de la chromatine qui passe d'un facteur de 
compaction égal à 1,pour l'ADN double brin,& un facteur de compaction égal à 10.000 dans le 
chromosome en métaphase.Les modifications post-traductionnelles des histones jouent un rôle 
important dans cette condensation chromatinienne (schéma selon CHAHAL et a1.(1980)) 



- la méthylation,au niveau du groupe &-aminé des résidus 
de lysine des histones'H3 et H4. 

- lsADP-ribosylation, au niveau du groupe, y-carboxyli- 
que. des résidus d'acide glutamique des histones Hl et 

H2B ou au niveau du groupe a-carboxylique du résidu de 

lysine en position C-terminale dans l'histone Hl, 

- l'ubiquitination qui a lieu sur le groupement &-aminé 
de la lysine 119 dans l'histone H2A et de la lysine 120 

dans l'histone H2B. 

Toutes ces modifications apparaissent à des moments pri- 

vilégiés du cycle cellulaire. Même si la signification bio- 

logique exacte de chacune d'elles n'est pas encore con- 

nue, on peut penser qu'elles doivent contribuer à moduler 

les différentes interactions histone-histone et histone-ADN, 

soit en changeant la charge globale de la protéine, soit en 

modifiant sa conformation. Ceci peut se traduire par une sta- 

bilisation ou une déstabilisation du nucléosome lors d'événe- 

ments clés comme la transcription ou la réplication. 

1 - 2-1-2 Les variants somatiques d'histones fortement re- 

présentés dans le testicule 

Dans la cellule somatique, chaque histone, à l'exception 

de l'histone H4, possède un ou plusieurs variants structuraux~ 

Ces variants se répartissent au sein de la cellule selon des 

proportions bien définies, 

Au cours de la spermatogenèse, on assiste à une forte 

augmentation du taux de certains de ces variants qui sont ap- 

pelés "variants fortement représentés dans le testicule". Jus- 

qu'à présent,deux d'entre eux ont été caractérisés. Il s'agit 

de l'histone Hla et de l'histone H2A-X appartenant respective- 

mentàla classe des histones Hl età la classe des histones H2A. 



* L'histone Hla 

Comme nous l'avons vu précédemment, l'histone Hl diffère 

des autres histones par sa composition en acides aminés, sa 

masse moléculaire, sa position dans le nucléosome mais aussi 

par le nombre de ses variants présents dans la cellule, Six 

variants ont été caractérisés à ce jour et nommés Hla, Hlb, 

Hlc, Hld, Hle et Hl0, Un septième variant, spécifique des 

erythrocytes nucléés, est appelé histone H5. 

Lsétude précise de la répartition de ces variants dans 

le testicule et le thymus de rat a permis de montrer que 

l'histone Hla était un variant mineur dans le thymus mais 

fortement représenté dans le testicule (KISTLER et GEROCH, 

1975a; SEYEDIN et KISTLER, 1979a). Ceci a été confirmé ulté- 

rieurement par BUCCI e t  al. en 1982 et élargi à d'autres es- 

pèces en particulier à la souris (SEYEDIN et KISTLER, 1979b; 

RASHEED e t  aZ.,1989). Cependant, chez le lapin, la même étude 

a montré que le variant Hla n'était pas plus abondant dans 

le testicule que dans les autres organes (SEYEDIN et KISTLER, 

197933). 

L'analyse de la composition en acides aminés de l'histone 

Hla (SEYEDIN et KISTLER, 1979a ; RASHEED e t  al., 1989) (Tableau II) 

révèle un taux très important en lysine et alanine (quoique le 

taux d'alanine soit plus faible que dans les autres histones 

Hl) et une absence de méthionine,dlhistidine et de cystéine,ce 

qui est typique d'une histone Hl, L'étude comparée de la com- 

position en acides aminés de l'histone Hla chez la souris et 

chez le rat montre une différence notable dans le rapport : 

Lys/Arg qui est respectivement de 17 et 8,s. Ceci laisse donc 

présager une différence dans la structure primaire de ces 

deux molécules (RASHEED e t  al. ,1989) . 



Tableau II 

Compositions en acides amines de l'histone Hla isolée du 
testicule de souris (RASHEED et a1.,1989),de l'histone Hla 
isolée du testicule de rat et de l'histone Hlc isolée du 
thymus de rat (SEYEDIN et KISTLERt1979a). 

* Les résultats sont exprimés en moles/lOOmolese 
n.d : non déterminé 

Hlc de 
rat 

2.2 

5.3 

7.9 

4.3 

9.3 

7.9 

23.1 

n.d 

4.8 

- 

2.2 

5.1 

0.4 

0.5 

- 
23.4 

3.2 
, 

Hla de 
rat 

3.1 

6.4 

7.7 

5.0 

9.6 

5.7 

19.2 

- 
9.9 

- 
0.9 

4.4 

0.3 

0-5 

- 
24.4 

2.9 

Acides aminés 

Asx 

Thr 

Ser 

Glx 

Pro 

G ~ Y  

Ala 

CYS 

Val 

Met 

Ple 

Leu 

Tyr 

Phe 

His 

LYS 

A r g 

Hla de 
souris 

3.3* 

6.1 

9.1 

4.2 

8.2 

5.6 

18.3 

- 
8.9 

- 
1.7 

4.7 

0.4 

0.5 

- 
27.3 

1.6 



Comme tous les autres variants de l'histone Hl, l'his- 

tone Hla existe sous forme phosphorylée dans les cellules 

en interphase (LENNOX e t  al. ,1982 ; LENNOX et COHEN, 1988) 

L'étude du nombre de groupes phosphate par molécule d'his- 

tone Hl a montré qu'il y avait deux groupes phosphate par 

molécule d'histone Hla (LENNOX et COHEN, 1983). 

D'un point de vue plus général, les histones Hla et Hlc 

se distinguent des autres variants de l'histone Hl par trois 

points (LENNOX, 1984) : 

- leur plus faible conservation au cours de l'évolution, 
- leur plus faible stabilité métabolique, 
- leur plus faible degré de phosphorylation dans les cellules 
en interphase. 

Des études, réalisées sur les différentes cellules de la 

spermatogenèse, ont montré que l'histone Hla apparaît dans le 

testicule en même temps que les spermatogonies (BUCCI e t  al. , 
1982)- Ces événements prennent place, chez le rat, au Sème 

jour après la naissance (KUMAROO et IRVIN, 1980) et, chez la 

souris, au 7ème jour après la naissance (RASHEED e t  aZ.,1989) . 

Du stade des spermatogonies au stade des spermatocytes 

pachytènes moyens, le taux cellulaire de l'histone Hla reste 

constant et représente 30% des histones Hl totales. Ce taux 

s'infléchit légèrement dans les spermatocytes pachytènes âgés 

(MEISTRICH e t  al. ,1985) . 

* L'histone HZA-X 

Une étude plus détaillée de la proportion des différents 

variants d'histone a montré, comme pour l'histone Hla, une 

augmentation importante d'un des quatre variants de l'histone 

H2A : H2A-X (TROSTLE-WEIGE e t  al., 1982 ; MEISTRICH e t  al., 1985 ; 



LENNOX et COHEN, 1988). Ce variant est également appelé pro- 

téine M2 dans l'érythrocyte' de poulet (URBAN e t  al., 1979) , X2 
chez le rat (BRANSON e t  al., 1975 ; CHIU et IRVIN, 1980) , H2A-4 
chez la souris (ZWEIDLER, 1980) ou encore protéine A dans le 

testicule de souris (BHATNAGAR e t  al. ,1985) . 

Dans la cellule somatique, H2A-X et H2A-Z représentent 

15 % de la fraction totale d'histone H2A alors que dans le 

testicule, le taux de l'histone H2A-X seule atteint 20 % 

(TROSTLE-WEIGE e t  al., 1982) . Une quantification de l'histone 
H2A-X au cours des différentes phases de la méiose (MEISTRICH 

e t  al., 1985) est en accord avec cette valeur. 

L'analyse de la composition en acides aminés du variant 

H2A-X a montré son appartenance à la famille H2A avec toute- 

fois des divergences marquées par rapport aux trois autres 

variants (TROSTLE-WEIGE et al. ,1982) (Tableau III) . Ces diver- 
gences ont d'ailleurs été vérifiées immunologiquement(BHATNAGAR 

e t  aZ.,1985) par l'absence de sites antigéniques communs avec 

les autres membres de la famille H2A. 

De plus, ces anticorps spécifiques anti-H2A-X ont permis 

de montrer que le variant H2A-X était présent aussi biendans 

les tissus somatiques que dans le testicule de différents mam- 

mifères comme la souris, le rat, le lapin . , . (BHATNAGAR e t  al., 

1985). 

Ce variant, comme toutes les autres histones H2A (H2A-1, 

H2A-2, H2A-Z), subit des modifications post-traductionnelles* 

Trois modifications ont été recensées. Il s'agit de : 

- l'ubiquitination (WEST et BONNER,1980) dans la même pro- 
portion que celle observée pour les autres variants de 

l'histone H2A. 

- la phosphorylation (JOSEPH e t  aZ.,1983) où seule la forme 

monophosphorylée a pu être observée. 

- l'acétylation (JOSEPH e t  aZ.,1983). 



Tableau III 

Compositions en acides aminés des histones H2A.l(variant 
somatique),H2A-X et TH2A isolées du testicule de rat (TROSTEE- 
WEIGE et al.,l982),ainsi que des histones H3 et TH3 (TROSTLE- 
WEIGE et a1.,1984) également isolées du testicule de rat. 

*Les résultats sont exprimes en moles/100moles. 

TH2A 

6.7 

3.8 

6.0 

11.7 

4. O 

12.1 

10.8 

0.0 

5.6 

0.3 

4.5 

10-5 

2-2 

1.8 

3.5 

7.4 

8.6 

H2A-X 

5.0 

3.6 

5.0 

9.8 

4.6 

11.6 

13.8 

0.0 

7.9 

0.4 

4.2 

9.6 

2.6 

1.2 

2.1 

10.2 

7.8 

Acides aminés 

Asx 

Thr 

Ser 

Glx 

Pro 

G ~ Y  

Ala 

CYS 

Val 

Met 

Ile 

Leu 

Tyr 

Phe 

His 

LYS 

Arg 

H2A.1 

7.4* 

3.0 

6.4 

10.8 

4.4 

11.2 

10.2 

O. 0 

5.4 

0.2 

4.0 

11.0 

3.0 

1.8 

3.2 

9.8 

8.2 

H3 

4.8 

6.9 

5.9 

10.3 

4.2 

6.7 

14.1 

1.8 

4.4 

0.8 

4.9 

8.4 

2. O 

2.8 

1.5 

9.4 

11.4 

TH3 

4.6 

7.8 

6.1 

11.3 

3.5 

6.6 

10.4 

3.1 

5.1 

1.1 

4.6 

8.5 

1.5 

2.7 

2.1 

10.0 

11.7 



L'étude de la biosynthèse de ce variant a révélé que 

l'histone H2A-X était déjà%présente dans le noyau des sper- 

matogonies (MEISTRICH e t  al., 1985) . Elle s ' accumule progres- 
sivement du 8ème au 20ème jour puis son taux, qui représente 

alors 20% des histones H2A totales, reste constant (TROSTLE- 

WEIGE e t  al, ,1982) (Figure 7). Cependant, même si le taux 

cellulaire de ce variant reste constant, sa biosynthèse di- 

minue par rapport à celle des autres variants d'histones 

H2A ainsi que l'ont montré MEISTRICH e t  al. (1985). Il est in- 

téressant de souligner que l'accurnulation de l'histone H2A-X 

dans le testicule est parallèle à celle de l'histone Hla, 

1 - 2-1-3 Les variants d'histones spécifiques du testicule 

* L'histone H l  t 

L'étude électrophorétique, en gel de polyacrylamide acide1 

urée, des différentes histones isolées du testicule de rat a 

permis de révéler l'existence d'un nouveau variant de l'his- 

tone Hl nommé X1 par BRANSON e t  al. en 1975 ou encore TF1 par 

SHIRES et al. , la même année. Cependant, l'analyse électropho- 
rétique en milieu SDS a montré que la fraction X1 ou TF1 était 

composée de deux variants, l'histone TH1-XA et l'histone TH1-XB 

(LEVINGER et al. ,1978). 

Des études ultérieures ont montré que l'histone TH1-XA 

correspondait à l'histone Hla (SEYEDIN et KISTLER, 1979a,b) 

et que l'histone TH1-XB correspondait à l'histone Hlt (SEYEDIN 

et KISTLER, 1980). L'histone Hlt représente 57 % des histones 

totales dans le spermatocyte pachytène (MEISTRICH e t  al., 1985) . 
Sa présence dans le testicule a été observée chez d'autres 

mammifères (SEYEDIN e t  al. ,1981) y compris l'homme (SEYEDIN 

et KISTLER,1983) . 



Fiaure 7: Profils d'abs~rption~après coloration à lRamido- 
schwartz,des différents variants d'histones séparés en gel de 
polyacrylamide acide acétique/urée/triton.Les histones ont été 
extraites de 5 populations cellulaires différentestprésentes au 
cours de la spermatogenèse du rat,notées A(spermatogonies-A),B 
(spermatogonies-B)tC(spermatocytes pachytènes jeunes), D (sperma- 
tocytes pachytènes moyens) et E (spermatocytes pachytènes agés). 
(D'après MEISTRICH et a1.,1985). 



L'histone Hlt diffère des autres variants somatiques par 

son insolubilité dans l'acide perchlorique 0,75 M t  sa migra- 

tion plus rapide en gel SDS, son taux d'arginine très supé- 

rieur à celui des histones Hl de type somatique (KUMAROO et 

IRVIN, 1980 ; SEYEDIN et KISTLER, 1980) et sa réactivité 

immunologique (MARKOSE et RAO, 1985)- 

Deux structures primaires complètes de l'histone Hlt ont 

été établies (Figure 8). Il s'agit de l'histone Hlt isolée du 

testicule de porc (COLE et aZ.,1984) et de l'histone Hlt de 

testicule de rat (COLE et al., 1986) . Il faut souligner que la 
structure primaire de cette dernière a été déduite de la sé- 

quence nucléotidique du gène correspondant. Les deux histones 

Hlt diffèrent l'une de l'autre par leurs tailles (211 résidus 

pour l'histone Hlt de porc et 207 résidus pour celle de rat) 

et par leurs structures primaires qui présentent environ 70 % 

de similitude. Toutefois, dans les deux cas, on note : 

- une localisation de la majorité des résidus basiques dans 
les extrémités N- et C-terminales de la molécule où de 

nombreux changements sont observés, 

- une zone centrale très conservée. 

La figure 8 montre les homologies de séquence entre les 

deux histones Hlt et une séquence consensus d'histone Hl 

somatique (COLE et aZ.,1986). Les histones Hlt se caractérisent 

surtout par l'accumulation des résidus d'arginine dans la ré- 

gion C-terminale. On ignore encore si ce taux d'arginine élevé 

pour une histone Hl, entraîne des interactions plus fortes 

entre l'histone Hl et l'ADN comme cela est le cas pour l'his- 

tone H5. 

L'histone Hlt apparaît, pour la première fois, dans le 

noyau des spermatocytes pachytènes jeunes de testicules de 

rats âgés de 18 jours (KUMAROO et IRVIN,1980 ; BUCCI et al., 1982). 



Histone Hlt (porc1 
Histone Hltlrat) 
Histone Hl(consensus) 
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Fisure 8 :Comparaison des séquences en acides aminés de l'histone Hlt de testicule de porc 

(COLE et a1.,1984) et de l'histone Hlt de testicule de rat avec une sequence consensus 

d'histone Hl de type somatique (COLE et a1.,1986). 

Les séquences encadrées sont strictement identiques. 



Cela a été vérifié par immunotransfert en utilisant des anti- 

corps anti-Hlt (MARKOSE et-RAO, 1985) et par cyto-hybridation 

des ARNm de l'histone Hlt en utilisant une sonde radioactive 

(GRIMES et aZ. ,1987) . Dans les spermatocytes pachytènes jeu- 
nes, elle représente 10 % du total des histones Hl. Dans les 

spermatocytes pachytènes moyens, ce taux s'élève à 35 % et 

atteint 57 % dans les spermatocytes pachytènes âgés (MEISTRICH 

e t  a l . ,  1985) (Figure 7 ,  page 25) Dans ces dernières, la bio- 

synthèse de l'histone H l t  représente la seule synthèse d'his- 

tone Hl, 

* Les variants de l'histone H2B 

L'histone TH23, initialement appelée X3 (BRANSON et a l . ,  

1975), a été le premier variant d'une core histone découvert 

dans le testicule. D'abord identifiée dans le testicule de 

rat, elle a été ensuite identifiée dans le testicule d'autres 

mammifères comme la souris, le lapin, le singe (SHIRES e t  a l . ,  

1975) et l'homme (TANPHAICHITR e t  a l .  ,1978). 

L'analyse de la composition en acides aminés a d'une part 

confirmé la parenté structurale de ce variant à la famille 

H2B et d'autre part, révélé la présence d'un résidu de cys- 

téine qui est normalement absent des histones H2B (SHIRES et 

CARPENTER, 19 7 6 ) . 

Cependant, l'histone TH2B humaine se distingue de l'his- 

tone TH2B des autres mammifères par l'absence de cystéine 

comme cela a pu être montré à partir des résultats de la 

composition en acides aminés de la protéine (TANPHAICHITR 

e t  a l .  , 1978) et par l'étude des peptides trypsiques parmi 
lesquels aucun peptide renfermant de la S-carboxamidomethyl- 

cystéine n'a pu être mis en évidence (WATTANASEREE et SVASTI, 

1983)- 



Nous reviendrons ultérieurement sur toutes les implica- 

tions possibles de la présence de ce résidu dans le proces- 

sus de condensation de la chromatine qui caractérise la sper- 

miogenèse, 

L'étude de l'histone TH2B (chez les autres mammifères) 

en électrophorèse sur gel de polyacrylamide, dans des condi- 

tions non réductrices, conduit à un dimère (TH2B)2 qui appa- 

raît sous la forme d'une double bande (CHIU et IRVIN, 1980). 

L'existence d'une seconde bande pourrait être due soit à la 

présence d'un variant de l'histone TH23, soit à un processus 

de dimérisation double qui conduirait à deux molécules (TH2B)z 

conformationnellement distinctes. Cependant la mise en évidence 

de forme (s) acétylée (s) de l'histone TH2B (comme de l'histone 

H2B) (GRIMES et HENDERSON, 1984) pourrait être une autre expli- 

cation possible de la présence de cette seconde bande. 

Des quantifications précises du taux de TH2B dans les 

différents types cellulaires du testicule de rat et du testi- 

cule humain montrent que chez le rat, l'histone TH2B repré- 

sente 61 % des histones H2B totales (CHIU et IRVIN,1980) alors 

que chez l'homme, elle représente moins de 50% (TANPHAICHITR 

et aZ.,1978). Par contre, dans le spermatozoïde humain éjaculé, 

l'histone TH2B devient l'histone majeure (TANPHAICHITR et al., 

1978). Ces auteurs ont du reste remarqué que l'histone TH2B 

était beaucoup plus facilement extraite de la chromatine du 

spermatozoïde éjaculé que de celle des cellules testiculaires. 

Ce résultat suggère donc une diminution de l'affinité de l'his- 

tone TH2B pour l'ADN qui est vraisemblablement due au dépôt 

des protamines sur l'ADN, La présence d'histone TH2B résiduelle 

dans les spermatozoïdes humains éjaculés peut s'expliquer soit 

par la lenteur de la transition histone-protamine chez l'homme, 

soit par la difficulté des cellules à transporter l'histone 

TH2B, hors de leur noyau (TANPHAICHITR et a l .  ,1978) , 



L'obtention d'anticorps spécifiques (CHIU et IRVIN, 

1984) à partir d'histone TH2B purifiée par chromatographie 

d'affinité sur un support de Sepharose-aminoéthylparachlo- 

romercuribenzoate (ANGURAVIRUTT et SVASTI, 1981) a permis 

de montrer que l'anticorps réagissait aussi bien avec l'his- 

tone TH2B pure qu'avec les mononucléosomes, prouvant ainsi 

la présence de ce variant dans le nucléosome. Ces anticorps 

ont d'ailleurs été utilisés pour purifier les mononucléose- 

mes contenant l'histone TH2B, A partir de ces nucléosomes, 

toutes les tentatives de mise en évidence de l'histone H2B 

somatique ont échoué que ce soit par analyse électrophoréti- 

que ou par utilisation d'anticorps spécifiques (CHIU et IRVIN, 

1986). Ceci signifie donc que l'histone TH2B remplace quanti- 

tativement l'histone H2B dans le nucléosome. 

La structure primaire de l'histone THSB, déduite de la 

séquence nucléotidique du gène correspondant (KIM e t  aZ.,1987), 

fait apparaître 17 modifications de séquence par rapport à 

l'histone H2B de thymus de rat (MARTINAGE e t  al. ,1979). Quinze 

des 17 modifications sont localisées dans les 40 premiers ré- 

sidus de la molécule (Figure 9). 

Le résidu de cystéine, qui caractérise l'histone TH2B des 

mammifères à l'exception de l'homme, apparaît à la position 

33, en remplacement d'un résidu de sérine. 

La localisation de la majorité des résidus basiques dans 

la partie N-terminale de la protéine suggère que les histones 

H2B interagissent par cette extrémité avec l'ADN. On peutdonc 

penser que les altérations de cette région de l'histone TH2B 

modifient les interactions histone-ADN et donc modifient la 

stabilité de la chromatine. 



1 10 
Histone TH2B (rat) : PEVSAKGTTIS 
Histone H2B (rat) : PEP-AKSAPAP 
Histone H2B SS (souris) : --VRSV--PAP 

Ficrure 9: Comparaison des séquences en acides aminés des histones TH2B de testicule de rat (KIM et 

a1.,1987),H2B de thymus de rat (MARTINAGE et a1.,1979) et H2Bss (spécifique des spematides) de 

testicule de souris (MOSS et a1.,1989). 

Les séquences encadrées sont strictement identiques. 
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L'étude de l'expression du gène de l'histone TH2Bt grâce 

à une sonde radioactive, moptre que ce gène est exprimé à 

partir du 14ème jour de la vie de l'animal (KIM e t  al., 1987) , 
soit légèrement plus tard que ce qu'avaient observé BROCK e t  

al. en 1980 : ces auteurs avaient détecté l'histone TH2B dans 

les testicules de rats âgés de 11 jours, L'histone TH2B at- 

teint son maximum au 20ème jour (correspondant aux spermato- 

cytes pachytènes). L'élévation progressive de son taux s'ac- 

compagne d'une diminution du taux de l'histone H2B somatique 

(Figure 7, page 25). Ce parallélisme suggère donc un rempla- 

cement direct des formes somatiques par le variant spécifique 

(MEISTRICH et ~2.~1985) qui représente 90 % du total des histo- 

nes H2B dans les spermatocytes pachytènes âgés (TROSTLE-WEIGE 

e t  aZ.,1982). Sa synthèse est indépendante de celle de l'ADN 

(BROCK e t  al. ,1980) . 

