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FRACTIONNEMENT DES HISTONES -------------------------------------
A=ll L j f "-'r He. : 

FRACTIONNEMENT PAR EXTRACTION DIFFERENTIELLE --------------------------------------------
Les méthodes les plus classiques de préparation de l'histone, 

que l que soit le matériel de d épart (chromatine brute, noyaux isolés, 

nucléohistone), consistent e n une extraction à b a sse t empéra ture, par 

un acide dilué: HCl ou H2s o
4

• 

Quelques auteurs ont recherché à quelles conditions l' e xtraction 

acide de l'histone était quantitativement réalisée . BUTLER et al.(I954 ) 

signalent d é jà qu'en pré sen ce d' un acide très dilué (H2 s o
4 

Q,IN) s eule 

une fraction de l'histone totale est extra ite et qu'alo r s , il e st 

n écessaire d' employ er H
2
so4 0,25N ou même 0,5N et d'opérer des e x t ractions 

r épét ées p our obtenir la totalité d e l' h i s t on e . 

La p l u p a rt d e s trav aux constat ent ainsi que l e s diff é r ent e s 

fr~ctions d e l' h i ston e n ' on t p as l a même affin ité p our l ' ADN. On p ense 

don c que d ans l a DNP n a t i v e , c e rta i ne s f r a ction s sont liées moins fo r t e ­

ment que d ' aut res à l' ADN: l a f raction t r è s r i che en l y s i n e (ly s . /arg ) I o ) 

serait a i n s i l a plus facile à extra ire à par tir de l a DNP . 

Les t e n t ati ve s d ' extra ction s é l e ctive de s d iffér e n t es fractio~s 

d ' h i s t ones on t pu ê tre e ffectuées e n f a i s ant appe l à deux types d e p r in­

cipes : 

- Les uns on t p r éfé r é t ravaille r en milie u a cide ma i s e n j ou a.nt s oit 

s ur l a nature d e l' a cide , s oit s ur l a conc entra tion ou l e pH . Dans c e 

d e rnier cas , on a t raité par all è l ement différ ent s é chantillons à d e s pH 

d i f f érent s ou bien un m~me é chant i l lon , s ucces s i v e ment à des pH d écro i s ­

s ant s . 

- D ' autre s ont u t i lis é l a p rop r i é t é de dissoci~tioh des DNP e n milie u 

salin et ont ess ayé d ' e xtraire diff érent e s f r acti on s d ' h i s t ones e n 

e s p érant une dissoc iation p rog ress ive tout en demeurant à pH n e u t r e . 

Ces p roc éd é s présent ent s ur l es mé t hod e s u t ilis ant l e s a c ides, l' avantage 

de ne pas d égr ader la DNP r ésiduelle et de p ennet tre par exempl e , d es 

trava ux r e ctfochant s a capac i t é à servir de "templ e.te " p our l a synt hèse 

de l'ARN ( GEORGIEV , AtJAl~ IEVA ~t~OZLOV I966 ) ou d es étud es d e confo rma tion 

mo l é culaire . 



Dans tous les cas, l e f ractionnement est donc d é terminé à la 

fois par la force des l iaisons e n tre les différentes histones et l ' ADN , 

l 

et par les propriétés de solubilité des histones dissociées d ans le solvant 

d' extraction. 

Le matériel de d épart pou r l ' extraction sélec tiveK des hist ones 

peut ~tre soit l a n ucléohistone purifiée, soit des préparations de n oyaux 

isolés ou de chromatine, soit simplement, le tissu lavé plusieurs fois 

par une sol ution sali ne O,I4M et parfois par l ' é thanol . (Voir chàp1tre 

sur l ' e xtraction des histones totales ). 

Lorsque le tissu étudié pré sent e une grande richesse en cons­

ti t uants nucléaires - c'est le cas du thymus de veau - i l est i n ut i le 

d'is oler la DNP ; l es auteurs travaillent généralement sur le tissu, après 

quel ques lavages par NaCl O,I4M . Il arrive cependant , que des fractions 

protéiques "n on-histones" sg~, obtenues à partir d'un tel matériel brut. 

c'est ce que constate JOHN'S (I960) dans des extraits é thanol-HCl, ain si 

que MURRAY ( I 966 ) dans les extraits acide s de pH(à4. 

Par con tre, lorsque le matériel e s t plus pauvre en DNP ou, para1:­

l è lement riche en protéines cytop lasmiques , protéines de rés erves ou 

impure tés diverses, il est néce s saire de travail ler s u r des préparations 

puri~iées de n oyaux , de chromatine ou de DNP . C'est le cas, généralement, 

des tiss us végé taux. 

L'e.ve.a.tag& da ce procé d é vient è Ja fois de 1a dissociAtion 

Ge l ' h ist-One/ADN e t des s ol Ybilités différentes des quelques sels d 1 hiotones 

d ans 1'~1.-s:t l'acQ+one. 

I Free~ioll?lement e n milieu aeide: ------------------------------
aj Par oon eon tPo.tion s aPoissantQ~ d ' ~c)de è p~rtlr des Dl\œ (iso1ées 

OQ noB)è. 1 1 éta:t f>Péai~ii;é: c.t, .A 
ContTa:l:remem-à-J:JAkf~:r96+~~-v a:i:t; 
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a) ~~=-=~~=~~~=~~~~~~-=~!~~~~~~-~~~=~~=-l~2!_~~-~2so4), ~-R~~~~~-~~ 
la DNP isolée ou non, à l'état solide: -------------------------------------

contrairement à LAURENCE (I963) qui ne trouve pas de différences 

qualitatives e n tre d es extraits successifs par HCl 0,25 N, VENDRELY 

(I966) constate que l'emploi d'une plus faible concentration d'acide 

( HCl O,I N) en p remie r lieu, opère une extraction fractionnée. Il le 

montre à l'a.ide d'électrophorèse en gel d'amidon à p H 2,2 et 6,86 

mais constate que si la fraction FI (riche e n lysine) peut être totale­

ment obtenue par HCl O,I N, d'autre s fractions sont déj à extraites 

partiell ement à cette concentration. Donc, si HCl O,I N extrait 

totalement F
1

, il n'y a c ependant pas extraction sélective de cette 

fraction. 

