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Centre de Recherches sur les Macromol&cules, Strasbourg 

Abstract--The exact part played by histones and protamines in the activity of the 
nucleus is not determined, but the fact that these substances are always closely 
associated to the DNA shows that this part is essential. 

We tried to get an idea of the initial composition of nu~ieohistones and nucleo- 
protamines in the nuclei of erythrocytes and spermatozoa of some fishes. We there- 
fore performed a comparative analytical study of entire nuclei and of isolated 
nucleohistones and nucleoprotamines and established a balance sheet of the different 
fractions extracted from these nuclei as well as residual fractions obtained in the 
course of the preparation. We found that, in all the cases studied, all the phosphate 
groups of the DNA can be practically saturated by the basic amino acids (arginine, 
lysine, histidine) which belong to the histone or protamine associated to the DNA. 
But the respective amounts of the basic amino acids which realize this saturation 
may vary very much in the case of sperm. We found three types of sperms in this 
respect. In the first type (carp sperm) the protein is a typical histone as in somatic cells 
without any change; in a second type (pike sperm) there is a decrease of lysine which 
is exactly counterbalanced by an increase of arginine, and, in the third case (trout 
sperm) which is a typical protamine, lysine and histidine have practically dis- 
appeared and the saturation is reaiized only by arginine, the increase of which 
compensates the loss of lysine and histidins. 

It is worth noting that in our results concerning the nucleohistones the relative 
proportions of the two chief basic amino acids (three molecules arginine for six 
to seven lysine) seems to reflect the relative proportion of the two fractions which 
have been demonstrated and separated chemicahy and e~ectrophoretically in 
histones: the rich in arginine component and the rich in lysine component. 

Au COURS des vingt dernitres annees, I’idCe que I’acide dCsoxyribonucI&que 
(ADN) pourrait rep&enter le constituant chimique des genes s’est imposee 
dCfinitivement. La decouverte du phenomene de “transformation” chez les 
batteries et I’Ctude du processus d’infection par le phage, oti I’ADN apparait 
incontestableme~t comme l’uniq~e vecteur des caracteres h~r~ditaires, la reparti- 
tion quantitative de I’ADN dans les noyaux somatiques et sexuels proportionnelle- 
ment a leur nombre chromosomique ont represent6 des arguments de poids. Les 
beaux travaux de CHARGAFF, de ZAMENHOF, de WYATT et de beaucoup d’autres 
sont Venus apporter la prenve de l’existence de differents types d’acides desoxy- 
ribonucl~jques et les etudes des diagrammes de di~ra~tion des rayons X de 
ces substances ont permis d’elaborer pour la molecule d’ADN un schema struc- 
ture] tel que son fonctionnement comtne unite. autoreproductible et vecteur des 
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caractkes hCrt+ditaires apparait fort vraisemblable (DAVIDSON, 1952; VENDRELY et 
VENDRELY, 1957). 

Cependant des substances prottiques toujours de caractere basique apparaissent 
associees de facon tres Ctroite a cet acide dtsoxyribonucleique: ce sont les histones. 
Prtsentes dans tous les noyaux somatiques, constituants permanents des chromo- 
somes, en quantites toujours proportionnelles a l’ADN, ces proteines representent 
a coup sGr un Clement important des chromosomes et probablement necessaire a 

l’activite du gene. Ce n’est que dans les spermatozoSdes de certaines especes que 
l’histone n’est pas representee, elle est alors remplacee par une protamine et le 
fait de la presence de cette proteine beaucoup plus simple dans un cas oh le gene 

est inactif n’est pas, peut etre, des moins significatifs. 

Plusieurs auteurs ont envisage le role possible de ces proteines dans la duplication 

du gene (HALDANE, 1956), dans son fonctionnement (CRUFT, MAURITZEN et 
STEDMAN, 1954; DAVISON et BUTLER, 1956) dans le probleme de specificite cellulaire 

(CRUFT et al., 1954; TOENNIES et BAKAY, 1955; FELIX, 1952; DALY et al., 1950; 
HARPER et MORRIS, 1953), etc. II est bien evident que ces substances jouent un role 
important dans l’economie du noyau, mais aucune des hypotheses emises ne peut 

encore Ctre solidement Ctayte par des faits positifs. 

