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SUMMARY
The chemical structure of hen’s egg-white lysozyme: the detatled study

All the details concerning the establishment of the formula of the chemical structure
of hen’s egg-white lysozyme (N-acetylmuramide glycanohydrolase, EC 3.2.1.17)
(which the authors had briefly indicated in 1961) are reported in the present study.
The 18 tryptic units obtained from reduced lysozyme by chromatography on Dowex-1
X2 have been joined in the right order thanks to the chymotryptic units containing
a basic amino acid and in two instances thanks to the peptic units. The protein is formed
by a single polypeptide chain of 129 amino acid residues folded by the 4 bridges of
the cystine residues; one of them has already been determined. Some considerations
are made on the relations existing between chemical structure and biological activity.

INTRODUCTION

La formule développée de la structure chimique primaire du lysozyme (N-acetyl-
muramide glycanohydrolase, EC 3.2.1.17) de blanc d’oeuf de poule avait été établie
en 1961 par JOLLES ef al.! et avait fait 'objet d’une courte note. Préalablement I’en-
chainement de la moitié N-terminale de la protéine? et une formule provisoire3 avaient
été indiqués. Le présent travail a pour but d’exposer en détail les méthodes utilisées
ainsi que les résultats qui ont permis d’aboutir 4 la séquence compléte.

La composition en acides aminés du lysozyme de blanc d’oeuf de poule a fait
I’'objet de nombreux travaux?. L’enzyme comprend les 129 acides aminés suivants:
Gly,,, Alay,, Seryq, (Cys-)g, Met,, Thr,, Pro,, Valg, Leuy, Ileu,, Phe,, Tyr,, Try,, Asp,,,
Glu,, Lys,, Arg,,, His,.

Le nombre de groupements amidés localisés est de 16. Le poids moléculaire
calculé est donc de 14386, en excellent accord avec celui établi par la plupart des
méthodes physiques?. Notons ici que le lysozyme est la premiére protéine contenant
A la fois tous les acides aminés et en particulier cystine, méthionine et tryptophane,
dont la structure chimique a été établie. La chaine peptidique est plus ou moins repliée

Abréviations: SCMCys, S-carboxyméthylcystéine; HS, homosérine; NBS, N-bromosucci-
nimide.
* This paper is dedicated to the memory of Protessor C. FROMAGEOT, one of the first Editors
of Biochimica et Biophysica Acta.
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sur elle-méme, les replis étant maintenus par les quatre ponts —-S-S— des quatre résidus
de cystine. La rupture de ces ponts et leur remplacement par le nombre équivalent de
groupes ~SCH,COOH ne scinde en aucune maniére la molécule en plusieurs chaines
peptidiques®.

Pour établir la structure développée d’une aussi grande molécule, il était néces-
saire de la scinder en plusieurs morceaux, d’étudier d’abord les séquences plus courtes
pour, ensuite, les réunir dans 1'ordre qui doit é&tre le leur au sein de la molécule pri-
mitive. Il a été fait appel en premier lieu & la trypsine (EC 3.4.4.4) qui scinde la
molécule au niveau des groupements carboxyliques des résidus de lysine et d’arginine.
Malheureusement cet enzyme n’attaque pas (ou trés peu) le lysozyme natif. Ce dernier
a di donc d’abord étre dénaturé soit par chauffage, soit par oxydation® avec I'acide
performique, soit par réduction avec I'acide thioglycolique suivie de 'action de 1’acide
iodacétique®?. Pour séparer les peptides obtenus aprés hydrolyse trypsique et
appelés unités trypsiques, on avait utilisé la chromatographie sur colonne de résine
Dowex-50 Xz.

Le Tableau I rend compte de ce que deviennent les trois acides aminés: cystine,
méthionine et tryptophane, au cours des différents traitements de dénaturation;
aprés chauffage, la cystine reste inchangée et les peptides contenant des résidus de
cet acide aminé restent adsorbés sur le Dowex-50 X2. Aprés oxydation, c’est la
kynurénine, principal produit de dégradation du tryptophane, qui est responsable
de 'adsorption de certains peptides sur la résine®. Aprés réduction et traitement par
I'acide iodacétique, le tryptophane reste inchangé, la méthionine est transformée
principalement en homosérine® et chaque résidu de cystine en deux résidus de S-car-
boxyméthylcystéine (SCMCys). L’obtention de toutes les unités trypsiques est cepen-
dant restée difficile par simple passage sur Dowex-50 X2, particuliérement en ce qui
concerne les peptides 4 caractére fortement aromatique. Par contre toutes les unités
trypsiques ont pu étre obtenues de fagon trés élégante par chromatographie sur
Dowex-1 Xz.

L’ordre de succession des unités trypsiques a été établi grace aux peptides obtenus
par hydrolyse chymotrypsique (EC 3.4.4.5), appelés unités chymotrypsiques, et

TABLEAU 1
SEPARATION DES UNITES TRYPSIQUES PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DE RESINE

Comportement de Try, Cys et Met.

Résine Lysozyme Try Cys Met Observations
Dowex-50 X2 Natif Try Cys Met Digestion trypsique
presque nulle
Dowex-50 X2 Dénaturé Try Cys Met Les peptides de la cystine
(chaleur) restent adsorbés
Dowex-50 X2 Oxydé Kynurénine CySO;H MetO, Les peptides du Try

restent adsorbés

Dowex-50 X2 Réduit + acide Try SCMCys Homosérine Les peptides aromatiques
iodacétique restent souvent adsorbés

Dowex-1 X2  Réduit 4 acide Try SCMCys Homosérine Séparation de toutes
iodacétique les unités
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contenant des acides aminés basiques®. Ces peptides constituaient de véritables ponts
entre les unités trypsiques. La séparation de toutes les unités chymotrypsiques du
lysozyme n’a pas été possible par chromatographie sur Dowex-50 X2 ol restaient
a nouveau adsorbés les courts enchainements fortement basiques et (ou) aromatiques.
Ici encore, le probléme a pu étre résolu en chromatographiant un hydrolysat enzy-
matique provenant du lysozyme réduit sur une colonne de Dowex-1 X2.

L’étude des unités trypsiques et chymotrypsiques isolées sur Dowex-50 X2 a
abouti & une formule provisoire®. L’isolement de toutes les unités par chromatographie
sur Dowex-1 X2 a permis d’aboutir 4 la formule compléte!. Seul, ce mode de séparation
sera étudié en détail. Parmi les peptides isolés, nous n’étudierons que ceux dont la
structure n’a pas été décrite dans nos travaux antérieurs. L’ordre d’enchainement des
unités trypsiques a pu é&tre vérifié grace a I'étude de I'hydrolysat trypsique du lyso-
zyme acétylé; on sait, en effet, que 1'acétylation des groupements aminés en ¢ de
la lysine empéche la trypsine de couper la chalne peptidique au niveau des résidus
carboxyliques de cet acide aminé?®. A la lumiére de la formule développée, la spécificité
de l'action des enzymes et du N-bromosuccinimide sur le lysozyme sera discutée
ainsi que certains aspects des relations entre structure chimique et activité biologique.

MATERIEL ET METHODES
Lysozyme

Le lysozyme utilisé est un échantillon (lot No. 381-187) provenant des labora-
toires Armour de Kankakee, Ill. (U.S.A.). Par chromatographie sur Amberlite
CG-50 (colonne de 20 X I cm pour I mg; solution tampon de phosphates 0.2 M
(pH 7.18)) il a été vérifié que g6 % de I'enzyme se retrouvent dans un seul pic. Aprés
les diverses hydrolyses enzymatiques, il n’a été tenu compte que des peptides obtenus
avec un rendement supérieur a 15%.

Réduction

On laisse réagir le lysozyme (1 mol) avec l'acide thioglycolique (400 mol) dans
I'urée 8 M, 4 pH 8.5 pendant 6 h & 20°. On ajoute ensuite de 1'acide iodacétique
(700 mol); le pH est maintenu a 8.5 grice a 'addition de triméthylamine et ceci
pendant 2 h, Le lysozyme ainsi transformé est dialysé pendant 48 h contre de I'eau
distillée 4 2°; il est ensuite lyophilisé. Il a été vérifié que la cystine est transformée
en S-carboxyméthylcystéine et que ni la tyrosine ni le tryptophane n’ont subi de
transformation.