Le rendement des extractions successives , pour les histones 

de thymus de veau, est le s uive.nt, d'après VENDRELY (I966 ): 

concentrations acides % d 1 h istone Composition probable 
success ives recueillie de l' extrait 

O,I N 65,5% FI + F2 + F3 
0,25 N 22,3% F2 + F3 

0,5 N I2,2% F3 

RASMUSSEN et coll . (I962 ) obtiennent également deux fractions 

diffé rentes d'histones e n extrayent success ivement la DNP par H
2

so
4 

à pH I,5 (fraction A:60%) puis. p H 0,7 (fraction B:40%). En particu­

lie r, l'histone B ne contieruh pas les composants du g roupe chromat o­

graphique I (riches en lys ine) tendis que l'histone A possè de des 

fractions I, II et III-IV. 

L ' e.:uantage de ce syst ème est d e p ouvoir, à partir d'un maté­

riel brut, obtenir une histone A peu contaminée e t aisément fraction­

nable car isolée à un p H peu acid e , t endis que la fraction B ( ou bie n 

l'histone totale obtenue par une seule extraction à pH 0, 7) s ' avère 

très contaminée et difficil e à chromatog r aphier. 



L'auteur préfère donc ici à une histone totale mais contaminée, 

une préparation A non totale mais qui contient néanmoins (dans des 

proportions sans doute différentes) tous les composants de l'histone 

totale, ce qui permet l'isolement à l'état pur de chacun d'eux. 

b) ~~!-~~~!~~~-~-!~~!~~-d' H2so4 , ~-~~!!~!~~!~-E~L-~~~~-~~~E~~~~~~ 
~S~~~~~-~~-~~~~-~~-!~~~-l!~!~-E~!-~~2!_QL!1-~l 

MURRAY (I966, I969) étudie ainsi l'influen ce du pH sur 

l'extraction des histones de thymus. Les suspensions a.~enées à des 

pH compris entre 4 et 0,5 libèrent chacune des histones plus ou moins 

complètes qui sont étudiées ensuite par chromatographie (Amberlite 

IRC 50) ou électrophorèse en gel d'amidon. L'auteur opère aussi par­

fois des extractions successives en abaissant progressivement le pH 

d'un m@me échantillon. 

Il est constaté que les fractions correspondant aux pics 

Ia et Ib de chromatographie (c.a.d. les fractions riches en lysine) 

sont enlevées les premières e n tre pH 2,6 et pH I,75, aucune histone 

n'étant extraite à pH> 2, 6. 

Lee autres fraction~ sont extraites à des pH inférieure, 

mais non de façon sélective: en effet, à partir de pH I,6, les fractiont 

IIb, III et IV (lye/arg = respectivement r,7; 0,7 et 0,7) sont extraite1 

simultanément. 

une fraction appelée rra* (lys/arg = 0,9) n'est obtenue 

qu'au dessous de pH r,2 et l'extraction de l'histone n'es t complète 

qu'à pH 0,7 ou 0,6. 

cela confirme dans une certaine mesure les travamx èe 

Satake et coll. (I960) et de Bijvoet (r957) qui coBstate l'extraction 

quasi quantitative des histones riches en lysine à pH I,5, mais dans 

un état légèrement contaminé par d'autres fractions. 

MURRAY (I968), travaillant sur les histones d'érythrocytes 

de poulet arrive à des considérations analogues sur ce tissu, mais 

obtient un fractionnement plus s atisfaisant qu'avec l'hietone de * 
thymus • L'auteur constate ainsi que l'extraction des histones ne 

commen ce qu'à pH 2,8 et est totale à PH I,02. Le choix judicieux des 

pH d'extraction perihet e n outre d'isoler à l' état pur un• fraction 

qui est justement l'histone spécifique des érythrocytes aviaires. De 

plus, les fractions III et IV considérées auparavant comme absentes 
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des érythrocytes de poulet sont trauvées dans les extraits à pH I,02. 

JOHNSON et coll. (I964) observent également qu'à partir 

d'une suspension de noyaux de thymus, un acide fort p eut extraire 

l 1histone totale, mais dans un état peu prop ice à un fractionnement 

sur Séphadex à cause~ de la prédominance des g rosses molécules qui 

masquent totalement les autres. Il semble donc préférable d'effectuœT 

a~ moins deux extraits successifs (pH I,8 puis pH I,35 par ex.) pour 

déceler toutes les fractions d'histone. Les auteurs ne s i gnalent 

cependant pas si les poids moléculaires élevés trouvés, par tamisage 

moléculaire, dans les extraits d'acides forts correspondent à des 

histones natives ou si ce sont des artêfacts crées par l' agrégation 

de fractions histones à pH très acide. 

Chez les tissus v égétaux, le seul exemple de fractionnement 

acide est, à notre connaissan~, pratiqué par DICK (I968) à partir 

de noyaux de racines de Vici,rt'aba, selon la méthode de MURRAY (I965, 

I966). Les résultat s con firment ceux obtenus par Murray chez l e thymus: 

aucune histone n'est extraite à pH 2,8 et, à l'exception~ des fraction1 

richese4,iysine obtenues à pH I,8, le procédé ne pe:nnet pas l'isolement 

sélectif d'autres fractions de l'his~one. L'auteur souligne cependant 
\.(~ 

l'utilité de cette méthode pour achever un premier fractionnement 

grossier ou pour pennettre des comparaisons entre extractions biochi­

miques et cytochimiques. 

~ La frac tion I Ia a é té identifiée par l a s uite à un a g régat de IIb, 

III et IV. Ce n'est donc pas une vraie fraction. 

c) ~~!_!~~~E~~!-~~~~!~~~-~~~~~~-g~~-~Q~-~~ H2so4 
j 

D~s I954, Davison et Butler ont extrait de la DNP de 

thymus une histone très riche en lys ine à l'aide d'acide citrique 0,2N 

tandis que Daly et Mirsky I955 employaient l'acide citrique 0,05 M 

en présence de NaCl 0, 5 M. 

Plus tard, l'acide p ~rchlorique 5% a é t é proposé par 

Jo~et Butler (I962 ) et Butler (I964 ) pour extraire aussi la fraction 

riche en lysine. C'est la première méthode connue d'extraction quanti­

tative d'une fracti0n de l'histone sans isolement préalable de 1'his­

tone totale. 

nes observations semblables ont été faites par Bigwood 
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( I959) et plus tard DE NOOT.î et WestembJ;"ink ( I962) qui pré conisent 

l'acide trichJ.oracétique 5% pour extraire les m@mes histones riches 

en lysine d~ thymus de veau. 

L'acide perchlorique 5% ou l'acide trichloracétique 5% 

' 

sont utilisés indifféremment par CHAMPAGNE et MAZEN (I968) pour 

extra.ire aussi l'histone FI à p artir de nucléoproté i n e d' é ryth rocytes 

de poulet. 