Depuis quelques annees now nous sommes attaches a l’etude analytique des 

nucleohistones et des nucleoprotamines, et plusieurs points ont retenu notre 
attention: (1) La determination de la composition des nucleohistones ou nucleo- 
protamines telles qu’elles se trouvent dans la noyau intact, non degradtes par 
l’isolement et la purification, et le mode de liaison entre ADN et histone ou 
protamine. (2) L’etude analytique de la transformation des nucleohistones en 

nucleoprotamines. (3) La recherche des differences chimiques pouvant exister 
entre les histones provenant d’especes animales differentes. 

LA DETERMINATION DE LA COMPOSITION DES NUCLCOHISTONES 

ET NUCL6OPROTAMINES TELLES QU’ELLES SE TROUVENT 

DANS LE NOYAU INTACT 

Ce premier point nous paraissait en effet indispensable a une etude comparative 

valable des histones et des protamines. En effet, s’il est possible de trouver dans la 
littbature un nombre considerable de donnees analytiques concernant les histones 
et les protamines, il est absolument impossible de les comparer entre elles; la 
plupart, en effet, ont ete obtenues sur des histones et des protamines isolees et 
stpartes de l’acide nucleique par un traitement a l’acide qui les a manifestement 
denaturees. C’est ainsi que KOSSEL (1928) a &part et caracterise dans le sperme 

de carpe deux types de protamines, alors que, comme nous l’avons montre 

(KNOBLOCH et al., 1958) le sperme de carpe ne contient qu’une histone typique. 
KOSSEL, en traitant la laitance de carpe par un acide, avait fractionne cette histone 
et recueilli deux fractions particulierement basiques. 

Tous les resultats anciens doivent done &tre contrbles sur des produits isoles 
par des methodes respectant le plus possible l’integrite du produit a ttudier. I1 
est ainsi preferable d’etudier le complexe entier nucleohistone ou nucleoprotamine 
plutot que la proteine seule, la separation de cette proteine entrainant une certaine 
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ddgradation de ce produit. Enfin, il importe au premier chef de savoir si la substance 
obtenue est bien identique a la nucleohistone ou a la nucleoprotamine du noyau 
intact. Pour ce faire nous avons entrepris une etude analytique comparte de 
noyaux entiers de cellules somatiques et sexuelles de plusieurs especes animales 
(noyaux d’erythrocytes de poissons et spermatozoldes des memes esp&ces) et nous 
avons etabli un bilan des differentes fractions extraites a partir des noyaux ou 
demeurtes irr situ au tours de l’extraction des nucleoproteines. Cette facon de 
proceder devait, en effet, nous permettre de deceler, s’il y avait lieu, une fraction 
labile des nucleohistones ou nucleoprotamines susceptible d’etre perdue au tours 
de la preparation et d’en apprecier l’importance par difference. On pouvait ainsi 
esperer serrer d’aussi prb que possible le probleme de la composition exacte des 
nucleoproteines du noyau entier dans leur &at natif. 

Le choix des Crythrocytes comme cellules somatiques s’imposait dans un pareil 
travail. En effet, la nucl~ohistone represente ici environ les trois-quarts ou les 
quatre-cinquitmes de la masse totale du noyau delipidt et law.5 au serum physio- 
logique; ce materiel reprtsente le cas limite d’une cellule qui ne travaille pratique- 
ment plus et dont le noyau se compose presque uniquement de la chromatine, de 
meme que les noyaux des spermatozoi’des. Nous avons utilise des erythrocytes et des 
spermatozo’ides de truite (S&o irideus) de brochet (Esox lucius) et de carpe 
(Cyprinus carpio). 

