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Article original
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Résumé &horbar; Deux transitions affectent les protéines nucléaires au cours de la spermiogenèse de la
roussette : la première correspondant au remplacement des histones par 2 protéines spécifiques
des spermatides SI et S2, la deuxième conduisant aux protamines. S1, la plus abondante, est cons-
tituée de 87 acides aminés et a une masse moléculaire de 11 179 Da alors que S2, minoritaire, ne
renferme que 80 résidus et a une masse moléculaire de 9 726 Da. Les 2 protéines sont très basi-
ques : 48% et 41% de résidus basiques respectivement pour SI et S2. Elles sont caractérisées par
une répartition asymétrique des acides aminés dans la molécule; en effet, dans les 2 protéines, la
moitié N-terminale de la molécule est plus basique, tandis que la partie C-terminale renferme une
plus grande diversité d’acides aminés avec, en particulier, la présence groupée des seuls résidus
acides de la molécule. Les 2 protéines existent sous plusieurs formes qui correspondent à des de-
grés divers de phosphorylation, surtout importante dans 81.

Ces 2 protéines de transition n’ont aucune similitude de structure avec les histones qui les précè-
dent, ni avec les protamines qui les remplacent et ne peuvent donc être considérées ni comme des
produits de dégradation des premières ni comme des précurseurs des secondes.
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Summary &horbar; Protein transition in sperm nuclei during dog-fish spermiogenesis. During dog-
fish spermiogenesis, 2 basic nuclear protein transitions occur: the first from histones to spermatid-
specific proteins S and S2, the second leading to protamines. S1, the most abundant transition pro-
tein, is a polypeptide containing 87 residues (M, = 11 179 Da) whereas S2, the minor transition pro-
tein, contains 80 residues (M, = 9 726 Da). The 2 proteins are mainly characterized by an asymme-
try of the molecule, a very high content of basic residues, a relatively high level of hydrophobic
residues and a cluster of acidic residues in the carboxy-terminal quarter of the molecule. The 2 pro-
teins are phosphorylated on serine residues and the degree of phosphorylation is relatively impor-
tant in protein S1. The 2 transition proteins are structurally unrelated to testis histones or sperm pro-
tamines and cannot be considered either as their proteolytic degradation products or as their

precursors.
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INTRODUCTION

La spermiogenèse est la phase de for-
mation des gamètes mâles pendant
laquelle d’importantes modifications mor-
phologiques et moléculaires affectent l’or-
ganisation de la chromatine des noyaux
de spermatides. La principale transforma-
tion biochimique, dans la majorité des es-
pèces animales, est le remplacement des
histones de type somatique par les prota-
mines (Bloch, 1976; Chevaillier, 1982;
Poccia, 1986). Celles-ci sont des protéines
de faible poids moléculaire, très riches en
arginine et contenant souvent de la cys-
téine (Mammifères, roussette). Le résultat
le plus remarquable de ce changement
d’équipement protéique des noyaux est

l’extrême compaction de fADN dans le

spermatozoïde. mûr. Suivant les espèces,
le changement des protéines associées à
l’ADN se produit en 1 ou 2 étapes. Par
exemple chez la truite (Dixon, 1972), les
histones sont directement remplacées par
les protamines alors que dans de nom-
breuses autres espèces, en particulier
chez les Mammifères (Kistler et al,.1975;
Kleene et Flynn, 1987; Kleene et al, 1988;
Luerssen et al, 1988; Yelick et al, 1987) ou
chez la roussette (Gusse et Chevaillier,
1981; Chauvière et al, 1983, 1987, 1989)
s’effectue une double transition protéique.
La première consiste en le remplacement
des histones par des protéines spécifiques
des spermatides appelées protéines de
transition, la seconde correspondant à la
mise en place des protamines dans les
spermatides âgées.

Dans le testicule de roussette, la diffé-
renciation dorso-ventrale des cellules ger-
minales facilite la sélection de stades spé-
cifiques de la spermiogenèse (Gusse et
Chevaillier, 1978) et l’analyse microélec-
trophorétique de leurs protéines a montré
que les remaniements de la chromatine se

produisaient en 3 étapes (Gusse et Che-

vaillier, 1981). Au début de l’élongation nu-
cléaire des spermatides, apparaissent 2
protéines de transition SI et S2 dont la

quantité s’accroît durant la spermiogenèse
tandis que diminuent progressivement les
histones. Dans les stades terminaux de

l’élongation nucléaire, 4 protamines Z1,
Z2, Z3 et S4 se mettent en place alors que
la teneur en Sl et S2 décroît. Dans le

spermatozoïde mûr, seules les 4 prota-
mines sont associées à l’ADN.

MATÉRIELS ET MÉTHODES

Les protéines basiques sont extraites par HCI
0,25 mol.1-1 à partir des noyaux des sperma-
tides. Les 2 protéines de transition S1 et S2
sont ensuite purifiées par chromatographie
d’échange d’ions sur carboxyméthylcellulose en
utilisant un gradient linéaire de NaCI (0,5 mol.1-1
- 1,5 mol.l-!). Les étapes de purification des
protéines sont contrôlées par électrophorèse sur
gel de polyacrylamide (Panyim et Chalkley,
1969). Les analyses d’acides aminés sont réali-
sées sur un analyseur d’acides aminés Beck-
man 119CL. Les dégradations automatiques
d’Edman des protéines SI et S2 et de leurs pep-
tides ont été effectuées en phase liquide dans
un séquenceur Beckman 890C ou en phase ga-
zeuse sur un séquenceur Applied Biosystems
470 A (Chauvière et al, 1987, 1989). Les formes
phosphorylées des protéines ont été mises en
évidence après digestion par la phosphatase al-
caline d’E coli. La détermination des résidus

phosphorylés a été réalisée par électrophorèse
sur couche mince des hydrolysats acides des
peptides de SI et 52.