Hydrolyse trypsique

La trypsine Worthington trois fois recristallisée contient encore des traces de
chymotrypsine. Elle doit donc subir, avant son emploi, un prétraitement: en solution
a 1% elle est soumise & 'action de HCI N/16 pendant 18 h a 37°. L’hydrolyse trypsique
est ensuite effectuée pendant 4 h 4 37° et & pH 7.8. Le rapport enzyme/substrat est
1/100 et la concentration en protéine de 1 9%. L’action enzymatique est stoppée par
acidification. L’augmentation de 'azote aminé déterminée par un dosage ninhydrine
sur une fraction aliquote, renseigne sur le nombre de coupures obtenues par action
de la trypsine.
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Hydyrolyse chymotrypsique

L’hydrolyse chymotrypsique est effectuée avec de la chymotrypsine Worthington
trois fois recristallisée dans des conditions analogues a celles décrites pour I'hydrolyse
trypsique; on omet naturellement ici le prétraitement.

Chromatographie sur colonne de Dowex-1 X2,

Le Dowex-1 X2, 200-400 mesh, est tamponné a pH 8 avec une solution de colli-
dine 4 1 9%, dont le pH a été amené 4 8 par addition d’une petite quantité (environ 2 ml)
d’acide acétique 4 30 %. Un hydrolysat enzymatique provenant de 25 a 30 pmol de
lysozyme réduit est chromatographié sur une colonne de 140 X 2.4 cm. Aprés passage
d’environ 500 ml de la solution de pH 8§, on établit un gradient; & une chambre de
mélange contenant 1 1 de la solution de pH 8 on ajoute successivement de 'acide
acétique 0.1 N, 1 N puis 2 N. On termine la chromatographie en éluant la résine
directement avec de 'acide acétique 2 N et HClI 1 N. L’éluat est recueilli par fractions
de 5 ml.

Repérage des peptides (ou acides aminés)

Une partie aliquote de chaque fraction est soumise d’abord i une hydrolyse
alcaline puis aprés acidification 4 un dosage avec le réactif a la ninhydrine. A 0.1~0.3 ml
de solution & doser, on ajoute 1 ml de NaOH 2.5 N. Aprés 2.5 h 4 go°, on neutralise
par addition de 1 ml d’acide acétique & 30 %. On ajoute 1 ml de réactif 4 la ninhydrine
{20 mg ninhydrine, 3 mg hydrindantine, 0.75 ml méthylcellosolve, 0.25 m! de solution
tampon acétate de sodium 4 M (pH 5.5)) et aprés développement de la coloration
(15 min au bain-marie bouillant) on détermine densité optique a 570 mp. On
caractérise ainsi un certain nombre de pics. Les fractions correspondant & un pic
donné sont réunies et amenées 3 sec dans un dessiccateur.

Elsmination des réactifs

Comme on travaille avec des solutions tampons volatiles, il n’est pas nécessaire
de procéder a des dessalifications sur des colonnes de résines. Cependant dans les
fractions amenées a sec on retrouve une quantité non négligeable de collidine. Des
évaporations successives ne sont pas toujours suffisantes pour chasser ce réactif et
parfois il a été nécessaire de soumettre les peptides a des chromatographies sur papier
Whatman No. 1 dans le solvant n-butanol-acide formique—eau (75:15:10, v/v).
Les peptides séparés de la collidine sont ensuite élués du papier par de 'acide acé-
tique 1 N. Pour les peptides aromatiques, HCl 0.1 N a pu étre utilisé sans inconvénient ;
le rendement de 1'élution s’est ainsi trouvé accru.

Détermination de la structure des peptides

Pureté: La pureté de chaque peptide a été soigneusement contrdlée par des
chromatographies sur papier Whatman No. 1 dans les solvants: u-butanol-acide
formique—eau (75:15:10, v/v) (Solvant A) et n-butanol-pyridine—eau (6:4:3, v/v)
et par des ionophoréses sur papier Whatman No. I avec les mélanges de pyridine-
eau—acide acétique (100:900:4, v/v) (pH 6.5) et pyridine—eau-acide acétique
(x0:890:100, v/v) (pH 3.6) sous 15-20 V/cm pendant 1 ou 2 h, 4 2°. Lorsqu’on se
trouvait en présence d'un mélange de peptides, on a eu soin de procéder d’abord
A des chromatographies ou ionophoréses préparatives sur papier, suivies d’élutions.
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Composition quantitative: La composition quantitative en acides aminés des diffé-
rents peptides a été déterminée aprés hydrolyse totale (HCI 6 N a 110° dans un tube
scellé pendant 24 h, avec un Autoanalyseur Technicon, suivant la méthode de Piez
ET MorRIs!. Le tryptophane a été déterminé par la méthode de Spies ET CHAMBERs!!.

Acides aminés N-termanaux et séquences N-terminales: Les acides aminés N-ter-
minaux ont été déterminés par la méthode de SANGER et les séquences N-terminales
par la méthode d’EpmaN; la technique que nous avons utilisée est la suivante:
0.5 pmol de peptide dissous dans 0.5 ml de pyridine 4 50 % est traité avec 0.1 ml
d’une solution de phénylisothiocyanate & 1 % dans l'alcool & g95°. Le pH est ajusté
a g avec une solution de triméthylamine a 5 %,. On laisse réagir 30 min a 37° en agitant
de temps en temps. L’excés de réactif est extrait avec du benzene et le phénylithio-
carbamylpeptide est amené a sec (sur acide sulfurique). On reprend par 0.3 ml d’un
mélange acide acétique—HCI (5:1, v/v) et on laisse reposer 15 min a température
ordinaire. Le phénylthiohydantoine acide aminé se détache. On ajoute 4 volumes
d’eau et on extrait par 'acétate d’éthyle; on améne A sec la phase acétate. L’acide
aminé est régénéré par hydrolyse acide (HC1 6 N pendant 16 h 4 150°, tubes scellés
sous vide) et caractérisé par chromatographie sur papier.

Acides aminés et enchainements C-terminaux: Les acides aminés et les enchaine-
ments C-terminaux sont déterminés par action de la carboxypeptidase A (EC 3.4.2.1)
(sauf dans le cas des unités trypsiques); elle agit & 37° pendant des temps variables
sur la solution contenant le peptide et des traces de diisopropylfluorophosphate
(0.1 ml d’une solution 2-10-* mol/ml de solution peptidique) ; le pH est ajusté & 7.8
avec de la triméthylamine.

Le (ou les) mélange acides aminés libérés sont ensuite caractérisés par chromato-
graphie sur papier ou & l'aide de I’Autoanalyseur. Il est ainsi possible de déterminer
soit I'acide aminé C-terminal, soit parfois 'enchainement C-terminal. Dans ce dernier
cas il est cependant nécessaire de répéter les analyses aprés différents temps de
réaction de I'enzyme.

Hydrolyses enzymatiques: Les unités trypsiques sont a leur tour soumises & une
hydrolyse chymotrypsique (voir plus haut) en vue d’obtenir de trés courtes séquences
(tri- ou tétrapeptides). Les unités chymotrypsiques sont soumises 4 une hydroiyse
trypsique. Les unes et les autres ont également été soumises 4 l'action de la pepsine
(37° pendant 1—4 h en solution tampon de citrate o.o5 M (pH 1.95) ou HCl .01 N;
rapport enzyme/substrat: 1/50 ou 1/100). Les peptides obtenus aprés ces nouvelles
scissions enzymatiques sont séparés et purifiés par chromatographie ou ionophorése
sur papier.

Hydrolyse acide partielle: Certains enchainements n'ont pas pu étre scindés par
voie enzymatique. Pour déterminer entiérement leur structure, ils ont été soumis
a une hydrolyse acide partielle (HCl 11 N 4 37° pendant 24 ou 48 h). Les constituants
de 'hydrolysat sont ici encore purifiés par chromatographie sur papier.