Nous avons elimine le cytoplasme des ~rythrocytes par action de la saponine 
et les t&es des spermatozo’ides furent separees par agitation dans l’eau distillee 
en presence de billes de verre. Pour I’extraction des nucltoproteines la methode 

TABLEAU 1 
(PAR NOYAU) 

Carpe 
Ikythrocyte (noyau) 
Spermatozdide 

Brochet 
Brythrocyte (noyau) 
Spermatozoide 

Truite 
Erythrocyte (noyau) 
S~~ato~~de 

6% (W (Cl / 

: Poids / 

CD> (El 

Poids set du 
noyau d&Ii- 
pide et lave 

avec une 
solution de 

ClNa 0,14 M 

ADN 

(X 10es mg) / (x 10mg mg) 

9,00 3,20 340 
4,20 

1,42 
160 I.60 063 

histone ou Poids de la 
de protamine fraction 

associee & residuelle 
I’ADN dans laissee apres 

la nucleo- extraction 
histone ou repetke du 

nucleo- noyau avec 
protamine la solution 

recueillie par / de ClNa I M 
pr~ipitation / 
(x10-* mg) j (x10-* mg) 

5910 I I,70 I,85 
2,18 / 0,85 / 0,57 

/ 

12,88 490 490 j 1,82 
5,lO 2,415 

j 
I,31 0,97 

Poids de la 
fraction 
nucleaire 

extraite avec 
la solution 

de ClNa 1 M 

.I- 
I 

( x IOes mg) 

4,38 
1,97 

2.50 
0,89 

616 
168 
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saline B force ionique PlevCe, que nous avons utiliste, convient aussi bien pour 
les noyaux d’trythrocytes que pour les spermatozoi’des. 

Nous avons tout d’abord dktermink l’importance relative et la composition du 
rCsidu obtenu aprts traitement des noyaux par le chlorure de sodium en solution 
1 M. (Tableau 1). Ce rkidu reprksente environ 15 B 20% de la masse totale du 
noyau et contient entre 4 et 6y0 de chaque acide aminC basique, arginine et lysine; 
il s’agit done bien ici de protkines banales. 

D’autre part, comme on peut le constater dans le tableau, le poids de la fraction 
nuclCoprot&que recueillie par prtkipitation est nettement infkieur au poids de la 
fraction extraite par la solution molaire de chlorure de sodium. 

Comme I’ADN du noyau est retrouvk inttgralement dans la nuclCohistone ou la 
nuclioprotamine recueillie finalement (VENDRELY et al., 1957), il faut admettre 
qu’une fraction prottique a CtC perdue au tours de la prtcipitation. 

Connaissant la composition en acides amin& basiques du noyau entier, celle du 
rCsidu et celle de la protkine basique prkcipitke et recueillie (Tableau 2), nous 

TABLEAU 2 

I 
(1) (2) ~ (3) 

Dans la nucko- 
Dans la fraction histone ou nuclto- 

Par noyau nuclkaire soluble protamine extraite 
dans du ClNa 1 M avec du ClNa 1 M, 

prCcipitCe et purifiee 
( ,: 1OW mg) 

_____ 
Histi- : Argi- Histi- Argi- 

1 (X lop9 mg)’ nine Lysine dine 1 nine Lysine dine 
~ Histi- 

nine Lysine’ dine 

Carpe 
Erythrocyte ’ 

(noyau) 
~ 3,20 0,670 1,030 0,06 

a 0,09 
0,599 0,959 0,07 ~0,459 0,527 ~ 0,078 

Spermatozolde ~ 1,60 0,309 ( 1,470 0,05 ~ 0,278 ~ 0,439 0,03 j 0,218 0,264 i 0,032 
I ii 0,os ~ h 0,04 ~ 

Brqchet I 
Erythrocyte 1,70 ~ 0,360 0,590 0,02’ 0,315 0,545 ~ 0.03 0,211 0,250 0,035 

