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SUMMARY 

The chemical structure of hen's egg-white lysozyme : the detailed 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-I 
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 d6velopp~e de la structure chimique primaire du lysozyme (N-acetyl- 
muramide glycanohydrolase, EC 3.2.1.17) de blanc d'oeuf de poule avait 6t6 6tablie 
en 1961 par JOLL~S et al. 1 et avait fait l 'objet d'une courte note. Pr6alablement l'en- 
chainement de la moiti6 N-terminale de la prot6ine ~ et une formule provisoire z avaient 
6t6 indiqu6s. Le pr6sent travail a pour but d'exposer en d6tail les m6thodes utilis6es 
ainsi que les r6sultats qui ont permis d'aboutir ~ la s6quence complete. 

La composition en acides amin6s du lysozyme de blanc d'oeuf de poule a fait 
l 'objet de nombreux travaux 4. L'enzyme comprend les 129 acides amin6s suivants: 
Gly12, Alalv Serlo, (Cys-)s, Met2, Thrv Prov Val6, Le%, Ileue, Phe3, Tyr3, Try6, Asp21, 
Glu~, Lys s, Arg11, His 1. 

Le nombre de groupements amid6s localisds est de 16. Le poids moMculaire 
calcuM est donc de 14386, en excellent accord avec celui 6tabli par la plupart des 
m6thodes physiques 4. Notons ici que le lysozyme est la premi&re prot6ine contenant 
~t la fois tous les acides amines et ell particulier cystine, m6thionine et tryptophane, 
dont la structure chimique a 6td dtablie. La chalne peptidique est plus ou moins replide 

Abr6viations: SCMCys, S-carboxym6thylcyst6ine; HS, homos6rine; 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-m~me, les replis 6tant maintenus par les quatre ponts -S -S -  des quatre rrsidus 
de cystine. La rupture de ces ponts et leur remplacement par le nombre 6quivalent de 
groupes -SCH2COOH ne scinde en aucune mani~re la molrcule en plusieurs chatnes 
peptidiques 5. 

Pour 6tablir la structure drveloppre d'une aussi grande molrcule, il 6tait n~ces- 
saire de la scinder en plusieurs morceaux, d'rtudier d'abord les srquences plus courtes 
pour, ensuite, les rrunir dans l'ordre qui doit ~tre le leur au sein de la molrcule pri- 
mitive. I1 a 6t6 fait appel en premier lieu ~ la trypsine (EC 3.4.4.4) qui scinde la 
molrcule au niveau des groupements carboxyliques des rrsidus de lysine et d'arginine. 
Malheureusement cet enzyme n'attaque pas (ou tr~s peu) le lysozyme natif. Ce dernier 
a d r  donc d'abord 6tre drnatur6 soit par chauffage, soit par oxydation s avec l'aeide 
performique, soit par rrduction avec l'acide thioglycolique suivie de l'action de l'acide 
iodacrtique3, 7. Pour srparer les peptides obtenus apr~s hydrolyse trypsique et 
appel~s unit~s trypsiques, on avait utilis~ la chromatographie sur colonne de r~sine 
Dowex-5o X2. 

Le Tableau I rend compte de ce que deviennent les trois acides aminrs: cystine, 
mrthionine et tryptophane, au cours des diffrrents traitements de drnaturation; 
apr~s chauffage, la cystine reste incbangre et les peptides contenant des rrsidus de 
cet acide amin6 restent adsorb~s sur le Dowex-5o X2. Apr~s oxydation, c'est la 
kynurrnine, principal produit de drgradation du tryptophane, qui est responsable 
de l'adsorption de certains peptides sur la rrsine s. Apr~s rrduction et traitement par 
l'acide iodacrtique, le tryptophane reste inchangr, la mrthionine est transformre 
principalement en homosrrine 8 et chaque rrsidu de cystine en deux rrsidus de S-car- 
boxymrthylcystrine (SCMCys). L'obtention de toutes les unitrs trypsiques est cepen- 
dant restre difficile par simple passage sur Dowex-5o X2, particuli~rement en ce qui 
concerne les peptides k caract~re fortement aromatique. Par contre toutes les unit~s 
trypsiques ont pu ~tre obtenues de fa~on tr~s ~lrgante par chromatographie sur 
Dowex-I X2. 

L'ordre de succession des unitrs trypsiques a 6t6 6tabli grg~ce aux peptides obtenus 
par hydrolyse chymotrypsique (EC 3.4.4.5), appelrs unitrs chymotrypsiques, et 

TABLEAU I 

S~P/kRhTION DES UNITIES TRYPSIQUES PAR CHROMATOGR.APHIE SUR COLONNE DE R]~SINE 

Comportement de Try, Cys et  Met. 

R~ine Lysotym¢ Try Gys Met Observations 

Dowex-5o X2 Natif Try Cys Met Digestion trypsique 
presque nuUe 

Try Cys Met Les peptides de la cystine 
restent  adsorb~s 

Kynurrnine CySO3H MetO~ Les peptides du Try 
restent  adsorbrs 

Try SCMCys Homosrrine Les peptides aromatiques 
restent  souvent adsorbrs 

Try SCMCys Homosrrine Srparation de toutes 
les uni t rs  

Dowex-5o X2 Drnatur~ 
(chaleur) 

Dowex-5o X2 Oxyd6 

Dowex-5o X2 Rrdui t  + acide 
iodacrtique 

Dowex-i X2 Rrdui t  + acide 
iodacrtique 
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contenant des acides amin4s basiques ~. Ces peptides constituaient de v4ritables ponts 
entre les unit4s trypsiques. La s4paration de toutes les unit6s chymotrypsiques du 
lysozyme n 'a  pas 4t4 possible par chromatographie sur Dowex-5o X2 oh restaient 

nouveau adsorb4s les courts enchalnements fortement basiques et (ou) aromatiques. 
Ici encore, le probl+me a pu ~tre r4solu en chromatographiant un hydrolysat enzy- 
matique prov, enant du lysozyme r4duit sur une colonne de Dowex-I X2. 

L'6tude des unit4s trypsiques et chymotrypsiques isol6es sur Dowex-5o X2 a 
abouti ~ une formule provisoire 3. L'isolement de toutes les unit4s par chromatographie 
sur Dowex-I X2 a permis d 'aboutir  ~ la formule compl+te i. Seul, ce mode de s4paration 
sera 4tudi4 en d4tail. Parmi les peptides isol4s, nous n'4tudierons que ceux dont la 
structure n 'a  pas 4t4 d4crite dans nos t ravaux ant4rieurs. L'ordre d'enchalnement des 
unit4s trypsiques a pu ~tre v4rifi4 grace ~ l'4tude de l 'hydrolysat trypsique du lyso- 
zyme ac4tyl4; on sait, en effet, que l 'ac4tylation des groupements amin4s e n e  de 
la lysine emp~che la trypsine de couper la chalne peptidique au niveau des r4sidus 
carboxyliques de cet acide amin4 ~. A la lumi~re de la formule d4velopp6e, la sp4cificit4 
de Faction des enzymes et du N-bromosuccinimide sur le lysozyme sera discut6e 
ainsi que certains aspects des relations entre structure chimique et activit6 biologique. 

MATI~RIEL ET M]~THOD'ES 
Lysozyme 

Le lysozyme utilis4 est un 4chantillon (lot No. 38I-I87) provenant des labora- 
toires Armour de Kankakee, Ill. (U.S.A.). Par chromatographie sur Amberlite 
CG-5o (colonne de 20 × i em pour I rag; solution tampon de phosphates 0.2 M 
(pH 7.18)) il a 4t4 v4rifi4 que 96 % de l 'enzyme se retrouvent dans un seul pic. Apr~s 
les diverses hydrolyses enzymatiques, il n 'a  4t4 tenu compte que des peptides obtenus 
avec un rendement sup4rieur £ 15 %. 

Rdduction 

On laisse r4agir le lysozyme (i mol) avec l'acide thioglycolique (4oo tool) dans 
l'ur4e 8 M, A pH 8.5 pendant 6 h ~ 2o °. On ajoute ensuite de l'acide iodac4tique 
(700 mol); le p H  est maintenu ~. 8.5 grace & l'addition de trim4thylamine et ceci 
pendant 2 h. Le lysozyme ainsi transform4 est dialys6 pendant 48 h contre de l 'eau 
distill4e ~. 2°; il est ensuite lyophilis6. I1 a 6t4 v4rifi6 que la cystine e3t transform4e 
en S-carboxym6thylcyst4ine et que ni la tyrosine ni le t ryptophane n 'ont  subi de 
transformation. 