De l'emploi des différents acides signaJ.és pour ten t e r 

d'extraire sélectivement les histones, nous pouvons déjà déduire les 

considérations suivantes: 

t) L'ais ance constatée à extraire les histon es est inverse­

ment p roportionnelle au n ombre d e liais on s ioniques à d éfaire. 

2) La comp l exité des extraits d'histones est proportionnelle 

à la concen tration de l'acide utilisé. 

3) Seules les f ractions riches e n lysine FI (ouI ou Ia + Ib) 

p euven t ~tre d é taché es de l a DNP s ans extraire notablemen t les autres 

fractions. Plus ieurs moyens exis tent pour c e la: par e x emple: extrac­

tion p ar HCl04 5%, cc13coOH 5%, acide citrique et HC1 ou H
2

so
4 

en tre 

pH 2,7 et pH r, 5 . 

4) Tous l e s auteurs mnt cons taté l'impossibilité d'ex traire 

s él e ctiveme n t les f r a ctions a u tres que F I , par l' emploi d ' a cides 

seuls, c e qui a conduit l' équipe de J ohns à conjuguer à l' a ction de 

HCl, c elle de l' é t hanol. 

d ) Ex tra ction sél e ctive par l' é t hanol-HCl. --------------------------------------
Dès I 960 , J ohns e t coll . é tudient l'influenc e s ur l'ex t rac­

tion des différ e ntes fracti ons de l' h istone de thymus, d e plus i e u r s 

concen t r ations e n é t han ol (de O à 98%) d ans u n mél ange a v e c HCl, à 

con c entrat ion const ant e (0,25 ~ ) de ce dernier. 

Les aut eurs constatent qu e s i pour 0% d' é t hanol on obtient 

bien une h i stone t otale et s i pou r I O% d ' é t hanol , on o b tient e n core 

une his t one compl e x e a v e c prédomin ance des f r a ctions riches e n l ysine 

par contre pour 70-8 0% d' é t hanol (dans HCl 0 , 25 N) on s olubilise 

e ssentiellemen t des fra c t i ons r i ches e n argini ne. 

Une dia.l.y se con tre l ' é t h anol de l ' extrait obten u permet d e 

recueillir un pré cipité particulièremen~ r i che en a r gin i n e e t 



' l_ 

pratiquement identique (pour ses A. A. t e nnin aux) à l'his tone F
3 

obtenue p ar chromatmgraphie s ur· CMC , avec lys/arg = 0,78 . Ces compo­

sants F
3 

r eprésentent e nviron 24% d e l'histone totale. La fra ction 

res tant s oluble dans l' éthanol p ossède par c ontre un r apport lys / a r g 

de I,I. Elle est nette ment plus con taminée que l e précip ité F
3

, l a 

dialyse contre l' é thanol ayant également ten u lie u de purifi~ation 

pour F
3

• Cependant, dans un travail ult é rieur, Johns et Butle r (I962), 

utilisent l e m~me prodédé d' e xtraction par é t h an ol-HCl I,25 N (80:20 ) 

rapportent l'analys e du s urnageant apr ès d ialyse con t re l'éthanol et 

l' assimilen t à une subfra ction de F 2 (F2 obtenue par CMC) d ésigné e 

F
2
(a). 

Ce p roc éd é d' e x t raction par é t ha.nol-HCl et dialys e contre 

éthanol a b s olu sera ensuite trè s couramment utilisé pour p r épare r 

l e s f raction s F2( a ) et F 3 de thymus : J ohns (I964 , I 967, I 968 ), Phillips 

et Johns (I965 ), Hnilica e t coll. (I963, I 965). 

J ohns e t Butler (I963) c omplè t ent ce p r emie r p rocéd é e n 

l e f aisant s uivre d' une e xtr action par é t h anol IO% d ans HCl 0 ,25 N, 

qui p .. rme t alors d'obtenir s i multanémen t l es fra ction s r ésiduelles 

FI e t F2 (b) séparable s à l eur t our par ch œoma tog r aphie (CMC) ou p&r 

p r écip ita tion s é l ect i v e à l' ac é t one . 

Phillips ( I96 3 ) utilise a u con t raire un extra it dire ct p a r 

é t h anol IO%- HC1 0 , 25N, qu 'il c h romatog raph i e ensuite par CMC p our 

i ~oler FI' t e chn ique qu 'il c ompar e à l' extraction direc t e par HClo
4 

5%. 

Une derni è r e p ossi b ilité à signale r est l' emploi de l' 

êth ano l a b s olu pou r e x t raire F
2

( a ) + F
3 

a u ssi tôt a p rès s olubilis ation 

d i r e c te de FI par HCl o
4 

5% ( J ohns , I 964 ). C ' e st d on c ici en fai t, 

l e mél ange éthanol-HCl o
4 

(HClo
4 

p roven ant d u résidu non ; é l :Vé) qui 

c onditionne l' extract i on d e F
2

( a ) + F
3 

à l'image du mél ange é thanol­

- He l pré c édemme n t u t i li s é . 

En c on j u gue.nt t out e s ces p rop rié t és d ' extrac t ion s é l e c t ive• 

des mélanges é t h anol-HCl et d e l' acide p erchl o rique avec d e s p ropri é t és 

d e p r éci oita tion sél e ctive ou parfo i s l a chroma.to g raphi w, Johns et 

s on équ i pe me ttent a u poin t p lus i eurs protocoles de f facti on neme n t d e 

l'histone d e t hymus e n ses 4 pri n cipaux constituant s : FI' F
2

( a ) , 

' F 2 ( b ) e t F 3 (voir p lus loin ) . 

De n ombreux trav a u x ont par la s uite appl iqué ces s chémas 

de frac tionnemen t à d ' autres tiss u s: c'es t l e cas de ceu x d e l' é quipe 
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HNILICA (H NILIC~ ETcoll, !962, ! 963, !964, ! 965, !966) pour les 

histones de foie, rate et thymus de rat, d'érythrocytes de poulet 

et de diverses tumeurs. Citons également les travaux de MAZEN et 

CHAMPAGNE~( ) et CHAMPAGNE et MAZEN ( ) chez les érythrocytes 

de poulet, ceux d e P I ER3i et coll (!968 ) chez Tetrahym~na p~riformis. 

Il convient c ependant d e souligner que l'application directe 

de la méthode d e Johns (!964) établie chez le thymus peut con duire 

à des déboires chez certains tissus, en particulier las tissus végé­

taux, dont les histones ont une con stitution parfois diff érente•. 