(noyau) I a 0,03 I I zi 0,04 
Spermatozolde i 0,85 0,347 0.127 0,02’ 0,325 0,105 ’ 0,Ol 

h 0.03 
Trqite I 

Erythrocyte 4.90 1,010 1,530 0.10 0,919 
(noyau) go,15 

Spermatozoide 2,45 1,450 0,050 0,Ol 1.402 
h 0,02 

1,439 0,lO 

0,002 0,OO 

0,234 0,056 0,008 

0,662 0,745 0,123 

1,020 0,000 0,000 

- _ 

pouvons calculer la teneur en arginine et lysine de cette fraction perdue. Or, cette 
teneur se trouve Ctre fort Clevke, et, en fait, la composition de la fraction perdue 
est similaire g celle d’une histone dans le cas des krythrocytes et d’une protamine 
dans le cas des spermatozoi’des. Nous sommes done autorisks B admettre l’hypothkse 
selon laquelle une fraction soluble en chJorure de sodium 1 M et perdue au tours de 
la prkipitation pourrait Ctre constitke principalement par une fraction labile de 
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la nucleoproteine originelle, I1 est ~videmment tres important pour la validite de 
cette hypothese de retrouver et d’isoler pour l’etudier directement cette fraction 
perdue. Cette etude est en cow-s et nous avons rtussi g isoler du liquide de precipi- 
tation d’une nucleohistone une fraction prottique non dialysable, qui est incon- 
testablement du type histone. Ainsi, tout au moins dam les cas que nous avons 
envisages, la quantite totale de nucltohistone ou de nucleoprotamine du noyau 
serait representee par la fraction soluble en chlorure de sodium 1 M. On peut alors 
calculer ies teneurs en arginine, Jysine et histidine de cette nucl~o~rot~ine originelle 
(Tableau 2). 

Si ces resultats sont exprimes en molecules d’arginine de Jysine, et d’histidine pour 
100 atomes de phosphore nucl~ique (Tableau 3), on constate que tous les groupe- 

TABLEAU 3. MOLI~JLES D'ARGININE,DE LYSINE ET D'HISTIDINE POUR 

100ATOMES DE PHOSPHORE NUCLfiIQUE 

Fraction desoxyribonucleo- 
proteique originelle calculte 

du noyau d’trythrocyte et du 
sperm~tozo~de 

Argi 
nine 

Carpe 
Erythrocyte (noyau) 
S~rmatozo~de 

Brqchet 
Erythrocyte (noyau) 
SpermatozoIde 

Truite 
Erythrocyte (noyau) 
Spermatozoide 

33,2 
31,2 

33,2 
68,7 

33.9 
: 103,o 

i 

_,_ 
Histi- 1 

Lysine dine 
-1. --_~ 

642 50 
58,8 5,O 

42‘: 3 1 ;; 

/ 
63,0 
0,O 

___- 

Total 

102,4 
950 

1069 
97,4 

101,9 
103.0 

_. 

Desoxyribonucleoproteine 
isolee du m&me materiel 

~--“---~____ 
.Argi- , Histi- 
nine Lysine ~ dine Total 

-____ ____-- 

258 35.2 / 5,0 66,0 
24,5 35,4 ! 5,O i 64,9 

23,4 31,5 i 5,o : 
/ 

59,9 
496 14,I 25 662 

61,9 
14,9 

ments phosphates de I’ADN peuvent pratiquement etre satures par Ies acides 
amines basiques (arginine, lysine et histidine) qui appartiennent a la fraction 
proteique extraite par la solution 1 M de chlorure de sodium. fI est done fort 
probable que dans le noyau intact l’histone ou la protamine realise la saturation 
complete des groupements phosphates de I’ADN qui Iui est associe, alors que dans 
le complexe ADN-proteine isole, cette saturation n’est jamais complete, une 
fraction proteique &ant perdue au cows de la preparation. Cette conclusion n’est 
pas pour nous surprendre, car ii est facile de constater que plus la preparation de 
la nucleohistone ou de la nucleoprotamine est so&reuse, plus la proportion moiaire 
d’acides amines basiques en est elevee. DAVISON et BUTLER (1956) ont montrC que, 
lorsque I’on prepare la nucl~ohistone de thymus de veau avec certaines precautions, 
Ja proportion molaire des acides amines basiques est tres Clevee, ces amino-acides 
peuvent saturer 879’, du phosphore total de I’ADN. Ces auteurs admettent d’autre 
part, qu’une fraction riche en lysine de I’histone tend g s’en &parer et est perdue 
au cows de la preparation. 
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Dans le domaine des nucltoprotamines, FELIX (1952) a montrC que, si l’on 
dissout dans le chlorure de sodium molaire des t&es de spermatozoi‘des de truite, on 
obtient un gel de nuclCoprotamine dans lequel les groupements phosphates de 
l’acide nuclCique sont totalement saturts par I’arginine. 