Hydrolyse trypsique 

La trypsine Worthington trois fois recristMlis4e contient encore des traces de 
chymotrypsine. Elle doit donc subir, avant  son emploi, un pr4traitement : en solution 

1% elle est soumise ~ Faction de HC1 N/I6 pendant 18 h A 37 °. L'hydrolyse trypsique 
est ensuite effectu4e pendant 4 h & 37 ° et i pH 7.8. Le rapport  enzyme/substrat est 
I/IOO et la concentration en prot4ine de 1%. L'action enzymatique est stopp4e par 
acidification. L'augmentation de l 'azote amin4 d4termin4e par un dosage ninhydrine 
sur une fraction aliquote, renseigne sur le nombre de coupures obtenues par action 
de la trypsine. 
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Hydrolyse chymotrypsique 

L'hydrolyse chymotrypsique est effectu6e avec de la chymotrypsine Worthington 
trois fois recristallis6e dans des conditions analogues ~ celles d6crites pour l 'hydrolyse 
trypsique; on omet natureUement ici le pr6traitement. 

Chromatographic sur colonne de Dowex-~ X2. 

Le Dowex-i X2, 2oo-4oo mesh, est tamponn6 A pH 8 avec une solution de coUi- 
dine ~t 1% dont le pH a 6t6 amen6 ~t 8 par addition d'une petite quantit6 (environ 2 ml) 
d'acide ac6tique A 3o %. Un hydrolysat enzymatique provenant de 25 ~t 3o t*mol de 
lysozyme r6duit est chromatographi6 sur une colonne de 14o × 2.4 cm. Apr~s passage 
d'environ 5oo ml de la solution de pH 8, on 6tablit un gradient; ~ une chambre de 
mdlange contenant I 1 de la solution de pH 8 on ajoute successivement de l'acide 
ac6tique o.I N, I N puis 2 N. On termine la chromatographie en 61uant la r6sine 
directement avec de l'acide ac6tique 2 N e t  HC1 I N. L'61uat est recueilli par fractions 
de 5 ml. 

Repdrage des peptides (ou acides aminds) 

Une partie aliquote de chaque fraction est soumise d 'abord ~t une hydrolyse 
alcaline puis apr~s acidification A un dosage avec le r6actif ~ la ninhydrine. ~ o. I-O.3 ml 
de solution ~ doser, on ajoute I ml de NaOH 2.5 N. Apr+s 2.5 h ~ 9 o°, on neutralise 
par addition de I ml d'acide ac6tique ~ 3o %. On ajoute I ml de r6actif A la ninhydrine 
(2o mg ninhydrine, 3 mg hydrindantine, o.75 ml m~thylcellosolve, o.25 ml de solution 
tampon acetate de sodium 4 M (pH 5.5)) et apr~s d6veloppement de la coloration 
(15 rain au bain-marie bouillant) on d6termine densit6 optique h 57 ° m~. On 
caract6rise ainsi un certain nombre de pics. Les fractions correspondant ~t un pie 
donn6 sont r6unies et amen6es & sec dans un dessiccateur. 

Elimination des rdactifs 

Comme on travaille avec des solutions tampons volatiles, il n 'est pas n6cessaire 
de proc6der ~ des dessalifications sur des colonnes de r6sines. Cependant dans les 
fractions amen6es ~ sec on retrouve une quantit6 non n6gligeable de collidine. Des 
6vaporations successives ne sont pas toujours suffisantes pour chasser ce r6actif et 
parfois il a 6t6 n~cessaire de soumettre les peptides ~ des chromatographies sur papier 
Whatman No. I dans le solvant n-butanol-acide formique-eau (75:15:1o, v/v). 
Les peptides s6par6s de la collidine sont ensuite 61u6s du papier par de l'acide ac6- 
tique I N. Pour les peptides aromatiques, HCI o.I N a pu ~tre utilis6 sans inconv6nient ; 
le rendement de l'61ution s'est ainsi trouv6 accru. 

Ddtermination de la structure des peptides 

Puretd: La puret6 de chaque peptide a 6t6 soigneusement contr61~e par des 
chromatographies sur papier Whatman No. I dans les solvants: n-butanol-acide 
formique-eau (75 : 15 : IO, v/v) (Solvant A) et n -butanol -pyr id ine-eau  (6:4: 3, v/v) 
et par des ionophor~ses sur papier Whatman No. I avec les m61anges de pyr idine-  
eau-ac ide  ac6tique (lOO:9OO:4, v/v) (pH 6.5) et pyr id ine-eau-acide  ac6tique 
(lO:89o:1oo, v/v) (pH 3.6) sous I5-2o V/cm pendant I ou 2 h, A 2 °. Lorsqu'on se 
trouvait  ell pr6sence d'un m61ange de peptides, on a eu soin de proc6der d 'abord 
A des chromatographies ou ionophor~ses pr6paratives sur papier, suivies d'61utions. 
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Composition quantitative: La composition quantitative en acides aminds des diffd- 
rents peptides a dtd ddterminde aprbs hydrolyse totale (HC1 6 N ~ i i o  ° darts un tube 
scelld pendant 24 h, avec un Autoanalyseur Technicon, suivant la mdthode de PIEZ 
ET MORRIS 1°. Le tryptophane a 6td ddtermind par la mdthode de SPIES ET CHAMBERS 11. 

A cides aminds N-terminaux et sdquences N-terminales: Les acides aminds N-ter- 
minaux ont dt6 ddterminds par la mdthode de SANDER et les sdquences N-terminales 
par la mdthode d'EDMAN; la technique que nous avons utilisde est la suivante: 
0.5/~mol de peptide dissous dans o.5 ml de pyridine ~t 50 % est trait6 avec o.I ml 
d'une solution de phdnylisothiocyanate £ 1% dans l'alcool ~ 95 °. Le pH est ajustd 

9 avec une solution de trimdthylamine ~ 5 %. On laisse rdagir 30 mink  37 o en agitant 
de temps en temps. L'excbs de rdactif est extrait avec du benz~ne et le phdnylthio- 
carbamylpeptide est amend ~ sec (sur acide sulfurique). On reprend par 0. 3 ml d'un 
mdlange acide acdtique-HC1 (5:1, v/v) et on laisse reposer 15 m i n ~  tempdrature 
ordinaire. Le phdnylthiohydantoine acide amind se d6tache. On ajoute 4 volumes 
d'eau et on extrait  par l 'acdtate d'dthyle; on amine ~ sec la phase acdtate. L'acide 
amin6 est rdgdndrd par hydrolyse acide (HC1 6 N pendant 16 h k 15 o°, tubes scellds 
sous vide) et caractdrisd par chromatographie sur papier. 

Acides aminds et encha{nements C-terminaux: Les acides aminds et les enchalne- 
ments C-terminaux sont d6terminds par action de |a carboxypeptidase A (EC 3.4.2.1) 
(sauf dans le cas des unitds trypsiques); elle agit ~ 37 ° pendant des temps variables 
sur la solution contenant le peptide et des traces de diisopropylfluorophosphate 
(o.I ml d'une solution 2" IO -a mol/ml de solution peptidique) ; le pH est ajustd ~ 7.8 
avec de la trimdthylamine. 

Le (ou les) mdlange acides aminds libdr6s sont ensuite caractdrisds par chromato- 
graphie sur papier ou/ t  l 'aide de l 'Autoanalyseur. I1 est ainsi possible de ddterminer 
soit l'acide amind C-terminal, soit parfois l 'enchalnement C-terminal. Dans ce dernier 
cas il est cependant ndcessaire de rdpdter les analyses aprbs diffdrents temps de 
rdaction de l'enzyme. 

Hydrolyses enzymatiques: Les unitds trypsiques sont ~ leur tour soumises ~t une 
hydrolyse chymotrypsique (voir plus haut) en vue d'obtenir de trbs courtes sdquences 
(tri- ou tdtrapeptides). Les unitds chymotrypsiques sont soumises h une hydroiyse 
trypsique. Les unes et les autres ont dgalement dtd soumises/~ l'action de la pepsine 
(37 ° pendant 1-4 h en solution tampon de citrate 0.05 M (pH 1.95 ) ou HC1 o.oi N; 
rapport enzyme/substrat:  i/5o ou I/IOO). Les peptides obtenus aprbs ces nouvelles 
scissions enzymatiques sont sdpards et purifids par chromatographie ou ionophorbse 
sur papier. 

Hydrolyse acide partielle: Certains enchalnements n 'ont  pas pu ~tre scindds par 
vole enzymatique. Pour ddterminer enti~rement leur structure, ils ont 6t6 soumis 

une hydrolyse acide partielle (HC1 I i  N ~ 37 ° pendant 24 ou 48 h). Les constituants 
de l 'hydrolysat sont ici encore purifids par chromatographie sur papier. 

