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SUMMARY 

The- zcse of recyclin g chromatograj5hy on Sejbhadex for the isolation of argisine-rich 
histones 

Gel-filtration chromatography is a very convenient method for the fractionation 
of histones. To achieve their purification, the authors use recycling chromatography 
on Sephadex G so. The amino acid composition of two “pure” histones has been deter- 
mined. One of them, containing a high level of arginine and lysine, has been obtained 
from the fraction prepared by the selective method of JOHNS; isolation and purifica- 
tion proceed by means of chromatographic recycling with five cycles, in 0.02 N HCl. 

En vue de determiner la structure primaire de quelques histones caract&-istiques 
du thymus de veau, nous avons et& amen& B preciser les modalites d’application des 

‘, methodes-de purification par chromatographie de gel-filtration. De nos observations, 
nous pouvons conclure clue, pour obtenir des substances pures, il est indispensable de’ 
terminer la pr&paration par une chromatographie de recyclage sur Sephadex. 

MATl?RIEL ET MtiTI-IODES 

Pr&bamtio9z des histortes 
A partir des noyaux isoles du thymus de veau selon la technique de MIRSKY ET 

POLLISTER~, les histones riches en arginine sont extraites par l’kthanol chlorhydrique 
et s&par&es en deux groupes f2a et fg, selon la methode de JOHNS ET BUTLERS. La 
methode d’extraetion des fractions f2(a)1 et fz(a)2 de JOHNS~, B partir des ddsoxy- 
ribonucleoprot&nes du thymus, a Bgalement et6 utilisee. 

Chzromat6g~a~hie de gel-filtmtion 
La chromatographie descendante de gel-filtration est realisee sur une colonne 

(92 x 2.6 cm) de Sephadex ‘G IOO (forme perle) equilibree soit ‘dans une solution 

* D&lid S M. !e Professeur E. LEDERER A. I’occasion de son do&me anniversaire. 
** Directeur : Profmseur I?. BOULANGER. 
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d’acicle chlorhydrique 0.02 N, soit clans unc solution d’acide chlorhydrique 0.02 N- 
uree 4 M ( SAUTIERE, DAUTREVAUX ET ‘BISERTE~) . Le debit par le tube capillaire qui 
termine la colonne est de une goutte toutes les IO sec. Lesfractions sont recueillies h 
l’aide d’un collecteur autqmatique de fractions regle au temps (fractions de IO min). 

Chro~mntogrn;hhie de recyclczge 
Nous utilisons un appareil Recychrom (LKB). La colonne (Pharmacia) de 

dimensions IOO x 2.5 cm, est remplie de Sephadex G 50 (forme perle), et equilibree 
soit en tampon acide chlorhydrique 0.02 N-uree 4 1M,, soit en acide chlorhydrique 
0.02 N (chromatographie ascendante, debit moyen : 23 ml/heure ; volume mort 138 ml; 
duree moyenne de l’opkation: 48 II). La densite optique des eluats est enregistree a 
254 m,u par un absorptiometre Uvicord, integre dans le circuit chromatographique. 

L’appareil est mum d’une valve selective qui permet le passage des solutions 
soit en &c&t &rmf? (colonne + analyseur 4 valve -> pompe + colonne.. . etc.), soit 
en circuit ozcvert. 

Dans le cas du circuit ouvert, deux possibilitks sont permises: soit aspiration 
de la solution a analyser ou du tampon d’elution, soit exclusion du tampon ou des 
fractions &par&es vers un collecteur automatique de fractions. 

Au d&part ,de l’experience (appareil en circuit. ouvert), on injecte IOO mg de la 
solution d’histones dans 4 ml de tampon. La valve est ensuite placee en circuit ferme. 
Au premier cycle, l’h&terogkneite de la fraction est observee avec attention. Au 
deuxi&me ou troisieme cycle, le circuit est ouvert de facon a eliminer les fractions 
g&antes (pour les cas particuliers, voir les Fig. 3, 4, 3, IO). Apres cinq (ou six) cycles, 
la separation est g&k.ralement satisfaisante. A ce stade, les fractions purifiees sont 
recueillies sur un collecteur automatique de fractions. La densite optique est mesuree 
sur chaque tube a 278 n+. 