L'histone H2Bss : Récemment, un ARNm codant pour une his- 

tone H2B a été isolé dans les spermatides de souris et nommé 

H2Bss (H2B spécifique des spermatides) (MOSS e t  al . ,  1989) . Ceci 
est surprenant, car à ce stade de la spermiogenèse, toute syn- 

thèse d'histones a cessé. Le séquençage de 1'ADNc correspondant 

a permis de déterminer la séquence en acides aminés de ce nou- 

veau variant (Figure 9) qui, en dépit d'une parenté structurale 

étroite avec une histone H2B de type somatique, possède une 

extrémité C-terminale prolongée de 12 résidus. Sur ces 12 ré- 

sidus, 7 sont hydrophobes dont un résidu de tryptophane qui 

n'a jamais été caractérisé dans une histone. Nous reviendrons 

sur cette queue hydrophobe lorsque nous discuterons du rôle 

biologique de ces variants. 

* L%istone THZA 

Si les histones Hlt et TH23 ont fait l'objet d'un certain 

nombre d'études qui ont conduit à l'élucidation de leur struc- 

ture primaire, il n'en est pas de même pour l'histone TH2A qui 



a été caractérisée uniquement dans le testicule de rat 

(TROSTLE-WEIGE e t  al., 1982) ., L'analyse de sa composition 
en acides aminés ne révèle qu'un taux de lysine légèrement 

inférieur à celui de l'histone H2A somatique. La carte pep- 

tidique établie après hydrolyse de l'histone TH2A par la 

trypsine montre qu'il existe quelques différences dans la 

structure primaire de cette protéine comparée à celle d'une 

histone H2A de type somatique. Le tableau III (page 23) pré- 

sente les compositions en acides aminés des histones M2A-1, 

H2A-X et de l'histone TH2A, 

L'analyse électrophorétique du contenu en histones des 

cellules germinales isolées à différents stades de maturation 

du testicule montre que l'histone TH2A est absente des testi- 

cules de 8 et 12 jours et apparaît dès le 16ème jour de la 

vie de l'animal, dans les spermatocytes pachytènes jeunes 

(TROSTLE-WEIGE e t  aZ.,1982). Elle atteint très rapidement son 

taux maximum (25 % des histones H2A totales) et son augmenta- 

tion s'accompagne d'une diminution du taux de l'histone H2A-1, 

un variant somatique associé à la réplication (Figure 7,page 

25) 

* L'histone TH3 

L'histone TH3, comme l'histone TH2A, a été seulement Ca- 

ractérisée par sa mobilité électrophorétique, sa composition 

en acides aminés (Tableau III, page 23) et sa carte peptidi- 

que de l'hydrolysat trypsique. Par rapport à l'histone H3 

somatique, deux différences mineures apparaissent dans la 

composition, l'une concernant le taux de cystéine et l'autre 

le taux d'alanine (TROSTLE-WEIGE e t  al. ,1984) . Aucune struc- 
ture primaire de cette histone n'est connue à ce jour, 



Une étude de la synthèse de l'histone TH3 dans le testi- 

cule a été entreprise chez le rat en fonction de l'âge de 

l'animal. Elle révèle que l'histone TH3 apparaît dans les 

testicules de 8 jours et qu'il y a une accumulation notable 

jusqu'au 16ème jour (TROSTLE-WEIGE, 1982, 1984) (Figure 7, 

page 25). L'histone TH3 représente entre 20 et 41% du total 

des histones H3. Sa synthèse est active dans les spermato- 

gonies mais négligeable dans les spermatocytes (MEISTRICH et 

a l * ,  1985) . 

1 - 2-1-4 Rôles possibles des variants d'histones 

* Les variants d'histones de type somatique 

Quel que soit le variant considéré, variant somatique, 

variant fortement représenté dans le testicule ou variant 

spécifique du testicule, aucun rôle précis ne lui a encore 

été attribué. Cependant, en étudiant le contenu en histones 

de cellules subissant différents événements (méiose, diffé- 

renciation ,..), il est possible aujourd'hui d'avoir une 

idée sur la fonction biologique de ces variants. 

C'est ainsi qu'en corrélant la synthèse des variants il la 

réplication de l'ADN, ZWEIDLER (1984) a classé ces variants 

en quatre groupes : 

- les variants strictement associés à la réplication:H2A-1, 

H2B-1, H3-1 et H3-2, 

- les variants partiellement associés à la réplication o 

H2A-2 et H2B-1. 

- les variants non associés à la réplicationzH2A-3 et H3-3. 

- autres variants : H2A-4 et H2A-Z. 



De même, il a été noté que l'histone Hl0 était présente 

dans la chromatine où la réplication était réprimée ou encore 

que la présence de l'histone H5 était corrélée à la perte de 

capacité de la cellule pour la réplication et la transcription. 

Le rôle biologique des différents variants de l'histone Hl 

a été particulièrement étudié. Ainsi, en plus des différences 

de structure primaire qui existent entre les variants somati- 

ques de l'histone Hl, BUCCI et aZ. (1982) ont indiqué que ces 

variants différaient également l'un de l'autre par : 

- leur mode d'interaction avec l'ADN comme en témoigne la 
protection différentielle de la chromatine contre la di- 

gestion de l'ADN par la nucléase micrococcale. 

- leur mode d'interaction avec les protéines non histones 
comme les protéines HMG, en particulier HMG 1 et 2. 

- leur degré de phosphorylation, 

Il apparaît donc vraisemblable que les changements obser- 

vés dans le rapport molaire de chacun des variants de l'his- 

tone Hl à différents stades de la vie cellulaire, influencent 

la conformation de la chromatine et donc sa fonctionnalité. 

De plus, il a été reporté que les fractions d'histone Hl dif- 

féraient dans leur capacité à former la structure d'ordre su- 

périeur de la chromatine (fibre de 34 nm de diamètre). Ainsi, 

les histones Hla et Hlc, à l'inverse des histones Hlb, Hld et 

Hle ne pourraient pas promouvoir cette structure de 34 nm 

(LENNOX, 1984 ; LENNOX et COHEN,1988). Ces différences de pro- 

priétés entre les variants d'histones Hl s'expliqueraient par 

les nombreuses modifications de séquence observées au niveau 

des extrémités N-et C-terminales de certains variants. On sait 

en effet que ces régions sont impliquées dans des interactions 

protéine-ADN. Ces modifications structurales affecteraient 

donc les interactions histone Hl-ADN et, éventuellement celles 

pouvant exister avec des spires voisines d'ADN. 



Il y a donc un consensus général qui se dégage, à savoir 

que la structure de la chromatine dépendrait en grande partie 

de la nature des variants de l'histone Hl présents dans la 

cellule. La phosphorylation, qui est la principale modifica- 

tion post-synthétique affectant cette histone, entraînerait 

également des modifications conformationnelles importantes 

(LENNOX e t  a l .  ,1982 ; LENNOX et COHEN, 1983). 

En ce qui concerne plus spécifiquement les variants Hla 

et Hlc, dont le taux cellulaire augmente durant la spermato- 

genèse, ils ont subi les modifications structurales les plus 

importantes au cours de l'évolution des espèces et ont un taux 

de phosphorylation ainsi qu'une stabilité métabolique plus 

faibles que ceux des autres variants de l'histone Hl (LENNOX, 

1984). On pense donc que ces variants pourraient engendrer 

une ouverture de la structure chromatinienne nécessaire aux 

recombinaisons génétiques (LENNOX, 1984), De plus leur stabi- 

lité métabolique plus faible permettrait une élimination plus 

facile et plus rapide du noyau lors de la mise en place des 

protéines intermédiaires (LENNOX et COHEN,1988). 

* Les variants d'histones spécifiques du testicule 

Pour attribuer un r6le à chacun des variants spécifiques 

du testicule, une approche identique à celle des variants 

somatiques d'histones a été utilisée, A partir de populations 

cellulaires enrichies, les différentes histones présentes ont 

été étudiées et les résultats obtenus ont été corrélés avec un 

événement cellulaire particulier. C'est ainsi que d'une £açon 

générale, les variants spécifiques apparaissent associés à la 

méiose. Ces variants pourraient donc être impliqués dans : 

- la reprogranunation du génome pour l'expression des gènes 
codant pour les protéines intermédiaires ou pour des enzymes 

spécifiques qui interviendraient plus tardivement au cours de 

la spermiogenèse (TROSTLE-WEIGE e t  al., 1982 ; BHATNAGAR e t  al. ,1983) . 



- la déstabilisation de la chromatine, pour permettre l'éli- 
mination des histones et la mise en place des protéines inter- 

médiaires (TROSTLE-WEIGE e t  al., 1982 ; BHATNAGAR e t  al., 1983) , 

D'autres mécanismes concernant le remplacement des histones 

ont été proposés, Nous y reviendrons ultérieurement, 

Plusieurs arguments permettent d'étayer ce qui vient d'être 

dit. Tout dgabord,la comparaison des structures primaires des 

variants d'histones Hl et HSB (somatiques et spécifiques du 

testicule) a montré que la majorité des modifications structu- 

rales était localisée dans les zones d'interactions protéine- 

ADN, à savoir les régions N- etc-terminales pour l'histone Hl 

et la région N-terminale pour l'histone H23. On peut donc Pen- 

ser que ces changements dans la structure primaire modifient 

ces interactions (COLE e t  a2.,1984,1986 ; MARKOSE et RA0,1985 ,o 

KIM et al. ,1987), 

Ensuite, des études de dichroïsme circulaire, de dénatura- 

tion thermique et de digestion enzymatique de la chromatine 

par la nucléase de microcoque ou par la DNase Iront montré que 

la stabilité de la chromatine, isolée des spermatocytes pachy- 

tènes, était plus faible que celle de la chromatine isolée de 

foie de rat (RA0 e t  al. ,1983) ., 

Concernant l'histone Hlt, certains auteurs pensent qu'elle 

serait plus spécifique de la méiose que de la spermatogenèse. 

En effet, elle pourrait permettre aux chromosomes de former 

des structures plus fortement condensées nécessaires à leur 

ségrégation lors de la méiose (LENNOX et COHEN,1988). Pour vé- 

rifier cette hypothèse, il faudrait,comme le suggèrent SEYEDIN 

et KISTLER (1980),mener la même étude dans les ovocytes, Mal- 

heureusement, chez la femelle des mammifères, la méiose est 

très longue et le nombre de cellules qui la subissent est très 

faible, 



En ce qui concerne l'histone H2Bss (spécifique des sper- 

matides) la présence d'une queue terminale très hydrophobe 

ressemble très fortement à celle des protéines destinées à 

être sécrétées. Quoique habituellement cette séquence soit 

éliminée dans la protéine mature, certaines protéines inté- 

grées à la membrane gardent ce peptide signal. Or, il a été 

observé que la condensation de la chromatine était initiée 

au niveau de l'enveloppe nucléaire, sous-jacente à l'acrosome 

et à la fosse d'implantation. Cette zone pourrait correspondre 

aux sites d'attachement des chromosomes individuels à la mem- 

brane nucléaire. Si la protéine H2Bss joue un rôle dans l'or- 

ganisation de la chromatine avant sa condensation, elle pour- 

rait être localisée h la périphérie des noyaux spermiogéniques 

(MOSS et al., 1989). 

Lors de l'étude de la synthèse des différents variants 

spécifiques, nous avons vu que l'histone TH3 était déjà pré- 

sente dans les spermatogonies à un taux très élevé. Quant aux 

histones THSA et THLB, associées l'une à l'autre dans le nu- 

cléosome, elles apparaissent plus tardivement. Ce décalage 

dans la biosynthèse pourrait permettre, dans un premier temps, 

la mise en place dans le nucléosome de l'histone TH3 qui est 

associée à l'histone H4 dont la synthèse est continue. Dans 

un second temps, les histones HSA et H2B seraient remplacées 

par les variants spécifiques correspondants. Ceci éviterait 

ainsi d'avoir à dissocier complètement le nucléosome (TROSTLE- 

WEIGE et al. ,1984) . 

La restructuration des nucléosomes préméiotiques nécessite 

une synthèse abondante des histones en absence de synthèse 

d'ADN. Chez le rat, cette condition est remplie, au moins en 

partie, par le regroupement des différents gènes d'histones, 

Cela pourrait expliquer,par exemple,que le gène de l'histone 

H4 soit très étroitement associé à celui de l'histone Hlt 

(GRIMES et al. ,1987). 



A la lecture de cet exposé, il est clair qu'une étude 

beaucoup plus poussée serai't nécessaire pour d'une part,dé- 

terminer le rôle exact de chacun des variants afin d'avoir 

une idée beaucoup plus précise sur les relations structure- 

fonction et d'autre part, sur un plan génétique, déterminer 

- les différents facteurs de régulation qui agissent sur l'ex- 

pression des gènes des différents variants. Ces variants 

d'histones spécifiques, qui sont mis en place lors de la pro- 

phase méiotique, vont rester associés à la chromatine jusqu'au 

début de la phase d'élongation des spermatides. A ce stade de 

la spermiogenèse, ils vont être totalement ou en partie (chez 

l'homme) remplacés par les protéines intermédiaires encore 

appelées protéines de transition ou protéines spécifiques des 

spermatides. 

1 - 2-2 LES PROTEINES SPECIFIQUES DES SPERMATIDES 

Parmi les trois familles de protéines nucléaires basiques 

connues à ce jour, celle des protéines spécifiques des sper- 

matides est la moins étudiée. Ces protéines sont également 

appelées protéines de transition (TP) ou encore protéines in- 

termédiaires. 

Chez les mammifères, seuls les modèles rat, souris et bé- 

lier ont fait l'objet de travaux approfondis. Chez ces espèces, 

quatre protéines de transition ont été caractérisées. Elles 

ont été nommées TP1, TPS, TP3 et TP4 chez le rat et la souris 

(KISTLER e t  ~2.~1973 ; GRIMES e t  al. ,1975,1977 ; MEISTRICH e t  al., 

1978 ; BALHORN e t  al. ,1984) , et protéines Pl, 3, 7 et T chez 
le bélier (DUPRESSOIR e t  al., 1985) . 



1 - 2-2-1 Caractéristiques structurales des protéines de 

transition (TP) . 

* Les protéines de type TP1 

Structures primaires. De ces quatre groupes de protéines, 

le groupe des protéines TP1 est le mieux connu. La composition 

en acides aminés de la protéine TP1 de rat (KISTLER e t  al., 1973) 

et de taureau (FARAONE MENELLA et al., 1988) est présentée dans 

le tableau I V .  Ces protéines sont caractérisées par : 

- un taux élevé de résidus basiques (%44 % )  

- un rapport Lys/Arg voisin de 1 (0,95) 
- un taux élevé de résidus hydroxylés ( % 2 2  % dont 15 % de 

résidus de sérine) , 

La composition en acides aminés de la protéine T isolée 

du testicule de bélier (DUPRESSOIR e t  al., 1985) ressemble très 

fortement à celle des protéines TP1 de rat et de souris (Ta- 

bleau IV). 

Dès 1975, KISTLER et al. ont établi la structure primaire 

complète de la protéine TP1 de rat (54 résidus). Depuis cette 

date, seules quatre autres structures primaires ont été étu- 

diées. Il s'agit de la protéine TP1 humaine (LUERSSEN e t  al., 

1988), de souris (KLEENE e t  aZ.,1988), de taureau et de verrat 

(KREMLING e t  al. ,1989). A l'inverse de la protéine TP1 de rat, 

ces quatre structures primaires ont été déduites de la sé- 

quence du gène codant pour ces protéines, 

La comparaison de la structure primaire de ces cinq pro- 

téines de transition (Figure 10) montre qu'il existe un très 

haut degré de conservation entre ces différentes protéines. 

En effet, il n'existe que onze points de mutations. Ceci 

suggère dès à présent un rôle important de ces protéines. 



TABLEAU IV 

Compositions en acides aminés des protéines de transition TP1 
de taureau (FARAONE MENELLA et. a1.,1988) et de rat (KISTLER et 
a1.,1973) et de la protéine T de bélier (DUPRESSOIR et 
al., 1985) 

*Les résultats sont exprimés en moles/100moles 

n.d : non détérminé 

Acides 
aminés 

Asx 

Thr 

Ser 

Glx 

Pro 

GlY 

Ala 

CYS 

Val 

Met 

Ile 

Leu 

Tyr 

Phe 

His 

Lys 

Arg 

TP1 
Rat 

7.4 

3.7 

14.4 

- 

2.9 

11.1 

3.6 

- 

1.7 

1.2 

- 
5.5 

2.9 

- 
5.4 

19.5 

20.4 

TP1 
Taureau 

7.2* 

2.0 

15.0 

2.5 

n.d 

11.8 

3.5 

- 
3-1 

0.5 

0.2 

5.1 

3.4 

0.2 

5.0 

18.5 

19.4 

Protéine T 
Bélier 

9.1 

5.5 

14.8 

2.3 

2.3 

8. O 

2.4 

3.8 

2.2 

- 
- 

5.5 

2. O 

1.8 

3.4 

18.9 

20.5 



Homme : STSRKLK SH GMRR S K S R S PHKGVKR G GSKRKYRK GN LKSR G DDA N RN Y RSHL 

Verrat Taureau : : ~ s ~ ~ G ~ N ~ T ~ ~ s ~ s s ~ l c ~ N ~ ~ ~ i  STSRKLK SH GMRR G K N R A PHKGVKR G GSKRKYRK GS LKSRKR c DDA N RN Y RSHL 

Rat : STSRKLK TH GMRR G K N R A PHKGVKR G GSKRKYRK SS LKSRKR G DDA S RN Y RSHL 

Souris : STSRKLK TH GMRR G K N R A PHKGVKR G GSKRKYRK SV LKSRKR G DDA S RN Y RSHL 

Fiaure 10: Comparaison des séquences en acides aminés des protéines de transition TP1 

isolées de testicule humain (LUERSSEN et a1.,1988),de verrat (KREMLING et a1.,1989),de 

taureau (KREMLING et a1.,1989),de rat(K1STLER et al.,l975b;HEIDARAN et KISTLER ,1987b; 

KREMLING et a1.,1989) et de souris(KLEENE et a1.,1988). 

Les séquences encadrées sont strictement identiques 



On note également que dans ces protéines les acides aminés 

basiques et hydroxylés sont'répartis d'une façon relative- 

ment homogène tout le long de la molécule, 

S'il est difficile de distinguer un domaine particulier 

dans ces protéines, la zone centrale (séquence 29 à 42) se 

distingue cependant du reste de la molécule par son carac- 

tère basique très marqué (65 8 d'acides aminés basiques). 

Cette zone renferme de un à trois résidus de sérine et un 

résidu de tyrosine en position 32. 

L'extinction de la fluorescence de la tyrosine à 276 nm a 

permis de conclure que le noyau aromatique des deux résidus 

de tyrosine présents dans la protéine TP1 de rat en positions 

32 et 50 s'intercalait entre les bases de l'ADN (SINGH et M O ,  

1987). Ce phénomène d'intercalation du noyau phénolique de la 

tyrosine avait déjà été décrit par DIMICOLI et HELENE en 1974 

à partir d'un peptide synthétique Lys-Tyr-Lys. Cette propriété 

d'intercalation aurait pour conséquence une déstabilisation de 

la chromatine. Cette hypothèse est confirmée par la diminution 

du point de fusion de l'ADN lorsque celui-ci est associé à la 

protéine TP1 (SINGH et M O ,  1987). Ceci a conduit ces auteurs 

à nommer la protéine TP1 o "DNA-melting protein". 

Modifications post-traductionnelles. Deux modifications 

post-traductionneiles pouvant affecter ces protéines ont été 

décrites : la phosphorylation et 1'ADP-ribosylation. La phos- 

phorylation des protéines de transition a été observée chez 

le rat (HEIDARAN et a l .  ,1988) et chez le bélier (DUPRESSOIR 

et al . ,  1985) ; dans ce dernier cas, la protéine T est pré- 

sente sous trois formes : non phosphorylée, mono- et diphos- 

phorylée. Par ailleurs, 1'ADP-ribosylation a été décrite dans 



la protéine TP1 de taureau (FARAONE MENELLA et al., 1988) . 
Cette protéine est un subst'rat pour la poly (adénosine 

diphosphate ribose) synthétase qui utilise le NAD' comme 

donneur de l'adénosine ribose diphosphate. Environ 5 %  

de la radioactivité totale incorporée par les protéines 

nucléaires le sont par la protéine TP1. 

* Les protéines de type TP2 

Comparée à la protéine TP1, la protéine TP2 est moins 

connue, Cette protéine a été caractérisée pour la première 

fois en 1975 dans les spermatides allongées du rat (GRIMES 

etaZ.,1975). La composition en acides aminés de la protéine 

TP2 de rat est présentée dans le tableau V ainsi que celle 

de la protéine Pl de bélier. 

On note, comme pour les protéines T et TP1, une grande 

similitude entre la composition en acides aminés de la pro- 

téine TP2 de rat et la protéine Pl de bélier. Outre son taux 

élevé en résidus basiques (32 % ) ,  la protéine TP2 de rat se 

caractérise par sa richesse en résidus de sérine (22 % ) ,  de 

proline (13 % )  et la présence d'environ 5 % de cystéine.Cette 

protéine, soumise à une électrophorèse en gel de polyacrylamide 

à 15 %, a une mobilité identique à celle de l'histone H2A. Dé- 

barrassée de cette histone, la protéine TP2 de rat apparaît 

sous la forme de deux bandes distinctes qui, après hydrolyse 

acide totale, présentent une composition en acides aminés 

strictement identique à celle établie initialement (GRIMES 

et al. ,1975) . Ce résultat suggère donc que la protéine TP2 
pourrait subir une modification post-traductionnelle comme 

par exemple l'acétylation ou la phosphorylation (GRIMES et al., 

1975). Cependant, l'isolement de deux mRNA codant pour deux 

protéines TP2 de souris qui ne diffèrent que par la longueur 



TABLEAU V 

Compositions en acides aminés de la protéine TP2 de rat (GRIMES et 

a1.,1977) et de la protéine Pl de bélier (DUPRESSOIR et a1.,1985), 

*Les résultats sont exprimés en moles/100moles 

Acides 
aminés 

Asx 

Thr 

Ser 

Glx 

Pro 

G ~ Y  

Ala 

=Ys 

Val 

Met 

Ile 

Leu 

Tyr 

Phe 

His 

LYS 

Arg . 

TP2 
Rat 

4.3* 

6.6 

14.2 

4.8 

12.0 

5.8 

4.7 

4.4 

2.8 

3.1 

0.3 

2.3 

1.8 

0.2 

8.3 

9.9 

14.2 

Pl 
Bélier 

6.1 

4.2 

20.1 

8.4 

6.4 

5.5 

2.4 

5.3 

3.2 

1.5 

0.9 

2.4 

2.3 

- 
8.5 

8.3 

18.6 



de ,la chaîne polypeptidique, pourrait également expliquer 

cette différence de mobilitg électrophorétique de la pro- 

téine TP2 de rat (KLEENE et FLYNN, 1987). 

Les deux seules structures primaires de protéine TP2 con- 

nues à ce jour, ont été déduites de la séquence nucléotidique 

des gènes codant pour ces protéines, Il s'agit de la protéine 

TP2 de souris (KLEENE et FLYNN, 1987) et de la protéine TP2 

de rat (LUERSSEN et al. ,1989). Ces deux structures, présen- 

tées dans la figure 11, montre d'une part la très grande si- 

militude de structures primaires qui existe entre ces deux 

protéines (86 % d'homologie) et d'autre part, l'existence de 

deux domaines. Le premier, comprenant les 80 premiers résidus 

de la molécule, est riche en cystéine, sérine, thréonine, his- 

tidine et proline-Le second domaine, couvrant le reste de la 

séquence, est hautement basique puisque environ 50 % des rési- 

dus basiques de la molécule y sont accumulés. Cela suggère 

donc que la protéine TP2 interagit avec l'ADN par son extré- 

mité C-terminale (KLEENE et FLYNN, 1987 ; COLE et KISTLER, 

1987). Cependant, comme pour les autres familles de protéines 

spécifiques des spermatides, les modalités exactes de ces in- 

teractions avec l'ADN ne sont pas connues. 