Structure des tripeptides: Lorsqu'apr~s hydrolyse enzymatique ou acide partielle 
on obtient un tripeptide, on le transforme en DNP-tripeptide. Par action de la carboxy- 
peptidase on caractdrise l'acide amind C-terminal. Le DNP-dipeptide rdsiduel est 
hydrolysd; apr~s caractdrisation du DNP-acide amind, la structure du tripeptide 
se trouve 6tablie : ee rdsultat peut 6galement 6tre obtenu grace ~ la m6thode d'EDMAN. 
La structure des tripeptides dans la partie consacrde aux rdsultats ne sera donc plus 
discutde, sauf dans le cas oti les deux procddds indiquds ne peuvent pas 6tre appliquds. 
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Localisation des rdsidus Asp(NHz) et Glu(NH2): Cette localisation a 6t6 faite 
en soumettant  les peptides obtenus par voie enzymatique A des ~lectrophor~ses sur 
papier A p H  6.5 et en d6terminant dans ces conditions leur mobilit6. 

Acdtylation du lysozyme 

Pour obtenir un lysozyme enti~rement transform6, il doit ~tre soumis A deux 
ac~tylations successives. Les proc6d6s utilis6s sont ceux de FRAENKEL-CONRAT TM et 
de WONG ET LIENER TM. 5oo mg de lysozyme sont dissous A o ° dans IO ml d'une solution 
d'ac6tate de sodium ~ demi satur6e. On ajoute ensuite tr~s lentement (9 ° rain) et 
en a~ t an t  o.6 ml d'anhydride ac6tique, par fractions de o.o5 ml. On dialyse pendant 
2o h contre de l 'eau distill6e ~ 4 °. On ajoute alors de l 'ac6tate de sodium jusqu'a 
obtention d'une solution demi-satur6e et on recommence 1'addition d'anhydride 
ac6tique. On dialyse et on lyophilise. 

RESULTATS 

Etude des unitds trypsiques 

Action de la trypsine sur le lysozyme rdduit et traitd par l'acide iodacdtique: L'6vo- 
lution en fonction du temps de l 'hydrolyse trypsique est montr6e dans la Fig. I. 
L'action de l 'enzyme est rapide et semble complete apr~s 8 h d'action. Le nombre 
calcul6 de coupures ~ IOO % est alors d'environ io. Pour le lysozyme natif il est, 
dans les m~mes conditions, seulement de I. 
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Fig. I. Nombre de coupures (~. ioo %) obtenues par action de la trypsine sur: (a) le lysozyme 
r6duit puis trait6 par l'acide iodac6tique, (b) le lysozyme r6duit puis ac6tyl6, (c) le lysozyme natif. 

s~paration des peptides par ckromatographie sur colonne: Le lysozyme contient, 
pax mol6cule, 6 r6sidus de lysine et I I  r6sidus d'arginine. Comme l'acide amin6 
C-terminal est la leucine, on devrait th6oriquement obtenir 18 unit6s trypsiques. Par  
chromatographie sur Dowex-I X2, il a 6t6 possible de caract~riser 17 pics (T i ~ T 17). 
La Fig. 2 montre la s6paxation de ces pics provenaut de 300 mg de lysozyme r6duit. 
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Purification des unitds trypsiques: La puret~ des constituants de chaque pic a 
6t6 v~rifi~e par chromatographie et par ionophor+se sur papier. Le Tableau II montre 
que seul le pic I contient deux unit6s trypsiques T ia  et T lb. 
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o d  
0 0  
L- U 
_o,-~ 

0 

c o l l i d i n e - H A c ~ g r a d i e n t ~ - - ( ~ H A c  N) N ( ~ H A c  2 N ) ~ H A ¢ 2 N ~ H C  
I °/o OH B ~ F I A C  N/10 en  d i rec t  N 

5o c hombre  de  
m~lange: 1 litre T11 

T3 T13 ]15 

T 8 

i r4 5 Tm I"12 T17 

T 7 

I 
2 0 0  4 0 0  6 0 0  8 0 0  

Fractions de 5ml  

Fig .  2. C h r o m a t o g r a p h i e  s u r  D o w e x - I  X 2 d ' u n  h y d r o l y s a t  tryps ique  de l y s o z y m e  r6duit,  puis  
trait6 par l'acide iodac6tique (300 nag). C o l o n n e  d e  14o × 2. 4 c m .  

T A B L E A U  I I  

RF ET m DES UN'IT1~S TRYPSIQUES ISOLI~ES PAR CHROMATOGRAPHIE SUR DOWEX-I X2  

R F  d a n s  1¢ S o l v a n t  A.  m (~, p H  6.5) par rapport  ~ celles de l'arginine, m = + i et de C y S O 3 H ,  
m = - -  i ;  m = o p o u r  le g l u c o s e .  

Unitd trypsique R F m 

T I a  o .o  5 + I . I  
T I b  o .o8  + I  
T 2 o .o  5 + o . 6  
T 3 0 .03  + 0 . 7  
T 4 0 .08  + 0 . 4  
T 5 o .71 o 
T 6  o o 
T 7 o .05  o 
T 8  o o 
T 9 0 .09  o 
T IO o .16  o 
T I I  o .o2  + o . I  
T 12 0 .02  - - 0 . 2 0  
T 13 o - - o . 2 o  
T 14 o .12  o 
T 15 0 .02  - - 0 . 3 0  
T 16 0 .02  - - 0 . 3 5  
T 17 o . I o  - - 0 . 2 7  

Analyse des unitds trypsiques: Le Tableau III indique la composition quantitative 
en acides amin6s des unit6s trypsiques. Chaque unit6 comporte un seul acide amin6 
basique, comme l'exige la sp6cificit6 de la trypsine. I1 y a cependant deux exceptions: 
l'unit6 T 4, qui comprend deux acides amin6s basiques (donc 2 unit6s trypsiques), 
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la trypsine n 'ayant  pas pu scinder une des liaisons et l'unit6 T 6; mais cette derni~re 
est le produit d'addition des unit6s T 12 + T Ib;  aussi ne l'avons-nous pas fait inter- 
venir dans le calcul de la totalit6 des r6sidus d'acides amin6s. On retrouve ainsi 
12 9 acides amin6s et 18 unit6s trypsiques. 

Rendement des unitds trypsiques: Les rendements d'obtention des unitds trypsiques 
aprbs chromatographie sur colonne sont indiqu6s dans le Tableau IV. 

TABLEAU IV 

STRUCTURE CHIMIQUE DES UNITIES TRYPSIQUES ET RENDEMENT D'OBTENTION (%) 
APR~S CHROMATOGR&PHIE 

T Ia Lys (60 %) 
T Ib Arg (60%) 
T 2 Thr-Pro-Gly-Ser-Arg (50%) 
T 3 Asp(NHz)-Arg (95 ~o) 
T 4 Lys-Val-Phe~7~ly-Arg (5 ° %) 
T 5 Leu (7 ° ~o) 
T 6 SCMCys-Glu-Leu-Ala-Ala-Ala-HS*-Lys-Arg (8 %) 
T 7 Gly-SCMCys-Arg (32 %) 
T 8 Phe-Glu-Ser-Asp(NHz)-Phe-Asp(NH2)-Glu(NHz)-Ala-Thr-Thr-Asp(NH2)-Arg 

(25 %) 
T 9 SCMCys-Lys (7 ° %) 
T io Gly-Thr-Asp--Val-Glu(NH2)-Ala-Try-Ileu-Arg (28 %) 
T I I His-Gly-Leu-Asp-Asp(NHz)-Tyr-Arg (45 %) 
T 12 SCMCys-Glu-Leu-AIa-Ala-Ala-HS -Lys (28 %) 
T 13 Asp-(Thr,Asp (NH~),Gly, Ser,Thr) -Asp-Tyr-Gly-I  leu-Leu-Glu (NH z) -Asp(NHz) - 

Ileu-Ser-Arg (3o %) 
T 14 Gly-Tyr-Ser-Leu-Gly-Asp(NHz)-Try-Val-SCMCys-Ala-Ala-Lys (25 %) 
T 15 Asp (N H z)-Leu-SCMCys-Asp (NH2)-Ileu-Pro-SCMCys-Ser-Ala-Leu-Leu-Ser- 

Ser-Asp-Ileu-Thr-Ala-Ser-Asp (NHz)-Val-SCMCys-Ala-Lys (16%) 
T 16 I leu-Val-Ser-Asp-Gly-Asp-Gly-HS*-Asp(NH~)-Ala-Try-Val-Ala-Try-Arg (12%) 
T 17 Try-Try-(SCMCys, Asp,Asp(NH2),Gly)-Arg (2o %) 

* HS, homos6rine provenant de la m6thionine. 