ELectro$hor&e en geL d ‘nmidon 
Les Blectrophoreses en gel d’amidon sont realisees en tampon lactate de sodium 

0.05 Al-u&e 4 n4 de pH 3.1 (BISERTE, SAUTIERE et ~011.~). La migration est effectuee 
pendant 15 h sous le voltage de 2 V/cm. Pour’la coloration du gel, on utilise une 
solution d’Amidoschwarz IO I3 a I p. IOO dans le melange &hanol-eau-acide acetique 
(5 : 5 : I). Le pouvoir resolutif est tres satisfaisant. 

ELectro$dzorBse en gel de ;bolyncryLnmide 
Nous utilisons la technique prckoni&e par ~AURITZEN et da. La polyrkisation 

du gel s’effectue en milieu urke. Le tampon est un melange de p-alanine (13.2 g/l) et 
d’acide acetique (S ml/l). Le pH de ce tampon est de 4.3, la force ionique de o.o6*. 

Comjbosition eft acides amine’s 
Apr&s hydrolyse totale par l’acide chlorhydrique 5.6 N a 105’ en tube scelle 

sous vidc pendant 24 et 72 h, les acides amink sont doses h l’aide d’un auto-analyseur 
d’acides amines Technicon. 

* Nom remercions tout particulibrement Mnclnme I-IAYEM et Madame VANDEWALLE qui t&t 
effectu~5 ces 6tudcs d+xtrophor&iques. I. 
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RlhULTATS 

Pwification de Ia fmction fsa 

Chromatogra$hie de geZ-filtration SW Sephadex G zoo. La colonne de Sephadex 
G IOO est equilibree dans une solution d’acide chlorhydrique 0.02 N-u&e 4 M. Les 
premieres experiences ont et& faites avec un depot de IOO mg d’histones dissous 
dans 5 ml d’uree 4 n/r. Des resultats t&s comparables peuvent &re obtenus en 
augmentant nettement les quantitites de depart (500 mg/5 ml d’uree 4 A/r). Dans ce 
cas, on observe toutefois un leger ralentissement du debit de la colonne au tours de 
l’elution. 

Lorsqu’on etudie les fractions fza, la courbe d’elution obtenue par lecture a 
278 m,u de-la densite optique (DO) des Bluats est constitude de 3 
CI de la Fig. I) : 

La fraction I correspond a des histones t&s polymerisees; 
La fraction 2 est tres hc%rogene; 
La fraction 3, nettement retard&e, contient des histones de 

plus petite. 

fractions (schema 

taille moltkulaire 

L’etude comparative en electrophorese en gel d’amidon des fractions de t&te 
(3a), medianes (3b) et de queue (3~) demontre nettement leur heterogeneite. Toutefois, 
elles contiennent principalement un systeme de deux bandes voisines t&s bien 
individuali&: la bande la plus lente est predominante en 3a et la plus rapide pre- 
dominante en 3c. 11 existe encore quelques bandes tres lentes, dej& observees dans 
l’ensemble de la fraction (Schema E de la Fig. I). Les eluats correspondant a la 
fraction 3a sont rassembles, dialyses pendant 4 jours, puis lyophilises. On effectue la 
m&me ophration sur les eluats correspondant B. la fraction 3c. 

Dezcxit%ne .chtromatogra$hie SW Sephadex G zoo. Les fractions 3a et 3c sont 
soumises a une deuxieme chromatographie sur Sephadex G IOO (Schemas C2 et C3 de 
la Fig. I) a suivant les m$mes modalites operatoires que precedemment. Dans les deux 
cas, la courbe d’elution est constituee par un pit t&s &tale et asymhtrique. 

Dans le cas’de la fraction 3a, seules les fractions correspondant a la partie 
nettement‘ascendante du pit sont rassemblees (fraction 3az de la Fig. I). L’etude en 
&lectrophor&se en gel d’amidon montre un enrichissement en la fraction la plus lente 
(schema E2 de la Fig. I et Fig. 2) par rapport au diagramme p&.&dent. 

Dans le cas de la fraction 3c, seules les fractions correspondant h la partie 
descendante du pit sont rassemblees (fraction 3~1 de la Fig. I). L’ktude en electro- 
phor&se en gel d’amidon montre egalement un enrichissement de la fraction la plus 
rapide (Schema 153 de la Fig. 1: )par rapport au diagramme precedent. 

Chrornktogra;hhie de recycZage SW Sephadex G 50. Pour purifier definitivement 
les deux histones principales de ce groupe, nous avons realise une chromatographie 
de recyclage en milieu acide chlorhydrique 0.02 N-uree 4 M. Le fractionnement Porte 
sur IOO mg d’histones et 5 (a 6) cycles sont effect&s avec des phases d’exclusion qui 
sent indiquees sur les Figs. 3 et 4. 

