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SUR LA S T R U C T U R E  D U  L Y S O Z Y M E  
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Connaissant k peu p r ~  la composition en acides amin6s du lysozyme I, nous avons 
entrepris l'6tude de sa structure, ~tude bas6e sur l ' isolement et l'identification de peptides 
r6sultant d'une hydrolyse m6nag6e de la prot6ine. Mais au lieu de mettre en oeuvre une 
hydrolyse 6nergique, comme dans un travail pr~c6dent ~, et de recueillir les peptides 
subsistants, qui repr6sentent alors les fragments les plus r6sistants de la mol6cule pro- 
t6ique, nous avons ici soumis cette derni~re ~ une hydrolyse relativement douce, consis- 
tant  tL traiter le lysozyme par HCI IO N ~ 37 °, pendant  des temps allant de 24 k 192 heures. 
Diverses investigations faites sur d'autres prot6ines ont montr~ que, dans ces conditions, 
on obtient, k c5t6 d'acides amin6s fibres, un grand nombre de di- et de tripeptides dans 
lesquels l 'ordre originel des acides amin6s se trouve respect6; si, en effet, l 'hydrolyse 
par vole enzymatique ou par des acides min6raux dilu6s et ~ chaud peut donner lieu 
certains r~arrangements, ceux-ci n 'ont jamais 6t~ observes jusqu'~ pr6sent dans le cas 
des acides concentr6s et ~ froid s. 

Avant d'effectuer l '6tude des peptides obtenus tt partir du lysozyme, il aous a paru 
utile de suivre la progression de l 'hydrolyse ell fonction du temps par des dosages d'une 
part  des groupes fonctionnels apparus et d 'antre part  des acidesamin6s lib6r6s. Nous avons 
pu ainsi tirer quelques conclusions sur les diff6rents degr6s de labilit6 des liaisons pepti- 
cliques dans le lysozyme et sur les facteurs susceptibles d'influencer cette labilit6. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Techniques 
Le lysozyme utilis6 est un 6chantillon provenant de Armour Laboratories, Chicago, 

recristallis~ encore deux lois. Les r6sultats sont calcul6s pour du lysozyme iso~lectrique, 
sec et sans cendres, de teneur en azote total = 18,6 %x. 

L'hydrolyse partieUe est effectu~e selon GORDON, MARTIN ET SYNGE*. Des quantit6s 
de 50 ~ IOO mg de lysozyme, dissoutes dans 2 ml de HC1 IO N priv6 de fer par des dis- 
tillations convenables, sont plac6es clans des tubes scell~s, sous vide, les tubes 6rant 
maintenus au thermostat tt 37 °. Les produits de l 'hydrolyse sont 6tudi6s apr~s des p~rio- 
des de 24, 48, 72, 96 et 192 heures. A la fin de chaque p~riode, l 'hydrolysat est transvas6 
dans une capsule, dilu6 IO lois, 6vapor~ 3 fois sous vide en pr6sence de chaux sod6e et de 
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chlorure de calcium anhydre, chaque fois apr+s addition du volume initial d'eau distill6e. 
On ajuste enfm dans un ballon jang6 de fagon ~t obtenir une concentration de 5 mg de 
lysozyme par ml. 

L'hydrolyse totale de la prot6ine est effectu~e par HCI 6 N en tube scell6, sous vide, 
24 heures ~ IiO °. 

Les dosages sont faits par les m6thodes suivantes: 
Ammoniac: microm6thode de PARNAS apr~s d6placement par la lithine et entraine- 

ment pendant 15 minutes par la vapeur d'ean sous vide de 15 ~t 20 mm Hg. 
Groupes carboxyliques des acides amin~.s libres totaux : m6thode de WEST, CHRISTENSEN 

ET RINEHARTI; prises correspondant k 5 mg de prot6ine initiale dans le cas d'hydrolysats 
partiels, et ~t 2 mg dans le cas de l 'hydrolyse totaJe. 

Groupes amin& libres totaux: m6thode manom6trique de VAN SLYKE-NEILL, temps 
de r6action 4 minutes; prises correspondant dans tout les cas/t 5 mg de prot6ine initiale. 

GrouIbes amin~,s libres des acides amines hydroxylS.s: m6thode de VAN SLYKE, HILLER 
ET MCFADYEN 5, adapt6e par MARTIN ET SYNGE s aux hydrolysats partiels. Dans les con- 
ditions r~alis6es, l 'ammoniac dos6 ~tant seulement les 8 9 % de la valeur th6orique, nous 
avons appliqu6 la correction n~cessaire. Prises correspondant dans tousles cash  5 mg 
de prot6ine initiale. 