RÉSULTATS ET DISCUSSION

Seules les zones testiculaires B et C de la
roussette où sont représentés tous les
stades de la spermiogenèse (Gusse et

Chevaillier, 1981) contiennent les 2 pro-
téines de transition Sl et S2. Ces 2 pro-
téines qui sont donc spécifiques des sper-
matides se sont révélées, après



purification sur caboxyméthylcellulose,
sous plusieurs formes qui correspondent à
différents degrés de phosphorylation (fig
1). Sl est abondamment phosphorylée sur
1 ou 2 résidus de sérine (3 et 55) alors que
S2 est peu phosphorylée et sur 1 seule sé-
rine. L’examen des structures primaires
des 2 protéines de transition (Chauvière et
al, 1987, 1989) montre que les 2 molé-
cules présentent les caractéristiques sui-
vantes (fig 2):
- richesse en résidus basiques (48% et
41% pour S1 et S2, respectivement);
- une asymétrie de la molécule : la moitié
N-terminale (charge nette + 26 pour S1,
+ 21 pour S2) est plus basique que la moi-
tié C-terminale (charge nette + 9 pour Sl
et + 8 pour S2) dont la composition en
acides aminés est plus diversifiée et qui
contient tous les résidus acides (2 Asp, 2
Glu) de la molécule;
- richesse en résidus hydrophobes qui
sont répartis pour la majorité d’entre eux
dans toute la molécule selon une distribu-
tion périodique tous les 4 résidus.

L’alignement des séquences de Sl et
S2 révèle une grande homologie de struc-
ture (70% d’homologie), les 2 protéines ne
différant que par un court domaine central

(résidus 31-39). Ces 2 protéines de transi-
tion appartiennent donc à la même famille
de protéines.

La conservation de la structure primaire
des histones au cours de l’évolution a pour
conséquence la conservation de la struc-
ture nucléosomique de la chromatine des
cellules somatiques. En revanche, la

grande diversité des protéines basiques
associées à l’ADN dans les cellules de la

lignée germinale mâle chez les différentes
espèces animales ou végétales entraîne
l’existence de différents modes de com-

paction de l’ADN des spermatozoïdes.
Aussi est-il intéressant de connaître, pour
pouvoir les comparer, les séquences des

différentes protéines qui s’associent à
l’ADN pendant la spermatogenèse.

Les structures primaires de SI et S2 ont
donc été comparées à celles des protéines
de transition connues chez les Mammi-

fères, en particulier à la protéine TP1 (rat:
Kistler et al, 1975; souris : Kleene et al,
1988; homme : Luerssen et al, 1988) et à
la protéine TP2 (souris : Kleene et Flynn,
1987; rat : Luerssen et al, 1989). Quelques
homologies structurales significatives ont





été trouvées entre les protéines de rous-
sette et la protéine TP1 de Mammifères.
En particulier, la présence de groupements
acides, dans des protéines d’espèces phy-
logénétiquement aussi éloignées que les
Poissons et les Mammifères, suggère que
cette région peut avoir un rôle particulière-
ment important dans les fonctions biologi-
ques de ces protéines. Aucune similitude
entre les protéines Sl et S2 de la rous-
sette et TP2 de souris et de rat n’a, en re-
vanche, été décelée. Cependant, l’en-
semble de ces protéines, dont l’apparition
est contemporaine de la réorganisation de
chromatine, doit jouer un rôle intermédiaire
important dans le phénomène de compac-
tion croissante de l’ADN au cours de la

spermiogenèse, compaction qui atteint son
maximum dans le spermatozoïde. Pendant
la spermiogenèse de la roussette, les his-
tones sont, dans un premier temps, rem-
placées par 2 protéines de transition Sl et
S2, auxquelles se substituent plus tard les
4 protamines Zi , Z2, Z3 et S4 appelées
scylliorhinines (Gusse et al, 1983). Toutes
ces protéines ont été séquencées (Chau-
vière et al, 1987, 1989; Sautière et al,
1981, 1984; Martinage et al, 1985; Che-
vaillier et al, 1987) et la comparaison de
Sl et S2 avec, d’une part, les histones et,
d’autre part, les protamines, exclut qu’elles
soient des produits d’hydrolyse des pre-
mières ou des précurseurs des secondes.

Cette particularité différencie Sl et S2
de certaines protéines de transition de la
souris (Yelick et al, 1987), de l’homme
(Sautière et al, 1988) et du rat (Tanhauser
et Hecht, 1989) puisque, au moins chez
les 2 premières espèces, les structures pri-
maires de ces protéines font penser
qu’elles seraient des proprotamines.
Celles-ci, après excision d’un télopeptide
N-terminal, deviendraient respectivement
les protamines murines (mP2) et humaines
(HP2 puis HP3). Il faut cependant noter
qu’un tel processus de maturation protéoly-
tique n’a pas encore été mis en évidence.

En conclusion, il ressort maintenant de
la comparaison de toutes les données
connues sur les protéines nucléaires spé-
cifiques des spermatides de Mammifères
et de la roussette, qu’il existe 2 groupes
distincts de protéines impliquées dans les
transitions protéiques au cours de la sper-
matogenèse. Ces 2 familles, qui peuvent
coexister chez une même espèce (Mammi-
fères) sont constituées, d’une part de pro-
téines qui sont seulement associées transi-
toirement à l’ADN pendant l’élongation des
spermatides, d’autre part de protéines cor-
respondant à des précurseurs des prota-
mines.
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