Structure des tripeptides: Lorsqu’aprés hydrolyse enzymatique ou acide partielle
on obtient un tripeptide, on le transforme en DNP-tripeptide. Par action de la carboxy-
peptidase on caractérise I'acide aminé C-terminal. Le DNP-dipeptide résiduel est
hydrolysé; aprés caractérisation du DNP-acide aminé, la structure du tripeptide
se trouve établie: ce résultat peut également étre obtenu grice a la méthode d’EpMan.
La structure des tripeptides dans la partie consacrée aux résultats ne sera donc plus
discutée, sauf dans le cas ot les deux procédés indiqués ne peuvent pas étre appliqués.
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Localisation des résidus Asp(NH,) et Glu(NH,): Cette localisation a été faite
en soumettant les peptides obtenus par voie enzymatique 4 des électrophoréses sur
papier & pH 6.5 et en déterminant dans ces conditions leur mobilité.

Acétylation du lysozyme

Pour obtenir un lysozyme entiérement transformé, il doit étre soumis i deux
acétylations successives. Les procédés utilisés sont ceux de FRAENKEL-CONRAT!? et
de WONG ET LIENER"3. 500 mg de lysozyme sont dissous a 0° dans 10 ml d’une solution
d’acétate de sodium a demi saturée. On ajoute ensuite trés lentement (go min) et
en agitant 0.6 ml d’anhydride acétique, par fractions de 0.05 ml. On dialyse pendant
20 h contre de l'eau distillée 4 4°. On ajoute alors de l'acétate de sodium jusqu’a
obtention d'une solution demi-saturée et on recommence l’addition d’anhydride
acétique. On dialyse et on lyophilise.

RESULTATS
Etude des unités trypsiques

Action de la trypsine sur le lysozyme réduit et traité par Uacide jodacétique: 1'évo-
Iution en fonction du temps de I'hydrolyse trypsique est montrée dans la Fig. 1.
I’action de 'enzyme est rapide et semble compléte aprés 8 h d’action. Le nombre
calculé de coupures & 1009, est alors d’environ 10. Pour le lysozyme natif il est,
dans les mémes conditions, seulement de 1.

Nombre de coupures

e 1
o] ] S
Temps (h)

Fig. 1. Nombre de coupures (4 1009%) obtenues par action de la trypsine sur: (a) le lysozyme
réduit puis traité par 'acide iodacétique, (b) le lysozyme réduit puis acétylé, (c) le lysozyme natif.

Séparation des peptides par chromatographie sur colonne: Le lysozyme contient,
par molécule, 6 résidus de lysine et 11 résidus d’arginine. Comme l'acide aminé
C-terminal est la leucine, on devrait théoriquement obtenir 18 unités trypsiques. Par
chromatographie sur Dowex-1 Xz, il a été possible de caractériser 17 pics (T 1aT 17).
La Fig. 2 montre la séparation de ces pics provenant de 300 mg de lysozyme réduit.
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Purification des unités trypsiques: La pureté des constituants de chaque pic a
été vérifiée par chromatographie et par ionophorése sur papier. Le Tableau IT montre
que seul le pic 1 contient deux unités trypsiques T 1a et T 1b.

o |-collidine - HACw—gradient = w——(-+HAC N} —sw—v (—eHAC 2N)—w-HAC 2N-+HC!
g To pHB  —wHAC N/1O en direct N
) chombre de To T
£ 20 mélange: 1litre n
ho} : T T,
14 T 3 15
iy
[
0
0.E T
£s
Q
oY
~
o <
£ % T,
"6 = 14
N
> 1.0
£o "
€S
cE Tie
O¢ Tie Ty
=
[Sks} T
5 o
¥ s
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S 0 ' ' L
g O 200 400 600 800

Fractions de Smi

Fig. 2. Chromatographie sur Dowex-1 X 2 d’un hydrolysat trypsique de lysozyme réduit, puis
traité par l'acide iodacétique (300 mg). Colonne de 140 X 2.4 cm.

TABLEAU II
Rp ET m DES UNITES TRYPSIQUES ISOLEES PAR CHROMATOGRAPHIE SUR DOWEX-1 X2

Rp dans le Solvant A. m (4 pH 6.5) par rapport & celles de l’arginine, m = 4 1 et de CySOzH,

m = —I;m = o pour le glucose.
Unitétrypsique Rp m
T1a 0.05 +r1.1
T 1b 0.08 +1
T2 0.05 +0.6
T3 0.03 +o0.7
T4 0.08 +o0.4
Ts 0.71 0
T6 o o
Ty 0.05 o
T8 o o
To 0.09 [
T 10 0.16 o
Tirx 0.02 +o.1
T 12 0.02 —0.20
T 13 (] —0.20
Ti4 0.12 o
T 15 0.02 —0.30
T16 0.02 —0.35
T 17 o.10 —0.27

Amnalyse des unités trypsiques: Le Tableau I1I indique la composition quantitative
en acides aminés des unités trypsiques. Chaque unité comporte un seul acide aminé
basique, comme l'exige la spécificité de la trypsine. Il y a cependant deux exceptions:
I'unité T 4, qui comprend deux acides aminés basiques (donc 2 unités trypsiques),

Biochim. Biophys. Acta, 78 (1963) 668—-689
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TABLEAU 111

COMPOSITION QUANTITATIVE EN ACIDES AMINES DES UNITES TRYPSIQUES

Acides aminés Ti1a Tib T2 Ty T4 Ts T6* Ty T8 Ty Tio Trr Trz2 Tiy Tig Tis Tr6 Tty Total*
Gly I I I I I 2 2 2 1 12
Ala (3) I I 3 2 3 2 12
Ser I 1 (0.3) 2 1 4 I 10
SCMCys (1) 1 I 1 I 3 1 8
HS** (1) I 1 2
Thr 1 2 I 2 1 7
Pro I I 2
Val 1 1 I I 2 6
Leu 1 (r) 1 1 b I 3 8
Ileu I 2 2 1 6
Phe 1 2 3
Tyr 1 1 1 3
Try 1 1 2 2 6
Asp 1 3 1 2 4 I 4 3 2 21
Glu (1) 2 1 I 1 5
Lys 1 1 (1) 1 1 b bs 6
Arg I 1 1 1 (1) 1 1 X 1 I I I 11
His I 1
Total I I 5 2 5 1 (9) 3 12 2 9 7 8 16 r2 23 15 7 129

* Dans le calcul de la totalité des résidues d’acides aminés T6 n’a pas été pris en considération car T6 = T12 + T1b (voir texte).
** HS, homosérine provenant aprés réduction de la méthionine.

HWAZOSAT N4 INOIWIHD TANIINALS
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la trypsine n’ayant pas pu scinder une des liaisons et I'unité T 6; mais cette derniére
est le produit d’addition des unités T 12 + T 1b; aussi ne I’avons-nous pas fait inter-
venir dans le calcul de la totalité des résidus d’acides aminés. On retrouve ainsi
129 acides aminés et 18 unités trypsiques.

Rendement des unités trypsiques: Les rendements d’obtention des unités trypsiques
aprés chromatographie sur colonne sont indiqués dans le Tableau IV.