Structure chimique des unitds trypsiques; T za, T Ib, T2 et T3: T ia  et T Ib sont les 
acides amin6s libres: Lys et Arg. Les structures de T 2: T h r - P r o - G l y - S e r - A r g  
et de T 3: Asp(NH2)-Arg ont 6t6 d6crites en d6tail par JOLL1~s-THAUREAUX et al. e. 

Structure de T 4: Par hydrolyse chymotrypsique on obtient un tripeptide L y s -  
Val -Phe  et un dipeptide Gly-Arg. L'acide amin6 N-terminal est Lys. La structure 
est donc L y s - V a l - P h e - G l y - A r g .  n s'agit de l'enchalnement N-terminal du lyso- 
zyme. Cela a pu ~tre v~rifi6 en soumettant directement la prot6ine cinq fois de suite 
A la r6action d'EDMAN. Le comportement de la trypsine vis-A-vis de T 4 qui contient 
en fait deux unit6s trypsiques sera discut6 plus loin. 

Structure de T 5, T 6 et T 7: T 5 est constitu6e par la leucine libre. La structure 
de T 6 a d~jA 6t6 d6crite par JOLLf~S et al. s. T 7 falt partie de l'enchalnement C-terminal 
du lysozyme : Gly-SCMCys-Arg-Leu .  OH qui a fait l'obj et de la part de JOLLIES et al. 14 
d'une 6tude d6tailMe. 

Structure de T 8: Le Tableau V rend compte des peptides obtenus par hydrolyses 
chymotrypsique et acide partielle A partir de T 8. En agissant sur le peptide Glu -Se r -  
Asp(NH2)-Phe, la carboxypeptidase lib~re successivement Phe et Asp(NHz) ; comme 
ce peptide a une mobilit6 m ---- --0.4.6, Glu n'est pas amid~. Par contre le peptide T 8 
ayant une mobilit6 m--~ o, tousles  autres r6sidus de Asp ou de Glu sont amid6s. 
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TABLEAU V 

]~TABLISSEMENT DE LA STRUCTURE DE T 8 

677 

M~thode Substances isoldes 

E D M A N  Phe-Glu 

Chymotrypsine Glu-Ser-Asp(NHz)-Phe 

Asp(NH2)-(Glu(NH2), Ala, Thr, Thr, Asp(NH2))-Arg 
Hydrolyse Glu-- Ala 

acide Asp Arg 
partielle Asp Glu- Ala 

Thr 

Structure Phe-Glu-Ser-Asp (N H z)-Phe-Asp (NH ~)--Glu (NHz)-Ala-Thr-Tiar-Asp (NH2) --Arg 

TABLEAU VI 

~TABLISSEMENT DE L& STRUCTURE D E  T IO 

M~thode Substances isol~es 

GANGER Gly 

Pepsine Gly-(Thr, 

Chymotrypsine Gly-(Thr, 

Structure Gly--Thr 

Ser ?)-Asp 
Val-Glu (NH2)-Ala 

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

Asp-Val-Glu (NH 2)-Ala-Try-Ileu-Arg 

TABLEAU VII 

~T&BLISSEMENT D E  LA STRUCTURE D E  T I I  

M~thode ,Substances isolJes 

S&NGER 

Chymotrypsine 

Hydrolyse acide partielle 

Structure 

His 

His-Gly-Leu 
Asp-Asp(NH2)-Tyr 

Tyr-Arg 

His-Gly-Leu-Asp-Asp (NH2)-Tyr-Arg 

Structure de T 9 et T zo: T 9 est le dipeptide SCMCys-Lys. Le Tableau VI rend 
compte de l'6tablissement de la structure de T IO. Le peptide Val -Glu(NH2)-Ala  
a une mobilit6 nulle; il contient donc de la glutamine. Comme le peptide entier a une 
mobilit~ nulle, le r6sidu de Asp n'est pas amid6. I1 est int6ressant de rioter qu'au cours 
de nombreuses analyses 0.3 r6sidu de Ser a ~t6 d6tect~ dans ce peptide. I1 n 'a  pas 
6t6 possible de d6terminer s'il s'agit ici d 'un r6sidue de s~rine particuli~rement fragile 
au cours de l 'hydrolyse totale ou d 'un artefact, 61u6 de la colonne d'analyse ~t la place 
habituelle de la s6rine. 
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Structure de T zz: Cette unitd contient l 'unique r6sidu d'histidine du lysozyme. 
L'6tablissement de la structure est indiqud darts le Tableau VII .  Le peptide A s p -  
Asp(NH2)-Tyr  a une mobilit6 m = --0.46. Apr~s r6action d'EDMAN, on obtient un 
dipeptide de m = o; c'est donc le deuxi~me r6sidu de Asp qui est amid6. 

Structure de T z2: La structure de T 12 a 6t6 d6termin6e comme celle de T 6 
(voir r6f. 3). 

Structure de T z3: Par  la m6thode de SANGER, Asp a 6t6 caract6ris6 comme acide 
amin6 N-terminal. Apr+s hydrolyse chymotrypsique, les quatre peptides suivants 
ont 6t6 isol6s: (a) Asp-(Thr, Asp, Gly, Ser, Thr) -Asp-Tyr  (la carboxypeptidase a 
d~tach6 successivement Tyr  et Asp), (b) Gly-I leu-Leu,  (c) Glu(NH,)-Asp(NH~)-Ileu 
(les deux r6sidus sont amid6s car m = o) et (d) Ser-Arg. (a) est l 'enchainement N- 
terminal, (d) l 'enchalnement C-terminal et (b) a pu ~tre r6uni ~ (a) gr&e au peptide 
obtenu par hydrolyse pepsique: Ty r -Gly - I l eu -Leu .  Dans l 'enchainement (a), l'en- 
chalnement des cinq acides amin6s entre parentheses n 'a  pas pu ~tre fix6 de fagon 
d6finitive ni apr+s hydrolyse acide partielle, ni apr~s hydrolyse pepsique. L'enchaine- 
ment le plus probable est celui qui est indiqu6 ci-dessous; le r6sidu de Asp qui se 
trouve entre parenth+ses est amid6. 

Asp - (Thr -  Asp(NH,) - Gly - Ser -Thr)  - Asp - T y r -  Gly - Ileu - Leu-  Glu(NH,)-  
Asp(NH2)-Ileu-Ser-Arg. 

TABLEAU VIII 

]~TABLISSEMENT DE LA STRUCTURE DE T 14 

M~thode Substances isoldes 

GANGER Gly 

Chymotrypsine Gly-Tyr 
Ser-Leu 

Gly-Asp(NH2)-Try 
Val-(SCMCys, Ala, Ala)-Lys 

Pepsine Tyr-Ser-Leu-Gly-Asp (NH2) 
Val--SCMCys-Ala 

Hydrolyse acide partielle Ala--Lys 
Ala-Ala 

Structure Gly-Tyr-Ser-Leu-Gly-Asp (NHs)-Try-VaI--SCMCys-Ala-Ala--Lys 

Structure de T z 4: L'6tablissement de la structure est indiqu6 dans le Tableau VII I .  
Structure de T z5: Le Tableau I X  indique les peptides obtenus par divers proc~d6s 

de scission et ayant  servi A l'6tablissement de la structure de T 15. Les parties N- et 
C-terminales ont pu ~tre r6unies gr&e ~ l'unit6 pepsique: Leu-Leu-Ser  ou encore 
Leu-Ser-Ser. T 15 contient trois des huit demi-r6sidus de cystine du lysozyme. La 
SCMCys 6tant plus fragile au cours des analyses que l'acide cyst6ique (CySOsH), 
nous avons v6rifi6 les r6sultats obtenus ~ partir  du lysozyme r6duit par quelques 
experiences effectu6es avec le lysozyme oxyd6 6. I1 a 6t6 possible d'isoler, apr~s action 
de la trypsine dont les traces de chymotrypsine n 'ont  pas 6t6 inactiv6es, le peptide 
Ser-Ser-Asp-I leu-Thr-Ala-Ser-Asp (NH ~)-Val-CySO~H-Ala-Lys. L'enchalnement 
C-terminal de T 15, contrairement ~ ce que nous avons dit pr6alablement s, ne contient 
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TABLEAU IX 

PEPTIDES OBTENUS PAR DIFF~RENTS PROC]~D~S D'HYDROLYSE ~ PARTIR DE T I 5 

679 

Pattie N-terminale de Tz5 
Mltkode Substances isol&s 

EDMAN Asp- Leu 
Chymotrypsine Asp(NHz)-Leu 

Pepsine 

Hydrolyse acide 
partielle 

Asp (NH 2)-Ileu-Pro-SCMCys-Ser-Ala-Leu 
Asp (NH ~)-Ileu-Pro-SCMCys-Ser-Ala-Leu-Leu 