Enfin, il faut signaler que la protéine TP2 de rat possède 

une extrémité N-terminale bloquée et que la nature du groupe- 

ment bloquant est inconnue, 

* Les protéines de type T P 3  et T P 4  

Si l'on excepte la composition en acides aminés de la 

protéine TP3 de rat (GRIMES et a l .  ,1977) , présentée dans le 
tableau V1,les deux dernières familles de protéines spécifi- 

ques des spermatides sont totalement méconnues. 
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TABLEAU VI 

Compositions en acides aminés de la protéine de transition TP3 de 

rat (GRIMES et a1,,1977) et de la protéine 3 de bélier (DUPRESSOIR 

et al. ,1985) ., 

*Les résultats sont exprimés en moles/100 moles 

n.d r non déterminé 

Protéine 3 
Bélier 

5.3 

5.8 

7.2 

9.1 

5.0 

4.8 

5.6 

2.8 

4.8 

3.5 

0.9 

4.4 

2.7 

2.0 

0.4 

13.7 

24.1 

Acides 
aminés 

Asx 

Thr 

Ser 

Glx 

Pro 

G ~ Y  

Ala 

CYs 

Val 

Met 

Ile 

Leu 

Tyr 

Phe 

Bis 

LYS 

Arg 

TP3 
Rat 

5.0* 

2.5 

10.2 

10.8 

3.3 

21.0 

4.0 

3.4 

3.7 

0.9 

2.0 

3.5 

2.4 

0.8 

n.d. 

1.8 

24.1 



La protéine TP3 se caractérise par son taux élevé en ré- 

sidus basiques (26 % dont 24 % d'arginine), de glycine (21%) 

et de sérine (10 % ) ,  ainsi que par la présence de cyçtéine. 

Quant à la protéine TP4, elle n'a fait l'objet que d'une 

caractérisation partielle (MEISTRICH e t  al. ,1980) . Il s'agit, 
comme les trois autres protéines intermédiaires, d'une pro- 

téine basique (24 % d'arginine, 10 % d'histidine et 8 % de ly- 

sine) riche en s4rine (13 % )  et qui contient de la cystéine. 

Son poids moléculaire a été estimé à 20 KDa après électropho- 

rèse sur gel de polyacrylamide en milieu SDS. En gel acide- 

urée, elle migre avant l'histone H4. 

Chez le bélier, la protéine 3, caractérisée uniquement 

par sa composition en acides aminés (DUPRESSOIR e t  aZ.,1985) 

ne semble pas correspondre à la protéine TP3 de rat (TableauVP). 

1 - 2-2-2 Structure et expression des gènes des protéines TP 

* Gènets) de la protéine TPI 

La grande similitude observée au niveau de la structure 

primaire des protéines de transition de type TP1 se retrouve 

également au niveau des séquences nucléotidiques des gènes 

correspondants.La taille des ARNm (environ 600 pb) est iden- 

tique chez 9 espèces de mammifères différents (homme, rat, 

souris, taureau, verrat, bélier, lapin, cochon d'inde et 

hamster (Golden et Russian) (KREMLING e t  al. ,1989) . Le gène 
codant pour la protéine TP1 de rat renferme un intron dans 

la partie codante de l'extrémité C-terminale de la protéine 

TP1 (HEIDARAN e t  al. ,1989) . L'examen de la séquence des 
différents ARNm indique qu'en dépit de la dégénérescence du 



code génétique, en particulier pour l'arginine, la sérine et 

la leucine, chaque acide aminé individuel est codé par le 

même codon (KREMLING et al., 1989) Le fait le plus intéressant 

est l'apparition post-méiotique des messagers. Ils sont ab- 

sents des spermatocytes pachytènes mais décelables dans les 

spermatides rondes (KREMLING et al. ,1989 ; KLEENE et FLYNN, 

1987 ; KLEENE et al. ,1983). Grâce à des études histologiques, 

HEIDARAN et al., en 1988, ont montré que ces ARNm apparaissent 

durant le stade 7 de la spermiogenèse du rat. Or, la protéine 

TP1 n'est présente qu'aux stades 12 et 13 et disparaît rapi- 

dement après le stade 14. Ce long laps de temps, entre l'ap- 

parition des ARNm et la synthèse de la protéine, suggère donc 

un stockage du messager dans le cytoplasme avant sa traduction, 

S'il est clair que ces messagers sont régulés au niveau tra- 

ductionnel, le contrôle de la traduction de ces ARNm présents 

dans le cytoplasme, sous la forme de particules ribonucléopro- 

téiques, n'est pas encore parfaitement élucidé. Un certain 

nombre d'observations permettent cependant d'en avoir une idée. 

Chez les animaux adultes, on a observé que le messager 

était associé avec les polysomes et présentait une polyadény- 

lation variable, typique des ARNm traductionnellement actifs, 

tandis que chez les jeunes animaux, le messager était présent 

sous une forme non polysomale avec une polyadénylation uniforme 

(140 résidus environ) (HEIDARAN et KISTLER, 1987a).Ce résultat 

signifie donc qu'au moment de la traduction de 1'ARNm une dé- 

adénylation de la queue poly (A) intervient. Une situation si- 

milaire a d'ailleurs été décrite à propos du messager de la 

protéine mP1 de souris (KLEENE et aZ, ,1984) . 

Cependant , les preuves directes concernant un éventuel 
rôle de la longueur de la queue poly (A) dans la régulation 

de la traduction des ARNm n'ont pas encore été établies. 

L'hypothèse selon laquelle cette régulation serait davantage 



liée à un masquage de 1'ARNm par des protéines plutôt qu'à 

une modification covalente au messager mérite, au même titre, 

une étude approfondie (HEIDARAN et a l .  ,1988) . Cette régulation 
peut paraître plus complexe encore si l'on considère que les 

ARNm codant pour les protéines intermédiaires apparaissent 

parallèlement à ceux codant pour les protamines de type P1 

et P2 dans le cas de la souris, Cela implique donc que le 

mécanisme de régulation des différents ARNm doit être diffé- 

rentiel et séquentiel (HECHT et PENSHOW, 1987) . 

* Gène(s) de la protéine TP2 

La protéine TP2 apparaît dans la cellule quelques 

jours après les ARNm, ce qui suggère, là encore, un 

stockage de ces ARNm sous la forme de particules ribonucléo- 

protéiques. De plus, comme pour le messager de la protéine 

TP1, celui de la protéine TP2 est absent des cellules méio- 

tiques mais apparaft en grande quantité sous la forme poly- 

adénylée dans les cellules haploïdes jeunes. Cette queue 

poly (A) subit un raccourcissement lors de la traduction des 

ARNm 

1 - 2-2-3 Rôle (s) biologique (s) éventuel (s) des protéines 

intermédiaires 

Comme pour les variants d'histones (variants spécifiques 

du testicule ou variants fortement représentés dans le testi- 

cule) aucune preuve directe n'existe en faveur d'une fonction 

biologique des protéines TP. Cependant, il est possible d'en 

avoir une idée en corrélant leur apparition avec des événe- 

ments cellulaires particuliers. Or, deux événements concomi- 

tants au remplacement des histones par les protéines inter- 



méüiaires surviennent : la condensation de la chromatine qui 

perd sa structure nucléosomale et l'élongation des noyaux.11 

a donc été suggéré, dans un premier temps, que les protéines 

intermédiaires intervenaient dans l'un de ces deux événements, 

voire éventuellement dans les deux. 

Cependant, les résultats obtenus à partir drétudes auto- 

radiographiques (MEISTRICH e t  al. ,1981) et d'observations en 

microscopie optique (HEIDARAN e t  al. ,1988) montrent que le 

processus d'élongation des noyaux et de condensation de la 

chromatine est antérieur à la synthèse de la protéine TP1 

qui est la première protéine spécifique des spermatides à 

apparaître en quantité abondante dans les noyaux, 

D'autres fonctions biologiques ont été proposées. Ainsi, 

les protéines de transition pourraient être impliquées dans: 

- le déplacement des histones avant la mise en place défi- 
nitive de la ou des protamines (KISTLER e t  aZ., 1974 ; KLEENE 

et FLYNN,1987 ; HEIDARAN e t  aZ.,1988 ; SINGH et RA0,1987). 

- l'arrêt de la transcription dans les spermatides, soit en 
rendant inaccessible le brin d'ADN portant l'information 

génétique, soit en déplaçant les composés essentiels à la 

transcription (GRIMES e t  al. ,1977) , 

- le maintien de la chromatine dans un état inactif après 
élimination de toutes les protéines associées à l'ADN des 

cellules (MEISTRICH e t  al. ,1981) . 
- la mise en place de la ou des protamines sur l'ADN en in- 
teragissant directement sur le complexe ADN-protamine 

(BALHORN e t  al. ,1984). 

La pluralité des fonctions proposées pour les protéines 

intermédiaires montre bien que leur rôle exact n'est pas en- 

core connu. 



1 - 2-3 LES PROTEINES SPECIFIQUES DES SPERMATOZOIDES : LES 
PROTAMINES 

L'apparition des protamines constitue la seconde transi- 

tion protéique observée au cours de la spermiogenèse. Ces 

protéines apparaissent en remplacement des protéines de 

transition. Le nombre de protamines présentes dans le noyau 

des spermatozoïdes éjaculés diffère selon les mammifères : 

- chez le rat, ie bélier, le taureau,le verrat et le lapin, 
une seule protamine de type 1 (protamine Pl) a été carac- 

térisée. 

- chez la souris, le hamster et l'étalon, deux protamines 
sont présentes, l'une de typel, l'autre de type 2 (prota- 

mine P2) . 
- dans le spermatozoïde humain, où 70 % environ des protéines 

nucléaires basiques sont des protamines, on distingue qua- 

tre protamines, une de type 1 et trois de type 2. 

1 - 2-3-1 Caractéristiques structurales des protamines de 
type Pl 

Les protamines de mammifères de type Pl se caractérisent 

par un taux très élevé de résidus basiques, en particulier 

d'arginine ( > 50 % ) .  Elles se distinguent des autres prota- 

mines, en particulier de celles de poissons, par la présence 

de résidus de cystéine (15 % ) . 

La comparaison de la structure primaire des protamines Pl 

isolées chez le taureau (COELINGH e t  al., 1972 ; LEE e t  al., 1986 ; 

MAZRIMAS e t  al. , 1986), le verrat (TOBITA e t  al. , 1983a ; 



MAIER e t  al., 1988), le bélier (SAUTIERE e t  al. ,1984), la 

souris (KLEENE e t  al. ,1985)', l'homme (McKAY e t  al., 1985 ; 

GUSSE e t  aZ.,1986 ; AMMER e t  al. ,1986 ; LEE e t  al. , 1987a) 
l'&talon (BELAÏCHE e t  al. ,1987 ; AMMER et HENSCHEN, 19871, 

le rat (AMMER et HENSCHEN, 1988a) et le lapin ( M E R  et 

HENSCHEN, 1988b) montre qu'il existe un très haut degré de 

conservation entre ces molécules (Figure 12). 

Cette étude comparative des différentes structures pri- 

maires permet de distinguer trois domaines dans la séquence 

de la protamine Pl, 

Le premier domaine correspond à la zone N-terminale (ré- 

sidus 1 à 12) qui est très conservée et qui contient au moins 

quatre résidus hydroxylés parmi lesquels la tyrosine en posi- 

tion 3 et la serine aux positions 10 et 12 sont invariables. 

Le deuxième domaine représente la zone centrale qui s'étend 

du résidu 13 au résidu 40  et qui se caractérise par sa très 

haute basicité et son taux élevé en résidus de cystéine. Le 

troisième domaine correspond à la partie C-terminale de la 

molécule qui, à l'inverse des autres domaines, se caractérise 

par sa plus grande variabilité. 

I - 2-3-2 Caractéristiques structurales des protamines de 

type P2 

Comme nous l'avons signalé précédemment, chez la souris 

(BELLVE e t  al. ,1975) , le hamster (BOWER e t  aZ.,1987) , l'étalon 
(BELAÏCHE e t  a l .  ,1987) et l'homme (KOLK et SAMUEL, 1975 ; 

PONGSAWASDI et SVASTI, 1976), les protéines de transition 

sont remplacées à la fois par une protamine PI et par une 

ou plusieurs protamines P2. 
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Homme : A 

Taureau : A 

Bélier : A 

Verrat : A 

Etalon : A 

Souris : A 

R a t  : A 

Lapin : V 

RYRCC 

RYRCC 

RYRCC 

RYRCC 

RYRCC 

RYRCC 

RYRCC 

RYRCC 

RSQ 

LTH 

LTH 

RSH 

RSQ 

RSK 

RSK 

RSQ 

YYRQ 

CRRR 

CRRR 

CRPR 

CRRR 

CRRR 

CRRR 

CRRR 
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RSCQT RRR- AMR' -CCR 

RRR RV- CCRR 

RRR RV- CCRR 

RRR AV- CCRR 

R-R -V- CCRR 

RRR --- CCRR 
RRR --- CCRR 
RRR VRK CCRR 

-PR Y 

--- 

--- 
--- 
RRS Y 

RRS Y 

T-- ---- Y 

Fisure 12:  Comparaison des séquences en acides aminés des protamines de type Pl de lfhomrne (Mc 

KAY et a1.,1985;AMMER et a1.,1986;LEE et a1.,1987),de taureau (COELINGH et a1.,1972;LEE et 

al.,l986;MAZRIMAS et a1.,1986),de bélier (SAUTIERE et a1.,1984),de verrat (TOBITA et 

al.,l983a;MAIER et a1.,1988),dtétalon (BELAICHE et a1.,1987;AMMER et a1.,1987),de souris 

(KLEENE et a1.,1985),de rat (AMMER et a1.,1988a) et de lapin (AMMER et a1.,1988b) 

Les séquences encadrées sont strictement identiques. 
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La composition en acides aminés des protamines P2 se 

distingue de celle des protamines Pl par un taux élevé 

d'histidine et un taux plus faible, voire nul, de tyrosine. 

Cependant, la distinction Pl, P2 ne peut reposer sur ce 

seul critère car les deux variants de la protamine 2 d'éta- 

lon sont riches en tyrosine et pauvres en histidine. Cette 

distinction entre le type 1 et le type 2 s'observe ensuite 

au niveau de la structure primaire de ces protamines. Cinq 

structures primaires de protamines de type 2 sont actuelle- 

ment connues. Il s'agit des deux protamines humaines HP2 et 

HP3 (GUSSE e t  al. ,1986 ; Mc KAY e t  al. ,1986 ; AMMER e t  al., 1986 ; 

DOMENJOUD e t  al. ,1988) , de la protamine mP2 de souris (YELICK 
e t  aZ.,1987 ; BELLVE, 1988) et des deux variants St2a et St2b 

de la protamine 2 d'étalon (PIRHOMEN e t  ~2.~1990) (Figure 13) . 

A l'inverse des protamines Pl, l'extrémité N-terminale 

des protamines P2 est très variable alors que l'extrémité 

C-terminale apparaît plus conservée. La zone centrale des pro- 

tamines Pl et P2 est quant à elle bien conservée et extrême- 

ment basique. De plus, on note dans ces deux types de molécu- 

les une répartition identique des résidus de cystéine. Quant 

à la comparaison des structures primaires des protamines P2 

(Figure 13) elle montre que la protamine mP2 de souris diffère 

des protamines humaines HP2 et HP3 par la longueur de sa 

chaîne protéique (62 acides aminés contre 57 et 54 acides ami- 

nés, respectivement) , 

Alors que les protamines Pl forment une classe protéique 

homogène, il n'en est pas de même pour les protamines P2. En 

effet, comme nous l'avons vu précédemment, trois protamines 

différentes de type 2 (HP2, HP3 et HP4) sont présentes dans 

les spermatozoïdes humains. La composition en acides aminés 

de ces protamines montre une très grande similitude.La struc- 

ture primaire des protamines HP2 et HP3 révèle qu'elles ne 
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HP2 :-RTHGQSHYR- 

HP3 : ---- GQSHYR- 
mP2 :--RGHHHHRH- 

S t 2 a  :ARTTAGSYRRY 

8t2b : ---- AGSYYSY 

IHRRQH 
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IHKR-R 

LRRRRY 

LRRRRY 
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Ficrure 13: Comparaison des séquences en acides aminés des protamines de type 2 humaines HP2 et HP3(GUSSE 

et a1.,1986;Mc KAY et a1.,1986;AMMER et al.,l986;DOMEMJOUD et a1.,1988),de souris mP2(YELICK et a1.,1986; 

BELLVE ,1988) et d'étalon St2a et St2b (PIRHONEN et a1.,1990). 

Les séquences encadrées sont strictement identiques. 



diffèrent que par la présence du tripeptide additionnel 

Arg-Thr-His du côté N-terminal de la protamine HP2.Ce résul- 

tat suggère donc un mécanisme de protéolyse permettant le 

passage de HP2 à HP3. Cependant, l'hypothèse de l'exis- 

tence de deux gènes différents, l'un codant pour HP2 et 

l'autre pour HP3, ne peut être écartée. Si cette question 

reste posée chez l'homme, la situation semble plus claire 

chez la souris. En effet, la protamine mP2 est synthétisée 

sous la forme d'un précurseur de 106 acides aminés (YELICK 

et a l .  ,1987) , La structure primaire de ce précurseur pmP2, 

déduite de la séquence nucléotidique d'un clone d'ADNc 

montre que la protamine mP2 est obtenue après clivage de 

la liaison His43-Argq4 du précurseur (Figure 14). L'exis- 

tence de ce processus de protéolyse est en accord avec le 

fait que seule la protamine mP2 est retrouvée dans les sper- 

matozoïdes éjaculés et non pas le mélange pmP2, mP2. 

En outre, deux observations - l'isolement du précurseur 
pmP2 à partir des spermatides résistantes aux ultrasons et 

l'apparition de la protamine mP2 une journée après la prota- 

mine mPl, en dépit d'une synthèse simultanée - ont permis à 

YELICK et a l .  (1987) de postuler que le précurseur se fixe 

d'abord sur l'ADN avant d'être protéolysé. Il reste à déter- 

miner si la protéolyse intervient en une ou plusieurs étapes. 

Même si le variant St2a de la protamine P2 d'étalon est 

plus long de quatre résidus caté N-terminal que le variant 

St2b (PIRHONEN et a l .  ,1989), la notion de précurseur est plus 

difficile à soutenir car le passage de St2a ,à St2b par un 

mécanisme de protéolyse ne peut expliquer les 3 changements 

ponctuels observés dans les 15 premiers résidus de la mo- 

lécule , 

A partir des trois modèles - homme, souris, étalon - qui 
viennent d'être présentés, on peut apprécier l'hétérogénéité 

de la famille des protamines P2 et la complexité des méca- 

nismes conduisant à leur formation, 
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Fisure 14 :Structures primaires de la protamine mP2 de souris et de son précurseur 

pmP2 (YELICK et al., 1987) . 
Le clivagefindique par Y ,de la liaison peptidique Hisq3-Arg44 du précurseur pmP2 

conduit à la protamine mP2 mature. 



I - 2-3-3 Modifications post-traductionnelles des protamines 

Les protamines de mammifères se caractérisent essentiel- 

lement par leur richesse en arginine, en cystéine et en ré- 

sidus hydroxylés. L'oxydation des groupes thiols altère la 

solubilité de ces protéines tandis que la phosphorylation des 

résidus hydroxylés, sérine essentiellement, modifie leur mi- 

gration électrophorétique. 

Selon leur origine , testicule ou spermatozoPde éjaculé, 
les protamines sont affectées à des degrés différents par 

ces deux modifications. En effet, les protamines issues de 

préparations testiculaires apparaissent en électrophorèse 

sur gel de polyacrylamide sous la forme de deux ou plusieurs 

bandes correspondant chacune à un degré de phosphorylation 

différent, alors que celles extraites des spermatozofdes ap- 

paraissent sous la forme d'une seule bande. De même, le nom- 

bre de ponts disulfure établis entre les molécules de prota- 

mines isolées des spermatozofdes éjaculés est beaucoup plus 

important que le nombre de ponts disulfure établis entre les 

protamines isolées du testicule. 

Il y a donc deux événements essentiels qui interviennent 

au niveau des protamines : la phosphorylation-déphosphoryla- 

tion des résidus de sérine et l'oxydation des résidus de cys- 

téine pour l'établissement de ponts disulfure intra- et inter- 

chaîne. 

* le mécanisme de phosphorylation-déphosphorylation des protamines 

Quels que soient les mammifères étudiés, les protamines 

isolées à partir de préparations testiculaires apparaissent 

toutes phosphorylées. Cependant le nombre de groupes phosphate 



présents par molécule varie considérablement d'une espèce à 

l'autre : il est de un chez' le lapin, le taureau (MARUSHIGE 

et MARUSHIGE, 1978), le bélier (CHIRAT, non publié) et 

l'homme (GUSSE e t  aZ.,1986), de deux chez la souris, le hams- 

ter et le cobaye et de quatre chez le rat (MARUSHIGE et 

MARUSHIGE, 1978 ; KISTLER e t  aZ.,1976). Il est intéressant de 

noter que chez le rat, la forme non phosphorylée représente 

la fraction mineure de la protamine isolée du testicule. 

La détermination du nombre de molécules de phosphate par 

molécule de protariiine isolée à partir de différentes popula- 

tions cellulaires, a montré que ce nombre était plus élevé 

dans les spermatides vieillies que dans les spermatides jeu- 

nes. Ce résultat tend à montrer que la phosphorylation de la 

protamine interviendrait après le dépôt des protamines sur 

la chromatine (MARUSHIGE et MARUSHIGE,1975, 1978)- La pré- 

sence de groupements phosphate sur les molécules de prota- 

mines a deux conséquences sur le complexe protamine-ADN, 

D'une part, on observe la diminution du point de fusion 

de l'ADN complexé avec la protamine phosphorylée. Cette di- 

minution est d'autant plus importante que le degré de phos- 

phorylation est élevé (WILLMITZER e t  al. ,1977) , 

D'autre part, la phosphorylation diminue la stoechiomé- 

trie de la formation du complexe. En effet, la clupéine Z 

(protamine du hareng) non phosphorylée, interagit avec l'ADN 

par l'intermédiaire de 21 résidus d'arginine, alors que la 

forme triphosphorylée n'interagit que par 15 résidus d'ar- 

ginine (WILLMITZER e t  aZ. ,1977) . 

L'ensemble de ces résultats montre donc que la phospho- 

rylation des molécules de protamine entraîne une diminution 

des interactions entre l'ADN chargé négativement et la pro- 

tamine chargée positivement. Cette diminution des interactions 



électrostatiques est confirmée par les études de dissocia- 

tion du complexe prOtamineTADN par les sels. En effet, chez 

la truite, la dissociation du complexe protamine non phos- 

phorylée-ADN, nécessite une concentration en NaCl comprise 

entre 0,9 M et 1,2 M, alors que la dissociation du complexe 

protamine phosphorylée-ADN ne nécessite qu'une concentration 

en NaCl comprise entre 0,6 M et 0,9 M (MARUSHIGE et MARUSHIGE, 

1978). Deux hypothèses ont été émises pour expliquer ces ré- 

sultats, La première serait que la phosphorylation entraîne 

un raccourcissement des molécules de protamines du fait de 

la formation de boucles résultant des répulsions électrosta- 

tiques entre les phosphates des protamines et ceux de l'ADN. 