Cette saturation des groupements phosphates semble done bien Ctre rCalisCe dans 
les noyaux que nous avons ttudiCs et qui sont des noyaux de cellules au repos 
mitabolique. En serait-il de mCme dans des noyaux de cellules trts actives, cellules 
de foie par exemple? 11 n’est pas possible de repondre B cette question pour 

l’instant: en effet, dans de tels noyaux, la proportion de prot&ne non histone est 
telle que le bilan que nous avons Ctabli sur les noyaux d’Crythrocytes ne saurait 
&tre rCalisC de faGon correcte. 11 serait cependant important de prCciser ce point: 
la composition in situ de la nucltohistone de noyaux de cellules hautement 
mt%aboliques pourrait, en effet, donner d’utiles indications sur le r61e de I’histone 
dans I’activitC du g&e. 

BTUDE DE LA TRANSFORMATION DES NUCLGOHISTONES 
EN NUCLeOPROTAMINES 

Les rCsultats des Tableaux 2 et 3, en donnant une idCe de la composition des 
nucl6oprotamines et nucl6ohistones in situ reprisentent tgalement un apport au 
deuxikme probleme que nous avons dCfini au dtbut de cet exposk, a savoir celui 
de la transformation des nuclCohistones en nucltoprotamines. En effet, si, dans 

tous les cas, qu’il s’agisse d’un noyau somatique B nuclCohistone ou d’un spermato- 
zoi’de contenant une nuclCohistone (spermatozoi’de de carpe) une nuclCoprotamine 

simple comme chez la truite ou une nucltoprotamine plus complexe comme chez 
le brochet, la saturation des groupements phosphates de I’ADN est r6alisCe par 
les acides amin& basiques de la prot&ne, les teneurs respectives de ces divers acides 
amints basiques peuvent varier dans de larges proportions. Au tours de la forma- 
tion du sperme, lorsque la proportion molaire de lysine diminue dans la nuclCo- 
protamine, la proportion molaire d’arginine augmente dans les mtmes proportions 
compensant t&s exactement la perte de lysine (cas du brochet). Le cas extr@me 
de ce processus est reprCsentC par la nucl6oprotamine du sperme de truite dans 
laquelle la lysine et l’histidine ont totalement disparu et sont remplactes par 
l’arginine qui rCalise g elle seule la saturation totale des groupements phosphates. 

11 est peut-&tre utile de remarquer ici que, selon nos rtsultats, les proportions 
relatives des deux principaux acides amints basiques, arginine, lysine, dans les 
histones sont les suivantes: trois moltcules d’arginine pour six B sept de lysine. 
Cette proportion semble refl&er assez fidklement les proportions relatives des deux 
fractions qui ont ttC dimontrtes et sCparCes chimiquement et par Clectrophorbe 
(DAVISON et al., 1954; DAVISON et BUTLER, 1954; DALY et MIRSKY, 1955; GRECOIRE 
et LIMOZIN, 1954; CRAMPTON et a/., 1955; STEDMAN et STEDMAN, 1951) dans les 
histones, la fraction riche en arginine et la fraction riche en lysine. Dans la nuclCo- 
protamine de sperme de brochet qui semble reprtsenter une Ctape intermidiaire 
entre la nuclCohistone et la nuclCoprotamine typique, nous avons au contraire 
sept molecules d’arginine pour trois de lysine, ces don&es sembleraient indiquer 
un renversement de l’importance relative des deux fractions, le composant riche en 
arginine serait ici le plus important. Un fractionnement de la nucl6oprotamine de 
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sperme de brochet donnerait probablement des indications suppl~mentaires sur 
le comportement des deux fractions de l’histone au tours de la transformation de 
l’histone en protamine. 