S 'il est indéniable que les protocoles de Johns présent~nt l' énorme 

avantage de fpurnir des fractions d'histones en quantités importantes 

ils ne permettent pas toujours, pour certains tissus, de donner un 

fractionnement aussi net qu'on le souhaiterait, entre les différents 

composants de l'histone. 

Ainsi, m@me chez l e thymus de veau lui~m@me, l es fra ctions 

F 2 (a) et F 2 (b) préparées selon Johns ont ét é trouvées hét érogènes~, 

par Murray (I965). De m@me, Mindley (I964•) a démontré p ar él e ctro­

phorèse acrylamide que ces fractions F2 (a) et F
2

(b) df"étaient mutuel­

lement contaminées à un deg ré élev é . 

Il semblera it donc que les f ractionnements préparatifs 

fondés entre autres sur l'extraction sél ective ne condui se.nt pas 

toujours aux r é sultats que l'on s ouhaiterait, au moins pour certains 

tissu s . Leur application devrait donc toujours @tre con tr8lée parallè­

l ement à l'aide d'un fractionn~ent analytiqu e comme l' é l e ctrophorèse 

acrylamide afin de vérifier l'absence de contamination dans c h acune 

des fractions. 

Cependant, lorsque les fractionnements obtenus ne s ont pas 

ab~olus, c e qui est itr équ ent lorsqu'on transpo se une t e chn ique mise 

au p oint chez u n autre tiss u, certaines t endances r e l a tives aux 

propriétés de s olubilité des frac t i on s peuv ent être dégagées : en 

effet, l es mêmes solvants ont des chances d'extraire •, parmi des 

histones de cons titution ~ifférentes , des fractions don t l a c omposi­

tion e n acid es aminée s era du m~me type. 

Ainsi, si la ten eur e n acides ami nés aromatiques est à l' 

origine de la solubi~lité dans l ' é t hanol de F
2

a d e thymus , il est 

vra i semblable que l es fra ctions obtenue s chez l ' hi s t on e de germe J.. ~ 
par l e s s olvants de F 2a présenteron t a u ssi une certai ne richesse en 



A.A.aromatiques, m~me si c es p rotéin es s on t é l e ctrophorétiquement 

distinctes. 

Chez les vég é taux, Spelsperg et Sarkissian (I868 ) utilisent 

ainsi s implement une extra ction par éthanol-Hel , pmis une extraction 

HCl 0,25N p our i s oler r espectivement ce qu'ils pensen t être les frac­

tions riches e n arg i n i n e et riches e n l ysine. Ces auteurs extrapolftllt , 
donc à leur tissu v égétal (axe hypocot y l e de haricot e n germination) 

une prop rmété établie seulement chez le thymus et apparemment sans 

fourmir d'analyses d'A.A., ils concluen t à l'aba i ssement du taux 

arginine/lysine des histones au cours de la germination. 
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II Fractionnement en milieu n eutre -------------------------------
Des donn é es analytiques sur la dissociation de la DNP en 

s olution saline concentrée, dues à CRAMPTON (I954 ) et l' étude élec­

trophorétique de la dissociation, d e FLEMI NG e t JORDAN (1953), 

indiquent que cette diss ocia tion est progr e s s i v e e t p robablement 

i n complè t e. 

Ceci fut confinné p ar l e s tra v aux d e DALY e t MI RSKY (1955) 

e t plus tard de GI ANNONI et PEACOCKE (I96 3) qui montren t que l es 

h i stone s riches e n lysine s ont diss ociées d e l'ADN, plus t ô t que 

les autres fracti ons. 

HINDLET (1964) fait des c onstatations semblables à partir 

du comporteme n t électrophorétique des histones extraite s à diffé rentes 

conce n trations salines. Malheureusement, si la fraction FI est dis­

s oci ée de la première, lorsqu'on augmente la concentration en NaCl, 

l e s autres histones sont enlevées toutes ens emble (JOHNS , 1 964), 

s ituation s emblable à celle obse rvée p ar a b ais sement du pH (MURRAY 

I 966 ). 

L' explica tion d e c e phénomène de di s socia tion p rogressive 

e t en particulie r d e la séparation en p r emi e r lie u à es f racti ons 

riches en lys ine n ' est pas évident e . PHlLLlPS (1961) t ent ait d ' éluc i­

der l a que s tion e n s oulign ant l es points suivant s : a ) les h istones 

r ich e s en l ysine con tiennent t rès peu d' a r ginine ,Acide aminé qui 

d onne probablement l es lia i sons salines l es plus forte s a v e c l'ADN. 

b) e lles contiennent t r ès peu d' A.A.ar omati ques ou hétéro~ycliques 

l esque l s p ouva i ent ~tre r e spon sablœs d e f o rtes lia i s on s d e Vande rwa.a.ls 

ave c d ' autres s tructu r es en spirales. c) elle s pou\IA'é.i en t @tr e a s soc i éee 

à un aut re t ype d ' ADN ( Crampton e t al. 1954 ; Lucy e t Butle r I955,I956 ) 

d) l e u r t a ille pouvaient @tre seul ement l e t ou !- d e l a t a ille des 

aut r e s hist ones . 

MURRAY ( 1965 ) prop o se p l u s t a rd un schéma pré c i s d e c e tte 

dissociation prog r essive d e l a DNP . A son avis, c e n ' est pas l e r appo rt 

lys/ a rg qui joue un r 8le p r épondérant d ans cette opérati on; i l pense 

a u contraire qu ' i n t ervi ennent d ' a bord l a t a i l le mo l é culaire e t l a 

composition en A. A. e t don c l e n ombre de résidus b asiques p our une 

m~me quantité d'histone. 

En e ffe t , bien qu e les histon e s riches e n lys i ne soi ent 



it 

les plus riche s e n résidus basiques, elles ont aussi despoids molécu­

laires plus élevés que les autres (sic.). Inversement, les histones 

riches en arginine ont des poids moléculaires plus faibles. En 

conséquence, et si l'on admet que tous les grou pemen ts basiques so~ 

impliqués dans les liaisons avec les phosphates de l'ADN, on conçoit 

que, à quantités égales d'histones, pour libérer _les fractions Ia et 

Ib, un plus petit nombre de liaisons doit @tre brisé (27 e n v i ron) que 

pour les IIb (38 environ) ou les III-IV (45 environ). 