Lorsqu’on opere sur la fraction 3a1, on peut exclure a la fin des cycles deux 
sous-fractions Rx et Rrr qui sont nettement individualisees (Fig. 3). La sous-fraction 
Rrr est homogene en electrophorkse en gel d’amidon en tampon lactate-urde de pEI 3.r 
(Fig. 2) et en electrophorese en gel de polyacrylamide (Fig. 5): Par contre, la fraction 
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Fig. 1. C, = Chromatographic sur Scphades G IOO. Colonne dc 92 x 2.6 cm; Ablution par I-ICl 
0.02 .ii-urbe 4 Ad. Depot de 300 mg dans 3 ml urBe 4 AT; debit: I goutte/S sec. Fractions rccueillies 
pendant IO min. Les traits pointill& ddlimitent les zones d’elution qui ont &x5 rassemblees (I, 2, 
3a, 3b, 3~). E = Electrophorese en gel d’amidon de la fraction dc depart (f2a) ; E, = schematisa- 
tion du diagramme d’dlectrophorese en gel d’amidon montrant la repartition du systeme majeur 
de deux bandes apres la premiere chromatographie sur Sephadcx G IOO ; C, = deuxieme chromato- 
graphic sur Sephades G IOO de la fraction 3a; C, = deuxieme chromatographie sur,Sephadex G IOO 
de la fraction 3c; E, = schematisation du diagramme d’blectrophor&se en gel d’amidon apres la 
seconde chromatographie sur Sephndes G IOO (fraction 3ax); 32, = schematisation du diagramme 
d’electrophor&se en gel d’amidon apres la seconde chromatographie sur Sephadex G IOO (fraction 
3~2) ; Ret = chromatographie de recyclage sur Sephaclex G 5’0; RI, Rrr et Rrrr = sous-fractions 
eludes apres la chromatographie de recyclage; E, = schematisation du diagramme cl’t5lectrophorese 
en gel cl’amidon des sous-fractions RI, Rrr et R~rr. 

RI est heterogene et contient des composants plus lents en dlectrophor&se en gel 
d’amidon (voir Fig. I). 

Avec la fraction 3~2, on peut exclure au cinquikme cycle une sous-fraction RIII 
(Fig. 4) qui est electrophorktiquement homogene en ~electrophorese en gel d’amidon. 
(Fig. 6) et en electrophorese en gel de polyacrylamide (Fig. 7). 

Dbfinitz’on chinzitpe des histones isolbes 
Afin de definir les histones isolees h l’etat pur, nous avons ddtermine la com- 

position en acides amines (Tableau I). 
La fraction R~II est t&s riche en arginine, en glycocolle et en lysine: elle est tr&s 

comparable a la fraction I) elude dans le pit 5 des diagrammes d’elution obtenus par 
chromatographie sur de tres grandes colonnes de’ S’ephadeti G IOO par MAURITZEN 

eE n2.g. Elle correspond aussi a la fraction ,!3? et fz( a)~ d&rite ant&ieur&nent'-D: klle 

J. Chrornatog., 35 (x968) 168-178 
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Fig. 2. Electrophor&se en gel d’arnidon (tampon lactate-urec de pH 3.1). I = Fraction faa brute 
prepark? suivant JOHNS ET I3rJ~~n.n~; 2 = fraction gar obtenue apres deux chromatographies sur 
Sephadex G IOO ; 3 = sous-fraction RII obtenue apres chron~atographie de recyclage sur Sephadcs 
G 50. 
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Fig. 3, Chroniatographie de recyclage de la fraction 3~1. 6 cycles ont BtB effectues en nlilieu acide 
chlorhydrique 0.02 N-uree 4 M. Les zones hachurdes ropresentent les zones sounlises B l’esclusion. 
Les sous-fractions RI et RII sont recueillies (voir egalement Fig. I). 

Fig. 4.’ Chroniatographie de recyclage de la fraction 3~2 (voir Fig. 1). 5 cycles ont et& effectubs en 
milieu acide chlorhydrique 0~02 N-u&e 4 M. Les zones hachurees representent Ies zones soumises 
& l’exclusion. La fraction RIII est recueillie sur un collecteur de fractions, 
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est t&s voisine de l’histone f2 (a) I extraite des desoxyribonucleoproteines par JOHNS 
(methode 2 ou methode 3)3. Pour simplifier la nomenclature, la terminologie de 
MAURITZEN et a2.a peut Gtre adopt&e : historte ricke ea gdycocolle et riche en arginine. 