TABLEAU IV

STRUCTURE CHIMIQUE DES UNITES TRYPSIQUES ET RENDEMENT D’OBTENTION (%)
APRES CHROMATOGRAPHIE

T 1a Lys (60%,)
T 1b Arg (60%,)
T2 Thr—Pro-Gly—Ser—Arg (509%,)

T3 Asp(NH,)-Arg (95 %)

T4 Lys—-Val-Phe-Gly-Arg (50 %)

Ts Leu (70 %)

Teo SCMCys—Glu-Leu—-Ala-Ala-Ala-HS*~Lys-Arg (89%)

T7 Gly-SCMCys—Arg (32 %)

T8 Phe-Glu-Ser—Asp(NH,)-Phe-Asp(NH,)-Glu(NH,)-Ala~Thr—Thr-Asp(NH,)-Arg
(25%)

Tog SCMCys-Lys (70 %)

T 10 Gly-Thr-Asp-Val-Glu(NH,)-Ala-Try-Ileu—Arg (28 %)

T 11 His-Gly-Leu—Asp—-Asp(NH,)-Tyr—Arg (45 %)

T 12 SCMCys—Glu-Leu-Ala—Ala-Ala-HS*-Lys (28 %)

T 13 Asp—(Thr,Asp(NH,)},Gly,Ser,Thr)-Asp-Tyr-Gly-Ileu-Leu-Glu(NH,)-Asp(NH,)-
Ileu-Ser—Arg (30 %)

T 14 Gly-Tyr-Ser—Leu—Gly—Asp(NH,)-Try-Val-SCMCys—Ala—Ala-Lys (25 %)

T 13 Asp(NH,)-Leu-SCMCys—Asp(NH,)-Ileu—Pro-SCMCys-Ser—Ala—Leu-Leu—Ser—
Ser—Asp-Ileu-Thr-Ala-Ser—Asp(NH,)-Val-SCMCys—-Ala-Lys (16 %)

T 16 Ileu-Val-Ser-Asp-Gly—Asp~Gly-HS *~Asp(NH,)-Ala-Try-Val-Ala-Try—Arg (12%)

T1y Try-Try—(SCMCys, Asp,Asp(NH,),Gly)-Arg (20%,)

* HS, homosérine provenant de la méthionine.

Structure chimique des unités trypsiques; T 1a, T 16, T2 et T3: T 1a et T 1b sont les
acides aminés libres: Lys et Arg. Les structures de T 2: Thr—Pro—Gly—Ser-Arg
et de T 3: Asp(NH,)—Arg ont été décrites en détail par JoLLES-THAUREAUX et al.b.

Structure de T 4: Par hydrolyse chymotrypsique on obtient un tripeptide Lys-—
Val-Phe et un dipeptide Gly—Arg. L’acide aminé N-terminal est Lys. La structure
est donc Lys-Val-Phe-Gly—-Arg. Il s’agit de I'’enchainement N-terminal du lyso-
zyme. Cela a pu étre vérifié en soumettant directement la protéine cinq fois de suite
3 la réaction d’EpMAN. Le comportement de la trypsine vis-a-vis de T 4 qui contient
en fait deux unités trypsiques sera discuté plus loin.

Structure de T 5, T 6 et T 7: T 5 est constituée par la leucine libre. La structure
de T 6 a déja été décrite par JOorLLEs ef al.3. T 7 fait partie de I'enchainement C-terminal
du lysozyme: Gly—~SCMCys—Arg—Leu-OH qui a fait 'objet de la part de JoLLES efal.14
d’une étude détaillée.

Structure de T 8: Le Tableau V rend compte des peptides obtenus par hydrolyses
chymotrypsique et acide partielle 4 partir de T 8. En agissant sur le peptide Glu—Ser—
Asp(NH,)—Phe, la carboxypeptidase libére successivement Phe et Asp(NH,); comme
ce peptide a une mobilité m = —o0.46, Glu n’est pas amidé. Par contre le peptide T 8
ayant une mobilité m = o, tous les autres résidus de Asp ou de Glu sont amidés.
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TABLEAU V

ETABLISSEMENT

DE LA STRUCTURE DE T 8

Méthode

Substances isolées

EDMAN

Phe-Glu

Chymotrypsine  Glu-Ser—Asp(NH,)-Phe

Asp(NH,)—(Glu(NH,), Ala, Thr, Thr, Asp(NH,))-Arg

Hydrolyse Glu-- Ala
acide Asp———Arg
partielle Asp———Glu- Ala
Thr
Structure Phe-Glu-Ser—Asp(NH,)-Phe-Asp(NH,)—-Glu(NH,)-Ala-Thr-Thr-Asp(NH,)--Arg
TABLEAU VI
ETABLISSEMENT DE LA STRUCTURE DE T 10
Méthode Substances isolées
SANGER Gly
Pepsine Gly—(Thr, Ser ?)-Asp
Val-Glu(NH,)-Ala
Chymotrypsine Gly—(Thr, Asp, Val, Glu)- Ala—Try
Tleu—-Arg

Structure Gly—Thr—————

Asp-Val-Glu(NH,)-Ala-Try-Ileu-Arg

TABLEAU VII

ETABLISSEMENT DE LA STRUCTURE DE T II

Méthode

Substances isolées

SANGER

Chymotrypsine

Hydrolyse acide partielle

"Structure

His

His-Gly-Leu
Asp—Asp(NH,)-Tyr

Tyr-Arg
His-Gly-Leu—Asp-Asp(NH,)-Tyr-Arg

Structure de T g et T 10: T g est le dipeptide SCMCys—Lys. Le Tableau VI rend
compte de I'établissement de la structure de T 10. Le peptide Val-Glu(NH,)-Ala
a une mobilité nulle; il contient donc de la glutamine. Comme le peptide entier a une
mobilité nulle, le résidu de Asp n’est pas amidé. Il est intéressant de noter qu’au cours
de nombreuses analyses 0.3 résidu de Ser a été détecté dans ce peptide. Il n’a pas
été possible de déterminer s’il s’agit ici d'un résidue de sérine particuliérement fragile
au cours de ’hydrolyse totale ou d’un artefact, élué de la colonne d’analyse a la place
habituelle de la sérine.
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Structure de T 11: Cette unité contient I'unique résidu d’histidine du lysozyme.
L’établissement de la structure est indiqué dans le Tableau VII. Le peptide Asp-—
Asp(NH,)-Tyr a une mobilité m = —o0.46. Apres réaction d’EDMAN, on obtient un
dipeptide de m = o; c’est donc le deuxiéme résidu de Asp qui est amidé.

Structure de T 12: La structure de T 12 a été déterminée comme celle de T 6
(voir réf. 3).

Structure de T 13: Par la méthode de SANGER, Asp a été caractérisé comme acide
aminé N-terminal. Aprés hydrolyse chymotrypsique, les quatre peptides suivants
ont été isolés: (a) Asp—(Thr, Asp, Gly, Ser, Thr)-Asp-Tyr (la carboxypeptidase a
détaché successivement Tyr et Asp), (b) Gly-Ileu-Leu, (c) Glu(NH,)-Asp(NH,)-Ileu
(les deux résidus sont amidés car m = o) et (d) Ser—Arg. (a) est I’enchainement N-
terminal, (d) I'enchainement C-terminal et (b} a pu étre réuni 4 (a) grace au peptide
obtenu par hydrolyse pepsique: Tyr—Gly-Ileu-Leu. Dans l’enchainement (a), l'en-
chainement des cinq acides aminés entre parenthéses n’a pas pu étre fixé de fagon
définitive ni aprés hydrolyse acide partielle, ni aprés hydrolyse pepsique. L’enchaine-
ment le plus probable est celui qui est indiqué ci-dessous; le résidu de Asp qui se
trouve entre parenthéses est amidé.

Asp - (Thr - Asp(NH,) — Gly — Ser —Thr) - Asp —Tyr - Gly - Ileu— Leu- Glu{NH,)-
Asp(NH,)-Ileu-Ser-Arg.

TABLEAU VIII

ETABLISSEMENT DE LA STRUCTURE DE T 14

Méthode Substances isolées

SANGER Gly

Chymotrypsine Gly-Tyr
Ser-Leu
Gly-Asp(NH,)-Try
Val-(SCMCys, Ala, Ala)-Lys

Pepsine Tyr-Ser—Leu--Gly—Asp(NH,)
Val--SCMCys-Ala
Hydrolyse acide partielle Ala—-Lys
Ala-Ala
Structure Gly-Tyr-Ser-Leu-Gly—Asp(NH4)-Try—Val-—-SCMCys-Ala-Ala—Lys

Structure de T 14: L’établissement de la structure est indiqué dans le Tableau VIII.