Leu-Leu-Ser 
Leu-Ser-Ser 

Ileu-Pro 
Ileu-Pro-SCMCys 

Ser-Ala-Leu 
Leu-Leu 

Pattie C-terminale de T z5 
Mdthode Substances isoldes 

SANGER 
Chymotrypsine 

Trypsine non 
prot6g6e 

Pepsine 

Ser 
Ser-(Ser, Asp, Ileu, Thr, Ala, Ser)-Asp(NH~)-Val 

Ser-(Ser, Asp, Ileu, Thr, Ala, Ser, Asp, 

Leu-Ser--Ser 
Leu-Leu-Ser 

Ser--Ser-Asp 
Ileu-Thr-Ala 

Ser--Asp(NH~)-Val 

SCMCys-Ala--Lys 

Val, SCMCys, Ala)--Lys 

TABLEAU X 

~TABLISSEMENT DE LA STRUCTURE DE T I6 

M~tho.4e Substances isoldes 

EDMAN 
Chymotrypsine 

Ileu-Val 
Ileu-Val-(Ser, Asp, Gly, Asp, Gly, HS*, Asp(NH2))-Ala-Try 

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

Val-Ala-Try 
Arg 

Trypsine non 
prot6g6e Val-Ala-Try-Arg 

Hydrolyse acide Ser-Asp 
partielle Gly-Asp 

S6quence d~duite de 
l'action du NBS 

Structure 

Ser-(Asp, Gly) 
Gly-HS* 

Try-Val-Ala-Try 

Ileu-Val--Ser-Asp-Gly-Asp-Gly-HS*-Asp (NH 2)--Ala-Try-Val-Ala-Try-Arg 

* HS, homos6rine provenant de la m6thionine. 
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donc qu'un seul demi-r6sidu de cystine. L'enchalnement obtenu par action de la 
pepsine: Asp(NH~)-I leu-Pro-CySO3H-Ser-Ala-Leu-Leu auquel s'enchalne la partie 
C-terminale de T 15, ne contient 6galement qu'un seul demi-r6sidu de cystine. Le 
troisi~me demi-r~sidu de cystine ne peut donc ~tre plac~ qu'entre l 'enchainement 
N-terminal de T 15: Asp(NH~)-Leu et le peptide Asp(NH2)-Ileu-Pro. Gr~tce au 
Tableau IX  et aux exp6riences d6crites ci-dessus, on peut attribuer ~ T 15 la structure 
suivante : Asp(NH2)-Leu-SCMeys-Asp(NH2)-Ileu-Pro-SCMCys-Ser-Ala-Leu-Leu- 
Ser-Ser-Asp-Ileu-Thr-Ala-Ser-Asp(NH2) -Val-SCMCys-Ala--Lys. L'6tude des mobi- 
lit6s des peptides: Asp(NH2)-Leu (m = o), Ser-Ser-Asp ( m = - - o . 3 o )  et Ser- 
Asp(NH2)-Val (m = o) a permis de prdciser la position de deux r6sidus amid6s. La 
mobilitd de l'unit6 pepsique Asp(NH~)-I leu-Pro-SCMeys-Ser-Ala-Leu (m = --o.3o) 
n'est pas en accord avec la pr6sence de deux groupements acides; ici encore Asp 
est pr6sent sous sa forme amid6e. 

T A B L E A U  X I  

RF ET m DES UNIT1~S CHYMOTRYPSIQUES ISOLEES PAR CHROMATOGR&PHIE, SUR DOWEX-I  X 2  

R F  e t  m, v o i r  T a b l e a u  I I .  

unitd 
chymotrypsique RF m 

C i o + o .  7 
C 2 o e t  o .o2  + o . 6 5  e t  + o .  7 
C 3 0 .02  + 0 . 6 5  

C 4 o .o2  e t  o .18  + o . 4 5  e t  + o . 6 5  
C 5 o .o2  e t  o .18  + 0 . 4 5  e t  + 0 . 6 5  

C 6 o .18  + 0 . 4 5  
C 7 0 .35  + 0 . 3 5  
C 8 o + 0 . 3 0  

C 9 o .16  + o . 5 0  
C IO 0 .27  + 0 . 4 0  

C i i  o + o . 2 o  
C I 2 a  o o 
C I 2 b  o .78  o 

C i 3 a  o .27  o 
C I 3 b  0 .20  + 0 . 4 o  
C 14 o . o i  o 

C 15 o + 0 . 3 0  
C I 6  o o 
C I 7 a  0 .04  ~ o . 3 o  

C i 7 b  o .12  - - o . 2 5  
C 18 o - - 0 . 2 0  
C 19 0 .55  o 

C 20 o . 1 6  - - o . 4 6  
C 21 o - - o . 2 3  
C 22 0 .40  o 

C 23 o - - 0 . 2 0  
C 24 o - - o . 2 0  

C 25 0 .35  - - o . 6 0  
C 26  0 .35  - - o . 6 o  
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Notons enfin que l'unit4 chymotrypsique comprise entre Asp(NH2)-Leu et la 
pattie C-terminale (Ser-Ser ....... -Lys) A savoir C 25 (Tableaux XI et XII) contient 
deux groupements carboxyfiques fibres, car sa mobilit4 est ---o.6o. I1 semble doric 
bien qu'elle renferme deux r4sidus de SCMCys, le r4sidu de Asp 4tant ,~:nid4. 

Structure de T z6: L'4tabfissement de la structure de T 16 peut 6tre d4duite du 
Tableau X. Comme le peptide Asp(NH2)-Ala-Try a une mobilit4 nulle, il contient 
un r4sidu d'asparagine. T 16 entier ayant une mobifit4 m = --o.35 dolt renfermer 
deux groupements acides: les deux autres r4sidus de Asp ne sont donc pas amid4s. 

Structure de T z7: La mobifit4 de T 17 impfique la pr4sence de deux groupements 
acides. L'un appartient au r6sidu SCMCys, l 'autre A Fun des r4sidus de Asp; le deux- 
i~me r6sidu de Asp est donc amid6. L'acide N-terminal est Try. La structure est 
donc: Try-(Try,  SCMCys, Asp, Asp(NH2), Gly)-Arg. L'4tude de Faction du NBS 
sur le lysozyme semble sugg6rer la pr6sence darts la prot4ine d'une liaison Try-Try.  
L'enchainement d6finitif des acides amin4s entre parentheses n'a pas encore 4t6 
4tabli, mais le plus probable est celui qui est indiqu4 ci-dessus. 

Etude des unitds chymotrypsiques 

Sdparation des peptides par chromatographie sur colonne: La Fig. 3 montre la 
stparation des unit4s chymotrypsiques provenant de 375 mg de lysozyme r6duit. 
26 pics ont 4t4 caract4ris6s (C I A C 26). 

Purification des unitds chymotrypsiques: La puret4 de chaque p i c a  6t6 v4rifi4e 
par chromatographie et ionopbor~se sur papier. Le Tableau XI indique les RF (dans 
le Solvant A) et les mobifit4s des diff~rents peptides. Les pics C 2, C 4, C 5, C 12, C 13 
et C 17 contiennent deux substances. 

Analyse des unitds chymotrypsiques: En analysant apr~s purification les unit4s 
chymotrypsiques, nous nous sommes rapidement aper~us des deux faits suivants, con- 
firm6s au cours de l'4tude de la structure de ces s4quences (voir plus loin): (a) une 

~ 2.C 

~ C 

,n'~ 

%= 1.c 
~E 
.c_ d 
C C 
c O  
O ¢) 

o ~  

l idine pHS+grodient (~HAC 0.1N). j J (~HACN)-~"[(~HAc -~ 
"IoHAc chambre de m61ange: l J C14 " 

1 l i t re  c12 Cl 7 
'15 

cl3 

C2c 

Cg 

c? c10 

C4 c 8 

HAC 2N ~ HNCI~ 

21 

c22 

c23 c25 
c26 

2;o 3;o 
Fractions de 5ml 

Fig. 3. Ch roma tog raph i e  sur  Dowex-I  X 2 d ' u n  h y d r o l y s a t  c h y m o t r y p s i q u e  de lysozyme r6duit ,  
pu is  t rai t4 pa r  l 'acide iodac4t ique (375 rag). Colonne de 14o x 2.4 cm. 
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m~me unit6 chymotrypsique, peut se retrouver darts deux pics diff6rents, souvent fort 
61oign6s. Ainsi le peptide Ala-Ala-Ala-HS-Lys-Arg-His-Gly-Leu-Asp-Asp(NHa)- 
Tyr se retrouve dans les pics C 8 et C 15. I1 semble qu'il soit fortement adsorb6 sur 
la r6sine; quand on ajoute A la chambre de m61ange de l'acide ac6tique o.I N, une 
certaine partie est 61u6e; le reste est d6croch6 lorsque l'on modifie le gradient en 
ajoutant ~t la chambre de m61ange de l'acide ac6tique I N. (b) Certains pics contimment 
des s6quences constitu6es par deux unit6s chymotrypsiques qui se suivent, la,chymo- 
trypsine ne scindant pas toutes les liaisons sensibles avec le m~me rendenmn~. I1 
s'ensuit qu'une m~me unit6 chymotrypsique peut ~tre retrouv6e dans deux pics 
form6s par des peptides de longueur diff6rente. C 8 contient C I et Asp-Asp(NH~)- 
Tyr; C I I  est form6 de C 3 et de C 16. Dans le Tableau XII  nous n'avons compt6 
qu'une seule fois les unit6s chymotrypsiques que l'on retrouve soit dans plusieurs 
pics soit dans deux enchalnements de longueur diff6rente. Les 129 acides amin6s 
du lysozyme ont ainsi 6t6 caract6ris6s dans 18 unit6s chymotrypsiques. 