Cette hypothèse expliquerait donc la stoechiométrie du com- 

plexe protamine-ADN. La seconde serait que la zone N-terminale 

des protamines Pl particulièrement affectée par la phosphory- 

lation, n'interagit plus avec l'ADN. La zone d'ADN non cou- 

verte pourrait donc l'être par une autre molécule de prota- 

mine provenant d'un sillon adjacent, créant ainsi un vérita- 

ble réseau de mailles dans le noyau. Ces deux hypothèses ont 

été proposées par WILLMITZER et al. en 1977. Aucun argument 

en faveur de l'une ou l'autre de ces hypothèses n'a pu être 

apporté à ce jour. 

Plusieurs fonctions biologiques de la phosphorylation 

ont également été proposées. La phosphorylation pourrait 

être impliquée soit dans le transport des protéines basiques, 

de leur site de synthèse vers le noyau (INGLES etaZ.,1967), 

soit dans le positionnement correct des protamines sur l'ADN 

(sur le petit ou le grand sillon par exemple) afin de per- 

mettre la formation correcte des ponts disulfure (MARUSHIGE 

et MARUSHIGE, 1975, 1978). 



D'une façon générale, lors du transit épididymaire des 

spermatozo~des, on observe chez tous les mammifères une dé- 

phosphorylation complète des protamines, excepté chez l'homme 

où les protamines Pl et P2 sont encore partiellement phospho- 

rylées dans les spermatozoPdes éjaculés (BELLVE e t  aZ.,1975 ; 

GUSSE e t  al. ,1986 ; PRUSLIN e t  al., 1987) . 

* Formation des ponts disulfure 

Le nombre de ponts disulfure qui se forment dans le tes- 

ticule entre les protamines est faible. Par contre, durant 

le transport épididymaire et parallèlement à la déphosphory- 

lation, ce nombre augmente. Cela a été montré en faisant agir 

sur les noyaux des spermatozo~des, prélevés à différents en- 

droits de l'épididyme, de l'iodoacétamide non marqué. Ces no- 

yaux étaient ensuite réduits et alkylés par de l'iodoacétamide 

marqué au carbone 14 (MARUSHIGE et MARUSHIGE, 1975). Ces au- 

teurs ont montré que la radioactivité était beaucoup plus im- 

portante au niveau de la partie distale de l'épididyme qu'au 

niveau de la partie proximale. L'utilisation d'iodoacétarni.de 

marqué au carbone 14 a permis de déterminer qu'il y avait5,3 

molécules de cystéine marquée après réduction et alkylation. 

Ainsi, tous les résidus de cystéine sont engagés dans des 

ponts disulfure (MARUSHIGE et MARUSHIGE, 1974). Ces résultats 

montrent bien que durant le transit épididymaire, le nombre 

de ponts disulfure augmente. 

On peut se demander pourquoi les ponts disulfure ne 

s'établissent pas dès la synthèse des molécules de protamine. 

Pour expliquer ce fait, CALVIN, en 1976, a proposé que l'en- 

vironnement très basique des résidus de cystéine pouvait en- 

traîner une ionisation de leur fonction thiol sous la forme 

Cys-S-, apportant ainsi d'autres charges négatives sur les 

molécules de protamine. 



L'interaction ultérieure des protamines avec l'ADN en- 

traînerait une neutralisation des charges positives des 

groupes guanidinium des résidus d'arginine et une restitu- 

tion des groupes thiol qui pourraient alors être oxydés 

sous la forme de ponts disulfure. 

Quoique l'on ne connaisse pas encore les positions res- 

pectives des résidus de cystéine impliqués dans chaque pont 

disulfure, il est cependant possible, grâce aux travaux de 

TOBITA et al. (1983b), de se faire une idée relativement pré- 

cise sur l'ordre d'établissement de ces ponts. Ces auteurs 

ont étudié, à partir de noyaux de spermatozoïdes éjaculés de 

verrat, la sensibilité des ponts disulfure à la réduction en 

fonction du temps et du rapport molaire réducteur/protamine, 

Les compositions en acides aminés des différents peptides 

obtenus après alkylation des protamines suivie d'un clivage 

enzymatique, ont montré qu'il était possible de classer les 

ponts disulfure en trois catégories : 

- les ponts sensibles, situés dans la partie N-terminale 
de la protamine (cystéines 5 et 6). 

- les ponts insensibles, situés dans la partie C-terminale 
(cystéines 47 et 50). 

- les ponts de sensibilité inhabituelle, situés dans la zone 
centrale de la molécule (cystéines 14,21,38 et 39). 

L'insensibilité des ponts S-S dans la partie C-terminale 

suggère donc qu'ils sont enfouis à l'intérieur de la chroma- 

tine et qu'ils sont probablement formés au début de la phase 

d'empaquetage de la chromatine. A l'inverse, les ponts S-S 

les plus sensibles, dans les séquences polyarginine où sont 

impliqués les résidus de cystéine 28 et 29 (l'un et l'autre 

absents chez le taureau), sont probablement formés au stade 

final de l'empaquetage de la chromatine, 



Si les preuves directes manquent encore pour déterminer 

avec précision le rôle de ces ponts disulfure, chacun s'ac- 

corde à penser qu'ils sont impliqués dans le maintien de la 

chromatine dans son état de compaction maximale et qu'ils 

assurent donc la protection de l'information génétique vis- 

à-vis des DNases (CALVIN, 1976) . 

Pour expliquer la compaction extrême de la chromatine 

lors de la phase finale de la spermiogenèse, trois événements 

sont donc à prendre en compte. Il s'agit de l'apparition des 

protamines dans les noyaux, du mécanisme de phosphorylation- 

déphosphorylation des résidus hydroxylés et de l'établisse- 

ment des ponts disulfure. Le seul modèle disponible à ce jour 

qui relie entre eux ces trois événements chez les mammifères, 

reste le modèle de BALHORN (1982) . 

Structure du complexe nucléoprotamine 

* Le modèle de BALHORN 

Ce modèle a été proposé en 1982 à partir de la séquence 

en acides aminés de la protamine de taureau déterminée par 

COELINGH e t  al. (1972) . Récemment, une correction a été appor- 
tée à cette séquence par MASRIMAS e t  al. (1986) . La séquence 
corrigée diffère de la précédente par le tripeptide C Y S ~ ~ -  

Nous ne retiendrons donc pas dans la présentation 

du modèle de BALHORN les aspects qui se trouvent remis en 

question par cette correction. 

L'un des aspects fondamentaux de ce modèle, qui implique 

la fixation de toutes les molécules de protamine sur l'ADN, 

est que la séquence centrale polyarginine adopte une confor- 

mation étendue et se lie à l'ADN dans le sillon mineur (BALHORN, 

1982). 



La liaison peptidique étant plane, les radicaux guani- 

dinium de deux résidus d'arginine adjacents sont projetés 

de part et d'autre du plan. Ainsi un groupe guanidinium se 

fixe sur un brin d'ADN alors que l'autre se fixe sur le 

brin opposé par l'intermédiaire d'interactions électrosta- 

tiques et de liaisons hydrogène (Figure 15). Ces différentes 

interactions entraînent une diminution de l'angle O-P-O, ce 

qui a pour conséquence de faire passer l'ADN d'une conforma- 

tion B à une conformation B*, comme cela a été observé dans 

les différents complexes protamine-ADN étudiés (HERSKOVITS 

et BRAHMS, 1976). La phosphorylation des résidus hydroxylés 

dans la séquence N-terminale (résidus 1 à 15) qui se carac- 

térise par sa relative pauvreté en arginine,entraîne un re- 

pliement de cette région au-dessus du segment polyarginine 

lié à l'ADN, ce qui permet aux deux résidus d'arginine en 

position 2 et 4 respectivement, de se lier avec deux groupes 

phosphate restés libres sur l'ADN (Figure 16). Après fixation 

de ces résidus d'arginine, les résidus hydroxylés sont alors 

déphosphorylés. Du fait de ce repliement, la cystéine 5 est 

amenée à proximité de la cystéine 22, ce qui permet la forma- 

tion d'un premier pont disulfure intrachaîne (Figure lG).La 

séquence de ces différentes étapes est présentée dans la fi- 

gure 17. 

La cystéine 38 ou la cystéine 39 d'une molécule de prota- 

mine peut ensuite réagir avec la cystéine 14 pour former un 

second pont disulfure qui lui; est interchaîne. En ce qui con- 

cerne les liaisons hydrogène et hydrophobes qui pourraient 

s'établir entre certains résidus de la région C-terminale, 

au delà du résidu de cystéine 39, et de la région N-terminale 

d'une molécule voisine de protamine, les propositions de 

BALHORN doivent être complètement reconsidérées. 



----e-- 
Axe de l'hélice d'ADN 

Fiaure 15 : Représentation schématique des interactions electro- 
statiques entre les groupes guanidinium des arginines et les 
groupes phosphate de l'ADN selon BALHORN (1982). 
La liaison peptidique étant planetles radicaux guanidinium de 2 
résidus dtarginine adjacents sont projetés de part et d8autre du 
plan.Ainsi,un groupe guanidinium se fixe sur un brin d'ADN alors 
que 18autre se fixe sur le brin opposé. 



Fiaure 16 : Représentation schématique du repliement de lfextrêmité N-terminale de la protamine Pl de 
taureau sur le segment polyarginine selon BALHORN (1982). 
La phosphorylation des résidus hydroxylés de la zone N-terminale de la protamine entrainerait un 
repliement de cette région au-dessus du segment polyarginine lié à lfADN.Les résidus dfarginine en 
position 2 et 4 se lient avec 2 groupements phosphate de l'ADN alors que les 2 cystéines en position 
5 et 22 sont amenées a proximité lfune de lfautre.Ce rapprochement permet lfétablissement d'un 
premier pont disulfure intrachaine, 



Fisure 17 : Représentation schématique des 3 étapes conduisant au 
complexe nucléoprotamine selon BALHORN (1982): 

- Dépôt des molécules de protamines phosphorylées dans le 
sillon mineur de l'ADN. 

- Déphosphorylation des résidus hydroxylés 
(sérine,thréonine) de la région N-terminale des 
protamines. 

- Etablissement des différents ponts disulfure intra- et 
interchaines. 



Chaque protamine est donc liée à sa voisine par un pont 

disulfure, bloquant ainsi la protamine autour de l'ADN. Dès 

lors que sont complètement neutralisés les groupes phosphate 

de l'ADN, la disparition de la répulsion électrostatique en- 

tre les chaînes entraîne une compaction de l'ADN (Figure 18). 

Pour réduire le volume du complexe ADN-protamine à son 

minimum, la portion de protamine saillante du sillon mineur 

(incluant les segments N- et C-terminaux qui interagissent 

avec la séquence polyarginine) est positionnée dans le sillon 

majeur d'une molécule d'ADN adjacente. 

* Discussions autour du modèle de BALHORN 

Le modèle que nous venons de présenter est séduisant car 

il tient compte à la fois des interactions électrostatiques 

entre les résidus d'arginine et les groupes phosphate de 

l'ADN, de la phosphorylation des résidus hydroxylés et de 

l'établissement de ponts disulfure entre les molécules de 

protamine. Il repose sur deux postulats essentiels : 

- la fixation des molécules de protamine dans le sillon 
mineur de l'ADN. 

- la conformation étendue de la protamine, ce qui permet à 

celle-ci d'établir de nombreuses liaisons avec le sque- 

lette phosphodiester de l'ADN. 

L'utilisation de sulfate de diméthyle qui permet la mé- 

thylation de l'azote 7 de la guanine dans le sillon majeur 

et la méthylation de l'azote 3 dans le sillon mineur a per- 

mis de montrer que les molécules de protamine associées à 

l'ADN inhibaient la méthylation de l'azote 7. Ce résultat sug 

gère donc une fixation des molécules de protamine dans le 

sillon majeur de l'ADN (MIRZABEKOV et a l .  ,1977) , et remet 
ainsi en question le premier postulat du modèle de BALHORN, 



liaisons 
.iesters 
ADN 

Fiaure 18 : Après la formation des différents ponts disulfure, 
chaque molécule de protamine se trouve liée à sa voisine par un 
pont disu1fure.m neutralisation complète des groupes phosphate 
entraîne la disparition de la répulsion electrostatique entre les 
chaînes et la compaction de l'ADN (BALHORN,1982). 



De même, à partir d'un modèle théorique d'interactions 

protamine-ADN selon lequel la protamine se fixerait dans le 

grand sillon de l'ADN, FITA e t  al. en 1983 ont montré qu'il 

y avait un accord parfait entre les valeurs d'intensités ré- 

fractées théoriques et celles obtenues expérimentalement par 

diffraction des rayons X. 

Le second postulat du modèle de BALHORN se trouve égale- 

ment remis en question par les travaux de AUSIO e t  al. en 1984 

qui ont montré, sur la base de la dissociation des complexes 

ADN-thynnine par .les sels, qu'il n'y avait que quatre liai- 

sons électrostatiques pleines entre les protamines et l'ADN, 

Ce résultat contraste donc avec celui obtenu à partir du mo- 

dèle proposé chez les mammifères (%20 liaisons électrostati- 

ques). 

L'ensemble de ces données expérimentales montre d'une 

façon claire que les modalités d'interactions entre la pro- 

tarnine et l'ADN sont loin d'être connues. Or, ces modalités 

apparaissent essentielles pour comprendre la compaction de 

la chromatine et éventuellement pour expliquer des anomalies 

de condensation de la chromatine observées chez certains su- 

jets infertiles. 

1 - 2-3-5 Expression et régulation des qènes de protamines 

* Gènes de protamine P l  

Comme les gènes des protéines de transition TP1, ceux des 

protamines Pl contiennent un intron d'environ 90 nucléotides 

(KRAWETZ e t  al. ,1988,1989 ; JOHNSON e t  al., 1988a) . Cet intron, 
séparant l'extrémité C-terminale de la protamine du reste de 

la molécule, conférerait une stabilité aux ARNm de protamine 

grâce à sa richesse en GC (KRAWETZ e t  al. , 1988) . 



Chez l'homme, il n'y a qu'une seule copie des gènes de 

protamines et ces gènes sont localisés sur le chromosome 16 

(KRAWETZ e t  al., 1989 ; VIGUIE e t  al. ,1990) , comme pour la sou- 
ris (HECHT e t  al. ,1986) . 

Les gènes des protamines Pl sont exprimés pendant la 

phase haploïde de la spermatogenèse comme ceux des protéines 

de transition TP1. En effet, chez le rat, les ARNm apparais- 

sent pour la première fois dans les testicules d'animaux âgés 

de 35 jours. Des observations réalisées en microscopie sur 

des coupes testiculaires, il ressort qu'à cet âge, 10 à 15 % 

des cellules spermatogoniales sont composées de spermatides 

(KLEMM e t  aZ.,1989). La même corrélation entre l'apparition 

des premières spermatides et l'apparition des ARNm de prota- 

mine Pl a également été faite chez le taureau (LEE e t  al., 1987b) , 

Cette spécificité cellulaire a été confirmée en préparant des 

populations cellulaires enrichies, d'une part en spermatocy- 

tes pachytènes et d'autre part, en spermatides. Aucun ARNm 

de protamine Pl n'a pu être détecté dans les spermatocytes 

pachytènes (LEE e t  aZ.,1987b) alors que ce messager est détecté 

dans les spermatides. 

De grandes quantités d8ARNm sontprésentes sous la forme 

de particules ribonucléoprotéiques (RNP) dans le cytoplasme 

des spermatides rondes de souris où la synthèse de protamine 

de type Pl n'a pas encore eu lieu. La moitié de ces ARNm sont 

présents sous la forme polysomale dans les spermatides en voie 

d'élongation où la protamine Pl de souris peut être détectée. 

Ces observations militent en faveur de la régulation traduc- 

tionnelle des ARNm de la protamine Pl (KLEENE e t  aZ.,1983, 

1984). Les ARNm sont stockés pendant 2 à 8 jours dans les 

spermatides de souris. 

Comme cela avait déjà été observé pour les protéines de 

transition TP1, les ARNm codant pour la protamine Pl apparais- 

sent sous deux tailles di£ férentes (KLEENE e t  al., 1984 ; KLEMM 



e t  al. ,1989 ; KRAWETZ e t  al. ,1989) . Les ARNm non polysomaux 
ont une taille d'environ 600 nucléotides alors que les ARNm 

polysomaux ont une taille d'environ 500 nucléotides. Cette 

différence est due à un raccourcissement de la queue poly (A) 

jusqu'a environ 30 nucléotides (KLEENE e t  al., 1984) . 

La polyadénylation des ARNm intervient particulièrement 

au niveau des spermatides. En effet, le taux de polyadényla- 

tion des ARNm dans les spermatides est deux fois plus élevé 

que dans les spermatocytes pachytènes et six à neuf fois plus 

élevé que dans les cellules somatiques (KLEENE e t  al. ,1983) . 
Par ailleurs, la déadénylation partielle apparaît comme un 

phénomène qui affecte l'ARNm des protéines traduites durant 

la spermiogenèse des mammifères comme par exemple les a- et 

$-tubulines ou encore les actines cytoplasmiques (KLEENE e t  

al . ,1983). 

Si certains auteurs pensent que cette réduction de la 

queue poly (A) peut constituer le signal de traduction des 

ARNm, on ne sait toujours pas si cette déadénylation est en 

fait une cause ou une conséquence de la traduction. 

La construction de gènes de fusion entre le gène de la 

protamine mP1 de souris et le gène de l'hormone de crois- 

sance humaine, et l'étude de leur expression dans des souris 

transgéniques ont permis de montrer que : 

- l'extrémité 5' des gènes de la protamine mP1 de souris se- 
rait impliquée dans leur expression spécifique dans les 

spermatides, 

- 156 nucléotides de la séquence 3'OH non traduite du gène 
de mP1 seraient responsables de la régulation de la tra- 

duction des ARNm de la protamine mP1 (BRAUN et aZ.,1989). 

Cependant, d'autres facteurs pourraient intervenir dans la 

régulation traductionnelle des ARNm comme par exemple la struc- 

ture secondaire des ARNm (KRAWETZ e t  al., 1988) , 



* Gènes d e  pro tamine  P 2  

Alors que le gène de la protaminepl est exprimé chez tous 

les mammifères, le gène de la protamine P2 est exprimé seule- 

ment chez l'homme, le hamster, la souris et llétalon.Chez la 

souris, la protamineP2 est en quantité deux fois plus impor- 

tante que la protamine Pl (BALHORN e t  al. ,1984 ; JOHNSON e t  al., 

1988a). Ce gène, cmme celui de la protamine Pl contient un in- 

tron d'environ 105 nucléotides (JOHNSON e t  aZ.,1988a). Chez 

l'homme, le gène de la protamine P2 est localisé sur le chromo- 

some 16, comme le gène de la protamine Pl (VIGUIE e t  al., 1990) - 
Des études d'hybridation avec 1'ADNc de la protamine 2 

de souris ont montré que le gène de la protamine P2 était 

transcrit chez le rat (BOWER e t  al. ,1987 ; JOHNSON e t  al., 1988a ; 

BUNICK e t  al., 1990), le hamster (BOWER et al., 1987) mais égale- 

ment chez le porc, le taureau, le singe, le bélier, le chat 

(MAIER e t  al., 1990) et le chien (JOHNSON e t  aZ.,1988b) ,Chez le 

rat et le hamster, BOWER et al. (1987) ont montré par la tech- 

nique de Northern blot que 1'ARNm était présent au niveau des 

polysomes, La séquence en acides aminés de la protamine 2 de 

rat, déduite de la séquence nucléotidique du gène correspon- 

dant, a montré un haut degré de similitude avec la protamine 

mP2 de souris (TANHAUSER et HECHT,1989), Mais il faut rappe- 

ler que la protamine P2 de rat n'a jamais été observée dans 

les spermatozoPdes de rat, 

Comparé au taux d'ARNm de la protamine mP2 de souris, le 

taux dfARNm de la protamine PZ est cinq fois plus faible chez 

le hamster et cinquante fois plus faible chez le rat (BOWER 

e t  aZ.,1987). Pour certains auteurs, l'absence de protamine P2 

chez certaines espèces est difficilement explicable par le 

taux très faible de transcription des gènes correspondants. 

L'existence d'une seule protamine dans le spermatozoïde de 

certains mammifères a suscité plusieurs hypothèses, Ainsi 

chez le rat, la séquence de la protamine P2 déduite de la sé- 

quence nucléotidique d'un ADNc (KLEMM e t  al., 1989) a montré la 

présence d'un résidu d'acide glutamique en position 43 dans 



le précurseur , Or dans la séquence du précurseur de la pro- 

tamine P2 de souris, le résidu d'histidine que l'on trouve 

en position 43 est le site de clivage du précurseur, clivage 

qui permet la libération de la protamine P2. 

Chez le rat, la substitution His-t Glu pourrait donc in- 

hiber le clivage du précurseur prP2 et par voie de consé- 

quence la libération de la protamine rP2 (BUNICK et al., 1990) . 

Chez le verrat, on a remarqué que la séquence Arg-Leu- 

His-Arg-Ile-His était absente. La non fonctionnalité de la 

protamine P2 chez cet animal, résulterait à la fois de l'ab- 

sence de cette séquence et des très nombreux remplacements 

de résidus basiques par des acides aminés neutres ou hydro- 

phobes (MAIER et aZ.,1990) . 

Le rôle de Pa protamine P2 reste à définir, 

I - 2-4 CAS PARTICULIER : LA SPERMATOGENESE HUMAINE 

Chez l'homme, en plus des protamines présentes dans le 

spermatozoïde éjaculé, on trouve cinq protéines nommées HPI1, 

HPI2, HPI3, HPS1, HPS2, qui représentent 10 à 15% des pro- 

téines nucléaires basiques totales et dont la mobilité élec- 

trophorétique en gel de polyacrylamide, la taille et le taux 

de résidus basiques apparaissent intermédiaires entre ceux 

des histones et des protamines (GUSSE et aZ.,1986)(Tablea~VII)~ 

Pour ces raisons ces protéines ont été nommées protéines in- 

termédiaires. Cette dénomination peut cependant prêter à con- 

fusion avec les protéines de transition décrites précédemment 

et qui sont aussi appelées protéines intermédiaires ou encore 

protéines spécifiques des spermatides. En effet, les protéines 



TABLEAU VI1 

Compositisns en acides aminés des 5 protéines intermédiaires 
HPIlfHP12,HP13,HPS1 et HPS2 isolées du spermatozoïde humain 
(GUSSE et al. ,1986) . 

*Les résultats sont exprimés en moles/100 moles 

Pro 

G ~ Y  

Ala 

CYS 

Val 

Met 

Ile 

Leu 

Tyr 

Phe 

His 

LYS 

arg 

1.8 

6.1 

1.3 

6.1 

3.4 

0.8 

0.8 

3.4 

3.5 

- 
10.9 

1.6 

35.3 

2. O 

4,9 

1.7 

8.7 

2.7 

- 
0.9 

2.4 

3.8 

- 
9.5 

3.2 

37.9 

2.8 

6.8 

2.5 

7.8 

2.2 

0.7 

1.1 

2.1 

3.8 

- 

8.7 

2.4 

34.0 

2.3 

5.4 

- 
7.8 

2.9 

- 

1.3 

2.8 

3.2 

- 

13.6 

3.0 

37.3 

1.9 

3.2 

- 

9.2 

3, O 

- 

1.3 

1.5 

3.4 

- 

14.3 

2-7 

40.5 



intermédiaires isolées des spermatozoïdes humains correspon- 

dent en réalité à des pro-psotamines alors que chez les au- 

tres mammifères, les protéines intermédiaires nknt aucune 

parenté structurale avec les protamines. 