Structure de T 15: Le Tableau IX indique les peptides obtenus par divers procédés
de scission et ayant servi a I'établissement de la structure de T 15. Les parties N- et
C-terminales ont pu étre réunies grice i 'unité pepsique: Leu-Leu-Ser ou encore
Leu-Ser—Ser. T 15 contient trois des huit demi-résidus de cystine du lysozyme. La
SCMCys étant plus fragile au cours des analyses que l'acide cystéique (CySO,H),
nous avons vérifié les résultats obtenus & partir du lysozyme réduit par quelques
expériences effectuées avec le lysozyme oxydés. Il a été possible d’isoler, aprés action
de la trypsine dont les traces de chymotrypsine n’ont pas été inactivées, le peptide
Ser—Ser—Asp~Ileu-Thr-Ala~Ser—Asp(NH,)-Val-CySO;H-Ala-Lys. L'’enchainement
C-terminal de T 15, contrairement a ce que nous avons dit préalablement3, ne contient
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TABLEAU IX

PEPTIDES OBTENUS PAR DIFFERENTS PROCEDES D'HYDROLYSE A PARTIR DE T 15

Partie N-terminale de T1s

Méthode Substances isolées
Epman Asp- Leu
Chymotrypsine  Asp(NH,)-Leu
Pepsine Asp(NH,)-Ileu-Pro-SCMCys—Ser—Ala~Leu

Asp(NH,)-Ilen-Pro-SCMCys—Ser—Ala—Leu-Len
Leu-Leu-Ser

Leu-Ser—Ser
Hydrolyse acide Ileu-Pro
partielle Ileu-Pro-SCMCys
Ser—Ala-Leu
Leu-Leu
Partie C-terminale de T
Méthode Substances is;lées »
SANGER Ser
Chymotrypsine Ser—(Ser, Asp, Ileu, Thr, Ala, Ser)-Asp(NH,)-Val

Trypsine non

SCMCys—-Ala—Lys

protégée Ser—(Ser, Asp, Ileu, Thr, Ala, Ser, Asp, Val, SCMCys, Ala)—Lys
Pepsine Leu-Ser-—Ser
Leu-Leu-Ser
Ser—Ser—Asp
Ileu-Thr-Ala
Ser—Asp(NH,)-Val
TABLEAU X
ETABLISSEMENT DE LA STRUCTURE DE T 16
Méthode Substances isolées

Epman Ileu—Val
Chymotrypsine  Ileu-Val-(Ser, Asp, Gly, Asp, Gly, HS*, Asp(NH,))-Ala-Try

Trypsine non
protégée

Hydrolyse acide

partielle

Val-Ala-Try
Arg

A partir du lysozyme natif Met-Asp(NH,)-—Ala—Try

Val-Ala-Try-Arg

Ser—Asp
Gly-Asp
Gly-HS”
Ser—(Asp, Gly)

Séquence déduite de

P’action du NBS

Structure

Try-Val-Ala-Try
Tleu-Val—-Ser—Asp-Gly-Asp-Gly-HS -Asp(NH,)—Ala-Try-Val-Ala-Try-Arg

* HS, homosérine provenant de la méthionine.
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donc qu'un seul demi-résidu de cystine. L’enchainement obtenu par action de la
pepsine: Asp(NH,)-Ileu—Pro-CySO,H-Ser-Ala-Leu-Leu auquel s’enchaine la partie
C-terminale de T 15, ne contient également qu’un seul demi-résidu de cystine. Le
troisiéme demi-résidu de cystine ne peut donc étre placé qu’entre ’enchainement
N-terminal de T 15: Asp(NH,)-Leu et le peptide Asp(NH,)-Ileu—-Pro. Grace au
Tableau IX et aux expériences décrites ci-dessus, on peut attribuer & T 15 la structure
suivante: Asp(NH,)-Leu-SCMCys—Asp(NH,)-Ileu-Pro-SCMCys-Ser-Ala-Leu-Leu—
Ser-Ser-Asp-Ileu-Thr-Ala—Ser-Asp(NH,) -Val-SCMCys—Ala-Lys. L’étude des mobi-
lités des peptides: Asp(NH,)-Leu (m = o), Ser—Ser-Asp (m = —0.30) et Ser—
Asp(NH,)-Val (m = o) a permis de préciser la position de deux résidus amidés. La
mobilité de 'unité pepsique Asp(NH,)-Ileu~Pro~-SCMCys-Ser-Ala-Leu (m = —0.30)
n’est pas en accord avec la présence de deux groupements acides; ici encore Asp
est présent sous sa forme amidée.

TABLEAU XI
Rp ET m DES UNITES CHYMOTRYPSIQUES ISOLEES PAR CHROMATOGRAPHIE SUR Dowex-1 X2

Rp et m, voir Tableau II.

Unaté

chymotrypsique Rrp "
Cr o +o0.7
C2 o et 0.02 +0.65 et +o0.7
C3 0.02 +0.65
C4 0.02 et 0.18 +0.45 et +0.65
Cs 0.02 et 0.18 +0.45 et +0.65
Cé6 0.18 +o0.45
C7 0.35 +0.35
C8 o +o0.30
Co 0.16 +o0.50
C 1o 0.27 +-0.40
Ci1I o ~40.20
Ci12a o o
C12b 0.78 o
Ci13a 0.27 o
Ci3b 0.20 -+o0.40
Cig 0.01 [
Cis o -+o0.30
Ci16 [¢] (o]
Ci17a 0.04 —0.30
Ci7b 0.12 —0.25
Ci18 o —0.20
Cig 0.55 o
C2o0 0.16 —0.46
C21 [ —o0.23
C22 0.40 o
C23 [ —0.20
C24 o —0.20
Ca2s 0.35 —0.60
C 26 0.35 —o0.60
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Notons enfin que 'unité chymotrypsique comprise entre Asp(NH,)-Leu et la
partie C-terminale (Ser-Ser ....... ~Lys) a savoir C 25 (Tableaux XI et XII) contient
deux groupements carboxyliques libres, car sa mobilité est —o.60. Il semble donc
bien qu’elle renferme deux résidus de SCMCys, le résidu de Asp étant »nidé.

Structure de T 16: L’établissement de la structure de T 16 peut étre déduite du
Tableau X. Comme le peptide Asp(NH,)—-Ala-Try a une mobilité nulle, il contient
un résidu d’asparagine. T 16 entier ayant une mobilité m = —o0.35 doit renfermer
deux groupements acides: les deux autres résidus de Asp ne sont donc pas amidés.

Structure de T 17: La mobilité de T 17 implique la présence de deux groupements
acides. L’'un appartient au résidu SCMCys, 'autre 4 I'un des résidus de Asp; le deux-
iéme résidu de Asp est donc amidé. L’acide N-terminal est Try. La structure est
donc: Try—~(Try, SCMCys, Asp, Asp(NH,), Gly)-Arg. L’étude de l'action du NBS
sur le lysozyme semble suggérer la présence dans la protéine d'une liaison Try-Try.
L’enchainement définitif des acides aminés entre parenthéses n’a pas encore été
établi, mais le plus probable est celui qui est indiqué ci-dessus.

Etude des unités chymotrypsiques

Séparation des peptides par chromatographie sur colonne: La Fig. 3 montre la
séparation des unités chymotrypsiques provenant de 375 mg de lysozyme réduit,
2b pics ont été caractérisés (C 1 4 C 26).

Purification des unités chymotrypsiques: La pureté de chaque pic a été vérifiée
par chromatographie et ionophorése sur papier. Le Tableau XI indique les Ry (dans
le Solvant A) et les mobilités des différents peptides. Les pics C 2, C 4, C 5, C 12, C 13
et C 17 contiennent deux substances.