Structure des unitds chymotrypsiques: L'6tablissement de la structure chimique 
des unit6s chymotrypsiques ne contenant pas d'acides amin6s basiques (C I2b, C 14, 
C ITa, C 19, C 2o, C 22, C 25) ne sera pas d6crite: il s'agit de s6quences situ6es 
l'int6rieur des unit6s trypsiques 6tudi6es plus haut. Nous 6tudierons ici seulement 
les peptides qui forment des ponts entre les unit6s trypsiques. 

Structure de C 3, C 7, C 9, et C z3b: I1 s'agit de di- ou tripeptides dont l'6tude n'a 
pr6sent6 aucune difficult6. 

Structure de C 6: L'acide amin6 N-terminal est Ileu et l'acide amin6 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. I1 s'agit de la s6quence 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(NH2))-Tyr. Par hydrolyse chymotrypsique (rapport enzyme/substrat I/2O 
pendant 8 h A 37 °) on peut isoler les peptides : Ala-(Ala, Ala, HS, Lys, Arg, His, Gly)- 
Leu et Asp-Asp(NH2)-Tyr. Par hydrolyse acide partielle, on forme les peptides: 
Ala-Ala-Ala, Ala-Ala-HS, HS-Lys, Gly-Leu. De tous ces r6sultats, on d6duit la 
structure: Ala-Ala-Ala-HS-Lys-Arg-His-Gly-Leu-Asp-Asp(NH 2)-Tyr. 

Structure de C zo: L'acide amin6 C-terminal est Try. Apr~s hydrolyse trypsique, 
on obtient Try libre; on en d6duit la s6quence Arg-Try. Par hydrolyse acide partielle. 
on obtient Glu-Asp-Ileu et Ser-Arg. On en d6duit la structure Glu(NH~)-Asp(NHz)- 
Ileu-Ser-Arg-Try, le peptide ayant une mobilit6 m ---- 0.4o. 

Structure de C zz: L'acide amin6 N-terminal est Arg; la s6quence C-terminale 
d6termin6e par action de la carboxypeptidase est Ala-Try. Apr~s hydrolyse trypsique, 
on obtient les peptides Arg-Asp(NHz)-Arg et SCMCys-Lys-Gly-(Thr, Asp, Val, 
Glu(NH2))-Ala-Try. Par hydrolyse chymotrypsique (rapport enzyme/substrat i / io) 
on obtient: Arg-Asp(NH2) et Arg-(SCMCys, Lys, Gly, Thr, Asp, Val, Glu(NHe))- 
Ala-Try. Apr~s hydrolyse pepsique, on caract6rise notamment Val-Glu(NHz)-AIa et 
dans un hydrolysat acide partiel Thr-Asp. De ces r6sultats on d6duit la structure: 
Arg-Asp (N H~)-Arg-SCMCys-Lys-Gly-Thr-Asp-Val-Glu (N Hz)-Ala-Try. 

Structure de C z2a: L'acide amin6 C-terminal est Leu. I1 a 6t6 v6rifi6 que l'acide 
amin6 N-terminal n'est pas Thr. Apr~s hydrolyse trypsique, on isole les peptides: 
(Try, SCMCys, Asp, Asp(NH2), Gly)-Arg, Thr-Pro-Gly-Ser-Arg et Asp(NH2)-Leu. 
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La structure de C I2a est donc: (Try, SCMCys, Asp, Asp(NHz), Gly)-Arg-Thr-Pro- 
Gly-Ser-Arg-Asp(NH ~)-Leu. 

Structure de C I3a : Les acides aminds N- et C-terminaux sont respectivement Val 
et Phe. Apr~s hydrolyse pepsique, on caract6rise les peptides: VaI-SCMCys-Ala et 
Ala-Lys-Phe, et apr~s hydrolyse trypsique: Val-(SCMCys, Ala, Ala)-Lys et Phe 
libre. La structure est donc: Val-SCMCys-Ala-Ala-Lys-Phe. 

Structure de C I6: La structure est 6tablie comme celle de C I I. 
Structure de C z7b: Les acides amines N- et C-terminaux sont respectivement Gly 

et Leu. Apr~s hydrolyse trypsique, on caract6rise les peptides: Gly-Arg et SCMCys- 
Glu-Leu. La structure de C I7b est donc: Gly-Arg-SCMCys-Glu-Leu. 

Structure de C zS: Les acides amin6s N- et C-terminaux sont respectivement 
SCMCys et Try. Apr~s hydrolyse trypsique, on obtient: SCMCys-Ala-Lys, Lys libre 
et Ileu-Val-(Ser, Asp, Gly, Asp, Gly, HS, Asp(NH2))--Ala-Try. La structure du 
peptide est donc: SCMCys-Ala-Lys-Lys-Ileu-Val-Ser-Asp-Gly-Asp-Gly-HS-Asp- 
(NH2)-Ala-Try (voir T 16). 

Structure de C 2i: Les enchalnements N- et C-terminaux sont respectivement 
Arg-Asp et Asp-Tyr. On a isol6 d'autre part les peptides Arg-Asp (m = o) et (Thr, 
Asp(NH~), Gly) de mobilit6 nulle. C 21 a donc la structure suivante: Arg-Asp-(Thr, 
Asp(NH2), Gly, Ser, Thr)-Asp-Tyr. 

Le Tableau XIII indique la structure chimique de chacune des unit6s chymo- 
trypsiques. 

TABLEAU XIII 

STRUCTURE CHIMI~UE DES UNITIES CHYMOTRYPSIQUES 

Ci  
C2 
C3 

C 4 e t C 5  
C6 
C7 
C8 
C9 
C IO 
C l I  
C !2a 
C I2b 
C I3a 
C I3b 
CI4 
CI5 
CI6 
C z7a 
C ITb 
CI8 
C 19 
C 20 
C2I 
C22 

C23e tC24  
C 25 et C 26 

Ala-Ala-Ala-HS*-Lys-Arg-His-Gly-Leu 
M$1ange de C i et de C 3 
Arg-Asp(NH2) 
M~lange de C 3 et de C 6 
Ileu-Arg-Gly-SCMCys-Arg-Leu 
Lys-Val-Phe 
Ala-Ala-Ala-HS *-Lys-Arg-His-Gly-Leu-Asp-Asp (NH ,)-Tyr 
Arg-Gly-Tyr 
Glu(NH2)-Asp(NH2)-Ileu-Ser-Arg-Try 
Arg-Asp (NH ~)-Arg-SCMCys-Lys-Gly-Thr-Asp-Val-Glu(NH ,)-Ala-Try 
(Try, SCMCys, Asp, Asp(NHz), Gly)-Arg-Thr-Pro-Gly-Ser-Arg-Asp(NH2)-Leu 
Gly-Ileu-Leu 
Val-SCMCys-Ala-Ala-Lys-Phe 
Ser-Arg-Try 
Asp(NH2)-GIu (NH,)-Ala-Thr-Thr-Asp(NH~) 
Ala-Ala-Ala-HS'-Lys-Arg-His-Gly-Leu-Asp-Asp (N H2) -Tyr 
Arg-SCMCys-Lys-Gly-Thr-Asp-Val-Glu (NH2)-Ala-Try 
Ser-Ser-Asp-Ileu-Thr-Ala-Ser-Asp (NH,)-Val 
Gly-Arg-SCMCys-Glu-Leu 
SCMCys-Ala-Lys-Lys-Ileu-Val-Ser -Asp-Gly-Asp-Gly-HS *-Asp(NH2)-Ala-Try 
Val-Ala-Try 
Glu-Ser-Asp (NHz)-Phe 
Arg-Asp-(Thr, Asp(NH,), Gly, Set, Thr)-Asp-Tyr 
Ser-Leu-Gly-Asp (NH 2)-Try 
Comme C I8 
SCMCys-Asp (NH 2) -Ileu-Pro--SCMCys-Ser-Ala-Leu-Leu 

* HS, homos~rine provenant de la m6thionine. 
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Rdunion des unitds trypsiques 

Etablissement de la [ormule ddvdoppde: Quelques unit6s trypsiques du lysozyme 
r6duit ont pu ~tre r6unies grace aux unit6s trypsiques provenant du lysozyme r6duit 
et ac6tyM. Mais la formule d6velopp6e du lysozyme n 'a  pu ~tre obtent e que grgtce 
aux unit6s chymotrypsiques. 