Acides amin~.s individuels: toutes les d6terminations des acides amines lib6r6s an 
cours de l 'hydrolyse partielle ont ~t6 faites par chromatographie quantitative sur papier, 
g6n~ralement apr~s r6v61ation b. la ninhydrine, selon FISCHER, PARSONS ET MORRISONT; 
la proline a 6t6 r6v61~e ~ l'isatine s, la cystine et la m6thionine an r~actif iodo-platiniqueL 
Les solvants utilis6s sont les suivants: ph6nol satur6 d'eau pour les dosages du glycocolle, 
de la s6rine, de l'alanine, de la thr6onine, de l'acide aspartique et de l'aeide glutamique, 
et un m~lange constitu6 par butanol 75 %, acide formique I5 % et can IO %, pour les 
dosages de l'arginine, de l'histidine, de la lysine, de la valine, de la tyrosine, de la ph6nyl- 
alanine et des leucines. 

I~SULTATS 

L'ensemble des r~sultats obtenus est donn6 dans les tableaux ci-dessous. 

TABLEAU I 
AMMONIAC 

A = N de NH s exprim6 en % de N total. 
B = N de NH~ exprim6 en % de sa valeur 

dans l'hydrolysat total. 

Temps en 
heures 

24 
48 
72 
96 

192 

Hydrolyse 
tot,ale: 
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7 .2  
8.8 
9.7 

lO.3 
xo. 3 

1 1 . 6  

B 

62  

76 
84 
89 
89 

I 0 0  

TABLEAU II 
GROUPES CAILBOXYLIQUES DES ACIDES 

AMIN]~S LIBRES TOTAUX 

A = N correspondant b. C0 2 et exprim6 en % 
de N total. 

B = N correspondant ~ CO t et exprim~ en % 
de sa valeur dans l'hydrol 'sat total. 

Temps en A B 
heures 

24 
48 
72 
96 

192 

Hydrolyse 
totale : 

7.8 
I2. 4 
15.9 
17.8 
27.0 

7 1 . 8  

I I  

17 
22 

25 
38 

IOO 
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T A B L E A U  I I I  

GROUPES AMIN]~S LIBRES TOTAUX 

A = N de N H  s exprim6 en % de N total.  
B = N de N H  I exprim~ en % de sa valeur  

dans  l 'hydro lysa t  total.  

Temps  en A B 
heures 

24 
48 
72 
96 

I92 

24.4 
30.0 
35.6 
36.9 
46.5 

T A B L E A U  IV 

GROUPES AMINI~S DES ACIDKS 
AMINI~S HYDROXYL]~S 

A ~ N de N H  s exprim6 en % de N total.  
B ~ N de N H  s exprim6 en % de sa valeur  

dans  l 'hydro lysa t  total.  

Temps  en O B 
heures  

33 24 
47 48 
48 72 
5 ° 96 
63 792 

Hydro lyse  
totale:  73.8 700 

7-5 

8.9 
9. I 
9.X 

7 I 

84 
86 
86 

Hydrolyse  
totale : xo.6 IOO 

DISCUSSION 

L'ammoniac dos6 darts les hydrolysats de prot~ine peut ~tre dfi, non seulement /~ 
l 'hydrolyse des groupes amid6s, mais aussi ~ la d~samination de certains acides amines. 
GORDON, MARTIN ET SYNGE 3 pensent k ce point de Due que la difference des teneurs en 
ammoniac des hydrolysats totaux et des hydrolysats partiels provient de la destruction 
des acides amines hydroxyl~s, et en particulier de la s~rine; d'apr~s REES ~°, la formation 
d'ammoniac dans les 8 premiers jours d'une hydrolyse m6nag~e ~ froid serait due pro- 
bablement uniquement aux groupes amid6s; au contraire, DESNUELLE ET CASAL u font 
remarquer que la d~samination des acides amines hydroxyl~s peut commencer d~s le 
premier jour de l'hydrolyse. Dans le pr6sent travail, les chiffres du Tableau I montrent 
que l 'ammoniac crott jusqu'~ la 96e heure, pour rester ensuite constant pendant au moins 
une centaJne d'heures; on peut donc attribuer ici la formation de cet ammoniac unique- 
ment ou presque,/~ l 'hydrolyse des groupes amides, hydrolyse qui se trouve termin~e 
la 96e heure. La quantit~ d'ammoniac lib~r~ correspond alors ~ l'existence de 2o groupes 
amides dans la mol6cule de lysozyme (P.M. 14 700). 

En ce qui concerne les acides a m i ~ s  lotaux, les chiffres du Tableau II indiquent que 
le quart des acides amines du lysozyme est lib6r6 apr~s 96 heure d'hydrolyse. Si l'on 
admet que la molecule de cette prot~ine contient environ Izo r6sidus 1, une trentaine 
d'acides amin6s sont ainsi ~ l '6tat libre k ce moment. 