Les protéines intermédiaires des spermatozoldes humains 

sont riches en arginine (34 à 40 % )  , histidine (9 à 14 % )  , 
acide glutamique/glutamine (8 à 13 % )  et cystéine (6 à 9 % )  , 

(Tableau VI11 . 

Les données structurales acquises sur les protéines HPI1, 

HPSl et HPS2 à partir de leur composition en acides aminés, 

de leur séquence amino-terminale et de l'analyse électropho- 

rétique de leurs fragments obtenus après hydrolyse par l'en- 

doprotéinase Lys-C et l'endoprotéinase Glu-C indiquent sans 

ambiguïté que ces protéines peuvent être considérées comme 

des précurseurs des protamines HP2 et HP3 (SAUTIEREet aZ.,1988 ; 

MARTINAGE et al., 1989,1990 ; CHEVAILLIER et al., 1990) (Figure 19) . 

Par ailleurs, il reste à caractériser les protéines HP12 

et HP13 du spermatozoïde humain qui pourraient constituer 

des formes intermédiaires entre HP11 et HPS1. La caractéri- 

sation ultérieure des protéases, vraisemblablement impliquées 

dans ce processus de maturation, devrait permettre de savoir 

si la protéolyse procède selon un mécanisme ordonné ou aléa- 

toire. 

En conclusion, tandis que le spermatozoïde éjaculé de 

la plupart des mammifères renferme une ou deux protamines 

non phosphorylées, le spermatozoïde humain contient unegrande 

diversité de protéines nucléaires basiques (PUWARAVUTIPANICH 

et PANYIM, 1975). On y trouve en effet : 

- des histones de type somatique ainsi que le variant TH2B 
(20 % )  . 
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- cinq protéines intermédiaires (10 % ) ,  

- quatre protamines (70 %) (une de type Pl, trois de type P2) 

dont deux sont encore partiellement phosphorylées (HP1 et 

HP21 , 

La spermatogenèse humaine apparaît donc incomplète, 

1 - 2-5 MECANISME(S) POSSIBLE(S) DES DIFFERENTES TRANSITIONS 

PROTEIQUES 

Nous venons de présenter d'une façon qui se voulait ex- 

haustive, les caractéristiques structurales des différentes 

protéines nucléaires basiques identifiées lors des deux 

transitions protéiques qui interviennent dans la spermioge- 

nèse des mammifères. 

La question que lqon peut se poser maintenant est de sa- 

voir quels sont les mécanismes impliqués dans ces différentes 

transitions protéiques, Ces mécanismes sont au nombre de trois. 

Le premier correspond aux modifications post-traduction- 

nelles des histones : la phosphorylation des résidus de sé- 

rine de l'histone Hl (MARUSHIGE et al. ,1969) et l'acétylation 

des groupes E N H ~  de la lysine. Cette dernière modification, 

bien étudiée chez le rat, affecte particulièrement l'histone 

H4 qui est hyperacétylée dans les spermatides en élongation 

(GRIMES et aZ.,1983). Cette hyperacétylation précède de peu 

l'élimination de toutes les histones. Ce mécanisme ne peut 

expliquer à lui seul le remplacement complet des histones. 

Le second mécanisme pourrait être un mécanisme de compéti- 

tion entre les histones et les protéines de transition pour leur 

interaction avec 1'ADNcomme celaa été évoqué par WONG et 

MARUSHIGE en1975 concernant le déplacement direct des histones 

de la chromatine parles protamines. La compétitionentre ces deux 



types de protéines est due à la différence dans leur richesse 

en arginine : les protéines, de transition ont un taux d'argi- 

nine supérieur à celui des histones, Or cet acide aminé a une 

grande affinité pour l'ADN avec lequel il peut établir, outre 

les liaisons électrostatiques, cinq liaisons de type hydro- 

gène tandis que la lysine ne peut en établir que deux (AUSIO 

e t  al., 1984) . Ceci suggère que la richesse en arginine des 
protéines de transition favorise leur interaction avec l'ADN 

au détriment de celle des histones. 

Enfin, la mise en évidence de petits peptides basiques 

dans le noyau suggère l'existence d'un mécanisme de protéo- 

lyse des histones (MARUSHIGE et al., 1978) . Les protéases im- 
pliquées dans ce mécanisme ont fait l'objet d'études dont les 

résultats sont contradictoires. Selon BODE e t  al. (1977), ces 

protéases ne seraient pas d'origine nucléaire, mais plutôt mi- 

tochondria1e.A l'opposé, les travaux de MARUSHIGE et MARUSHIGE 

(1983) ont démontré que l'activité protéolytique ne provenait 

pas de l'acrosine mais qu'elle était fortement liée à la chro- 

matine, Ces auteurs ont suggéré que la protéase hydrolyserait 

préférentiellement les histones acétylées et qu'elle existe- 

rait dans d'autres tissus tels que le foie, mais sous forme 

inactive. 

En conclusion, les modifications post-traductionnelles 

des histones, l'affinité supérieure des protéines de transi- 

tion pour la fixation sur l'ADN et la protéolyse des histones 

pourraient expliquer le remplacement de celles-ci par les 

protéines de transition. 

En ce qui concerne le remplacement des protéines de tran- 

sition par les protamines, on peut envisager des mécanismes 

similaires à ceux qui sont impliqués dans le remplacement des 

histones par les protéines de transition, mais des arguments 

solides à l'appui de ces hypothèses font encore défaut. De 

nombreuses questions restent donc posées concernant le méca- 

nisme intime de ces transitions. 
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En 1985, après avoir élucidé la structure primaire 

complète de la protamine de bélier ( mis aries) isolée des 
spermatozoïdes éjaculés (SAUTIERE et al. ,1984) , notre la- 
boratoire s'est intéressé aux protéines intermédiaires 

présentes dans les spermatides de bélier-Quatre protéines 

intermédiaires,nommées Pl, 3, 7 etT ont été caractérisées 

(DUPRESSOIR et al., 1985) . 

La comparaison des compositions en acides aminés des 

protéines intermédiaires isolées du testicule de bélier 

avec celles des autres protéines intermédiaires isolées 

à partir des testicules d'autres mammifères a montré que 

la protéine T du bélier appartenait à la famille des pro- 

téines de transition de type TP1 et que la protéine Pl de 

bélier appartenait à la famille des protéines de transition 

de type TP2. 

Quant à la protéine 3 de bélier,elle ne présenteaucune 

similitude de composition en acides aminés avec la protéine 

de type TP3 décrite chez le rat (GRIMES et al., 1977) . Enfin, 
aucune étude structurale valable n'a pu être entreprise sur 

la protéine 7 : cette protéine préparée par chromatographie 

d'échange d'ions est obtenue fortement contaminée par la 

forme diphosphorylée de la protéine T (TP1) , 

Nos travaux, présentés dans cette thèse, concernent 

l'étude de la structure primaire des protéines TPl,TP2 et 

3 ,  Ainsi, la séquence complète en acides aminés de la pro- 

téine TP1 de bélier a été établie et les sites de phospho- 

rylation de la forme monophosphorylée de cette protéine 

ont été identifiés. 

Quant aux études structurales des protéines 3 et TP2, 

elles n'ont pu être menées à leur terme en raison des dif- 

ficultés qui ont été évoquées au début de ce mémoire, 



II - 1-1 PREPARATION DES PROTEINES 

Les testicules de bélier sexuellement mature ont été 

obtenus à la Station de Fertilité mâle de l'INRA à Nouzilly- 

lez-Tours. Immédiatement après excision, ils ont été conge- 

lés dans l'azote liquide, puis conservés à -80°C.Le proto- 

cole opératoire utilisé comprend deux étapes : la prépara- 

tion des noyaux et l'extraction des protéines nucléaires 

basiques (DUPRESSOIR et al., 1985) . 

L'extraction des protéines s'effectue elle-même en deux 

étapes, La première correspond à l'extraction des histones 

par HC1 0 , 4  M et la seconde correspond à l'extraction des 

protéines intermédiaires (TP1, TP2, 3 et 7) et de la prota- 

mine. 

Sur un critère de solubilité dans l'acide perchlorique 

0,75 M, on distingue les protéines intermédiaires PCA- 

solubles (protéine 7 et protéine TP1) et les protéines in- 

termédiaires PCA insolubles (protéines TP2 et 3)- La prota- 

mine est retrouvée dans cette dernière fraction. 

Une modification a cependant été apportée à ce protocole: 

il s'agit de l'addition d'iodoacétamide (concentration finale 

10 mM) dans tous les tampons (LOIR et LANNEAU,1984). 



II - 1-2 REDUCTION-ALKYLATION DES PROTEINES 

Les protéines intermédiaires (PCA solubles et insolubles) 

et la protamine sont dissoutes dans la solution suivante : 

Tris/HCl 0,l M pH 8.0, GuCl 6 M et 2-mercaptoéthanol 0,lM. 

La solution protéique est incubée à 37OC pendant 2 heures 

sous agitation et atmosphère d'azote. L'iodoacétamide solide 

est ajouté en fin d'incubation pour atteindre la concentra- 

tion de 0,s M et le pH est réajusté à 8.0. Le milieu réac- 

tionnel est alors-incubé à 37OC pendant 2 heures sous agita- 

tion à l'obscurité et sous azote. La solution est ensuite 

dialysée contre de l'eau distillée dans un tube à dialyse 

Spectrapor 3000, puis lyophilisée. 

II - 1-3 PURIFICATION DES PROTEINES INTERMEDIAIRES TP2 ET 3 

II - 1-3-1 Fractionnement des protéines PCA insolubles par 

chromatographie de gel filtration 

Les protéines PCA insolubles réduites et alkylées (60 mg) 

sont dissoutes dans 4 ml de tampon urée 4 M, NaCl 1,5M, pH 3.0 

et déposées sur une colonne de gel filtration TSK HW SOS (2,6 

x 100 cm) équilibrée dans le même tampon (débit 8 ml/h). Des 

fractions de 4 ml sont collectées. Le repérage des protéines 

est effectué par turbidimétrie à 400 nm. Les fractions pro- 

téiques sont ensuite dessalées par gel filtration sur une co- 

lonne de Sephadex G25 (4,6 x 30 cm) éluée par HC1 0,OlM avec 

un débit de 60 ml h-1. Le repérage des protéines est effectué 

par mesure de la densité optique de l'éluat à 226 nm. Les 

fractions protéiques sont ensuite rassemblées et lyophilisées. 



II - 1-3-2 Purification par CLHP enéchange d'ions 

Le système CLHP utilisé est le système Gold Beckman 

piloté par un microordinateur Tandon, Les fractions enri- 

chies en protéine TP2 ou 3 sont dissoutes dans le tampon 

acétate de sodium 50mM, urée 4Mf pH6,O et déposées sur une 

colonne Spherogel TSK-CM 2SW (Altex) équilibrée dans un 

tampon acétate de sodium 50 mM, de pH 6,O. L'élution des 

protéines est réalisée par un gradient de concentration en 

MgCl2 de O à 0,7 M. Le débit de la colonne est de 1 ml/min 

et des fractions de Of5 ml sont collectées, La densité op- 

tique de l'éluat est mesurée à 230 nm. Le dessalage des 

fractions protéiques est ensuite réalisé par CLHP en phase 

inverse sur une colonne Cl8 p3ondapak (Waters). Le débit 

est de 1 ml/min et des fractions de Of5 ml sont collectées. 

L'élution des protéines est effectuée par un gradient d'acé- 

tonitrile. La densité optique de l'éluat est mesurée à 220nm. 

Les fractions intéressantes sont rassemblées et lyophilisées. 

Un schéma de la préparation et de la purification des pro- 

téines est présenté dans la figure 20. 

II - 1-4 ANALYSE ELECTROPHORETIQUE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE 

La séparation électrophorétique des protéines intermé- 

diaires a été réalisée en gel de polyacrylamide en milieu 

acide acétique/urée dans les conditions décrites par PANYIM 

et CHALKLEY en 1969. Les gels renferment 17 % d'acrylamide 

et de l'urée à la concentration de 2,5 M ou 6,25 M, Une pré- 

électrophorèse de 2 heures est réalisée avant le dépôt des 

protéines. La durée de la séparation est de 1 heure pour un 

minigel (8x10 cm) ou de 3 heures pour un gel standard (16x 

16cm). La migration s'effectue en milieu acide acétique 0,9M, 
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Fiqure 20 : Schéma de la préparation des protéines nuclé- 
aires basiques spécifiques des spermatides de bélier nom- 
mées P1,3 et T.(Dtaprès DUPRESSOIR et a1.,1985) 



Après migration électrophorétique, la révélation des 

protéines se fait par immersion du gel pendant une nuit 

dans une solution de bleu de Coomassie G250 à 4 % dans le 

mélange éthanol/acide acétique/eau (45/10/45, v/v/v). La 

décoloration est assurée par lavages successifs dans la 

solution suivante : eau/éthanol/acide acétique (775/125/ 

100, v/v/v) , 

II - 1-5 COUPUMS ENZYMATIQUES 

II - 1-5-1 Coupure par l'endoprotéinase Lys-C 

La protéine 3 (10 nmoles) est dissoute dans 400 pl de 

tampon bicarbonate d'ammonium 0,l M pH 8,O. La protéine est 

digérée avec l'endoprotéinase Lys-C (Boehringer, E.C.3.4.21. 

50) à 37OC pendant 2 heures en utilisant un rapport enzyme/ 

substrat de 1/100 (p/p). La réaction est stoppée par addi- 

tion d'une goutte d'acide formique à 70%. L'hydrolysat est 

ensuite évaporé à sec. 

- 1-5-2 Coupure par la pepsine 

La protéine 3 (10 nmoles), dissoute dans 400 pl d'acide 

formique à 5 %, est digérée par la pepsine (Worthington, 

E.C.3.4.23.1) à 37OC pendant 1 heure en utilisant un rapport 

enzyme/substrat de 1/100 (p/p). L'hydrolysat est ensuite 

évaporé à sec. 



II - 1-5-3 Coupure par l'endoprotéinase Glu-C 

La protéine TP2 (10 nmoles) est dissoute dans 400 pl de 

tampon acétate d'ammonium 0,05 Ml pH 4,0. La protéine est 

digérée pendant 16 heures à 37OC par l'endoprotéinase Glu-C 

(Boehringer , E. C. 3.4.2 1.19) , isolée de Staphy Zococcus aureus 
souche V8, en utilisant un rapport enzyme/substrat de 1/50 

(p/p). L'hydrolysat est évaporé à sec. 

II - 1-6 FRACTIONNEMENT DES PEPTIDES 

Les peptides issus des différentes hydrolyses enzymati- 

ques ont été fractionnés par CLHP en phase inverse sur une 

colonne Cl8 ~Bondapak (Waters), L'élution est assurée par 

un gradient d'acétonitrile avec un débit de 1 ml/min. 

L'élution des peptides est suivie par mesure de la densité 

optique à 220 nm. Des fractions de 500 fi1 sont collectées, 

rassemblées et évaporées à sec. 

II - 1-7 COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES PROTEINES ET DES 

PEPTIDES 

Les protéines et les peptides ont été hydrolysés par 

l'HC1 6 M à llO°C pendant 24 heures dans des tubes purgés 

à l'azote et scellés sous vide. Une goutte de phénol à 1 %  

est ajoutée à l'acide pour éviter la destruction de la ty- 

rosine. La séparation et la quantification des acides ami- 

nés libérés sont réalisées sur l'analyseur d'acides aminés 

Beckman 6 300. 



II - 1-8 DEGRADATION RECURRENTE D'EDMAN 

Le séquençage automatique de la structure primaire des 

protéines et des peptides a été réalisé sur le séquenceur 

phase gazeuse Applied Biosystems 470A couplé à un analyseur 

de PTH amino-acides Applied Biosystems 120A, équipé d'un 

intégrateur-calculateur CR4A Shimadzu. Le programme utilisé 

est le programme standard 03RPTH. 

II - 1-9 ETUDE DES SITES DE PHOSPHORYLATION 

II - 1-9-1 Action de la phosphatase alcaline 

La protamine phosphorylée est dissoute dans le tampon 

suivant : Tris/HCl 50 mM pH 8,0, MgCl2 1 mM et ZnC12 0,SmM 

et traitée pendant 3 heures à 37OC par la phosphatase alca- 

line isolée d' Escherichia coZi (Sigma, E.C.3.1.3.1.), en uti- 

lisant un rapport enzyme/substrat de 1/6 (p/p). La réaction 

est stoppée par addition d'HC1 concentré (concentration fi- 

nale : 0,25 M). Le tube est refroidi dans la glace et la 

protéine précipitée par 6 volumes d'acétone. Après 1 heure 

à -20°C, la protéine est récupérée par centrifugation pour 

être ensuite soumise à l'analyse électrophorétique. 

II - 1-9-2 Transformation des résidus de phosphosérine en 

S-éthylcystéine 

Les résidus de phosphosérine présents dans la protamine 

ont été transformés en S-éthylcystéine selon le protocole 

de MEYER et a l .  (1986), modifié par SWIDERECK et a l .  (1988). 



2 nmoles de protamine de bélier S-carboxamidométhylée 

sont traitées par 25 pl de-la solution suivante : 

- 65 pl de NaOH 5 M 

- 60 pl d'éthylmercaptan 

- 100 pl d'éthanol absolu 
- 400 pl d'eau distillée 
Le mélange réactionnel est incubé à 50°C pendant 1 heure 

en atmosphère d'argon. La protéine est ensuite évaporée à 

sec et resolubilisée dans 80 pl d'HC1 0,OlM. La solution 

obtenue est ensuite déposée sur une pastille de fibre de 

verre traitée au polybrène. Cette pastille après séchage 

est introduite dans la cartouche du séquenceur phase gazeuse 

Applied Biosystems 470A, 



II - 2-1 ETUDE DE LA PROTEINE DE TRANSITION TP1 DE BELIER 

II - 2-1-1 Introduction 

Durant la spermiogenèse des mammifères, les variants 

d'histones de type somatique, les variants d'histones for- 

tement représentés dans le testicule et les variants d'his- 

tones spécifiques du testicule sont entièrement remplacés 

dans les spermatides par quatre protéines de transition 

encore appelées protéines intermédiaires. 

La première structure primaire d'une protéine TP1 a 

été obtenue par KISTLER e t  al. (197533) à partir de la pro- 

téine TP1 isolée du testicule de rat, C'est d'ailleurs la 

seule structure primaire qui ait été déterminée par la dé- 

gradation récurrente dlEdman. Quatre autres structures pri- 

maires de protéines TP1 ont été élucidées depuis,mais toutes 

ont été déduites de la séquence nucléotidique du gène cor- 

respondant. 

Des modifications post-traductionnelles affectant (ou 

pouvant affecter) la protéine TP1 ont été décrites : il 

s'agit de la phosphorylation (DUPRESSOIR e t  aZ.,1985 ; 

HEIDARAN e t  al. ,1988) et de 1 ' ADP-ribosylation (FARAONE 
MENELLA et al. ,1988). Toutefois, ces travaux se sont bornés 

à signaler ces modifications sans en établir la localisa- 

tion. Deux formes phosphorylées de la protéine TP1 de bélier 

ont été décrites mais seule la forme monophosphorylée a été 

obtenue à l'état pur, la forme diphosphorylée étant conta- 

minée par une autre protéine de transition, la protéine 7. 



Nous avons donc entrepris l'étude de la structure pri- 

maire de la protéine TP1 non phosphorylée afin de la com- 

parer aux autres structures primaires de protéines TP1 

connues. Nous avons ensuite identifié les sites de phos- 

phorylation de cette protéine dans la forme monophospho- 

rylée. L'identification sans équivoque de ces sites aété 

réalisée après transformation des résidus de phosphosérine 

en S-éthylcystéine, 

Par ailleurs, l'utilisation de la spectrométrie de 

masse a confirmé la structure primaire établie mais a sur- 

tout permis de mettre en évidence deux variants structu- 

raux de la protéine TP1 dans le testicule de bélier. 

Ces résultats sont présentés dans la publication : 

EQuclear t r a n s i t i o n  p ro te in  1 from ram elongat ing spermatids. 
Mass spectrometric character iza t ion ,  primary s t ructure  and 
phosphorylation s i t e s  o f  two var iants.  

CHIRAT,F.,MARTINAGE,A., BRIAND,G., KOUACH,M., VAN DORSSELAER,A., 
LOIRyM. and SAUTIERE,P. 

European Journal o f  Biochemistry (soumis pour pub1 i c a t i o n ) .  
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Abbreviations : 

Pth : Phenylthiohydantoin 

Ri?-HPLC : Reverse-Phase High Performance Liquid Chromatography 

TP1 o Transition Protein 1 

Enzymes : 

Carboxypeptidase A (E.C.3.4.17.1) 

Endoproteinase Lys-C (E.C.3.4.21.50) 

Themolysin (E.C. 3.4.24,4) 



The ram transition protein TP1 is present in spermatid ce11 

nuclei as non-, mono- and diphosphorylated forms. Its primary 

structure was determined by automated Edman degradation of 

S-carboxamidomethylated protein and of peptides generated by 

cleavage with thermolysin and endoproteinase Lys-C. 

The ram TP1 is a small basic protein of 54 residues and 

structurally very close to other mammalian TP1, The mass spec- 

trometricdata obtained £rom the protein and its fragments reveal 

that ram TP1 is indeed a mixture of two structural variants 

(Mr 6346 and 6300 respectively) in five-to-one ratio approxima- 

tely. These variants differ only by the nature of the residue at 

position 27 (Cys in the major variant and Gly in the minor va- 

riant). The study of phosphorylation sites has shown that four 

different serine residues could be phosphorylated in the mono- 

phosphorylated TP1, at positions 8, 35, 36 or 39 respectively. 

From previous physical studies, it has been postulated 

that the tyrosine 32 surrounded by two highly conserved basic 



c l u s t e r s  was responsible  for the d e s t a b i l i z a t i o n  o f  chromatin by 

intercalat ion of i t s  phenol r ing between nucle ic  ac id  bases o f  DNA, 

The presence of three phosphorylatable ser ine  residues i n  

the very conserved sequence 29-42 is  another argument for  the  in- 

volvement of this region i n  the in terac t ions  with DNA, 



INTRODUCTION 

Spermatogenesis involves a progressive differentiation of 

the germ cells towards a terminal stage represented by the mature 

spermatozoa, 

In mamals, the.first part of spermiogenesis, where the 

spermatid development takes place, is quiescent relative to change 

in chromatin structure, while the second part of this stage is 

characéerized by a progressive condensation of the diffuse chroma- 

tin to a highly compact and transcriptionally inactive structure 

Cl-61. 

This condensation is correlated with a double protein tran- 

sition. The first transition corresponds to the complete removal 

and replacement of histones (somatic and testis-specific variants) 

by several sperrnatid specific basic proteins C7-91 which are them- 

selves eliminated and replaced by one [IO-161 or two protamines 

117-233 during the second transition. 



While h i s t o n e s  and protamines have been e x t e n s i v e l y  s t u d i e d ,  

l i t t l e  is  known a b o u t  spermat id  s p e c i f i c  p r o t e i n s  also c a l l e d  

t r a n s i t i o n  p r o t e i n s ,  

I n  r a t  and mouse f o u r  t r a n s i t i o n  p r o t e i n s  [7,8] named TP1, 2, 

3 and 4 have been i d e n t i f i e d .  Among them, o n l y  TP1 and TP2 have 

been f u l l y  c h a r a c t e r i z e d .  