TABLEAU XIV 

STRUCTURE CHIMIQUE DES UNITIES TRYPSIQUES (COBITENANT DES R~SIDUS DE Lys) 
ISOLI~ES ~. PARTIR DU LYSOZYME RI~DUIT ET ACI~TYL~ 

TA I 

TA 2 

TA 3 

TA 4 

TA 5 

Lys-Val-Phe-Gly-Arg 

SCMCys-Glu-Leu-Ala-Ala-Ala-H S *-Lys-Arg 

Gly-Tyr-Ser-Leu-Gly-Asp (N H z) -Try-Val-SCMCys-Ala-Ala-Lys-Phe-Glu-Ser  - 
Asp(NH2)-Phe-Asp(NH2)-Glu (NH2)-Ala-Thr-Thr-Asp(NH2)-Arg 

SCMCys-Lys-Gly-Thr-Asp-Val-Glu (NH2)-Ala-Try-Ileu-Arg 

Asp(NH2)-Leu-SCMCys-Asp(NH2)-Ileu-Pro-SCMCys-Ser-Ala-Leu-Leu-Ser-Ser- 
Asp-Ileu-Thr-Ala-Ser-Asp,(N H z)-Val-SCMCys-Ala-Lys-Lys-I leu-Val- 
Ser-Asp-Gly-Asp-Gly-HS -Asp (NH z)-Ala-Try-Val-Ala-Try-Arg 

* HS, homos6rine provenant de la m6thionine. 

Unitds trypsiquss provenant du lysozyme rdduit et acdtyld: Le Tableau XlV indique 
les cinq s6quences contenant des r6sidus de lysine (ac6tyl6e) obtenues par action de 
la trypsine sur le lysozyme r6duit et ac6tyl6 (TA I A TA 5). L'~tablissement de la 
structure de ces s~quences ne sera pas d6crit, les exp6riences d6jk rapport6es ci-dessus 
ayant  permis de r6soudre rapidement ce probl~me. Les s6quences TA I et TA 2 
avaient d6j A 6t6 rencontr6es au cours de l'6tude de l 'hydrolysat trypsique du lysozyme 
non ac6tyl6 ; elles correspondent respectivement aux unit6s T 4 et T 6 (T 12 + T Ib). 
La question de la spdcificit6 de la trypsine dans ces deux cas sera discut6e plus loin. 
Les s6quences TA 3, TA 4 et TA 5 ont permis de r~unir respectivement les unit6s 
t r y p s i q u e s : T 1 4 + T 8 ; T  9 + T I o ; e t T 1 5  + T I a + T 1 6 .  

Etablissement de la formule ddveloppde du lysozyme: L'enchalnement N-terminal 
du lysozyme T 4 a pu ~tre r6uni A T 6 grace ~ l'unit6 chymotrypsique C I7b. L'exis- 
tence du peptide C I2a exclut la r6union de T 17 et T 6. L'unit6 C 8 a permis ensuite 
la r6union de T 6 et de T I I .  

L'unit6 chymotrypsique C 9. Arg-Gly-Tyr  n 'est  pas suffisante pour r~unir les 
unit6s trypsiques T I I  et T 14. Nous avons fait appel ici au peptide Tyr-Arg-Gly  
isol6 A partir  du lysozyme apr~s hydrolyse pepsique. 

Les unit6s T 14 et T 8 ont dr6 r6unies grace A C I3a. Les unit6s T 8 et T 13 n 'ont  
pas pu 6tre r6unies grg~ce ~t la seule unit6 chymotrypsique C 21: Arg-Asp-(Thr,  
Asp(NH2), Gly, Ser, Thr)-Asp-Tyr ;  en effet Arg est N-terminal et le lysozyme contient 
I I  rdsidus de Arg. Nous avons fait appel ici ~ nouveau ~ une unit6 pepsique : Asp(NHz)- 
Glu(NH~)-AIa-Thr-Thr-Asp(NHz)-Arg-Asp-(Thr,  Asp(NHe), Gly, Ser, Thr)-Asp. 

Les unit6s T 13 et T 17 ont 6t6 r6unies grace ~t C IO. 
Les unit6s T 17, T 2 et T 15 se sont trouv~es jointes grace ~ la seule unit6 chymo- 

trypsique C i2a. 
Les unit6s T 15, T Ia  et T 16 ont 6t6 r6unies grace A C 18. 
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Les unit6s T 16, T 3, T 9 et T IO ont pu ~tre r6unies grace A l'unit6 chymotryp- 
sique, C I I  (C 3 + C 16) et gr~tce A l'unit6 trypsique provenant du lysozyme ac6- 
tyl6 TA 4. 

Les unit6s T IO, T 7 et T 5 ont enfin 6t6 r6unies grace A C 6. 
Le Tableau XV indique la structure chimique d6velopp6e du lysozyme de blanc 

d'oeuf de poule telle qu'elle d6coule de nos recherches et comportant 129 r6sidus 
d'acides amin6s. 

TABLEAU XV 
S T R U C T U R E  C H I M I Q U E  P R I M A I R E  D U  LYSOZYME D E  BLANC D ' O E U F  DE P O U L E  

C ~ !  4 TI2 Txb 

[ Phe- GIy-Arg-Cys-Glu-Leu- Ala-Ala- Ala-Met-Lys-Arg-His-Gly-Leu 

• ~-- - -  ~ ~-- !p 111 CI7 b S IO C8 t] A 

] [ Lys-Alk-Ala-C~s-Val-Try-Asp (NH~)-Gly-Leu-Ser-Tyr-Gly-Arg-Tyr-Asp (N H 2) ] 
[l 'p~ I~ * - 3 0 -  TI4'' ~ - ' * ' - - 2 0 - -  
, I - [ ~  I , T 8  >.,, 
l[ GIu-Ser-Asp(NH 2)-Phe-Asp(NH~)-Glu (NH2)-Ala-Thr-Thr-Asp(NHz)-Arg-Asp-(Thr 
• ~ •  C I A - - -  AO i, ~ C z i ' l  I I - - C 2 o  

C I O  ~'~t < "rCI2b-'-'~ * | I Asp(NHz) 
] Try-Try-Arg-Ser-Ileu-Asp (NHz,}-Glu (NH2)-Leu-Ileu-Gly-Tyr-Asp-Thr- (Ser , Gly 
[ _ 1 [ ~ - t  " * - 6 0 ~ T I 3 ~ 5 0 - - - -  

[ . , y Asp Asp(NH2) Gly)-Arg-Thr-Pro-Oly-Ser-Arg-Asp(NH2)-Leu-C s-Asp(NH2)-Ileu 

Lys-Ala-Cys-Val-Asp(NH,)-Ser-Ala-Thr-Ileu-Asp-Ser-Ser-Leu-Leu-Ala-Ser-Cys [ [ 
' ~-~ ~ ,~1  i 90 

L s TI6 I I 0  > ¢ T3 

I Ieu-Val-Ser-Asp=GIy-Asp-Gly-Met-Asp (NH 2)-AIa-Try-Val-Ala-Try-Arg-Asp (NH z) -Arg I i  CI 8--IO----"--~< 129 .S--C6[ .... • • ~ ' CI9 CI I - - - - - - - -~ •  ¢ I ~-t~ys~ ~ }[ 

HO.Leu_Arg_Cys_Gly_Arg_ileu_Try_Ala_Glu (NH z)_Val_Asp_Thr_Gly_Ly s 9 
• T5 "--+ • T7 • * TIO I20  

DISCUSSION 

L'enchainement des unit6s trypsiques tel qu'il se pr6sente au sein du lysozyme natif 
avait d6jA 6t6 indiqu6 par JOLLIES et al. 1. La pr~sente 6tude a permis d'exposer tous 
les d6tails qui nous ont conduits A la formule d~velopp6e indiqu6e dans le Tableau XV. 
Elle se diff6rencie de celle donn6e pr6c6demment I par la suppression d'un certain 
hombre de parentheses situ6es A l'int6rieur de quelques unit6s trypsiques, l'enchaine- 
ment des acides amin6s correspondants ayant 6td 6tabli; une ldg~re modification 
portant sur la position d'un des trois demi-r6sidus de cystine de l'unit6 trypsique T 15 

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



STRUCTURE CHIMIQUE DU LYSOZYME 6~,~ 

a 6galement 6t6 apport6e. Seuls doivent encore 8tre v6rifi6s les enchalnemems , ~  
r6sidus 46 A 49 et 63 A 66 rest6s entre parentheses. 