Analyse des unités chymotrypsiques: En analysant aprés purification les unités
chymotrypsiques, nous nous sommes rapidement aperqus des deux faits suivants, con-
firmés au cours de 1'étude de la structure de ces séquences (voir plus loin): (a) une
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Fig. 3. Chromatographie sur Dowex-1 X 2 d’un hydrolysat chymotrypsique de lysozyme réduit,
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méme unité chymotrypsique:peut se retrouver dans deux pics différents, souvent fort
éloignés. Ainsi le peptide Ala-Ala—Ala—HS-Lys—Arg-His-Gly-Leu-Asp-Asp(NHg)-
Tyr se retrouve dans les pics C 8 et C 15. Il semble qu’il soit fortement adsorbé sur
la résine; quand on ajoute a la chambre de mélange de l'acide acétique o.x N, une
certaine partie est éluée; le reste est décroché lorsque I'on modifie le gradient en
ajoutant a la chambre de mélange del’acide acétique 1 N. (b} Certains pics contiemment
des séquences constituées par deux unités chymotrypsiques qui se suivent, la«chymo-
trypsine ne scindant pas toutes les liaisons sensibles avec le méme rendement. I1
s'ensuit qu'une méme unité chymotrypsique peut étre retrouvée dans deux pics
formés par des peptides de longueur différente. C 8 contient C 1 et Asp—Asp(NH,)-
Tyr; C 11 est formé de C 3 et de C 16. Dans le Tableau XII nous n’avons compté
qu'une seule fois les unités chymotrypsiques que l'on retrouve soit dans plusieurs
pics soit dans deux enchainements de longueur différente. Les 129 acides aminés
du lysozyme ont ainsi été caractérisés dans 18 unités chymotrypsiques.

Structure des unités chymotrypsiques: L’établissement de la structure chimique
des unités chymotrypsiques ne contenant pas d’acides aminés basiques (C 12b, C 14,
C17a, C19, C20, C22, C25) ne sera pas décrite: il s’agit de séquences situdes a
Pintérieur des unités trypsiques étudiées plus haut. Nous étudierons ici seulement
les peptides qui forment des ponts entre les unités trypsiques.

Structure de C 3,C 7, C 9, et C 13b: 11 s’agit de di- ou tripeptides dont I’étude n’a
présenté aucune difficulté.

Structure de C 6: L'acide aminé N-terminal est Ileu et 'acide aminé C-terminal
Leu. Par hydrolyse trypsique on obtient les peptides: Ileu-Arg, Gly-SCMCys—-Arg,
Gly-SCMCys-Arg-Leu et de la Leu libre. La structure est donc: Ileu-Arg-Gly-
SCMCys-Arg-Leu. Il s’agit de la séquence C-terminal du lysozyme.

Structure de C 8: Les acides N- et C-terminaux sont respectivement Ala et Tyr.
Par hydrolyse trypsique, on obtient Ala—(Ala, Ala, HS)-Lys-Arg et His—(Gly, Leu,
Asp, Asp(NH,))-Tyr. Par hydrolyse chymotrypsique (rapport enzyme/substrat 1/20
pendant 8 h 4 37°) on peut isoler les peptides: Ala—(Ala, Ala, HS, Lys, Arg, His, Gly)-
Leu et Asp—Asp(NH,)-Tyr. Par hydrolyse acide partielle, on forme les peptides:
Ala—-Ala—Ala, Ala-Ala-HS, HS-Lys, Gly-Leu. De tous ces résultats, on déduit la
structure: Ala-Ala-Ala-HS-Lys-Arg—His—Gly-Leu-Asp-Asp(NH,)-Tyr.

Structure de C 10: L’acide aminé C-terminal est Try. Aprés hydrolyse trypsique,
on obtient Try libre; on en déduit la séquence Arg-Try. Par hydrolyse acide partielle,
on obtient Glu-Asp-Ileu et Ser- Arg. On en déduit la structure Glu(NH,)-Asp(NH,)-
Ileu-Ser-Arg-Try, le peptide ayant une mobilité m — o.40.

Structure de C 11: L’acide aminé N-terminal est Arg; la séquence C-terminale
déterminée par action de la carboxypeptidase est Ala-Try. Aprés hydrolyse trypsique,
on obtient les peptides Arg—-Asp(NH,)-Arg et SCMCys-Lys—Gly-(Thr, Asp, Val,
Glu(NH,))-Ala-Try. Par hydrolyse chymotrypsique (rapport enzyme/substrat 1/10)
on obtient: Arg—Asp(NH,) et Arg—(SCMCys, Lys, Gly, Thr, Asp, Val, Glu(NH,))~
Ala-Try. Aprés hydrolyse pepsique, on caractérise notamment Val-Glu(NH,)- Ala et
dans un hydrolysat acide partiel Thr—Asp. De ces résultats on déduit la structure:
Arg-Asp(NH,)-Arg-SCMCys-Lys-Gly-Thr-Asp-Val-Glu{(NH,)-Ala-Try.

Structure de C 12a: L'acide aminé C-terminal est Leu. Il a été vérifié que l'acide
aminé N-terminal n’est pas Thr. Aprés hydrolyse trypsique, on isole les peptides:
(Try, SCMCys, Asp, Asp(NH,), Gly)-Arg, Thr-Pro-Gly-Ser—Arg et Asp(NH,)-Leu.
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La structure de C 12a est donc: (Try, SCMCys, Asp, Asp(NH,), Gly)-Arg-Thr—Pro-
Gly-Ser-Arg-Asp(NH,)-Leu.

Structure de C 13a: Les acides aminés N- et C-terminaux sont respectivement Val
et Phe. Aprés hydrolyse pepsique, on caractérise les peptides: Val-SCMCys-Ala et
Ala-Lys-Phe, et aprés hydrolyse trypsique: Val-(SCMCys, Ala, Ala)-Lys et Phe
libre. La structure est donc: Val-SCMCys—Ala~Ala-Lys—Phe.

Structure de C 16: La structure est établie comme celle de C 11.

Structure de C 17b: Les acides aminés N- et C-terminaux sont respectivement Gly
et Leu. Aprés hydrolyse trypsique, on caractérise les peptides: Gly—Arg et SCMCys-
Glu-Leu. La structure de C 17b est donc: Gly-Arg—-SCMCys—Glu-Leu.

Structure de C 18: Les acides aminés N- et C-terminaux sont respectivement
SCMCys et Try. Aprés hydrolyse trypsique, on obtient: SCMCys-Ala-Lys, Lys libre
et Ileu—Val-(Ser, Asp, Gly, Asp, Gly, HS, Asp(NH,))--Ala~Try. La structure du
peptide est donc: SCMCys-Ala-Lys—Lys-Ileu—Val-Ser-Asp-Gly—-Asp-Gly-HS-Asp-
{(NH,j-Ala-Try (voir T 16}.

Structure de C 21: Les enchainements N- et C-terminaux sont respectivement
Arg-Asp et Asp-Tyr. On a isolé d’autre part les peptides Arg~Asp (m = o) et (Thr,
Asp(NH,), Gly) de mobilité nulle. C 21 a donc la structure suivante: Arg-Asp—(Thr,
Asp(NH,), Gly, Ser, Thr)-Asp-Tyr.

Le Tableau XIII indique la structure chimique de chacune des unités chymo-
trypsiques.

TABLEAU XIII

STRUCTURE CHIMIQUE DES UNITES CHYMOTRYPSIQUES

C1 Ala-Ala-Ala-HS*-Lys-Arg-His-Gly-Leu
Cz Mélangede Cretde C3
C3 Arg—-Asp(NH,)
CsetCs Mélangede C3etdeC6
Cé6 Ileu—-Arg-Gly—-SCMCys—Arg~Leu
Cy Lys—Val-Phe
C8 Ala-Ala-Ala-HS*-Lys-Arg-His-Gly-Leu—Asp-Asp(NH,)-Tyr
Co Arg-Gly-Tyr