HISTONES ET PROTAMINES PROVENANT D’ESPFCES 
ANIMALES DIFFFRENTES 

Le troisieme aspect de notre etude concernait la comparaison d’histones et de 
protamines de provenances trits diverses. Dam une serie de travaux anttrieurs 
(VENDRELY, 19.57; VENDRELY ef al., 1958) portant sur un grand nombre de nucleo- 
histones isolees, nous avons constate une homogentite trb frappante de composi- 
tion entre des produits provenant d’especes tres diverses. Les rtsultats plus r&cents 
et plus p&is que nous venons de rapporter concernant les noyaux entiers viennent 
confirmer cette notion; done, dans les cas ttudies ici, tout au moins, la composition 
de la nucleohistone des noyaux est sensiblement la m&me chez la carpe, la truite et 
le brochet comme le faisait soupc;onner l’etude des produits isoles. I1 est vrai- 
semblable qu’il en serait de m&me chez les autres espbces animales. 

Si des differences existent entre ces histones, elles ne doivent pas Ctre decelables 
par les moyens analytiques dont nous disposons. Si ces differences sont le reflet 
des differences presentees par 1’ADN en ce qui concerne la sequence des bases 
puriques et pyrimidiques, il n’est pas suprenant qu’elles n’apparaissent pas dans 
nos resultats. En effet, d’apres les analyses effectuees par CHARGAFF (1955) et ses 

collaborateurs les proportions d’adenine, de guanine, de cytosine et de thymine 
dans Jes ADN d’animaux supbieurs ne different pas de faGon t&s marquee. Ce 
n’est que dans le monde des micro-organismes qu’apparaissent des types d’ADN, 
chez qui ces proportions s’tcartent nettement du type general. C’est done vers les 
nucleoprottines bacteriennes que doivent se porter nos investigations. Un premier 
progrts dans ce sens a Ctt realise dans notre laboratoire ou Madame PALMADE 

(PALMADE et al., 19%) a reussi, en effet, B isoler en petite quantite, a partir de 
protoplastes de colibacilles, une nucleohistone un peu particuliere. Jusqu’alors, 
l’existence de nucleohistone chez les bacttries n’avait pas et6 demontree de faGon 
certaine et certains auteurs, encore tout recemment (WILKINS et ZUBAY, 1959; 

ZUBAY et WATKINS, 1959) affirment mCme l’absence de nucleohistone prtcisement 
chez le colibaciile. Leur methode de preparation portant sur les germes normaux, 
pourvus de leur enveloppe complete est n~cessairement plus longue et laborieuse 
que la n6tre et peut laisser aux enzymes bacteriens le temps de se manifester. 
L’extraction a partir de protoplastes plus permeables et proportionnellement plus 
riches en nucleohistone permet une obtention plus sure et plus rapide d’un complexe 
nucleoproteique et c’est probablement ce qui explique la divergence actuelle des 
rtsultats. 

Quoiqu’il en soit, l’analyse precise des nucleohistones bacttriennes aura un inter&t 
considerable car elle permettra de savoir si a des ADN de compositions differentes 
correspondent des histones differentes. 

En ce qui concerne les nucleoproteines du sperme, l’etude analytique comparee 
de ces produits chez differentes espkces animales presente Cgalement un certain 
inter&t. Nous avons mis en evidence trois types de nucl~oprot~ine dans le sperme 
des espkes que nous avons ttudiees, mais il serait int~ressant d’etendre ces 
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investigations B un plus grand nombre d’espkces pour savoir si la frkquence de 
ces types dans tel ou tel groupe animal peut Ctre mise en rapport avec la 
classification zoologique. 