Rat and mouse TP1 are low molecu la r  weight b a s i c  p r o t e i n s  (54 

r e s idues )  , r i c h  i n  a r g i n i n e  (20 % )  , l y s i n e  (19 %) and s e r i n e  ( 1 4  % )  

and devoid o f  c y s t e i n e  C24-271. 

TP2 P s  l a r g e r  t h a n  TP1 (116 and 117 r e s i d u e s  i n  ra t  

and mouse r e s p e c t i v e l y )  [28-291.This p r o t e i n  is c h a r a c t e r i z e d  by a 

high amount o f  s e r i n e  ( 2 2 % )  and p r o l i n e  ( 1 9 % )  and by t h e  presence  

of  c y s t e i n e  (about  5  % )  . 

L i t t l e  i s  known abou t  t r a n s i t i o n  p r o t e i n s  i n  o t h e r  mammalian 

spec ies .  I n  man , bu11 and boar ,  a t r a n s i t i o n  p r o t e i n  r e l a t e d  t o  

TP1 has been i d e n t i f i e d  and sequenced [30,31]. A s  ra t  and mouse 

TP1, human TP1 l a c k s  of c y s t e i n e ,  w h i l e  boar and bu11 TP1 c o n t a i n  

one c y s t e i n e  r e s i d u e .  



I n  ram, four  t r a n s i t i o n  p r o t e i n s  c a l l e d  P l ,  3,7 and T have 

been p u r i f i e d  and charac te r i zed  191.  The amino a c i d  composition and 

t h e  C-terminal sequence (27 res idues )  o f  ram p r o t e i n  P l  (FaChira t ,  

unpublished r e s u l t s )  c l e a r l y  i n d i c a t e  a c l o s e  s t r u c t u r a l  r e l a t ion-  

s h i p  between t h i s  p r o t e i n  and r a t  and mouse TP2. On t h e  o the r  hand, 

the  amino a c i d  c o m p o ~ i t i o n  o f  ram p r o t e i n  T [ g ]  i s  very s imi la r  t o  

those o f  t h e  o t h e r  mammalian TP1, Moreover, t h i s  p ro te in  was shown 

t o  be mono- and diphosphorylated a t  a smal l  e x t e n t  [ g ] ,  

I n  t h i s  paper,  w e  r e p o r t  t h e  complete primary s t r u c t u r e  of t h e  

r a m  p r o t e i n  T and t h e  d i f f e r e n t  sites o f  phosphorylation i d e n t i f i e d  

i n  t h e  monophosphorylated form o f  t h e  p ro te in ,  Since t h e  sequence 

a n a l y s i s  of  ram p r o t e i n  T h a s  shown a  c l o s e  s t r u c t u r a l  r e l a t i o n s h i p  

with known mammalian TP1 p r o t e i n s  [ 3 1 ] ,  t h e  ram pro te in  T w i l l  be 

named £rom now, f o r  t h e  sake  o f  c l a r i t y ,  ram t r a n s i t i o n  p ro te in  1 

or ram TP1, 



MATERIALS AND METHODS 

Por t ions  o f  t h i s  paper ( inc luding  Mater ia ls  and Hethods, 

Figures SI-S3 and Tables  1-11) are presented i n  t h e  Supplementary 

sec t ion .  

RESULTS 

Ram t r a n s i t i o n  p r o t e i n  TP1 is presen t  i n  e longat ing  spermatid 

nuc le i  i n  t h r e e  forms : non-, mono- and diphosphorylated C g ] .  These 

forms w e r e  s epa ra ted  by f r a c t i o n a t i o n  on a CM-Sephadex C25 column, 

of t h e  0.75 M p e r c h l o r i c  acid-soluble  cysteine-containing p ro te ins  

ex t rac ted  from EDTA-resistant spermatid nuc le i ,  P r i o r  t o  ion-exchange 

chromatography, t h e  spermatidal  p r o t e i n s  w e r e  reduced and a lky la ted  

with iodoacetamide. 

The non- and monophosphorylated Éorms of  TP1 were obtained i n  

highly p u r i f i e d  state, while t h e  diphosphorylated form coeluted 

with t h e  spermat ida l  p r o t e i n  7 ,  



Mass spectrometry of the S-carboxamidomethylated protein 

Electrospray Mass Spectrometry (ESMS) of the non-phospho- 

rylated form of TP1 yields two molecular masses of 6460 Da and 

6357 Da (Fig-1 and Table 1). The found molecular mass of 6460 

corresponds to the presence of two S-carboxamidomethylated cys- 

teine residues. The other component with a molecular mass of 

6357 is in agreement with the replacement of one cysteine resi- 

due by a glycine residue. 

From these data, the two components were estimated to be 

present in a five-to-one ratio. 

Amino acid sequence 

The strategy and sequence data which allowed us to eluci- 

date the complete sequence of ram TP1 are presenéed in Fig.2, The 

elution diagrams of the peptides derived £rom the protein and the 

table providing sequence data are given in the Supplementary sec- 

tion (Figures S1 and S2, Table 1) . 



The amino-terminal sequence of TP1 was determined up to resi- 

due 38 by microsequencing of the S-carboxamidomethylated protein 

(Table I in the Supplementary section), 

The digestion of the S-carboxamidomethylated protein with 

carboxypeptidase A for 15 min released 0.9 nmoh Peucine and 0.5nanol 

histidine per nmol of protein, 

The remainder of the sequence was unambiguously established 

by sequencing peptides derived from hydrolysis of the S-carboxamido- 

methylated protein with themolysin and endoproteinase Lys-Ce 

Cleavage of the protein with thermolysin generated six pepti- 

des (Th1 to Th6) which altogether' account for the total number 

of amino acids of the TP1 molecule (54 residues) (Table 1) , The car- 

boxy-terminal sequence of the peptide Th6 was found to be identical 

to the sequence His-Leu provided by the carboxypeptidase A digestion 

of the protein. Therefore Th6 has to be assigned to the carboxy- 

terminal position in the sequence of the protein. 

Among the peptides derived £rom the cleavage of the protein 

with endoproteinase Lys-C, only three peptides KI, K2 and K3 were 



useful in providing the necessary overlaps for the alignment of 

the thermolysin peptides Th4, Th5 and Th6 * ( ~ u ~ ~ l e m e n t a r ~  section, 

Table I), The peptides K1 and K2 were obtained unseparated in equal 

amount as shown by the amino acid composition. The correct assign- 

ment of the Edman data of the two peptides was possible only be- 

cause the sequence at this point was previously established £ r o m  

the S-carboxamidomethylated protein. 

Mass spectrometry of S-carboxamidomethylated thermolysin peptides 

Th3 and Th5 

Fast Atom Bombardment Mass Spectrometry (FABMS) of peptide 

Th3 (residues 23-31) yielded two molecular masses of 1117,6 and 

1014,6 (Figure 3 and Table 1) . 

The difference - 103 - between these two masses is identi- 

cal to that observed between the two molecular masses determined 

for the S-carboxamidomethylated protein TP1, 

Plasma Desorption Mass Spectrometry (252~f PDMS) of peptide 

Th5 (residues 37-49) gave a single mass of 1633'8 which nicely 



corroborates the sequence determined by automated Edman degrada- 

tion. It must be emphasized that FABMS failed to give the mass 

of this peptide. 

Identification of the phosphorylation sites in ram TP1 

The phosphorylatisn sites were identified in the monophospho- 

rylated form of the ram transition protein TP1. Due to the low 

amount of protein available, no mass determination of phosphorylated 

TP1 by ESMS was carried out, 

The S-carboxamidomethylated derivative of the monophosphory- 

lated protein, cleaved by thermolysin in the same conditions that 

the non-phosphorylated protein (see Supplementary section), yiel- 

ded aeven peptides. The elution diagram of these peptides appears 

in Fig-SI-Be By comparison with the elution profile of thermolysin 

peptides generated from the non-phosphorylated protein (Fig-SI-A) 

an additional peptide designated by Thx is present in the thermo- 

lysin digest of the phosphorylated protein, In parallel with the 

appearance of this peptide, a decrease of the height of the peaks 

corresponding to peptides Th4 and Th5 can be observed, 



The amino acid analysis of the 24h-hydrolysate of each 

thermolysin peptide derived £rom the phosphorylated protein 

shows a complete identity with the homologous peptide generated 

from the non-phosphorylated protein, The additional peptide Thx 

corresponds to the sequence 32-49 of TP1, whieh covers the pep- 

tides Th4 (residues 32-36) and Th5 (residues 37-49). 

It must be emphasized that peptides Th2 and Thx were obtai- 

ned cross contaminated, as evidenced by sequence determination 

(Table II, in the Supplementary section), In the other hand, in 

the thermolysin digest of the phosphorylated TP1, only peptides 

Th2 and Thx were found to contain phosphoamino acid(s) upon amino 

acid analysis of a 2h-hydrolysate, 

These two peptides were treated according to the procedure 

described by Meyeret ai?. [32] in order to convert the phosphoserine 

residues into S-ethyl cysteine residues. 

The automated Edman degradation of derivatized peptides Th2 

and Thx (Table II in the Supplementary section) led us to conclude 



that serine residues at positions 8, 35, 36 and 39 of the ram 

TPl are partially phosphorylated in the monophosphorylated form 

of the protein, 

In the course of this sequence analysis, we have not obser- 

ved the two peaks characteristic of the phenylthiohydantoin deri- 

vative of the carboxamidomethylated cysteine expected at position 

12 (Cys 43 in TPl), but another peak with a retention time identi- 

cal to that of Pth S-ethyl cysteine. To check the possibility that 

the procedure of Meyer e.t al. (321 devised to transform the phospho- 

serine residues in S-ethyl cysteine residues, could also affect the 

S-carboxamidomethylated cysteine, we have submitted to automated 

Edman degradation the peptide Th3, V K R G C S K R K  (Table 1 in Sup- 

plementary section) (residues 23-31) generated £rom the non-phos- 

phorylated TPl, which contains one S-carboxamidomethylated cys- 

teine at position 27. This peptide was sequenced twice, before 

and after derivatization according to the procedure of Meyer et aZ. 

C321 . The sequence data, presented in the figure S3 obviously 

show that the S-carboxamidomethylated cysteine is also transfor- 

med by this procedure, 



A complete study of this transformation of which the mecha- 

nism does not appear to be a f3 -elimination will be published else- 

where. 

DISCUSSION 

As evidenced by Électrospray Mass Spectrometry (ESMS) and 

by Fast Atom Bombardment Mass Spectrometry (FABMS), the ram tran- 

sition protein TP1 is indeed a mixture of two structural variants 

which only differ by a single change : the cysteine residue at 

position 27 in the major variant (M, 6346) is replaced by a gly- 

cine residue in the minor one (Mr 6300). Indeed the molecular 

mass of the peptide Th3 (M, 1117,6) obtained from FABMS is in 

accordance with the sequence of this peptide established by auto- 

mated Edman degradation and the identification of a cysteine re- 

sidue at position 27 (Table 1 in the Supplementary section), On 

the other hand, the presence of a peptide with a molecular mass 

of 1014,6 in the peptide Th3, corresponds to the replacement of 

the cysteine residue by a glycine residue at position 27. 



The contribution of MS was essential to reveal the exis- 

tence of the minor variant. Indeed, during the course of the 

automated Edman degradation of the protein as well as of the 

peptide Th3, the identification of glycine at position 27 was 

hindered,both by the low amount of this variant and the carry- 

over of glycine £rom the previous cycle. 

With 43% of basic residues, the ram transition protein TP1 

has a basicity intermediate between that of histone H4 (26 % ) [ 3 5 ]  

and that of rani protamine (56 & )  [ 1 3 ] .  The basic residues are dis- 

tributed al1 along the polypeptide chain,most of them arranged in 

clusters of two or three, This protein is also characterized by a 

relative abundancy of hydroxylated residues (22 % )  which accumu- 

Pate in the first 3/4 of the molecule. The occurrence of two basic 

clusters interspersed with one tyrosine residue at position 32 

and three serine residues at positions 35, 36 and 39 constitutes 

the most interesting feature of ram TP1, 

These residues of serine were found to be phosphorylated in 

the monophosphorylated form of TP1. Two of them (serines 35 and 36) 



a r e  p resen t  i n  a çequence B-X-Ser s p e c i f i c a l l y  recognized by t h e  

c y c l i c  MP-dependent p r o t e i n  kinase,  where B i s  a rg in ine  o r  l y s i n e  

and X ,  any amino a c i d  except  p r o l i n e  1 3 6 , 3 7 1 .  The two o t h e r  sites 

o f  phosphorylation i d e n t i f i e d  i n  ram TP1, are loca ted  i n  t h e  se- 

quence LKS, which occurs  t w i c e  i n  t h e  polypept ide chain ,  a t  posi-  

t i o n s  6-8 and 37-39 r e s p e c t i v e l y ,  Thus, t h e  presence of  four  phos- 

phorylat ion sites i n  t h e  monophosphorylated form of  ram TP1 indi -  

cates a l ack  o f  s p e c i f i c i t y  i n  t h e  phosphorylation of  t h i s  p r o t e i n ,  

Among t h e  amino a c i d  changes observed i n  t h e  ram TP1 by com- 

parison wi th  t h e  o t h e r  mammalian TP1 (Fig.4) t h e  only marked chan- 

ges  occur a t  p o s i t i o n  11 where a threonine  r e p l a c e s  a methionine 

and at p o s i t i o n  27 i n  t h e  major v a r i a n t ,  where a c y s t e i n e  rep laces  

a glycine.  

I f  it has been c l e a r l y  shown t h a t  t h e  c y s t e i n e  re s idues  pre- 

s e n t  i n  mammalian protamines,  are involved i n  t h e  process  of  chro- 

matin compaction, through t h e  formation of  d i s u l f i d e  br idges  du- 

r i n g  t h e  maturat ion of  spermatozoa [ 3 , 3 8 , 3 9 , 4 0 ] ,  t h e  r o l e  of cys- 

t e i n e  i n  mammalian TP1 remains t o  be e luc ida ted .  Indeed, t h e  major 



variant of ram TP1 contains two cysteine residues at positions 

27 and 43, whereas the minor variant and the boar and bu11 TP1 

1311 have only one cysteine at position 43, In contrast, rat 124- 

261, mouse 1271 and human 1281 TP1 are devoid of cysteine. 

The high degree of similarity between al1 the TP1 molecules 

suggests an identical and crucial role of this protein during 

the spermiogenesis in mammals. 

From physical studies of the in vitro interaction of rat TPl 

with nucleie acids and in particular £rom the tyrosine-fluorescence 

quenching data, Singh and Ras [41] have postulated that the tyro- 

sine at position 32 and 50 of rat TP1 intercalates with the nucleic 

acid bases. 

In fact, since tyrosine 32 contrary to tyrosine 50 is pre- 

sent in al1 mammalian TP1 (Fig-4) in a highly basic region (se- 

quence 29-42) very conserved and likely involved in the interac- 

tions with DNA, this residue could be essential in the destabili- 

zation of the chromatin through the intercalation of its phenol 

ring between the bases of DNA 1411. 



In addition, the presence of phosphorylatable serine resi- 

dues at positions 35 and/or 36 (except In human TP1) and at posi- 

tion 39 is another argument for the involvement of the region 29-42, 

in the interaction with DNA. Indeed, in basic proteins (i-e. histo- 

nes and protamines), phosphorylation is known to modulate Bnéerac- 

tion of these proteins' with DNA [39,40,42,43]. The biological si- 

gnificance of the phosphorylation of TP1 could be to allow the cor- 

rect positioning of TP1 on the DNA, Later on, the dephosphorylation 

of TP1 would bring together the region 29-42 and DNA, with as a 

consequence, the intercalation of the tyrosine 32 between the DNA 

bases, thus inducing the destabilization of the chromatin necessary 

to the complete removal of histones before the deposition of pro- 

tamines. 
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F i a r e  1 : Section of the ESMS spectrum of ram TP1.Two 
series (A) and (B) of multicharged ions with 9 to 12 
charges were detected.The major series A (6460 Da) 
corresponds to the major variant and the minor series B 
(6357 Da) corresponds to the minor variant. 



Ficrure 2 : Complete amino acid sequence of ram TP1 
protein.Th- and K- indicate peptides derived from 
cleavage with themolysin and endoproteinase Lys-C 
respectively. 

--1:automated Edman degradation of the S-carboxa- 
midomethylated ram TP1. 

:automated Edman degradation of thermolysln - peptides (Th) 
:automated Edman degradation of endoproteinase - Lys-C peptides (K) 

N- -:carboxypeptidase A digestion 



Fiaure 3 o Section of the FAB spectrum of peptides Th3 
derived £rom cleavage of S-carboxamidomethyled ram TP1 
with thermolysin. 



Ram(1) 
Ram(2) 
Bull 
Boar 
Rat 
Mouse 
Human 

Ram(1) 
Ram(2) 
Bull 
Boar 
Rat 
Mouse 
Human 

STSRKLK 
STSRKLK 
STSRKLK 
STSRKLK 
STSRKLK 

LKSRKR 

LKSRKR 

LKSRKR 

RRGK 

RRSK 

PHKGVKR GC 
PHKGVKR GG 
PHKGVKR GG 
PHKGVKR SG 
PHKGVKR GG 
PHKGVKR GG 
PHKGVKR GG 7 

Ficrure 4 : Comparison of the amino acid çequence of TP1 
from ram,bull [3l],boar [31],rat (25,261,mouse [27] and 
man [283.The boxes correspond to çequence identity 
between the different TP1. 
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Supplementary Mater ial  t o  : 

Nuclear t rans i t i on  protein 1 from ram elongating spermatids. 

Mass spectrometric characterization, primary structure and phosphorylation 

s i  tes o f  two variants, 

Frédéric Chi ra t ,  A r le t te  Martinage, G i l b e r t  Briand, Mostafa Kouach, 

Alain Van Dorsselaer, Maurice L o i r  and Pierre Sautière. 

k t e r i a l s .  Testes o f  sexually mature rams (mis aries) were col lected a t  the Stat ion de l a  

F e r t i l i t é  mâle de Nouzi l ly  (France), and were used imnediately o r  a f t e r  freezing i n  l i q u i d  

nitrogen and storage a t  -80°C. Ram spermatidal nuclear proteins were extracted and pur i f ied 

as descri bed i n  C 9 1 . 

Carboxypeptidase A t reated w i th  phenylmethylsulfonyl f luor ide  was from Sigma. 

Thermolysin was from Merck, Endoproteinase Lys-C was purchased from Boehri nger. 

9cetoni tri l e  f o r  reverse-phase 1 i qu id  chromatography was obtained from Rathburn. A l  1 sol - 

vents and reagents f o r  gas phase sequencing were from Appl i ed  Biosystems. A l  1 other reagents 

vere o f  the highest pu'r i ty available. 

zarboxypeptidase A digestion. Ram t rans i t ion  pro te in  TP1 (1 nmol ) was digested w i  t h  carboxy- 

ieptidase A i n  0.1 M N-methylmrpholine acetate bu f fe r  pH 8.0 wi th  an enzyme-to-substrate 

-a t i o  o f  1/50 (w/w) f o r  15 min 'a t  37°C. The digest ion was stopped by lowering the pH with 

ylacial  acetic acid. The released amino acids were i d e n t i f i e d  on the amino acid analyzer. 



Zleavage wi th  t h e m l y s i n .  10 nmol o f  ram TP1, dissolved i n  400 Ci1 o f  0.1 M ammonium bicar-  

)onate buffer pH 8.0, were digested w i th  thermolysin a t  37°C for 1 h, using an enzyme-to- 

iubstrate r a t i o  o f  1/50 (w/w). The digest ion was stopped by lowering the pH wi th  formic ac id 

ind the hydrolysate was freeze-dried p r i o r  t o  f ract ionat ion. 

Zleavage with endoproteinase Lys-C. 10 nmol o f  ram TP1 dissolved i n  400 Ci1 o f  0.1 M ammonium 

3icarbonate bu f fe r  pH 8.0, were digested w i th  endoproteinase Lys-C a t  37OC f o r  2 h, using an 

rnzyme-to-substrate r a t i o  o f  1/100 (w/w). The digest ion was stopped by lowering the pH w i  t h  

formic acid and the hydrolysate was freeze-dried p r i o r  t o  f ract ionat ion. 

Fractionation o f  peptides. Peptides generated by enzymatic cleavages were separated by re-  

verse-phase high performance 1 i qu id  chromatography on a Cl8 Brownlee column (220 x 4.6 mm) 

(pa r t i c l e  size 5 Mm) using the gradient systems indicated i n  the legends o f  figures. 

Amino acid analyses. Peptide samples were hydrolyzed i n  evacuated sealed tubes a t  110°C for 

24 h i n  6 M HC1. One drop o f  1 % phenol was added t o  prevent excessive degradation of tyro-  

sine. 

Sequence determination. Microsequencing was performed on a gas-phase sequencer Applied Bis- 

systems 470A using the 03 RPTH Standard Program. The phenylthiohydantoin derivatives o f  ami- 

no acids were i d e n t i f i e d  on an on-1 ine phenylthiohydantoin analyzer Appl ied  Biosystems 120A 

equipped wi th  an integrator-calculator Shimadzu C-R4A. The amount o f  protein and o f  each 

peptide submitted t o  Edman degradation was approximately 1 nmol. 



lass spectrometry : 1) Fast Atom Bombardmnt -(FAB). Pos i t i ve  FAB mass spectrometry was car- 

- ied out  on a ZAB-HF double focusing mass spectrometer (mass range 3200 Da a t  8 KeV i on  

: inet ic  energy) and recorded on a VG 111250 data system (VG Analy t ica l  Ltd, Manchester, UK). 

[onisat ion o f  the sample was performed w i t h  1 rnA o f  a 8 KV energy Xe a t m  beam. The peptides 

vere dissolved i n  desionized water a t  a concentrat ion o f  1 nmol/îJl. The mat r i x  was th iog ly-  

:erol/TFA f X .  1 îJ1 o f  matr ix  was deposited on a s ta in less  s tee l  target  and 1 U1 o f  peptide 

;o lut ion was added. 

The wide scan spectra were generated by c l  assical exponential magnetic scanning a t  a reso- 

l u t i on  o f  1OOO and a t  8 KeV accelerat ing voltage. 

2)  Electrospray Mass Spectrometry (ESMS). Electrospray mass spectrometry was performed on 

1 VG 010-Q quadrupole mass spectrometer w i t h  a mass range o f  3000. The mass spectrometer 

Mas scanned from m/z=100 t o  mlz=1000 i n  15 seconds a t  u n i t  resolut ion.  

:a l ib ra t ion was performed using charged ions from PEG 800 obtained from a separate introduc- 

tion. 

The e lec t ros ta t i c  spray i on  source was operated a t  atmospheric pressure w i t h  an ext ract ion 

:one voltage (Vc) value o f  150 vo l t s .  The p ro te in  sample was f i r s t  dissolved i n  water con- 

ta in ing 5 % acet ic  ac id  and then, an equivalent  volume o f  methanol was added. The concen- 

t r a t i on  used was between 30 and 100 pmol/îJl. This so lu t i on  (2  t o  10 P l )  was introduced i n t o  

the ion  source a t  a f low ra te  o f  2 l-Jl/min, 



3) Plasma k s o r p t i o n  Mass Spectrontetry (252~f  PDMS). The plasma desorption mass spectrometry 

o f  peptide Th5 was obtained on a 010-ION BIN 10 K Instrument (BIO-ION AB, Box 15045, Upp- 

sala, Sweden). The spectrum was acquired f o r  106 f i ss ion  events (15-20 min) o r  f o r  4 x 1 0 ~  

events) . Data handl ing  procedures have been described by Sundqvist e t  al, 13 31 . 