Lors qu'on augmente la concen tration en c a tions H+ ou Na+, 

réduisant donc la probabilité pour les résidus NH
2 

de rester en 

association étroite avec les phosphates de l'ADN, il faut s'~ttendre 

à ce que l'ordre dans lequel les histones sont dissociés dép ende 

du n ombre de liaisons électrostatiques devant @tre rompu, c'est-à­

-dire Ia et Ib d'abord, puis IIb e n fin]Il-IV. 

Cela expliquerait aussi l'analogie e ntre la diss ociation 

p rogressive par le c a tion Na+ et l'extraction par acides de concen­

tration~ croissante (cation H+). 

Nous ignorons si cette conception est p a r t agée • xsi e n tiè ­

rement par d'autres auteurs, mais il est pe,rmis de se demand e r s i 

l e s poids molé cula ires trouvés r éc e mmen t pour les comp osants de 1 1 

h istone p e nnettent de confirme r cette méthode et théorie . 

En eff et, en I 962, l es poids moléculaires don n é s p ar J ohns 

e t Butle r ( I962 ) é taient resp ectivement pour FI' F 2 et F
3

, de 5 2 000, 

28 600 et I B 000, valeurs e n accord a v e c l a théorie de MURRAY. Dans 

l a r evue de Butle r et coll.(I968 ), l e s valeurs d e s p oids moléc ul a ires 

s on t, p ar contre , peu r eproductibles selon la mé t h ode de d é t e rmina­

tion employée et d' autre part r e l a tivemen t du m@me ordre pour l e s 

dive r s c omposan t s de l'his t on e d e t hymu s : FI: I 6 000, F
2
(a)I: I 5 000, 

Fé( a ) 2 : 20 000, F2 ( b ) I I 000 à I5 000, F
3

: I 6 00 0 à I 8 000. Nous n e 

pens e nt pas que ces vale u r s pui s s e n t expliquer, s e lon l a t héorie 

de Murray, une t e l l e d i f f érence d' ext ractibilit é ent re F I e t les 

aut r e s g roup es . 

Un travai l trè s ~écent de HENSON (I970 ) r apporte l a dis s o ­

cia t i on de l a nucl éohi s ton e e n mi l i e u salin NaCl d e O à 2M. à l' a i de 

de l a gel-fi ltrat i o n s ur sépharose 4B . L ' a u t eu r con s t a te e n core 

qu' entre Na Cl 0 , 5 M e t 0, 7 M, l a f raction FI p r édomi n e parmi l es 

prot é i nes se diss oci ant de l' ADN. En t re ~·7 Met I M, F I e s t a ccompa­

gnée de F2a 2 , F 2b e t F 3 • ~ntre I M et 2 M on t rouve encore F
2

a
2 

+ F 2b + 

r-~ 
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tandis que F
2
aI n e se dissocie que vers NaCl 2M. Pour c e tte dernière 

molarité, l'histone est e n levée totalement de l'ADN. 

Comme le signalaien t HI NDLEY (I964 ) et JOHNS (r964), la 

dissociation e n milieu NaCl ne permet donc pas l'extraction spécifi-

que d'autres fractions que FI. C'est pourquoi, en vue d'améliorer 

ce procédé, certains auteurs ont pensé à ajouter de l'éthanol à 

diffé rentes concentrations , aux s olutions NaCl. Il a été trouvé ainsi 

que l'éthanol 75% à 2% de NaCl (0,34 M) extrait cette fois sélecti­

vemen t la fraction F 2 (a) et non la FI' comme par NaCl seul. 

Ce procédé a encore été amélioré e n substituant au NaCl 

le chlorhydrate de guanidin e IO%. La méthode semble actuellement 

au point pour extraire sélectivement la fraction F2(a), à pH 7, à 

partir de la DNP , sans isolement préliminaire de la fraction FI 

et avec de plus une possibilité de subfractionnemen t d e F
2

(a) en 

F 2 (a)I et F 2 (a) 2 par précipitation sélective à l' a c é tone ou l'acé ton e­

-Hel (Johns I967). 

L'emploi de chlorhydrate d e gue.nidine IO% à la p lace de 

NaCl 2% est dn uniquement à sa solubilité dans l'acétone ( pour éviter 

les problèmes liés à l'élimination de sels inorganiques) et qui r end 

plus aisée la préparation d e s fractions histones. Par contre, si l'on 

s'intéresse à la DNP résiduelle plutôt qu'aux histones extraites, 

on emploiera de préférence le NaCl. 

L'Cl(plication d e l' extraction sélective de F
2

(a) par des 

concen trations élevées en éthanol, te.nt à p H neutre que précédemment 

en milie~ acide, est à rechercher d ans son c a ractè re hydrophobe. Sa 

solubilit é dans l'éthanol absolu qui permet de la séparer de F
3

, 

après dialyse du mélange F
2

a + F
3 

pourrait expliquer qu'elle ait été 

perdue lors de la préparation de l'histone par certains procédés qui 

utilisen t une précipitation par l' éthanol. 

lt, 
En conclusion de ce chapitre s uœ l'extraction sélective à 

pH neut 1 e , il apparait que les procédés utilisés on t été beaucoup 

moi ns n ombreux que ceux à pH acide, mais que leu r avant age prin cipal 

est de fournir des p rotéine s n on dén aturées (tahdis que l'action d'un 

acide fort e n traine s i n on une hydrolyse, du moin s une transformation 

de le. s tructure hélicotdale ti e n structure (3 ) , ainsi que de permettre 

des études physiques de l a DNP résiduelle. 



FRACTIONNEMENT DES HISTONES 

2° partie: 

FRACTIONNEMENT PAR PRECIPITATION SELECTIVE ------------------------------------------
Ce deuxième type de fractionnement correspond à la séparation 

des composants d'une histone totale d éjà isolée à partir de la DNP, ou de 

plusieurs fractions de cette histone obtenues par un autre procédé (ex- · 

traction sélective, chromatographie). Il n'est donc plus question ici de 

DNP ni de propriétés d'attraction entre les différentes histones et .. l'ADN. 

Il s'agit seulement de séparer les composants d'un mélange. Les moyens 

utilisés ne peuvent faire intervenir que les propriétés de solubilité 

des diverses fractions dans différents milieux (bases, acides, solutions 

salines, solvants organiques). 