Au tours de cet exposC nous avons pu apporter quelques notions nouvelles sur 
la composition des nuclCohistones et nucl6oprotamines. Ces notions bien loin de 
ksoudre les problkmes que nous nous &ions propok nous ont cependant permis 
de les mieux poser et d’Ctablir de nouvelles possibilitk de recherches. Puisse notre 
modeste apport contribuer au progrks des connaissances sur ces substances nobles 
que sont les nuclkohistones et nuclCoprotamines. 

Nous avons essay6 de dkterminer la composition de nuclkoprotamines et de 
nuclkohistones telles qu’elles doivent se trouver dans le noyau cellulaire, les histones 
et les protamines isolkes Ctant le plus souvent manifestement dkgradies. Nous avons 
done proctdC a une Ctude analytique comparative de noyaux entiers d’une part et 
de nucl6ohistones et nucleoprotamines isolkes d’autre part, en itablissant un bilan 
de toutes les fractions extraites des noyaux au tours de la priparation ainsi que des 
fractions rtsiduelles. Nous avons alors constat que tousles groupements phosphates 
de I’ADN peuvent @tre saturis par les acides aminks basiques (arginine, lysine et 
histidine) de la protamine ou de l’histone qui lui est associke, la proportion relalive 

de ces trois acides aminks pouvant varier de faGon considkrable dans les diffkrents 
types de sperme: le type carpe contient une histone typique, le type brochet a une 
proportion de lysine fortement diminuie, alors que la proportion d’arginine a 

augment&, compensant exactement la perte de lysine; enfin le type truite contient 
une nuckoprotamine parfaite ne contenant plus de lysine et d’histidine, la satura- 
tion des groupements phosphates Ctant rCalisCe uniquement par l’arginine dont 
l’augmentation compense la perte de lysine et d’arginine. 
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DISCUSSION 

J. DAN~EL~I : 
(1) Are erythrocytes, which are highly specialized cells of limited metabolism, an 

adequate basis for comparison with sperm? 
(2) Is it known whether, in sperm in which histone is not replaced by protamine, 

there is nevertheless a replacement of one histone by another, with, e.g.* a different 

sequence of basic amino acids? 
(3) Is it correct to speak of transformation of histone into protamine, or should 

one speak of replacement? 

R. VENDRELY: 

(1) Les trythrocytes nous ont pat-u Ctre un materiel tres valable parce que suscep- 
tibles de nous fournir d’une part des noyaux tres pm-s sans avoir recours a des 
methodes chimiques nocives et d’autre part des nucl~ohisto~~s aussi peu dCgradtes 
que possible puisqu’une simple dissolution en milieu ClNa 1 M est susceptible de 
nous les fournir. Nous soulignons dans notre communication beaucoup d’autres 
raisons qui ont guide notre ehoix, tout en pr&sant par ailleurs I’indret que pourrait 
presenter I’Ctude d’autres types celiulaires pr~sentant une activite m~tabolique 

accentuee. Nous esperons que nos reeherches evolueront favorablement dans ce 
sens. 

(2) Les don&es de la litterature n’apportent pas de rCponse a la question du 
Professcur Danielli; cependant, l’histone que nous avons isolee du sperme de 
carpe ne semble aucunement diffdrer de l’histone provenant des trythrocytes, de 
telle sorte que rien n’indique l’idee d’un rempIacement_ 

(3) Nos resultats semblent suggerer un processus de transformation qui serait 
pIus ou moins total (voir les trois cas choisis), mais n’excluent pas la possibilite 
d’un remplacement. Une experience bien menee avec des isotopes pourrait peut 
Etre permettre de choisir entre ces deux possibilitCs. 

P. MANDEL: II me parait difficile d’admettre fa transformation dune proteine 
contenant de I’arginine et de lysine en molCcule ne contenant que de l’arginine. 
11 me semble plus conforme de considerer qu’une molecule disparait et qu’une 
autre est form&e. 