La composition de la fraction RH se rapproche de celles indiquees sous les 
numeros 6,7.et S, et qui proviennent clu pit 4 du diagramme d’elution de MAURITZEN 
et a2.O. Elle correspond a des histones decrites anterieurement sous le nom de /?, et 
fz(a)27-O; elle est voisine de l’histone fz(a)2 obtenue par les methodes 2 et 3 de JOHNS~: 
toutefois, l’histone isol& par JOHNS est plus riche en arginine et en glycocolle et moins 
riche en lysine clue la fraction RII et clue les fractions 6 et 7 du pit 5 de MAURITZEN 
et nLO. 

De toute facon, cette histone (RII) contient un pourcentage Blew5 de lysine et 
d’arginine et sa teneur en glycocolle est nettement plus faible. Le taux de s-N-methyl- 
lysine de la fraction RD est plus faible que celui de la fraction RID: ces resultats sont 
egalement en accord avec ceux de MAURITZEN et nt?.O. 

Purificntio~ deZnf:vnctioszf2 (n>2 deJohns 
JOHNS” a decrit recemment une methode d’estraction de la fraction fza a p’artir 

des desoxyribonucleoproteines en utilisant un melange d’ethanol et de chlorhydrate 

Fig. 5, Electrophor&sc en gel de 
gar (voir Fig. I). Cette so us-frac 

polyacrylamidc de’ la sous-fraction RI 
,tion est riche en arginine et en lysinc. 

[I provenant de Is fraction 

Fig. 6. Electrophor&se en gel d’amidon (tampon lactate-ur&e de pI_I 3.1). I = Sous-fraction RII 
(voir Bgalement Fig. 2) ; 2 = mBlange artificiellement rBalis6 cles sow-fractions RII + RIII; 3 = 
sous-fraction RIII. 

J. Chromatog., 3,s (rg68) r68-1.78 
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Fig. 7. Electrophor&sc en gel de polyacrylamidc de la sous-fraction RIIT provenant de la fraction 3cz 
(voir Fig. I). Cette sous-fraction est riche en @ycocolle, en arginine et en lysine. 

de guanidine. La fraction f2a peut &.re s&par&e en deus sous-fractions f2 (a) I et f2 (a)2 
par precipitation acetonique en milieu acide (methode 2) ou h pH 7 (methode 3). 
Cette technique est commode et rapide. Les dlectrophoreses en gel de polyacrylamide 
effect&es par cet auteur B pH 2.4 (acide acetique 0.01 AT) montrent que lesprepara- 
tions sont satisfaisantes. On peut assimiler fz(a)I h l’histone riche en glycocolle, en 
lysine et en arginine, et l’histone fz(a)z h une fraction riche en lysine et en arginine 
et sans predominance du glycocolle. 

Les controles Blectrophoretiques (electrophorese en gel d’amidon en tampon 
lactate-urCe a pH 3.1 et electrophor&se en gel de polyacrylamide suivant MAURITZEN 
et n1.0 nous ont permis de ‘deniontrer l’h&erogen&te des fractions fz(a)r et fz(a)2 
obtenues par la methode 3 (pH ‘7) de, JOHNS. En electrophorese en gel d’amidon de la 
fraction fz(a)2, la fraction majeure est flanquee de deus fractions mineures, l’une 
plus lente, l’autre plus rapide correspondant a des traces de fz(a) I ou histone riche 
en glycocolle et en arginine. L’electrophorese en gel de polyacrylamide conduit a des 
resultats identiques, le nombre de fractions lentes &ant m&ne nettement plus grand 
(Schc?.ma A de la Fig. 9). 

Cette h6t&ogkr&ite peut d’ailleurs Qtre egalement prouvee par l’etude des 
S&s-fractions &par&es apres chromatographie de recyclage (Schemas I, et 2 de la 
Fig. II). 