I - Fractionnement utilisa.nt les différences de solubilité da.na l'alcool 

ou l'acétone: 

1) ~~E~!~~~~~-~~-~!~S!~~~~-~!~~~~~~-~-E~!~f!_~~~~-~~~~~~~~-~S!~~ 
~~~!~!~~~-!~!~~-~~-!~l~~~-~~-~~~~: 

Les fractions les plus riches en arginine (F3 ou F2) sont tou­

jours les moins solubles. CRUFT et al. (l957) emploient de l'alcool à 33 % 
à pH 6,3 pour la précipitation spécifique de ces 2 fractions. BIJVOET (1957) 

sépare un composant I par précipitation dans l'éthanol 20 %, qui représente 

80 % de l'histone totale et qui correspond à des fractions riches en ar­

ginine (ce composant contient aussi probablement le groupe moyennement 

riche en lysine F2). Le composant II, très riche en lysine est alors sim­

plement obtenu par lyophilisation. 

UI (1956, l957) précipite aussi les h istones autres que le type 

riche en lysine, dans H2so
4 

O,l N, par addition de 20 % d'éthanol et repos 

à - 5° C, puis les histones riches en lysine par 45 % d'éthanol à - loo c. 

Le g roupe riche en lysine peut aussi être obtenu,après préci­

pitation des autres, soit par addition de 2 ou 3 volumes d'éthanol ou 

d'acétone, après ajustement à pH 6, ou mieux, à pH ll (DALY et MIRSKY, 

1955; DAVISON, 1957; HOLBROOK, l960), soit par l'acide perchlorique 

(BUSCH, 1959), soit par dialyse contre 100 % d'éthanol (CRUFT, 1959). 



2) Fractionnement du mélange F2a - F3; ----------------------------------. 
A partir d'un extrait éthanol-HCl l,25 N (80 : 20) qui solu­

bilise sélectivement les fractions F2a et F3 d'une DNP,(JOHNS,(l960) et 

JOHNS et BUTLER (l962) utilisent une dialyse contre l'éthanol lOO % dans 

lequel F3 précipite et F2a reste soluble. Cette dernière fraction peut 

être alors récupérée par addition de 3 volumes d'acétone qui la précipitent. 

3) ~~~~!!~~~~~~~-~~-~~!~~~-~!_:_~g~: 

Le mélange extrait par éthanol lO % - HCl 0,25 N (JOHNS et 

BUTLER, l962) ou par HCl 0,25 N (JOHNS, l964) après extraction de F2a et 

F3 peut être fractionné en ses composants par addition d'ac étone (JOHNS, 

1964): 3 volumes d'acétone précipitent Flet 2 volumes supplémentaires 

précipitent F2b. Notons que par dialyse contre l'éthanol 100 %, Flet F2b 

précipitent simultanément. 

4) ~~~!~~~!!~~~~~~!-~~~-~~~~~!~!-~~-!~~~~!~~~-~~-!~~~~~: 
a) Fraction F l (par précipitation s élective à l'acétone): 

JOHNS (1964) précipite une subfraction A, très riche en lysine, 

représentant 4/5 de F l, en ajoutant 3,3 volumes d'acétone à une solution 

de F l dans HCl O,Ol N à 5 % de chlorhydrate de guanidine. La subfraction 

B est alors recueillie par addition d'un volume supplémentaire d'acétone. 

B est un peu moins riche en lysine. A correspon~ au pic A de CRAMPTON et 

al. (l957) ainsi qu'au pic 3 de chromate sur CMC réalisée par JOHNS (l964). 

b) Fraction F2a: 

PHILLIPS et JOHNS (1965) suggèrent de recommencer pour F2a seule 

la dialyse contre l'éthanol qui a permis de s éparer cette fraction de F3. 

Ce t te fois, lorsque la concentration en éthanol atteint 98 % et la con­

centration en acide, 0,06 N HCl, on réalise un fractionnement: F2a2 a 

précipité tandis que F2al reste soluble. Les mêmes auteurs recommandent 

cepehdant une autre méthode: l'addition de 3,2 % d'HCl concentré suivie 

de 2,75 volumes d'acétone à une solution d'histone F2a dans HCl O, Ol N 

amène la précipitation de F2al, 0,9 volume d'acétone supplémentaire pro­

voqua.nt la précipitation de F2a2. 

Les auteurs soulignent l'import ance de l'ordre dans lequel les 

solvants doivent être ajoutés: acide d'abord, acétone ensui~e. Si l'acé­

tone est ajoutée en premier lieu, rien ne précipite, même avec 4 volumes, 

encore que dans ces conditions c'est F2a2 qui tende à précipiter la pre­

mière et non F2al ! 



Cette inversion de la précipitation est aussi constatée lorsqu'on 

dialyse contre l'éthanol puisque F2a2 précipite alors la première tandis 

que FR~ reste soluble. Il en est de même lorsqu'on dialyse F2a contre le 

n - propanol ou le n - propanol+ éthanol (HNILICA, 1965). 

En 1967, JOHNS propose 2 nouveaux procédés de fractionnement de 

F2a en ses 2 composants. Mais i~ s'agit ici d'une F2a extraite de la DN.P 

à pH 7 par éthanol-GuCl. Un premier fractionnement est possible tout en 

demeurant à pH 7 à l'aide d'un volume d'acétone qui précipite F2a2, puis 

de 2 volumes supplémentaires qui précipitent F2a1. Un deuxième fraction­

nement fait intervenir HCl 1,8 % suivi de l,75 volume d'acétone (précip. 

de F2â2) puis de l,l volume supplémentaire (pré cip. de F2al). 

Comme on a pu le constater, les facteurs qui régissent les 

caractères de solubilité ou de précipitation, surtout pour la fraction 

F2a, ne sont pas simples. Le fait qu'une fraction soit présente seule ou 

accompagnée d'autres fractions dans la solution joue nettement. Ainsi, 

20 % eh éthanol précipitent F3 + F2 (donc F2a), tandis qu'une dialyse 

contre l' é thanol 100 % du mélange F3 + F2a laisse F2a en solution ! Cette 

m~me dialyse de F2a seule ne précipite que le composant F2a2, F2al restant 

soluble ! 

D'auyre part, la présence d'un acide fort avant précipitation 

semble fondamentale, probablement par la transformation de l'histone en 

un sulfate ou un chlorhydrate aux propriétés de solubilité sensiblement 

différentes. Ainsi l'adjonction d'acétone après acidification précipite 

F2al d'abord (PHILLIPS et JOHNS, 1967), alors que sans HCl, c'est F2a2 

qui tend à précipiter en premier lieu. L'acidification préalable favori­

serait donc la précipitation de F2al, alors qu'en milieu moins acide, 

F2a2 serait la moins soluble. 

Selon nous, un autre facteur doit enco~e être considéré: 

JOHNS (1967) précipite en effet F2a2 avant F2al à l'aide d'acétone à 

pH 7 ou m~me avec acétone-HCl, c'est-à-dire dans des conditions très 