The sample was dissolved (concentration 2.5 nmol/Ml) i n  a water/methanol solut ion (4/1, v/v) 

containing O e l  % TFA. The sample (2 Ml) was deposited on the matr ix and l e t  éo dry. F inal ly ,  

the dry target was inserted i n t o  the mass spectrometer. 

Nomenclature o f  peptides. Peptides ~ b t a i n e d  from cleavage wi th  thermolysin and with endo- 

proteinase Lys-C were designated by Th- and K- respectively. Peptides were numbered accor- 

ding t o  the i r  pos i t ion i n  the amino ac id  sequence o f  the protein. 

Conversion o f  phosphoseri ne t o  S-ethyl cysteine. The phosphoseri ne-contai n i  ng themolysi  n 

peptides were der ivat ized according t o  Meyer e t  al. 132lmodif ied by Swiderek e t  al. 1341. 

1 nmol of peptide placed i n  a small glass tube was dissolved i n  25 U1 o f  the der ivat inat ion 

nixture consist ing o f  400 iJ1 o f  water, 100 iJ1 o f  absolute ethanol , 65 U1 o f  5 M sodium hy- 

iroxyde and 60 V1 o f  ethanethiol. 

The tube was flushed w i th  argon, t i g h t l y  closed and incubated a t  50°C f o r  1 h, After incuba- 

:ion the solution was evaporated t o  dryness. The der ivat ized peptide was then dissolved i n  

$0 Cc1 of water and appl ied  d i r e c t l y  on a polybrene-treated glass f i b e r  disk f o r  sequence 

letermination. 

-he use of a small volume o f  der iva t iza t ion  mixture avoids the clogging o f  the glass f i b e r  

' i sk  by salts. 
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Fisure S1:Fractionation by RP-HPLC of peptides generated from 
thermolysin cleavage of the non-phosphorylated ram TPl(A) and 
the monophosphorylated ram TPl(B).The peptides (10nmol) were 
separated on a C18 column 5pm (Brownlee 220~4.6 mm).The elution 
was performed with a linear gradient from O to 60% of 50% 
acetonitrile in 0.1% trifluoroacetic acid,at a flow rate of 
lml/min.The absorbance was measured at 220nm.The hatched peaks 
correspond to peptides submitted to automated Edman degradation. 
The peptides were numbered in order to their position in the 
sequence of the protein. 



I I 1 

1 0  2 O 3 0  m l n  

Fisure S2:Fractionation by RP-HPLC of peptides generated from endoproteinase Lys-C cleavage of the 
non-phosphorylated ram TP1.The peptides(l0nmol)were separated and numbered as indicated in legend to 
figure S1.The hatched peaks correspond to peptides used to establish the complete amino acid sequence 
of ram TP1. 



Fisure S3:Automated Edman degradation of peptide Th3 derived from 
the cleavage of ram TP1 with thermolysin.Only cycles 4 ,5  and 6 are 
presented.Peptide Th3(lnmol) was sequenced before(A) and after(B) 
the treatment described by Meyer et al 1321 for the transformation 
of P-Ser in S-ethyl cysteine.At cycle 5,the Pth-S-carboxamido- 
methyl cysteine (S-cam-Cys) observed before treatment(A) is no 
more observed after treatment(B).In place,a Pth-derivative with a 
retention time identical to that of the Bth-S-ethyl cysteine (S- 
et-Cys) is present. 



TABLE 1 

Amino acid sequence of S-carboxamidomethylated ram TP1 and of peptides 
derived from cleavage with thermolysin (Th-) and endoproteinase Lys-C (K- 
respectively.Pth-amino acids were identified and quantified by RP- 
HPLC.Peptides K1 and K2 could not be separated and were sequenced 
together . 

n.q : not quantified. 

K3 

AA pmol 

R 2 1  
C n.q 
D 46  
D 4 8  
A 4 6  
N 4 0  
R 2 1  
N 30  
F 38  
R 20  
S n.q 
H 1 2  
L n.q 

Th6 

AA pmol 

F 1 5 7  
R n.q 
S 8 3  , 

M 8 

Th5 

AA pmol 

L 270  
K 318  
S 6 6  
R 5 6  
K 1 7 1  
R 7 7  
C 76 
D 4 5  
D 6 1  
A 9 2  
N 9 2  
R 49  
N 51 

1 5  
1 6  
1 7  
1 8  
1 9  
20 
2 1  
22 
23 
24 
2 5  
26  
27 
28 
29 
30 
3 1  
32 
33  
34 
3 5  
36 
37 
38 

Th4 

AA pmol 

Y 68  
R 28  
K 22 
S n.q 
S n.g 

K 1 6 8  
N 1 1 2  
R 34  
T 3 9  
P 67  
H 2 0  
K 9 6  
G 6 2  
V 5 0  
K 9 7  
R 2 3  
G 58 
C n.q 
S 2 1  
K 58 
R 1 7  
K 5 9  
Y 18 
R 18 
K 47  
S 15 
S n.q 
L 9 
K 34 

Cycle 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

1 0  
11 
12  
1 3  
1 4  

L 23  1 

TP1 

AA pmol 

S 339  
T 267 
S 217  
R 8 3  
K 3 4 1  
L 294  
K 344  
S 1 0 8  
Q 1 9 4  
G 1 7 5  
T 5 9  
R 3 8  
R 5 3  
G 1 2 5  

K1/  2 

AA pmol AA pmol 

S n.q 
S n.q 
L 1 3  
K 1Q 

Y 2 3  
R 15 
K 1 2  



TABLE II 

Edman degradation of themolysin peptides Th2 and Thx from 
rnonophosphorylated ram TP1,performed on the gas-phase 
sequencer.These peptides were derivatized according to Meyer et al 
[32],Pth-amino acids were identified and quantified by RP-HPLC. 

Peptide (Th2+Thx) 

n.q : not quantified. 
* : At cycle 12,the Pth-derivative with a retention time 

identical to that of Pth-S-ethyl cysteine was observed in 
place of Pth-S-carboxamidomethyl cyçteine, 

I 

Cycle 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 

Identified 
residue 

Leu 
LYS 

Ser/S-ethyl Cys 
Gln 
G ~ Y  
Thr 
Arg 
Arg 
G ~ Y  
LYS 
Asn 
Arg 
Thr 
Pro 
His 

yield 
 mol) 

433.2 
297.9 
n- cl 

151.4 
-140.9 
29.3 
86.4 
135.6 
58.5 
n-q 
46.0 
n-q 
n*q 
23.4 
11.8 

Identified 
residue 

Tyr 
Arg 
LYS 

Ser/S-ethyl Cys 
Ser/S-ethyl Cys 

Leu 
LYS 

Ser/S-ethyl Cys 
Arg 
LYS 
Arg 

S-ethyl Cys* 
ASP 
ASP 
Ala 

Yield 
 mol) 

215.3 
85.3 
n.q 
n-(4 
n- q 
44. O 
130.6 
n- q 
n- q 
n- q 
50.0 
ne q 
24.4 
25.3 
10.8 



II - 2-1-2 Conclusion 

Dans le testicule de bélier, la protéine TP1 est en 

fait un mélange de deux variants structuraux qui diffè- 

rent simplement par la nature du résidu en position 27 

(cystéine dans le variant majeur et glycine dans le va- 

riant mineur). Il faut souligner que l'identification 

de ces variants n'a été rendue possible que par l'utili- 

sation de la spectrométrie de masse, 

La protéine TP1, isolée du testicule de bélier, pré- 

sente une grande similitude avec les autres protéines TP1 

de mammifères (homme, rat, souris, taureau et verrat). Ce 

haut degré de conservation entre les protéines TP1 de mam- 

mifères, qui se manifeste en particulier dans la zone cen- 

trale de la molécule (résidus 29 à 42) caractérisée par sa 

richesse en résidus basiques ainsi que par la présence 

d'un résidu de tyrosine et d'au moins un résidu de sérine 

phosphorylable, est en faveur d'une fonction biologique 

importante. 

Les travaux de SINGH et RAO, en 1987, et plus spécifi- 

quement l'étude de la fusion de l'ADN en présence de TP1 

de rat, ont permis de conclure que cette protéine pouvait 

jouer un rale dans la déstabilisation de la chromatine, 

déstabilisation nécessaire pour le déplacement des histones 

et la mise en place ultérieure des protamines. 

Nous avons vu que la protéine TP1 était présente dans 

le testicule sous trois formes : non phosphorylée, mono- 

phosphorylée et diphosphorylée. 



Cette phosphorylation pourrait intervenir avant et/ou 

après le dépôt de la protéïne TP1 sur l'ADN. Dans le pre- 

mier cas, la phosphorylation permettrait un dépôt correct 

des protéines sur l'ADN en modulant les interactions ADN- 

protéine TP1 ou en changeant la conformation de la pro- 

téine. Dans le second cas, cette modification pourrait en- 

traîner une dissociation du complexe ADN-protéine TP1 pour 

la mise en place de la ou des protamine(s). 

Par ailleurs, l'existence de quatre sites de phosphory- 

lation dans la forme monophosphorylée fait ressortir un 

certain manque de spécificité quoique parmi ces sites, les 

sites 35 et 36 apparaissent privilégiés. Les sérines 35 et 

36 sont du reste localisées dans une séquence de type ba- 

sique-X-sérine reconnue par la protéine kinase dépendante 

de 1'AMP-cyclique (SHLYAPNIKOV et a l . ,  1975 ; MARTINAGEet aZ.1980) . 

II - 2-2 ETUDE DES PROTEINES INTERMEDIAIRES TP2 et 3 

II - 2-2-1 Purification des protéines TP2 et 3 par chroma- 

tographie de tamisaqe moléculaire 

A partir de 500 g de testicule de bélier, 200 mg de pro- 

téines insolubles dans le PCA et carboxamidométhylées ont 

été obtenues. L'analyse électrophorétique de cette fraction 

a montré qu'elle était essentiellement constituée de pro- 

téines de haut poids moléculaire. Les protéines TP2 et 3 ne 

sont visibles qu'après avoir augmenté de façon importante 

la quantité de protéine déposée (40 pg au lieu de 5 kg habi- 

tuellement requis) . 



Afin de réaliser un enrichissement de ces deux protéines, 

nous avons choisi, dans un premier temps, de réaliser un 

fractionnement par chromatographie de tamisage moléculaire, 

sur une colonne de TSK HW 50s. L'élution est réalisée par 

une solution d'urée 4 M, NaCl 1,5 M à pH 3,O. Le diagramme 

d'élution et l'analyse électrophorétique des différentes 

fractions sont présentés dans les figures 21 et 22 respec- 

tivement. 

La protéine TP2 est la protéine intermédiaire majeure 

de la fraction 1 (la, lb) .La fraction 2 (2a, 2b) est cons- 

tituée essentiellement de la protéine 3 contaminée par la 

protéine TP2 et par des constituants de mobilité électro- 

phorétique légèrement supérieure à celle de la protéine 3. 

La fraction 3 renferme surtout de la protamine qui apparaît 

sous la forme d'un doublet. Nous reviendrons ultérieurement 

sur ce point. 

En considérant la hauteur des pics, nous observons que 

les deux protéines intermédiaires TP2 et 3 sont en quantité 

extrêmement faible dans l'échantillon de départ : les frac- 

tions 1 et 2 représentent chacune 2,5 % du matériel protéi- 

que déposé sur la colonne (60 mg), Ce résultat explique 

pourquoi il faut augmenter de façon importante la quantité 

d'échantillon habituellement déposée sur les gels de poly- 

acrylamide pour visualiser ces protéines. 

II - 2-2-2 Purification des protéines TP2 et 3 par CLHP 

d'échange d'ions 

Les fractions 1 et 2, enrichies en protéines TP2 et 3 

respectivement, sont fractionnées sur CLHP d'échange d'ions 

sur une colonne de carboxymethyl TSK. Les diagrammes d'élution 



Fisure 21 : Purification des protéines intermédiaires PCA insolubles 
par tamisage moléculaire sur une colonne TSK HW5OS. 
Les protéines ont été éluées de la colonne par un tampon urée 4M, 
NaCl 1.5M pH 3.0,a un débit de 8 ml/h.Des fractions de 4 ml ont été 
collectées.Le repérage des protéines a été éffectué par turbidimé- 
trie à 400 nm. 



Fract ions  l a  l b  2 a  2 b  3 4 

V Y V Y Y Y  
O 

a ll= Protamine 

Ficfure 22 : Analyse électrophorétique en gel de polyacrylamide 
(acide acétique 0.9M ; urée 6.25M) des fractions obtenues après 
tamisage moléculaire sur une colonne de TSK HW50S des protéines 
intermédiaires PCA insolubles isolées du testicule de bélier. 
4 :  Protamine isolée des spermatozoïdes éjaculés de bélier. 



obtenus à partir de chacune de ces fractions et les 

contrôles électr~phorétiqu~s correspondants sont présen- 

tés dans les figures 23a et 24a. 

L'élution de la protéine TP2 dans deux pics différents 

(pics 1 et 2) (Figure 23a) appelle un commentaire : ce ph&- 

nomène pourrait s'expliquer par l'existence de variants 

structuraux ou de modifications post-traductionnelles mais 

l'analyse électrophorétique sur gel de p~lyacrylamide en 

milieu acide acétique-urée ne fait apparaître qu'une seule 

bande (Figure 23bj et donc l'explication avancée plus haut 

ne peut être retenue. 

Chacune des sous-fractions obtenues après chromatogra- 

phie d'&change d'ions est débarrassée de ses sels par chro- 

matographie en phase inverse sur colonne de C18, 10 pm 

(~Bondapak), éluée avec un gradient d'acétonitrile dans une 

solution de TFA à 0,1%. 

L'analyse électrophorétique de chacune des sous-frac- 

tions (Figures 23b et 24b) indique que les deux protéines 

intermédiaires TP2 et 3 sont obtenues dans un état de pu- 

reté satisfaisant pour entreprendre la détermination de 

leur structure primaire, Malheureusement, les quantités 

obtenues pour chacune d'elles sont excessivement faibles : 

50 pg ce qui correspond à environ 5 nanomoles. 

D'autres méthodes de préparation (isolement des noyaux, 

séparation chromatographique) ont été utilisées pour tenter 

d'améliorer ces rendements : elles se sont hélas soldées 

par un échec. 



M i n  

Fiqure 23 : a) Purification de la protéine TP2 de bélier par CLHP 
en échange d'ions sur une colonne de carboxyméthyl-TSK. 
La protéine TP2 carboxamidométhylée a été éluée par un gradient 
linéaire (trait pointillé) de MgC12 (O à 0.7M) dans un tampon 
acétate de sodium 50 mM pH 6.0 , à un débit de lml/min.Des 
fractions de 0.5 ml ont été collectées.L8élution des protéines a 
été suivie à 230 nm. 

b) Analyse électrophorétique en gel de polyacrylamide 
(acide acétique 0.9M ; urée 6.25M) des fractions indiquées par une 
barre, 



Fiwre 2 4  : a) Purification de la protéine 3 de bélier par CLHP en 
échange d'ions sur une colonne de carboxyméthyl-TSK. 
La protéine 3 carboxamidométhylée a été éluée par un gradient 
linéaire (trait pointillé) de MgC12 (O à 0.7M) dans un tampon 
acétate de sodium 50 mM pH 6.0 , à un débit de lml/min.Des 
fractions de 0.5 ml ont été collectées.L8élution des protéines a 
été suivie à 230 nm, 

b) Analyse électrophorétique en gel de polyacrylamide 
(acide acétique 0.9M ; urée 6.25M) de la fraction indiquée par une 
barre. 



II - 2-2-3 Etude de la structure primaire de la protéine 

TP2 de bélier * 

* Détermination de la composition en acides aminés 

La composition en acides aminés de la protéine TP2 car- 

boxamidométhylée est en accord avec celle déterminée par 

DUPRESSOIR et a l . ,  en 1985 (Tableau VIII) . 

La protéine TE2 qui renferme environ 5 %  de cystéine se 

caractérise par sa richesse en résidus basiques ( ~ 3 5  % dont 

8 % d'histidine) et en résidus de sérine ( ~ 2 2  % ) ,  Elle est 

constituée d'environ 125 résidus d'acides aminés, 

La composition en acides aminés de la protéine TP2 de 

bélier est très proche de celle de la protéine TP2 de rat 

(GRIMES et al., 1977) . 

* Séquençage direct de la protéine TP2 de bélier 

Le séquençage direct de la protéine TP2 de bélier car- 

boxamidométhylée a révélé, par l'absence d'un PTH amino- 

acide au premier cycle de dégradation,que l'extrémité N- 

terminale de la molécule était bloquée. Une tentative de 

déblocage avec BC1 6 M à 100°C pendant 2 min (CAMPBELL et 

COHEN,1989) s'est révélée infructueuse puisqu'elle a con- 

duit à une hydrolyse de la protéine comme en témoignent les 

nombreux PTH amino-acides qui apparaissent au premier cycle 

de la dégradation automatique dlEdman. 
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TABLEAU VI11 

Compositions en acides aminés de la protéine TP2 spécifique des 
spermatides de bélier,de son peptide C-terminal(28 résidus) et de 
la protéine TP2 de rat (GRIMES et a1.,1977). 

n.d : non déterminé 

Acides 
Aminés 

AsP 

Thr 

Ser 

Glu 

Pro 

GlY 

Ala 

CYs 

Val 

Met 

Ile 

Leu 

Tyr 

Phe 

His 

LYS 

Arg 
& 

a : les résultats sont exprimés en moles/100moles 

b : le nombre de résidus entre parenthèses a été 
déterminé sur la base d'un résidu dfisoleucine 
par molécule de protéine. 

c : Le nombre de résidus entre parenthèses a été déduit 
de la séquence en acides aminés du peptide. 

TP2 de 
bélier 

5.7q71b 

4.1(5) 

18.0(22) 

8.5(9) ' 

6.1(7) 

6.3(6) 

3.1(3) 

n.d 

2.7 (3-4) 

n.d 

0.5(1) 

2.6(3) 

2.2(2-3) 

- 
7.9 (9-10) 

7.7(8-9) 

22.2 (21) 

Peptide 
C-terminal TP2 
de bélier 

3.8(l)c 

- 
9.2(3) 

10.7(3) 

- 

6.9(2) 

- 
- 

9.8(3) 

- 
2.6(1) 

- 
6.9(2) 

- 
- 

30.6(8) 

19.2 (5) 

TP2 de 
rat 

4.3 

6.6 

14.4 

4.8 

12. O 

5.8 

4.7 

4-4 

2.8 

3.1 

0.3 

2.3 

1.8 

0.2 

8.3 

9.9 

14.2 



Nous avons ensuite entrepris une coupure de la protéine 

TP2 de bélier par l'endoprotéinase Glu-Cf suivant ainsi la 

même démarche que COLE et KISTLER,en 1987, pour fragmenter Pa 

protéine TP2 de rat. Après digestion de la protéine TP2 par 

l'endoprotéinase Glu-C pendant 16 heures, les peptides ont 

été fractionnés par CLHP en phase inverse. Le diagramme 

d'élution est présenté dans la figure 25. Trois fractions 

ont été obtenues dont l'une correspond au fragment C-termi- 

na1 de la protéine (représentée par un tiret sur la figure 

25). La composition en acides aminés du peptide C-terminal 

est présentée dan; le tableau VIII. Ce peptide se caractérise 

par son taux élevé de résidus basiques (lysine, arginine) 

qui atteint 50 %. Ce peptide renferme également l'unique ré- 

sidu d'isoleucine présent dans la protéine. 

* Séquence en a c i d e s  aminés  du p e p t i d e  C- terminal  

La séquence du peptide C-terminal de la protéine TP2 de 

bélier, déterminée par dégradation automatique dtEdman est 

présentée dans la figure 26. On remarquera : 

- la distribution relativement homogène des résidus basi 
ques qui représentent la moitié des acides aminés du peptide, 

- la présence de trois résidus de sérine dont deux sont 
présents dans la séquence consensus "basique-X-sérine" (X = 

tout acide aminé excepté la proline). Il s'agit des séquen- 

ces 10~ys-~rg-~er12 et 20~rg-~ln-~er21 dans le peptide, De 

tels résidus de sérine constituent des sites de phosphoryla- 

tion par les protéines kinaseçdépendantes de 1'AMP-cyclique 

(SHLYAPNIKOV et al., 1975 ; MARTINAGE et al., 1980) . Cependant, 
la protéine TP2 de bélier intacte apparaît en gel de poly- 

acrylamide sous la forme d'une seule bande, ce qui écarte, 

à priori, l'existence de molécules phosphorylées. 



Ficrure 25 : Fractionnement par CLHP en phase inverse des peptides 
obtenus après clivage de la protéine TP2,spécifique des spermati- 
des de bélier,par 18endoprotéinase Glu-C. 
Les peptides ( 10 nmoles) ont été séparés sur une colonne Cl8 , 
10pm (uBondapak 260~4.6 nun).L8élution a été réalisée par un 
gradient linéaire d'acétonitrile /TFA 0.1% de O à 50% (trait 
pointillé), à un débit de 1 ml/min ,Ltabsorbance a été mesurée à 
220nm.La barre correspond au peptide qui a été soumis à la dégra- 
dation automatique d8Edman. 



Fiaure 26 r Séquence en acides aminés du peptide C-terni- 
na1 (28 résidus) obtenu après clivage de la protéine TP2 
de bélier par l'endoprotéinase Glu-C. 



Le peptide C-terminal possède également deux tyrosines 

(en positions 16 et 27 dans le peptide) placées toutes deux 

à proximité d'un centre basique. Cela pourrait permettre 

une intercalation des noyaux aromatiques des deux tyrosines 

entre les bases de l'ADN comme cela a été montré par SINGH 

et RA0 en 1987 à propos des résidus de tyrosine présents 

dans la protéine TP1 de rat, Une discussion plus approfon- 

die des conséquences de cette intercalation est présentée 

dans notre publication concernant la protéine TP1 de bélier 

(page 112). 

La comparaison du fragment C-terminal de la protéine 

TP2 de bélier avec les fragments homologues de la protéine 

TP2 de rat (COLE et KISTLER,1987 ; LUERSSEN et al., 1989) et de 

la protéine TP2 de souris (KLEENE et FLYNN,1987) (Figure 27) 

montre une très grande similitude de structure primaire 

entre ces fragments. Cependant, il faut noter que le degré 

de similitude entre la protéine TP2 de rat et la protéine 

TP2 de souris est supérieur à celui qui existe entre l'une 

ou l'autre de ces protéines et la protéine TP2 de bélier, 

La même constation a été faite pour les protéines TP1 de 

ces trois espèces (CHIRAT et al., soumis pour publication), 

* Conclusions 

L'ensemble des résultats obtenus à partir de la protéine 

TP2 du testicule de bélier, nous permet de tirer plusieurs 

conclusions. 

Premièrement, la protéine intermédiaire de bélier initia- 

lement nommée protéine Pl correspond à une protéine de tran- 

sition de type TP2 également présente chez le rat et la sou- 

ris et très vraisemblablement chez les autres mammifères. 



1 

TP2 Souris : K 

TP2 R a t  . O N 

TP2 Bélier o K 

[:[: 
K R K Q V K  

20 

RTHRA KR R 

RTHRA KR R 

QVYKR 0 KR Q SSGR 

,IL 
K Y N  

Fiqure 27 : Comparaison des séquences en acides aminés des extrê- 
mités C-terminales des protéines TP2 de souris (KLEENE et al,, 1987), 
de rat (LUERSSEN et a1.,1989;COLE and KISTLER ,1987) et de bélier, 
Les séquences encadrées sont strictement identiques. 