Quelques 6tudes d6jA anciennes et partielles, car portant seulement sur un nombre 
restreint de r6sidus d'acides amin6s, avaient pr6c6d6 la n6tre. THOMPSOI~ 15 a 6tabli 
la structure de 25 s6quences (tri- ~ hexapeptides); seulement six peptides ont 6t6 
retrouv6s dans notre formule : Thr-Asp-Val-Glu-Ala (dans T IO), Asp-Glu-Ala (dans 
T I8), Glu-Asp-Ileu (clans T I3), Asp-Ileu-Pro-Cys (dans T 15), Arg-Cys-Lys-Gly 
(dans C II) et Asp-Leu-Cys-Asp (dans T 15). Deux autres peptides sont tr~s proches 
des n6tres: Thr-Gly-Asp-Val(Gly-Thr-Asp-Val dans T IO), Ser-Val-Asp-Cys-Ala 
(dans T 15). ACHER et al. 16 ont caract6ris6 dix enchainements contenant plus particu- 
li~rement les r6sidus de His, Met, Pro, Tyr  et Phe. Nous avons retrouv6 les enchalne- 
ments: Lys-Val-Phe-Gly-Arg (T 4), Ala-Ala-Met (dans T I2), Ala-Lys-Phe-Glu 
(dans C I3 a) et Asp-Tyr-Arg-Gly (dans C 9) ; les enchalnements contenant les deux 
autres r6sidus de Tyr  et l 'enchainement Arg-His-Lys n'ont pas pu ~tre v6fifi6s par 
nous. L'unique r6sidu de His du lysozyme fait en r6alit6 pattie de la s6quence Lys-  
Arg-His. L'enchalnement N-terminal du lysozyme tel que nous l'indiquons dans le 
Tableau XV avait ~t~ 6tabli par SCHROEDER 17 (Lys-Val-Phe-Gly) et grace ~ sa 
m6thode, EDMAN 18 a pu d6tacher les 14 premiers acides amin6s. L'enchainement 
C-terminal du lysozyme tel que nous l'avions indiqu6 dbs 1957 (voir r6f. 14) ne cor- 
respond pas ~ celui 6tabli par OI-INO19: Asp-Gly-Ala-Asp(NHz)-Leu. 

Quelques remarques s'imposent en ce qui concerne la spdcificit6 des enzymes lors 
de leur action sur le lysozyme r6duit, puis trait6 par l'acide iodac6tique. La trypsine 
dont les traces de chymotrypsine ont 6t6 inactiv6es, scinde la chatne peptidique 
seulement au niveau des groupements carboxyliques des r6sidus de Lys et de Arg; 
elle n'a cependant pas d~tach6 la lysine N-terminale du lysozyme (on retrouve 
l'unit6 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 inactiv6es, des 
coupures suppl6mentaires ont lieu principalement au niveau des groupements car- 
boxyliques du premier r6sidu de Try de T I6  et de T I o  et du troisi~me r6sidu de Leu 
de T 15. Nos exp6fiences ont montr6 qu'apr&s l'ac6tylation du lysozyme, les coupures 
au niveau des groupements carboxyliques des r6sidus de Lys n'ont plus lieu. La chymo- 
trypsine a scind6 la chalne peptidique au niveau des groupements carboxyliques des 
trois r6sidus de Tyr, des trois r6sidus de Phe, de cinq (sur six) r6sidus de Try  (sauf 
dans C I2a), de sept (sur huit) r~sidus de Leu (le huiti~me r6sidu de Leu est l'acide 
amin6 C-terminal du lysozyme), et de deux r6sidus de Asp(NH~) qui sont suivis de 
r6sidus de Arg (dans T 8 et T 3)- Aucune coupure n'a ~t~ constat6e au niveau des 
r6sidus de Met modifi6s par la r6duction. 

La pepsine n'a pas fait preuve d'une grande sp6cificit6; elle a souvent scind6 
la chalne peptidique au niveau des groupements amin6s ou carboxyliques des r6sidus 
d'acides amin6s sensibles A l'action de la chymotrypsine. 

Au cours d'une ~tude de l'action du NBS sur le lysozyme *°, les s6quences T ry -  
Val (deux lois), Try-Arg et Try-I leu avaient 6t6 d6termin6es; ces s6qnences ont 6t6 
retrouv~es dans les enchainements 6tudi6s plus haut. 

Dans le cadre plus g6n~ral de nos 6tudes de structure effectu6es avec le lysozyme 
d6natur6 par la chaleur, oxyd6 ou r6duit, nous n'avons jusqu'A pr6sent obtenu, par 
voie enzymatique et dans les conditions indiqu6es dans la partie METHODES aucun 
peptide ayant conserv6 son action biologique (lyse de suspensions de Micrococcus  
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lysodeikticus). Le lysozyme priv6 de sa leucine C-terminale est actif. Apr~s d6natu- 
ration par chauffage, l 'enzyme est inactiv6; mais une certaine activit6 reparait au 
bout de 24 h et le rendement de l 'hydrolyse trypsique diminue en m~me temps que 
l'acti~it6 augmente. Au cours de l 'oxydation par l'acide performique qui transforme 
les rdsidus de cystine en rompant les ponts -S -S- ,  l'activit6 biologique disparait. 
Lorsqu'on rdduit le lysozyme par l'acide thioglycolique, il perd 6galement, mais de 
fa~on r6versible, son pouvoir lysant ; des expdriences de r6duction partielle ont montr6 
que le maintien d'au moins deux ponts - S - S -  semble n6cessaire pour que l 'enzyme 
demeure actif. An cours de Faction du NBS et au fur et ~ mesure de la disparition des 
r~sidus de Try, l'activit6 lysante disparait 2°. Par contre au cours de Faction de l'acide 
iodac6tique h pH 5.5 sur le lysozyme (dans des conditions oh la transformation de 
His serait possible21), seule un tr~s faible perte de l'activit~ enzymatique a 6t6 con- 
statde et l'histidine ne semble pas ~tre transfolm~e au cours de ce traitement; l'his- 
tidine ne paralt pas ~tre accessible dans ces conditions et serait peut-~tre engag6e dans 
une liaison hydrog~ne. Notons ~ ce propos l ' importance accord6e par L~ONIS 2~ ~t la 
structure te~tiaire (et en particulier aux liaisons hydrophobes) pour le maintien d'un 
lysozyme pleinement actif. 

Dans le but d'6claircir les relations pouvant exister entre structure chimique 
et activit6 biologique, nous avons poursuivi notre 6rude compar6e des lysozymes 
d'origines diverses qui, tous, pr6sentent qualitativement le m~me pouvoir lysant ~a. 
Nous essayons ~galement d'obtenir par voie enzymatique et ~ partir du lysozyme 
de blanc d'oeuf de ponle des s~quences pr6sentant une certaine activit6. Pour cela 
la connaissance de la disposition des quatre ponts - S - S -  des r6sidus de cystine 6tait 
indislcensable; cette 6tude est en voie d'ach6vement et un premier pont a 6t6 localis6 
entre les demi-rfsidus de cystine No. I e t  No. 2 (voir rdf. 24) du Tableau XV: 

• • • ~> . . . .  G l y - A r g - C y s - G l u - L e u -  • - > • • .  

I v 
• • • < . . . .  A l a - C y s - V a l  . . . . . .  < . . . .  
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Tous les d6tails concernant l'6tablissement de la structure chimique du lysozyme du 
blanc d'oeuf de poule (bri~vement publi~e en 1961 ) sont indiqu~s dans la pr~sente 
6tude. Les 18 unit6s trypsiques obtenues par chromatographie sur Dowex-I X2 

partir du lysozyme r6duit puis trait6 par l'acide iodac6tique ont 6t6 r6unies dans 
l'ordre qu'elles occupent au sein de la mol6cule primitive grace aux unit6s chymo- 
trypsiques contenant un acide amin~ basique, et dans deux cas, grfice ~ des unit6s 
pepsiques. La prot6ine est formde par une seule chalne peptidique de 129 acides 
amin6s plus ou moins repli6e par les quatre ponts - S - S -  des quatre r6sidus de cystine; 
l 'un de ces ponts a ddj~ ~t6 caract6ris6. Quelques consid6rations sont faites sur les 
relations existant entre structure chimique et activit6 biologique. 
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