voisines de celles de PHILLIPS et JOHNS (1965) où l'ordre de précipitation 

est inverse ! La seule différence est que dans le premier cas (JOHNS, 1 967) 

lE/fraction F2a est obtenue à pH 7 et non en milieu acide. Les conditions 

d'esxtraction de l'hiatone à partir de la DN.P influenceraieht donc les 

caractéristiques de solubilité des fractions. 



Vu la complexité et la finesse des mécanismes intervenant dans 

ce fractionnement par précipitation aux solvants organiques, on conçoit 

donc que les fractionnements réalisés par différents auteurs avec une même 

histone ne soient pas toujours également satisfaisants et que, a fortiori, 

la transposition des résultats observés chez le thymus à d'autres histones 

ne permette pas d'aboutir à un fractionnement idéal. 

Précisons enfin que le secteur végétal n'offre que de très rares 

exemples de tels fractionnements: 

JOHNS et BUTLER (l962) obtiennent 2 fractions à partir d'une 

solution d'histone de germe de blé en y ajoutant successivement 5 vol. 

d'acétone + 0,33 % d'HCl lN, ce qui précipite la fraction A, puis 6,5 vol. 

supplémentaires (fraction B). A et B diffèrent au poin t de vue composition 

en acides aminés: A est assez riche en lysine, mais beaucoup moins que F l 

du thymus, tandis que B est voisine de F 2 du thymus malgré que 79 % de ses 

acides aminés terminaux soient représentés par l'alanine (ce qui est 

d'ailleurs curieusement caractéristique deà histones F
3

, absentes chez le 

germe de blé). 

GOFSHTEIN (1968) reprend ce même type de fractionnement de 

l 1 histone de germe de blé (en utilisant RCl concentré au lieu de 1 N) 

et constate qu'aucune de ces 2 fractions n'est modifiée significativement 

par la germination de l'embryon. L'auteur oriente également son travail 

vers l'autoradiographie des diagrammes électrophorétiques de ces 2 

fractions, après incorporation de C 14 pour identifier les fractions 

métaboliqiement intéressant es. 

II - Fractionnement fondé sur l 1 insolubilitê en milieu alcalin: 

Par définition, les histones sont des protéines basiques, dont 

le pH isoélectrique se situe entre 9 et ll. C'est donc en ce point que se 

situe le minimum de solubilité. 

Selon VENDRELY e t VENDRELY (1966), les histones sont précipitées, 

au moins partiellement, à ces pH. En fait, seules les fractions les plus 

basiques (arginine-rich et slightly ~ysin~ . - rich) tendent à précipiter à 

pli ll. Pour isoler ces deux fractions, il suffit donc d'amener le pH à 

cette valeur par NH40H. La fraction résiduelle {lysine-rich) est alors 

obtenue par addition d'alcool ou d'acé tone. Ces résultats ont d'ailleurs 



s 

été observés depuis longtemps (DAVISON et BUTLER, 1954; DAVISON et SHOOTER, 

1956; BUSCH et al., 1959; HOLBROOK et al., 1960). 

Selon DAVISON et SHOOTER (1956) et PHILLIPS et JOHNS (1959), en 

présence de NaCl l M, l'ammoniaque à concentration finale de 0,06 M ne 

précipite que la moitié de l 1 histone: (la fraction riche en arginine et 

une partie de la fraction faiblement riche en arginine), le surnageant 

contenant les reste de cette dernière (dont le N terminal est la praline) 

et la fraction riche en lysine. 

Selon CRUFT et al. 1958, la précipitation isolélectrique semble 

due à la formation d'agrégats vers pH 9,3, chez les histones riches en 

arginine. L'auteur sépare ainsi ces histones à pH 9,3 et à force ionique 

3,5 à 4 tandis que les histones faiblement riches en &ysin~~Çdésign~es 

1,6 S~) sont précipitées du surnageant après ajustement à pH lO, à force 

ioni~ue 0,2 et dans l'éthanol 17 %. 
Rappela.nt également les résultats de DAVISON (1957), DAVISON et 

SHOOTER (1956), DOUNCE et UMANA (1962), UMANA et al. (1964), LINDH et 

BRANTMARK (1966) concluent que l'ajustement ~ pH 10,5 ou 11 d'une so1ution 

d'histone provoque une séparation en 2 groupes: le précipité isoélectri­

que qu'on peut assimiler aux histones les plus riches en arginine (car 

CRUFT et al. 1950 et BIJVOET 1957 ont montré que ce sont les histones 

riches en arginine qui forment facilement des agrégats aux pH neutres et 

alcalins), tandis que le surnageant, récupérable par addition de 3 volu­

mes d'éthanol contient les histones relativement plus riches en lysine. 

Chez les tissue végétaux, la seule allusion ~ ~~ ~r~ettQ~em~~t 

en milieu alcalin est faite par Johns et Butler (1962): les auteurs cons­

constatent que l'addition d'un égal volume d'ammoniaque (d = 0,880) à 

une solution d'histone de germe de blé, un très léger trouble apparait, 

mais pas de précipité véritable. Le fait que les histones riches et moyen­

nement riches en arginine sont habituellement précipitées dans ces con­

ditions permet de conclure à l'absence de fractions similaires dans l'his­

tone de germe de blé. 

N.B.: Klyszejko , 1964 signale un fractionnement "par précipitation à 

pH 10,6 et pH 6,0" , selon Daly et Mirsky, mais aucune précision n'est 

donnée sur la méthode. Selon l'auteur, la ~raotion pH 6,0 est riche en 

lysine. Celle à pH l 0,6 est plus riche en arginine. 



III - Fractionnement utilisant différentes cmncentrations salines: 

Dès 1957, UI signale qu iun fractionnement satisfaisant peut 

@tre obten u par relayage: une fonction I (histon es riches e n arginine et 

faiblement riches en l y sine) précipite à 60 % de saturation dans NaCl. 

Une fraction II (histones riches en lysine) reste soluble même dans NaCl 

saturé mais précipite dans (NH4) 2so4 saturé. 

PHILLIPS (1961) précise que la saturation par NaCl d'une solu­

tion d'histone précip ite environ 50 % de l'azote total, les m~mes histones 

pouvant être obtenues aussi bien par (NH
4

) 2so
4 

2,25 M. La majorité de ces 

histones forme le pic électrophoré tique rapide visible à p H 4,5 (Davison 

et Shooter 1956; Smilbie et al., 1958). Les histones restant solubles dans 