.I . . 
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TABLEAU I 

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES HISTONES ISOLlh3Sa 

Fraction RII Praction RI~J 

RBsidus potcv Valeuvs RBsidzrs pot49 Yakuvs 

I00 acides avvondies zoo acides arrondies 
aminh aminbs 

Asp 5&S 5.7 5.29 5.3 
Thr 5-37 5.4 G.66 6.7 
Scr 4.76 4.8 2.91 2.9 

Glu IO.GS 10.7 G&3 6.6 
Pro 4.57 4.6 I .56 1.6 
Gly 8.45 8.5 14.98 15.0 

Ala 12.92 12.9 7.82 T 
CYS 
Vnl ;.s* 50.8 

0 
7.39 ;.4 

Met 0.76 0,s 1.07 
Ile 4.10 4.1 5.65 i:Z 
Lcu 10.13 10.1 7.88 7.9 
Tw 2.24 2.2 3-03 
Phe 1.60 I.6 1.76 5’: . 
LYS 10.72 10.7c 10.64 10.6 

His 2.38 2.4 2.07 2.1 

*rg ,:;‘9; 9.2 13.26 13.3 - - 
E-N Lysb 

(?) 
(1.42) (?) 

n Lcs valeurs ont Bt& corrig6es pour tenir compte de la destruction au tours de l’l~yclrolysc. 
b e-N Lys = e-N-m&hyl-lysine; pour le calcul, lc coefficient d’int8gration de la lysine a 6t& 

adopt&. : le rksultat est.donc donnd sous r&serve. . 

C Les nombres souligrk correspondent aux valeurs des acides amin& caractbristiqucs. 

Nous avons done essay6 de purifier davantage les preparations. Pour obtenir 
des fractions pures a partir de la fraction fz(a)z, qui est la moins complexe, nous 
avons pro&de & une chromatographie de recyclage sur Sephadex G 50. 

Clzromntogra$dzie de recyclage eu milieu acide chlorhydriqzce 0.02 N ec zcr%e 4 lk! 

(Fig. 8). Les fractions isolees par les methodes chimiques sont tres soigneusement 
dialysees contre de l’eau distillee. L’experience est realisde avec IOO mg d’histones. 
D&s le deuxieme cycle, l’Mt&=og6n&t6 est bien precisee et il est possible d’exclure au 
troisieme cycle les sous-fractions les plus lourdes. Au cinquieme cycle, les fractions 
R’r et R’rr sont recueillies; toutefois, apres analyse de la courbe d’elution a 278 rnp, 
la fraction R’rr est subdivisee en deus sous-fractions a et b (voir Fig. 8). 

Fig. 8. Chromatographie de recyclage sur Sephadex G 50 de la fraction fz(a)a prdparbe suivant la 
m&hode de JOHNS. Elution en milieu acide chlorhydrique 0.02 N-u&e 4 M. Les zones hachurdes 
reprckentent les zones .soumises B l’exclusion. Les sous-fractions R’I, R’IIrr, R’IIt, sent recueillies 
sdpar&!ment au rnoyen d’un collecteur de fractions. 

J. C?womatog., 35 (1968) 168-x78 
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En electrophorese en gel d’amidon, la fraction R’H a le meme comportement 
que la fraction Rrr obtenue precedemment (voir Fig. z et 6). En electrophorese en gel 
de polyacrylamide, la fraction R’rr apparaPt t&s purifiee; il subsiste de faibles quanti- 
t&s de fractions lentes (Schema D de la Fig. 9) LOYS(/ZC,O~~ szcrclanr~e L’Wectro~lzor~granzme. 

Chromatogmqbhie de recyclage en mdieac a&de chLorlzy&ique 0.02 N. La nii+me 
fraction fz(a)z est soumise a une chromatographie de recyclage en milieu acide 
chlorhydrique 0.02 N, sass w6e. L’experience est realisee avec I00 mg d’histones 
soigneusement dialysdes. L’hkterogdndite apparaEt tres nettement d&s le deusieme 
cycle: l’existence d’une fraction lourde est plus evidente que dans l’espdrience 
precedente; l’absence d’uree peut certainement favoriser des r&associations, De plus, 
une heterogeneite se manifeste nettement sur la partie descendante du deuxieme pit. 
L’exclusion des fractions est done conduite differemment (Fig. IO) : au troisieme 
cycle, ouverture du circuit pour eliminer la fraction lourde et le debut du premier pit, 
fermeture pour recuperer le reste du premier pit et l’ensemble du second, ouverture 
pour Bliminer la derniere sous-fraction, fermeture pour efectuer un quatrieme cycle. 
.4u cinquieme cycle, le resultat obtenu est comparable h celui de l’essai precedent. 
La fraction R’T est recueillie en totalite. Apres analyse de la courbe d’elution cqnstruite 

A B C. 

r 

D 

. . 