Cio Glu(NH,)-Asp(NH,)-lleu-Ser—~Arg-Try
Cir Arg-Asp(NH,)-Arg-SCMCys-Lys—-Gly-Thr-Asp-Val-Glu(NH,)~Ala~Try
Ci12a (Try, SCMCys, Asp, Asp(NH,), Gly)-Arg-Thr-Pro-Gly-Ser—Arg-Asp(NH,)-Leu
C 12b Gly-Ileu-Leu
Ci13a Val-SCMCys—Ala-Ala-Lys-Phe
C13b Ser—Arg-Try
Cig Asp(NH,)-Glu(NH,)-Ala-Thr-Thr-Asp(NH,)
Cis Ala—Ala—Ala-HS*-Lys-Arg-His-Gly-Leu-Asp-Asp(NH,)-Tyr
C16 Arg-SCMCys-Lys—Gly-Thr-Asp-Val-Glu(NH,)-Ala-Try
Ci7a Ser—Ser—Asp-lleu—Thr—Ala—Ser—Asp(NH,)-Val
Ci7b Gly—-Arg—SCMCys-Glu-Leu
C18 SCMCys-Ala~Lys-Lys-Ileu—Val-Ser—-Asp-Gly-Asp-Gly-HS *~Asp(NH,)-Ala-Try
C19 Val-Ala-Try
C 20 Glu-Ser-Asp(NH,)-Phe
Car Arg~Asp—(Thr, Asp(NH,), Gly, Ser, Thr)-Asp-Tyr
C 22 Ser-Leu-Gly—Asp(NH,)-Try
C 23 et C24 Comme C 18
C 25 et C 26 SCMCys—Asp(NH,)-Ileu—Pro-SCMCys—Ser—Ala~Leu-Leu

* HS, homosérine provenant de la méthionine.
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Réunion des unités trypsiques

Etablissement de la formule développée: Quelques unités trypsiques du lysozyme
réduit ont pu étre réunies grice aux unités trypsiques provenant du lysozyme réduit
et acétylé. Mais la formule développée du lysozyme n’a pu étre obtente que grice
aux unités chymotrypsiques.

TABLEAU XIV

STRUCTURE CHIMIQUE DES UNITES TRYPSIQUES (CONTENANT DES RESIDUS DE Lys)
ISOLEES A PARTIR DU LYSOZYME REDUIT ET ACETYLE

TA 1 Lys-Val-Phe-Gly—-Arg

TA 2 SCMCys-Glu-Leu-Ala-Ala-Ala-HS*-Lys-Arg

TA 3 Gly-Tyr-Ser-Leu-Gly—Asp(NH,)-Try-Val-SCMCys—Ala—Ala-Lys—Phe-Glu-Ser-
Asp(NH,)-Phe-Asp(NH,)-Glu{(NH,)-Ala-Thr—Thr-Asp(NH,)-Arg

TA 4 SCMCys—Lys—Gly-Thr—Asp-Val-Glu{(NH,)-Ala~-Try—Ileun—Arg

TA s Asp(NH,)-Leu-SCMCys—Asp(NH,)-Ileu—Pro-SCMCys—Ser—Ala-Leu-Leu-Ser—Ser—
Asp-Ileu-Thr-Ala-Ser—Asp(NH,)-Val-SCMCys-Ala-Lys-Lys-Ileu-Val-
Ser—Asp-Gly-Asp-Gly-HS*-Asp(NH,)-Ala~Try-Val-Ala-Try-Arg

* HS, homosérine provenant de la méthionine.

Unités trypsiques provenant du lysozyme réduit et acétylé: Le Tableau XIV indique
les cinq séquences contenant des résidus de lysine (acétylée) obtenues par action de
la trypsine sur le lysozyme réduit et acétylé (TA 1 a TA 5). L’établissement de la
structure de ces séquences ne sera pas décrit, les expériences déja rapportées ci-dessus
ayant permis de résoudre rapidement ce probléme. Les séquences TA1 et TA 2
avaient déja été rencontrées au cours de I'étude de I’hydrolysat trypsique du lysozyme
non acétylé; elles correspondent respectivement aux unités T 4 et T 6 (T 12 + T 1b).
La question de la spécificité de la trypsine dans ces deux cas sera discutée plus loin.
Les séquences TA 3, TA 4 et TA 5 ont permis de réunir respectivement les unités
trypsiques: T14 +T 8; Tg +T10;etT15 +Tra + T 16.

Etablissement de la formule développée du lysozyme: L’enchainement N-terminal
du lysozyme T 4 a pu étre réuni 4 T 6 grice a l'unité chymotrypsique C 17b. L’exis-
tence du peptide C 122 exclut la réunion de T 17 et T 6. L’unité C 8 a permis ensuite
la réunion de T 6 et de T 11.

L’unité chymotrypsique C 9. Arg-Gly-Tyr n’est pas suffisante pour réunir les
unités trypsiques T 11 et T 14. Nous avons fait appel ici au peptide Tyr-Arg-Gly
isolé a partir du lysozyme aprés hydrolyse pepsique.

Les unités T 14 et T 8 ont été réunies grace 4 C 13a. Les unités T 8 et T 13 n’ont
pas pu étre réunies grice a la seule unité chymotrypsique C 21: Arg-Asp—(Thr,
Asp(NH,), Gly, Ser, Thr)-Asp-Tyr; en effet Arg est N-terminal et le lysozyme contient
11 résidus de Arg. Nous avons fait appel ici a nouveau a une unité pepsique: Asp(NH,)-
Glu(NH,)-Ala-Thr-Thr-Asp(NH,)-Arg—Asp—(Thr, Asp(NH,), Gly, Ser, Thr)-Asp.

Les unités T 13 et T 17 ont été réunies grice a C 10.

Les unités T 17, T 2 et T 15 se sont trouvées jointes grace a la seule unité chymo-
trypsique C 12a.

Les unités T 15, T 1a et T 16 ont été réunies grace & C 18.
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Les unités T 16, T 3, T g et T 10 ont pu étre réunies grice a I'unité chymotryp-
sique, C 11 (C 3 + C 16) et grice a l'unité trypsique provenant du lysozyme acé-
tylé TA 4.

Les unités T 10, T 7 et T 5 ont enfin été réunies griace a C6.

Le Tableau XV indique la structure chimique développée du lysozyme de blanc
d’oeuf de poule telle qu’elle découle de nos recherches et comportant 129 résidus
d’acides. aminés.

TABLEAU XV

STRUCTURE CHIMIQUE PRIMAIRE DU LYSOZYME DE BLANC D’OEUF DE POULE

N 4

Lys
C71 .1 [T
V:Tl | e Ti2 . ;1:13 B
Phe-Gly—-Arg-Cys—-Glu-Leu-Ala~Ala—Ala~Met—Lys~Arg—His~Gly-Leu
1
—><«—Ci17b—S > «—J0 C8

Ciza———S—— < C22 A(——CQ——N—] ATP T
Lys—Alh—Ala—C}'Is—Val—Try—Asp (NH,)-Gly-Leu-Ser-Tyr-Gly-Arg-Tyr-Asp(NH,)

| 7 T =

4 20

Phe T T8 .

Glu—Ser—-Asp(NH,)-Phe-Asp(NH,)-Glu(NH,)-Ala-Thr-Thr-Asp(NH,)-Arg-Asp—(Thr

—> Cig 40 ><+—Cz1 |
Cro . szb_>(—__" AISP(NHz)
Try-Try—Arg—Ser—lleu~Asp(NH3-Glu(NH,)-Leu-Ileu—~Gly-Tyr~Asp-Thr—(Ser, Gly

60 Tis 50
CysSllr; . 70Tz

|
Asp, Asp(NH,), Gly)-Arg-Thr—Pro-Gly-Ser-Arg-Asp(NH,)-Leu-Cys—Asp(NH,)-Ileu
' l

—

C20

Crz2a >S5—Cz25
—> <— Cri7a - -I P‘lo
Lys—Ala—Cys-Val-Asp(NH,)-Ser-Ala-Thr~Ileu-Asp-Ser—Ser-Leu-Leu-Ala-Ser-Cys
i i
S 0 T15 80 S

L)!'S ITIa ? T16 IIO0 > T3

Ileu-Val-Ser-Asp-Gly—Asp-Gly-Met-Asp(NH,)-Ala-Try-Val-Ala-Try—Arg-Asp(NH,)-Arg 1
C18—I00 —<—Ci19
«—1I29 S—C6b > Ci1 J S‘CTS l_
rHO.Leu—Arg—C)'/S—Gly—Arg—Ileu—Try—Ala—Glu(NHz)—VaI—Asp—Thr—Gly—Lys J
— T5—>«— Ty T1o0 120 <
DISCUSSION

L’enchainement des unités trypsiques tel qu'il se présente au sein du lysozyme natif
avait déja été indiqué par JOLLES ¢f al.l. La présente étude a permis d’exposer tous
les détails qui nous ont conduits a la formule développée indiquée dans le Tableau XV.
Elle se différencie de celle donnée précédemment? par la suppression d'un certain
nombre de parenthéses situées a 'intérieur de quelques unités trypsiques, I’enchaine-
ment des acides aminés correspondants ayant été établi; une légére modification
portant sur la position d’un des trois demi-résidus de cystine de 1'unité trypsique T 15
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a également été apportée. Seuls doivent encore étre vérifiés les enchainements des
résidus 46 a 49 et 63 A 66 restés entre parenthéses.