Cette affirmation est étayée par les arguments suivants : 

- très grande similitude de composition en acides 
aminés entre la protéine Pl de bélier et la protéine 

TP2 de rat ou de souris. 

- très grande similitude de structure primaire des ex- 
trémités C-terminales de ces trois protéines. 

Deuxièmement, environ la moitié des résidus basiques 

de la protéine sont localisés dans sa partie C-terminale, 

On peut donc penser que les interactions de type électro- 

statique ou hydrogène avec l'ADN ont lieu dans cette zone 

de la molécule, 

Troisièmememt, cette répartition dissymétrique des ré- 

sidus basiques dans la molécule, laisse supposer l'exis- 

tence d'au moins deux domaines : le premier étant l'extré- 

mité C-terminale très basique et le second correspondant 

au reste de la molécule (environ 90 résidus). 

Afin d'établir la structure primaire complète de la 

protéine TP2 de bélier, trois méthodes de coupure nous 

apparaissent intéressantes : l'hydrolyse par la thermo- 

lysine et la trypsine et la coupure au bromure de cyano- 

gène. Cette structure primaire nous permettrait d'établir 

une séquence consensus plus précise concernant les pro- 

téines TP2, car à ce jour, seulesdeux structures primaires 

complètes sont disponibles (KLEENE et FLYNN,1987 ;LUERSSEN 

et aZ,,1989), Il convient de noter que ces deux structures 

primaires ont été déduites de la séquence nucléotidique 

des gènes correspondants. 



II - 2-2-4 Etude de la structure primaire de la protéine 3 
de bélier 

* Détermination de la composition en acides aminés 

La protéine 3 carboxamidométhylée a été soumise à une 

hydrolyse acide totale : sa composition en acides aminés, 

présentée dans le tableau IX , est en accord avec celle 
déterminée par DUPRESSOIR et a l .  en 1985. La protéine 3 est 

caractérisée par un taux élevé de résidus basiques (proche 

de 40 % )  et d'acides aminés dicarboxyliques (15 % ) .  Elle 

renferme de la cystéine (3 % )  et est constituée d'environ 

105 résidus d'acides aminés, déterminés sur la base d'une 

isoleucine par molécule. 

La composition en acides aminés de la protéine 3 de 

bélier ne montre aucune similitude avec celle de la pro- 

téine TP3 de rat (GRIMES et al. ,1977) (Tableau IX) . Les 
deux différences majeures se situent au niveau des taux 

de glycine et de lysine, 

* Séquence directe de la protéine 3 

La protéine 3 carboxamidométhylée (1 nmole) a été sou- 

mise à la dégradation automatique dlEdman, Nous avons pu 

déterminer, sans aucune ambiguïté, la structure primaire 

des 27 premiers résidus (Figure 28)- 

La présence de cinq résidus de lysine, sur les 14 que 

compte la molécule, dans la séquence des 27 premiers rési- 

dus, nous a amené à hydrolyser la protéine 3 parlkndo- 

protéinase Lys-C qui coupe très spécifiquement les liaisons 

Lys-X (X différent de la proline). 



TABLEAU IX 

Composition en acides aminés de la protéine 3  spécifique 
des spermatides de bélier et de la protéine TP3 de rat 
(GRIMES et al, , 1977)  

(a) : Les résultats sont exprimés en moles/100 moles 

TP3 de 
rat 

5 . 0  

2 . 5  

1 0 . 2  

1 0 - 8  

3 . 3  

2 1 . 0  

4 . 0  

3 . 4  

3 . 7  

0 . 9  

2 . 0  

3 . 5  

2 . 4  

0 . 8  

n.d 

1 . 8  

2 4 . 1  

Acides 
Amines 

AsP 

Thr 

Ser 

Glu 

Pro 

G ~ Y  

Ala 

CYS 

Val 

Met 

Ile 

Leu 

TYF 

Phe 

His 

LYS 

Arg 

Protéine 
3  

5 . 8  (a) 

5 . 9  

6 . 8  

9 . 7  

4 . 6  

5 . 6  

5 . 9  

2 . 9  

5 . 1  

1.1 

1 . 2  

5 . 1  

2 . 8  

1 . 7  

0 . 4  

1 4 . 3  

2 4 . 0  



Ficnire 28 e Séquence en acides aminés de lrextrêmité N- 
terminale (27 résidus) de la protéine 3 spécifique des 
spermatides de bélier. 



* Hydrolyse enzymatique de la protéine 3 par l'endoprotéinase Lys-C 
et séquençage des peptides 

La protéine 3 ( %  5 nmoles) a été hydrolysée pendant 2 

heures à 37OC par l'endoprotéinase Lys-C et l'hydrolysat a 

été ensuite fractionné par CLHP en phase inverse : le dia- 

gramme d'élution des peptides est présenté dans la figure 29, 

En raison de la très faible quantité de protéine hydro- 

lysée, les différentes fractions recueillies ont été soumi- 

ses directement à.la dégradaéion automatique dlEdman. Les 

différents peptides, désignés par la lettre K, ont été nu- 

mérotés dans l'ordre de leur élution de la colonne. 

Les séquences des peptides résultant de l'action de l'en- 

doprotéinase Lys-C sur la protéine 3 sont présentées dans la 

figure 30. Les fractions 2 et 3, quoique relativement sépa- 

rées en CLHP renferment les peptides K1 et Kla qui ne dif- 

fèrent que par la présence d'un résidu de lysine supplémen- 

taire à l'extrémité N-terminale du peptide K1. Ceci est lié 

à l'existence d'un doublet Lys-Lys adjacent au résidu d'iso- 

leucine qui a entraîné une hydrolyse incomplète de la liai- 

son Lys-Ile dans les conditions expérimentales utilisées. 

Quant au peptide Klb, élué dans la fraction 1, il semble 

résulter de la coupure non spécifique d'une liaison Arg-Ser 

par l'endoprotéinase Lys-C. 

De même, les fractions 4 et 5 renferment un seul et même 

peptide, K2. Aucune explication satisfaisante pour ce phéno- 

mène de dédoublement de pic ne peut être apportée. 



Fisure 29 t Fractionnement par CLHP en phase inverse des peptides 
obtenus après clivage de la protéine 3,spécifique des spermatides 
de bélier,par lrendoprotéinase Lys-C.Les peptides ( 5 nmoles) ont 
été séparés sur une colonne Cl8 , 10 pm (uBondapak 260~4.6 mm). 
Lrélution a été réalisée par un gradient linéaire dracétonitrile / 
TFA 0.1% de O à 50% (trait pointillé) à un débit de 1 ml/min . 
Lrabsorbance a été mesurée à 220nm.Les pics hachurés correspondent 
aux peptides qui ont été soumis à la dégradation automatique 
drEdman.La numérotation a été réalisée selon l'ordre drélution des 
peptides.Les lettres a et b désignent les peptides dérivés du 
peptide K1. 



1 5 .  
Klb : (H) Ser-Tyr-Ala-Thr-Pro-Ser-Lys (OH) 

1 5 
Kla : (H)Ile-Arg-Ser-Tyr-A1a-Thr-Pro-Ser-Lys(0H) 

Ficfure 30 : Séquences en acides aminés des peptides 
obtenus après clivage de la protéine 3,spécifique des 
spermatides de bélier,par l'endoprotéinase Lys-C. 



* Hydrolyse enzymatique de la protéine 3 par la pepsine et 
séquences des peptides % 

Nous avons utilisé cette enzyme en raison du faible 

nombre d'acides aminés aromatiques présents dans la protéine. 

La protéine 3 (% 5 nmoles) a été hydrolysée pendant 1 heure 

à 37°C par la pepsine. L'hydrolysat a été ensuite fractionné 

par CLHP en phase inverse (Figure 31) , 

En raison de la très faible quantité de protéine hydro- 

lysée, les différentes fractions recueillies ont été soumi- 

ses directementà ladégradation automatique dVEdman. Les 

différents peptides , désignés par la lettre P, ont été nu- 
mérotés dans l'ordre de leur élution de la colonne. 

Les séquences des peptides pepsiques de la protéine 3 

sont présentées dans la figure 32. Parmi ces peptides, trois 

sont particulièrement intéressants : il s'agit des peptides 

Pl, P2 et P3. La séquence du peptide Pl présent dans la frac- 

tion 2 a été déterminée jusqu'au résidu 32. Les peptides Pla 

(22 résidus identifiés) et Plb (16 résidus) confirment la 

séquence N-terminale du peptide Pl. Le peptide P2 (17 rési- 

dus) recouvre exactement la séquence N-terminale de la pro- 

téine 3, La séquence du peptide P3 a été déterminée jusqu'au 

résidu 22. 

Les données structurales obtenues après dégradation au- 

tomatique d'Edman de la protéine 3, des peptides K1, K2, Pl, 

P2 et P3 sont rassemblées dans la figure 33. 



Min 

Ficrure 31 : Fractionnement par CLHP en phase inverse des peptides 
obtenus après clivage de la protéine 3,spécifique des spermatides 
de belier,par la pepsine.Les peptides ( 5 nmoles) ont été séparés 
sur une colonne Cl8 , 

l0 Y (uBondapak 260~4.6 mm).L8élution a été réalisée par un gradient inéaire d8acétonitrile / TFA 0.1% de O à 
50% (trait pointillé) a un débit de 1 ml/min.L8absorbance a été 
mesurée à 220nm.Les barres correspondent aux peptides qui ont été 
soumis à la dégradation automatique d8Edman.La numérotation a été 
réalisée selon l'ordre d8élution des peptides.Les lettres a et b 
désignent les peptides dérivés du peptide Pl. 
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(H)Ala-Lys-Gly-Thr-Arg-Lys-Pr~-Arg-Gln-Pro-Arg-Arg-Val-Ala-Val-Arg-Phe-Ala-S~r-Arg-Met-Lys-Gly-Arg 

Protéine e n t i é r e  

P2 

Lys-Lys-Thr- - - Arg- -Arg-..................-Asn-Leu-Arg-Cys-Pro-Asn-Glu-Phe-Leu-Arg-Ser- 

/ / / Y / / / / / /  K 2  %P - 
Ar9 

Asn-Gln-Lys-Arg-Arg- ............ Ala-Val-Arg-Met-Pro-Leu-Lys-Gly-Thr-Leu- -Lys-Lys-Ile-Arg-Ser- 
Tyr 

F i s u r e  33 : Stratégie utilisée pour la détermination de la structure primaire partielle de la 
protéine 3,spécifique des spermatides de bélier.Cette séquence partielle a été déduite du séquençage 
de la protéine entière et de ses peptides obtenus après clivage avec l'endoprotéinase Lys-C(K) et la 
pepsine (P) . 

P 
VI 
w 



* Conclusion 

L'ensemble de ces données nous a permis d'aligner en 

trois fragments 89 des 106 à 107 résidus d'acides aminés 

déterminés dans la protéine. 

La structure primaire partielle de la protéine 3 fait 

apparaître : 

- une répartition des résidus basiques tout le long de la 
molécule. Ces résidus basiques sont pour la plupart associés 

en doublet et en <riplet. 

- une accumulation d'acides aminés dicarboxyliques, amidés 
pour la plupart, dans la séquence des 40 résidus constitués 

par l'enchaînement des peptides K2 et Pl. 

Les informations de séquence ainsi obtenues mettent en 

évidence une localisation privilégiée des résidus de méthio- 

nine dans la cha2ne peptidique. 

Une coupure au bromure de cyanogène, complétée éventuel- 

lement par une coupure par l'endoprotéinase Glu-C pour con- 

firmer les éléments de séquences obtenues des précédentes 

coupures enzymatiques, devrait nous conduire à l'établisse- 

ment de la structure primaire complète de la protéine 3 de 

bélier. Cela constituerait ainsi la première séquence en 

acides aminés d'une protéine de transition qui ne soit pas 

de type TP1 ou TP2. 



II - 2-3 ETUDE DE LA PHOSPHORYLATION DE LA PROTAMINE DE 

BELIER 

Nous avons vu, dans le chapitre consacré à l'étude des 

protamines, que celles-ci étaient présentes sous forme phos- 

phorylée dans les spermatozoïdes isolés du testicule et que 

le degré de phosphorylation variait considérablement d'une 

expèce à l'autre. 

L'analyse électrophorétique d'une fraction obtenue par 

chromatographie de tamisage moléculaire des protéines PCA- 

insolubles de la chromatine de testicule de bélier (Figure 22, 

page 138) révèle la présence de deux bandes très proches l'une 

de l'autre et dont la plus rapide a une migration électropho- 

rétique identique à celle de la protamine isolée des sperma- 

tozoïdes éjaculés. La composition en acides aminés de cette 

fraction (Tableau X) est identique à celle de la protamine de 

bélier isolée des spermatozoïdes éjaculés (SAUTIERE et ai?.. 1984) . 
Les deux bandes observées en gel de polyacrylamide sont donc 

le reflet d'une modification post-traductionnelle labile dans 

les conditions de 1' hydrolyse acide totale. 

Comme la phosphorylation est la seule modification post- 

traductionnelle observée jusqu'à présent chez les protamines, 

nous avons vérifié la présence de groupes phosphate dans la 

protamine de bélier isolée du testicule, en la traitant par 

la phosphatase alcaline d' Escherichia coZi pendant trois heures 

à 37OC. Le contrôle électrophorétique, effectué après incuba- 

tion, montre qu'il n'y a plus qu'une seule bande de mobilité 

identique à celle de la protamine de spermatozoïdes éjaculés 

(Figure 34). Ce résultat prouve donc que la protamine de bé- 

lier, isolée du testicule est partiellement phosphorylée. La 

présence de deux bandes d'intensité équivalente en gel de 



1 6 2  
TABLEAU X 

~ompositions en acides aminés de la protamine de bélier isolée du 
testicule et de la protamine de bélier isolée des spermatozoïdes 
éjaculés (SAUTIERE et al. ,1984) . 

a : en nombre de résidus basé sur un résidu de leucine. 

b : les valeurs entre parenthèses représentent les entiers 

les plus proches. 

c e dans la protamine de bélier isolée du testicule,le taux 

d'arginine a étè mesuré en excés. 

G ~ Y  

Ala 

Val 

Met 

Ile 

Leu 

Tyr 

Phe 

His 

LYS 

Arg 

0.9(1) 

0.8(1) 

2.7(3) 

- 
- 
1,0(1) 

1.6(2) 

0,9(1) 

0.9(1) 

- 
29.2 (29) 

1 

1 

3 

- 
- 
1 

2 

1 

1 

- 

27 



Ficrure 34 : Analyse électrophorétique en gel de poly- 
acrylamide (acide acétique 0.9M ; urée 6.25M) de la 
protamine isolée du testicule de bélier. 
Les pistes 1 et 2 correspondent respectivement à la 
protamine avant et après traitement par la phosphatase 
alcaline dtE.coli. 

a : protamine de bélier monophosphorylée 
b : protamine de bélier non phosphorylée 



polyacrylamide, avant traitement par la phosphatase alcaline, 

indique que les formes phosphorylée et non phosphorylée de la 

protamine de testicule sont approximativement dans un rapport 

1:l. Une forme monophosphorylée de la protamine Pl a été 

également observée dans le testicule de lapin et de taureau 

(MARUSHIGE et MARUSHIGE, 1978) et dans le spermatozoïde éja- 

culé humain (GUSSE e t  al., 1986) . 

La protamine de bélier renferme deux résidus de sérine 

(Tableau X , page 162)- Ces résidus ont été localisés respec- 
tivement aux positions 10 et 12 dans la protamine (SAUTIERE 

e t  aZ.,1984) . 

Des essais de séparation des formes monophosphorylée et 

non phosphorylée de la protamine de bélier par CLHP en échange 

d'ions s'étant révélés infructueux (Figure 3 5 ) ,  le mélange des 

deux formes a donc été traité selon le procédé de MEYER e t  al. 

(1986), modifié par SWIDERECK e t  al. (1988), qui permet de 

transformer la phosphosérine en S-éthylcystéine. Après trai- 

tement, la protamine a été soumise à la dégradation automatique 

dtEdman. Les résultats sont présentés dans la figure 36. Seule 

la sérine en position 10 apparaît très nettement phosphorylée. 

Il faut souligner que durant la dégradation dtEdman les rési- 

dus de S-carboxamidométhyl-cystéine en positions 5 et 6 ont 

été identifiés sous la forme d'un composé ayant le même temps 

de rétention que la S-éthylcystéine. 

La transformation probable des résidus de S-carboxamido- 

méthylcystéine en S-éthylcystéine lors de la modification de 

Meyer e t  al. (1986) a également été observée lors de l'étude 

de la phosphorylation de la protéine TP1 de bélier (CHIRAT 

e t  al, ,soumis pour publication) . 



30 Min 

Ficnire 35 : Essai de purification,par CLHP en échange d'ions sur 
une colonne de carboxyméthyl-TSKtdes formes monophosphorylée et 
non-phosphorylée de la protamine de bélier isolée du testicule. 
La protamine a été éluée par un gradient linéaire (trait pointillé) 
de MgC12 (O a 0.8M) dans un tampon acétate de sodium 50 mM pH 6.0 , 
à un débit de lml/min.Des fractions de 0.5 ml ont été collectées. 
Ltélution des protéines a été suivie à 230 nm. 
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* Conclusion 

Comme pour les protamines des autres mammifères, la pro- 

tamine de bélier, isolée du testicule, est phosphorylée et 

existe sous la forme non et monophosphorylée dans un rapport 

1 : 1. 

Le résidu de phosphate semble essentiellement porté par 

la sérine en position 10. Il n'est cependant pas exclus que 

la sérine 12 soit également un site de phosphorylation, L'ob- 

tention de la forme monophosphorylée à l'état pur, nous per- 

mettrait de lever les doutes. 

Signalons enfin qu'aucun site de phosphorylation concer- 

nant les protamines de mammifères n'avait encore été identi- 

fié à ce jour. 





La fonction principale du spermatozoïde est d'assurer 

le transport de 1'informatYon génétique mâle depuis le 

testicule jusqu'à l'ovule. Ce transport nécessite au préa- 

lable une protection de cette information génétique contre 

les nucléases et les protéases présentes dans la cavité 

vaginale. 

A cette fin, la chromatine va passer progressivement 

d'un état diffus à un état fortement condensé. L'essentiel 

de cette compaction est réalisé dans le testicule mais se 

poursuit dans l'épididyme où les ponts disulfure s'établis- 

sent pour conduire à une structure réticulée très serrée, 

Les deux transitions protéiques observées au niveau des 

protéines nucléaires basiques (remplacement des histones 

par les protéines intermédiaires dans un premier temps, 

puis remplacement de ces protéines intermédiaires par une 

ou deux protamines) ont été corrélées à cette compaction 

de la chromatine. 

Comme nous l'avons vu dans ce mémoire, on note, à cha- 

cune des transitions protéiques, une diminution de la taille 

des protéines et une augmentation progressive du taux d'ar- 

ginine et de cystéine. Par rapport à la lysine, l'arginine 

confère aux protéines une affinité supérieure pour l'ADN. 

La phosphorylation des résidus hydroxylés, en particu- 

lier des résidus de sérine, modulerait cette affinité. Quant 

aux résidus de cystéine, ils consolident, par la formation 

de ponts disulfure, l'édifice macromoléculaire obtenu. 

Si les histones de type somatique et les protamines ont 

fait l'objet d'une étude approfondie, les protéines inter- 

médiaires sont encore mal connues, en particulier leur 

structure primaire ou les modifications post-traductionnel- 

les qui les affectent. 



Chez le bélier, quatre protéines intermédiaires appe- 

lées T, Pl, 3 et 7 sont pré'sentes dans les spermatides non 

rondes. 

Dans notre thèse, nous avons déterminé : 

1 - La séquence complète de la protéine T dont les caracté- 

ristiques structurales sont identiques à celles des pro- 

téines TP1  isolées des spermatides d'autres mammifères, 

Nous avons montré en outre, grâce à la spectrométrie 

de masse, que cette protéine était présente sous forme 

de deux variants. 

Nous avons identifié quatre sites de phosphorylation 

dans la forme monophosphorylée de la protéine TP1 de 

bélier. 

2  - La séquence Ç-terminale de la protéine Pl (28  résidus), 

ce qui nous a permis de confirmer son appartenance à 

la famille des protéines de transition de type TP2. 

3 - La structure primaire partielle de la protéine 3. Les 
données structurales recueillies sur cette protéine 

nous ont permis d'établir : 

La séquence N-terminale ( 2 7  résidus). 

Une séquence de 22 résidus qui pourrait correspondre 

à la région C-terminale de la protéine. 

Une séquence de 40 résidus. 

4 - Le site de phosphorylation de la protamine, 



Perspectives à court terme 

Etablir les structures primaires complètes des protéines 

TP2, 3 et 7. 

Etudier les interactions de ces protéines avec l'ADN. 

Etudier la cinétique de formation et la localisation des 

ponts disulfure dans la protamine au cours du transit 

épididymaire du spermatozoïde, 

Perspectives à moyen terme 

Obtenir des anticorps à partir de peptides de synthèse 

afin de déterminer l'ordre d'apparition et de dispari- 

tion des protéines intermédiaires dans le noyau des 

spermatides et de corréler la présence de ces protéines 

avec un état de condensation de la chromatine. 

Perspectives à long terme 

O Régulation de l'expression des gènes de protéines de 

transition et de la protamine de bélier. 
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Résumé 

Au cours de la spermiogenèse, on assiste à un remanie- 
ment profond de l'organisation de la chromatine qui passe 
progressivement d'un état diffus dans la cellule somatique 
à un état fortement condensé dans les spermatozoïdes mûrs. 
Chez 1 es mammifères , ce remaniement s ' accompagne d' une dou- 
ble transition des protéines nucléaires basiques : la pre- 
mière correspond au remplacement des histones par les pro- 
téines de transition et la seconde au remplacement de ces 
dernières par une ou plusieurs protamines. 

Après avoir fait le point de nos connaissances actuelles 
sur ces protéines, nous présentons nos travaux personnels 
concernant les protéines de transition TP1,TPZ et protéine 
3 ainsi que la protamine, isolées du testicule de bélier 
(0vis aries) . 

Les études structurales entreprises sur la protéineTP1 
non- et monophosphorylée, nous ont permis de mettre en évi- 
dence, grâce à la spectrométrie de masse, deux variants 
structuraux ne différant que par la nature du résidu en po- 
sition 27 (Cys -+ Gly) et d'identifier quatre sites de phos- 
phorylation sur les sérines aux positions 8, 35, 36 et 39. 

Nos travaux ont également porté sur les protéines de 
transition TP2 et 3. En raison des très faibles quantitésde 
ces protéines, nous n'avons pu établir que leur structure 
primaire partielle. Les protéines TP2 et 3 se distinguent 
par la répartition des acides aminés basiques. Tandis que 
ces résidus sont localisés essentiellement dans la région 
C-terminale de la protéine TP2, ils sont répartis d'unefa- 
çon uniforme dans la protéine 3. 

Outre nos travaux sur les protéines de transition,nous 
avons mis en évidence que la protamine isolée du testicule 
de bélier était présente sous les formes non- et monophos- 
phorylées dans le rapport 111 et que le site de phosphory- 
lation était localisé sur la sérine 10. 

Mots clefs : Mammifères - Spermiogenèse - Protéinesdetran- 
sition - Protamines - Variants structuraux - 
Structure primaire - Spectrométrie de masse - 
Phosphorylation. 