NaCl saturé son t celles qui peuvent être précipitées par (NH4)2so
4

).2,25 M. 

Elles forment la région électrophorétique la plus lente (Smilbie et al . , 

1958) et équivalent peut être aux g amma-histones de CRUFT (1957). 

Champagne et Mazen (1965) consta tent que la précipitation par 

NaCl saturé de l'hietone totale (d'érythrocytes de poulet) fait p e r dre 

certaines fractions, pr9bablement riches en lysine. 

Enfin Hnilica et Bess utilisent NaCl l M pour fractionner le 

groupe F2a de thymus: la subfraction ~2~ précipite, alors que F
2

a
2 

y reste 

soluble. 

IV - Fractionnement utilise.nt l'acide trichloracétique: 

L'ATC, comme agent pré cipita.nt des protéines, est s upposé pro­

duire une précipitation fractionnée selon la concentration utilisée. 

Selon Daly e t Mirsky (1 955), l'ATC à concentra tion finale de 5 % 
précipite 84 % de l'histone, l e s fractions riches en lysine reste.nt seules 

e n sol uti on. 

Luck e t al. (1958 ) , SATAKE et al. (1960) pré cipitent les fractions 

a rginine-r i ch et e l i gh tly l ysin e-ric h p a r ATC 0 , 45 N ou 0,60 N (soit 7,5 
à 10 %) et même à concent ration i n f é rieure . Les f rac tions riches en lysine 

ne s ont précipi t é es que v e r s 0 ,8 à l N (10 à 13 % ATC) . Les diffé r ence s 

ont d ' a i l l eurs permis l'est i mation n éphél on t r i qu e d e s p ics d e c hromatogra­

phie et de déceler l a présence de p l usieu rs f racti ons d'his ton e d ans un p i c 

mult i ple ( Sat ake e t al. 1960) . 



L'ATb a été également utilisé pour achever un fractionnement, 

généralement pour précipiter les fractions riches en lysine, après élimina­

tion (par tout autre moyen) des fractions riches en arginine. C'est le cas 

de Kent et al. (1958) qui semblent précipiter ces fraction s par le sul­

fate de dextrane ou l'héparine à partir d'une solution 0,14 M. C'est aussi 

le cas de Johns (196~) et Mazen et Champagne (1965) qui précipitent f
1 

par 

ATC 18 % et de Johns et Butler (1962) qui récupèrent f 1 ou f 2b par ATC 12 %. 
Précisons que l'histone ainsi précipitée est généralement lavé~par l'acé­

tone-HCl (pour éliminer l 1 ATC) puis l'acétone et enfin séchée à l'air ou 

sous vide. 

L'ATC a aussi la propriété de favoriser l'agrégation de F
2

a
1

• ' 

C'est ainsi que Johns (1968 ) sépare lesicomposants de F 2 a par électropho­

rèse amidon, en incorporant de l'ATC au gel: F2a 2 migre tandis que les 

agrégats fmrmés par F
2

a 1 ne migrent pas. L'auteur signale que ce mé canisme 

d'agrégation n'est pas connu. Il ne peut ~tre relié qu'à la composition 

spéciale de F 28i ( > 15 % de g lycine et très peu de proline). 

V - Conclusions· sur le fractionnement par précipitation sélective: 

C 1 est l'emploi de solvants organiques polaires (alcool, acétone) 

qui semble permettre les fractionnements les plus sensibles. Les autres 

principes utilisés (milieu alcalin, s e ls, ATC) ne l'ont été que dans de 

trè s rares cas, surtout vers 1954 à 1960, et sont rarement emp loy és de nos 

jours. Ils ne permettent en effet, qu'un e séparation très g rossi è re: 

g énéralement en histones riches en lysine les plus solubles et les autre s 

(riches e t moyennement riches en arginine), les moins solubles. On note 

l' é quivalence des 3 principaux procé d é s: 

- a jus tement à p H l0,6 ou ll 

- s a turation p ar Na Cl 

- ad j on c tion d 1 ATC à concentration fin ale d e 7 à 10 % 
pour p r é cip iter l e s f ractions l es plus riches en a r g inine . 

Les fra ctions r iches en l ysi ne ne s ont p r écip itées qu ' e n accen­

tua.nt l e s a c t i ons p récédent es ( ad J onc tion d' é t h anol à la solution b asique , 

adj onction de ( NH4 ) 2so
4 

à l a solution de NaCl, augmenta tion d e l a con c e n­

tration en ATC jusqu ' à 10-13 % ou même 1 8 %). 

La plupart de ces t ravaux a yant eu lieu avant 1 960 , époque où 

ne se pratiquait encore que l ' é l ectrophorèse e n v e i n e liqu ide (pour les 

histones, du moins), on manque de rensei gnements p r éci s sur la valeur 

exacte des bandes qui sont ou ne sont pas précipitées d ans l es cond itions 



décrites. On ne se réfère dans la plupart deEces travaux qu'à la nomen­

clature de Cruft obtenue d'après les p ics d'électrophorèse de Tisélius: 
' 

~-histones: les plus riches en lysine 

P.,-histones: les plus riches en arginine 

Q'-histones: fractions intermédiaires 

Seuls les fractionnements à l'acétone ou l'alcool ont été ex­

ploités plus complètement, surtout par l'équipe anglaise. Johns, Butler, 

Phillips conjuguent l'action de l'extraction sélective à celle de la pré­

cipitation sélective; ces auteurs ont pu mettre au poi~, pour l'histone 

de thymus les schémas préparatifs suivants: 
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• 

Ces protocoles ont l' énorme avantage d'être prép a ratifs: 100 g 

seulement de thymus donnent environ 2.400 mg d'histone totale ou encore: 

environ 440 mg de fl (18 %) 
880 mg de f 2a (24,7 %) 
605 mg de :f2b (36 %) 

520 mg de :f 3 (21,3 %) , ce qui est considérable. 

Mais ce protocmle n'est au point que pour l ' histone de thymus 

et dans des conditions bien précises, de sorte qu'un autre expérimentateur 

ne saure.i:t parvenir d'emblée a u même fractionnement. 

Lorsqu'on travail le sur une autre h i stone, de constitution dif• 

féren te, on ne peut plus obten~r les mêmes groupes d'histones. Une étude 

complète est alors à recommencer. 

Bien que la quasi , totalité des résultats se rapportent à 1 1his­

tone de thymus, il semble que chez le germe de blé, on trouve une histone 

notablement di:f:férente, en particulier du fait de l'absence du groupe F
3 

t r ès riche en arginine. On manque cependant de données précises pour le 

secteur végétal tout entier • 

--iO 1 