Quelques études déja anciennes et partielles, car portant seulement sur un nombre
restreint de résidus d’acides aminés, avaient précédé la notre. THoMPSON!® a établi
la structure de 25 séquences (tri- a hexapeptides); seulement six peptides ont été
retrouvés dans notre formule: Thr—Asp-Val-Glu-Ala (dans T 10), Asp—Glu—Ala (dans
T 18), Glu-Asp-Ileu (dans T 13), Asp-Ileu-Pro-Cys (dans T 15), Arg-Cys—-Lys-Gly
(dans C 11) et Asp-Leu-Cys-Asp {dans T 15). Deux autres peptides sont trés proches
des notres: Thr—Gly—-Asp-Val(Gly-Thr—-Asp-Val dans T 10), Ser—Val-Asp-Cys-Ala
(dans T 15). ACHER ¢t al.% ont caractérisé dix enchainements contenant plus particu-
lierement les résidus de His, Met, Pro, Tyr et Phe. Nous avons retrouvé les enchaine-
ments: Lys-Val-Phe-Gly-Arg (T 4), Ala-Ala-Met (dans T 12), Ala~Lys—Phe-Glu
(dans C 13a) et Asp-Tyr-Arg-Gly (dans C g); les enchainements contenant les deux
autres résidus de Tyr et 'enchainement Arg—His-Lys n’ont pas pu étre vérifiés par
nous. L’'unique résidu de His du lysozyme fait en réalité partie de la séquence Lys-
Arg-His. L’enchainement N-terminal du lysozyme tel que nous Yindiquons dans le
Tableau XV avait été établi par SCHROEDERY (Lys-Val-Phe-Gly) et grice a sa
méthode, EDMAN a pu détacher les 14 premiers acides aminés. L’enchainement
C-terminal du lysozyme tel que nous I'avions indiqué dés 1957 (voir réf. 14) ne cor-
respond pas a celui établi par OHNOY: Asp-Gly-Ala-Asp(NH,)-Leu.

Quelques remarques s'imposent en ce qui concerne la spécificité des enzymes lors
de leur action sur le lysozyme réduit, puis traité par 'acide iodacétique. La trypsine
dont les traces de chymotrypsine ont été inactivées, scinde la chaine peptidique
seulement au niveau des groupements carboxyliques des résidus de Lys et de Arg;
elle n’a cependant pas détaché la lysine N-terminale du lysozyme (on retrouve
I'unité Lys—Val-Phe-Gly-Arg) et elle a rompu avec un faible rendement la liaison
Lys—-Arg dans T 12. Lorsque les traces de chymotrypsine ne sont pas inactivées, des
coupures supplémentaires ont lieu principalement au niveau des groupements car-
boxyliques du premier résidu de Try de T16 et de T 10 et du troisiéme résidu de Leu
de T 15. Nos expériences ont montré qu’aprés 'acétylation du lysozyme, les coupures
au niveau des groupements carboxyliques des résidus de Lys n’ont plus lieu. La chymo-
trypsine a scindé la chaine peptidique au niveau des groupements carboxyliques des
trois résidus de Tyr, des trois résidus de Phe, de cinq (sur six) résidus-de Try (sauf
dans C 12a), de sept (sur huit) résidus de Leu (le huitiéme résidu de Leu est I'acide
aminé C-terminal du lysozyme), et de deux résidus de Asp(NH,) qui sont suivis de
résidus de Arg (dans T 8 et T 3). Aucune coupure n’a été constatée au niveau des
résidus de Met modifiés par la réduction.

La pepsine n’a pas fait preuve d'une grande spécificité; elle a souvent scindé
la chaine peptidique au niveau des groupements aminés ou carboxyliques des résidus
d’acides aminés sensibles a 'action de la chymotrypsine.

Au cours d’une étude de l'action du NBS sur le lysozyme?®, les séquences Try-
Val (deux fois), Try—-Arg et Try-Ileu avaient été déterminées; ces séquences ont été
retrouvées dans les enchainements étudiés plus haut.

Dans le cadre plus général de nos études de structure effectuées avec le lysozyme
dénaturé par la chaleur, oxydé ou réduit, nous n’avons jusqu'a présent obtenu, par
voie enzymatique et dans les conditions indiquées dans la partie METHODES aucun
peptide ayant conservé son action biologique (lyse de suspensions de Micrococcus
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lysodeikticus). Le lysozyme privé de sa leucine C-terminale est actif. Aprés dénatu-
ration par chauffage, I'enzyme est inactivé; mais une certaine activité reparait au
bout de 24 h et le rendement de I'hydrolyse trypsique diminue en méme temps que
I'activité augmente. Au cours de 'oxydation par l'acide performique qui transforme
les résidus de cystine en rompant les ponts -S-S—, 'activité biologique disparait.
Lorsqu’on réduit le lysozyme par l'acide thioglycolique, il perd également, mais de
facon réversible, son pouvoir lysant; des expériences de réduction partielle ont montré
que le maintien d’au moins deux ponts —S-S- semble nécessaire pour que l'enzyme
demeure actif. Au cours de 'action du NBS et au fur et & mesure de la disparition des
résidus de Try, I'activité lysante disparait?®. Par contre au cours de I’action de I'acide
iodacétique a pH 5.5 sur le lysozyme {dans des conditions ol la transformation de
His serait possible?!), seule un trés faible perte de I'activité enzymatique a été con-
statée et I'histidine ne semble pas étre transformée au cours de ce traitement; I'his-
tidine ne parait pas étre accessible dans ces conditions et serait peut-étre engagée dans
une liaison hydrogéne. Notons a ce propos I'importance accordée par LEoN1s?? & la
structure tertiaire (et en particulier aux liaisons hydrophobes) pour le maintien d'vn
lysozyme pleinement actif.

Dans le but d’éclaircir les relations pouvant exister entre structure chimique
et activité biologique, nous avons poursuivi notre étude comparée des lysozymes
d’origines diverses qui, tous, présentent qualitativement le méme pouvoir lysant?s.
Nous essayons également d’obtenir par voie enzymatique et & partir du lysozyme
de blanc d’oeuf de poule des séquences présentant une certaine activité. Pour cela
la connaissance de la disposition des quatre ponts -S-S- des résidus de cystine était
indispensable; cette étude est en voie d’achévement et un premier pont a été localisé
entre les demi-résidus de cystine No. 1 et No. 2 (voir réf. 24) du Tableau XV:

c o> =Gly-Arg-Cys-Glu-Leu- - - > - - |
v
..<...__Ala_(:y5_val ...... <l e
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RESUME

Tous les détails concernant 1'établissement de la structure chimique du lysozyme du
blanc d’oeuf de poule (briévement publiée en 1961) sont indiqués dans la présente
étude. Les 18 unités trypsiques obtenues par chromatographie sur Dowex-1 X2
a partir du lysozyme réduit puis traité par ’acide iodacétique ont été réunies dans
Pordre qu’elles occupent au sein de la molécule primitive grice aux unités chymo-
trypsiques contenant un acide aminé basique, et dans deux cas, griace 4 des unités
pepsiques. La protéine est formée par une seule chaine peptidique de 129 acides
aminés plus ou moins repliée par les quatre ponts —-S~S— des quatre résidus de cystine;
I'un de ces ponts a déja été caractérisé. Quelques considérations sont faites sur les
relations existant entre structure chimique et activité biologique.
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