Fig. 9. Electrophor&.se en gel de polyacrylamide selon MAURITZEN et do. A = Fraction fa(a)z totale 
obtenue par la methodc 3 de JOI-INS~; B = fraction lit’1 obtenue apres chromatographie dc recyclage 
en milieu acide chlorhydrique-uree (voir Fig. S); C = fraction R’I~,; D = fraction R’rrb. 

Fig. IO. Chromatogrsphie de recyclagc sur Sephadex G 50 des fractions Ea(a)e en milieu acicle 
chlorhydrique 0.02 N. La zone (E) est exclue au 3eme cycle (voir son etude Blectrophoretique sur la 
Fig.‘r I (Schema I)). Les fractions R’I et R’II sont recueillies. La fraction R’rr correspond B l’histone 
riche en arginine et en lysine. Rile est subdivisee en R’rra et R’rn,, 

J. CJwomatog., 35 (rgGS) r68-r 78 
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8,278 m,u, la fraction R’II est s&par&e en deux sous-fractions R’lra et R’rxb. Les pre- 
parations sont etudiees en Blectrophorese en gel d’amidon. .Les fractions R’I sont t&s 
heterogenes et correspondent essentiellement h des fractions lentes (Schema 2 de la 
Fig. II). Seules les fractions R’m, sont homogenes et correspondent a la fraction RII 
(Fig. II) qui est riche en arginine et en lysine (Schema 3 de la Fig. 2). 

Fig. II. Electrophor&se en gel d’amidon cles histoncs fz(a)o, de JOHN@. Chromatographic de recy- 
clage en milieu chlorhydriquc 0.02 N. (I) Electrophor&se de la fraction exclue au cows du recy- 
clage (fraction l.Z de la.Fig. IO). Cette fraction cst done un mdlange cl’histone riche en glycocolle 
et en arginine (la plus rapicle) et cl’histone riche en argininc et en lysine (la plus lente). (2) Elektro- 
phorbe de la fraction R’I (diagramme comparable &. celui de la fraction RI de la Fig. I). (3) Electro- 
phor&se de la fraction R’II (qui est comparable B la fraction RIT) (Sch6ma 3 de la Fig. 2). 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

Les essais de chromatographie de gel-filtration sans et avec recyclage nous 
perniettent les conclusions suivantes. 

,4 partir de la fraction des histones riche en arginine, le couplage de deus chro- 
matographies sur Sephadex G IOO et d’une chromatographic de recyclage sur Sephadex 
G 50 en milieu acide chlorhydrique 0.02 N et uree 4 h4 per-met d’isoler h l’dtat pur 
une histone riche en glycocolle et en arginine et une histone dont les teneurs &levees 
en arginine et en lysine sont sensiblement equivalentes. Les resultats sont comparables 
h ceu.s don&s par la chromatographie d’esclusion de MAURITZEN et nla qui met en 
oeuvre de tres grandes colonnes (305 x 7.6 cm). 

A partir de la fraction fz(a)z preparee suivant la methode 3 de JOHNS” directe- 
ment h partir du thymus et dialysee, une simple chromatographie de recyclage sur 
Sephades G 50 en milieu chlorhydrique 0.02 N sans uree permet d’isoler a l’etat pur 
l’histone dont les teneurs &levees en arginine et en lysine’ sont sensiblement equi- 
valentes. 

L’addition d’une chromatographie de recyclage a la methode ,originale de 
JOHNS nous para& indispensable, car il est necessaire d’eliminer des fractions mineures 
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qui n’ont pas le m&me comportement electrophoretique, ni la m&me composition en 
acides amines. Pour obtenir l’histone riche en arginine et en lysine dans un &tat de 
purete t&s satisfaisant, il est en outre recommande de recueillir selectivement la 
partie mediane du pit d’elution. 

Ce mode opdratoire est rapide et commode, et l’utilisation d’un systeme d’elu- 
tion sans uree facilite considkrablement les dialyses. 

C’est ce procedd que nous avons retenu pour les etudes de structure que nous 
avons entreprises. 

La chromatographie de gel-filtration represente une methode triSs utile pour le 
fractionnement des histones. La purification finale de deux histones bien individu- 
alisees est considerablement facilitee par la chromatographie de recyclage sur Seph- 
adex G so. La composition en acides amines de ces deux histones a et& determinee. 
L’isolement de l’une d’entre elles, dont la teneur en arginine et en lysine est Blevee, 
est realis h partir de la fraction obtenue par la mdthode sklective de JOHNS: il met 
en oeuvre une chromatographie de recyclage comportant cinq cycles en milieu acide 
chlorhydrique 0.02 N. 
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