R. VENDRELY: La question du Dr. MANDEL est identique a la question (3) que 
nous a posee le Prof. DANIELLI. Nous lui fournirons done la m&me rtponse. 

W. PLAUT: 

(1) Did I understand you correctly in assumjng that you now have evidence 
which indicates the presence of proper histones in bacteria1 cells? 

(2) Is there any information on the nucleoprotein composition of the egg? 
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R. VENDRELY: 

(1) Ma collaboratrice, Madame PALMADE, a pu isoler, a partir de protoplastes 
de colibaciiles, une fraction prtsentant les caractbes generaux d’une nucleo- 
histone (voir reference dans notre communication). Malheureusement, une 
analyse complete du produit n’a pu &tre encore effectute. 

(2) 11 n’existe pas dans la litterature, a notre connaissance, d’informations 
concernant la composition chimique de la nucleoproteine de l’oeuf. L’abondance 
du vitellus est toujours un obstacle grave B toute Ctude chimique valable. 

R. THOMAS: Certaines proprietes physiques, CtudiCes notamment par MM. 
LUZZATTI et WILKI~, permettent de differencier les nucI~oprotamines des nucleo- 
histones. Quelle est, du point de vue de ces proprietes, la situation des nucleo- 
prottines presentes dans le sperme de certains poissons et dont la composition 
chimique n’est pas typique d’une nucleoprotamine. 

R. VENDRELY: Le Dr. WILKINS n’a pas encore aborde ce probleme. Quant au 
Dr. LUZZATTI, notre colltgue de Centre de Recherches sur les Macromolecules de 
Strasbourg, ce dernier n’a pu par la methode qui lui est propre (etude aux petits 
angles) faire de distinction entre la nucltoprotamine de brochet et celle de truite. 
Resultat un peu decevant quant a la sensibilite de cette technique nouvelle. 

A. DELAUNEY: Nous avons vu, au laboratoire, que des solutions de polypeptides 
basiques (polypeptides extraits du thymus de veau par des methodes classiques ou 
des techniques nouvelles mises au point par nous-memes) ont le pouvoir d’agglu- 
tiner trb nettement des noyaux isoles d’hematies de poulet. Nous avons vu aussi 
que leur action est non moins nette sur des batteries vivantes ou t&es, Gram-+- 
ou Gram-. Ce qu’on note alors, c’est une modification profonde du comporte- 
ment des germes. En presence des polypeptides, ceux-ci s’agglutinent, ne se multi- 
plient plus dans le milieu de culture et leur metabolisme respiratoire devient nul. 
Une fois trait& par les memes corps, ils deviennent particulierement sensibles 
(la phagocytose). 11 est evident que tous ces phtnomenes-ceux observes avec les 
noyaux aussi bien que ceux rencontres avec les germes-relevent d’une combinaison 
chimique entre polypeptides et corps figures. Mais de quelle nature? Sans doute, 
les biochimistes-et en particulier, le Dr. VENDRELY--pourraient donner ici une 
reponse satisfaisante. 

R. VENDRELY: Je ne puis fournir de reponse immediate 5 la question posee par 
le Dr. DELAUNAY. J’avoue etre davantage interesse par cet effet toxique si marque 
sur les germes, presente par Ies solutions de polypeptjdes basiques. Une etude en 
fonction des concentrations a-t-elle CtC poursuivie? 

J. BRACHET: A-t-on jamais essay6 de suivre le sort de la protamine (au moyen des 
reactions cytochimiques de l’arginine, par exemple apres la penetration du sperma- 
tozoi’de dans l’oeuf? 

R. VENDRELY: Nous ne connaissons pas de travaux concernant la question 
qui nous est posee. Nous saisissons parfaitement l’interet d’un tel probleme, mais 
en tant que biochimistes, nous ne possedons pas de moyens pour le resoudre. 
Nous estimons que des don&es valables sur cette question pourront etre fournies 
par l’emploi de methodes cytochimiques bien adaptees. 