Les chiffres concernant les groupes amin6s, donn~s par le Tableau III ,  permettent  
d'appliquer la formule de GORDON et al. 3 pour calculer la longueur moyenne des chaines 
peptidiques lib~r~es en cours d'hydrolyse: 

A (valeur de A pour les acides amin6s totaux, Tableau II) 
y ~  

A (valeur de A pour les groupes amines, Tableaux III) 

r prenant les valeurs ~,o pour un dipeptide, z.5 pour un tripeptide et 1.33 pour un tetra- 
peptide. On trouve ici les valeurs suivantes: 

heures 9 6 I92 
r 1.46 1.64 
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I1 y aurait ainsi surtout des tripeptides apr~s 96 heures, et des di- et tripeptides apr~s 
192 heures. 

L'~tude des groupes aminAs libres des acides aminAs hydroxyl~s, faite k partir des 
chiffres du Tableau IV, confirme pour le lysozyme la labilit6, d~j k constat& chez d'autres 
prot6ines a,n, des liaisons peptidiques dans lesquelles un acide amin6 hydroxyl6 se trouve 
impliqu6 par son groupe amin6. Cette labilit~ est ici tr~s marqu6e, puisque 7o% des 
groupes amin6s des acides amin6s hydroxyl~s sont lib6r6s apr~s 24 heures d'hydrolyse 
m~nag&. 

En ce qui concerne les acides aminAs individuels, l 'examen du Tableau V permet de 
faire des distinctions nettes entre les families d'acides amin6s: 

TABLEAU V 
LIB]~RATIOlq DES AClDES AMIN]~S INDIVIDUKLS 

A = acide amin6 exprim6 en poids % de lysozyme. 
B ~ acide amin6 exprim6 en % de sa valeur dans l 'hydrolysat total. 
Le signe + signifie que l 'acide amin6 libre a 6t6 identifi6 mais non dos6. 

Les valeurs indiqu6es pour l 'hydrolysat  total sont ici tir6es d 'un travail ant6rieur, sam celles 
rnarqu6es d 'un ast6risque, qui r6sultent de d~terminations r6centes plus pr6cises. 

Acideamin6 [ 

51ycocolle 
Alanine 
56rine 
=ystine 
rhr6onine 
M6thionine 
Valine 
Leucine 
[soleucine 
Ph~nylalanine 
ryrosine 
Proline 
Ae. aspartique 
Ac. glutamique 
Lysine I 
[-listidine i 
Arginine ! 

24 heures 

A 13 A 

I 

0.9 x6 I x.9 
0. 7 x2 1.2 
1. 5 2i 2. 5 
O.O O O.O 

O.O O O.O 

+ + 
O.O O O.O 

O.O O O.O 

O.O O O.O 

O.O O O.O 

O.O O O.O 

O.O O O.O 

i .I  7 2.9 
o . o  o 0.8 
+ + 
+ I + 

+ i + 

48 heures 

B 

34 
2 0  

35 
O 

O 

O 

O 

o 

O 

O 

o 

' I8 
24 

72 heures 

A B 

I 2 . 9  51  
1 .7  28 
3-9 54 
O.O O 

O.O O 

+ 
O.O O 

o.6 7 
o. 4 8 
O.O O 

o.9 24 
O.O O 

3.3 2o 
r .x  33 
+ 
+ 

+ b 

96 heures 

A B 

3.4 6x 
x .8  3 ° 
3.9 54 
+ 
1 . 6  3 0  

+ 
O.O O 

0. 7 8 
o.5 9 
O.O O 

1.4  3 8 
O.O O 

4. I 25 
1.2  36 
+ 
+ 

192 heures Hydro- 
lysat 

A B total 

I 

4.7 84 
2.8 46 
4.6 64 
+ 
2.2 42 
+ 
0.7 I5 
1.3 z5 
x .6  3 ° 
O.O O 

1.5 4 r 
I O . O  o 

> 7  >42  
2.0 6i 
+ 
+ 

+1 

5.6 
6.1 
7.2 
8.0 
5.3 
2.3: 
4.7 
8. 4" 
5-3" 
2.3 
3.7. 
1.3 

I6.5" 
3.3 
7.4 
I . I  

I 3 . 2 "  

Parmi les acides amir~s neutres non aromatiques, le glycocolle, l'alanine et la s6rine 
sont Iacilement lib6r~s, alors que la cystine, la thr~onine, la valine, les leucines et la 
proline n'apparaissent k l '&at libre que beaucoup plus lentement; il semble ainsi que 
la longueur du radical carbon6 intervient dans la facilit6 de lib6ration de l'acide amin~. 
Ce r~sultat est ~ rapprocher des observations de SYNGE TM sur les vitesses d'hydrolyse 
de divers glycylpeptides: la glycylvaline et la glycylleucine se r6v61ant beaueoup plus 
r6sistantes k l 'hydrolyse acide que la glycylglycine et la glycylalanine. D'autre part,  
si les groupes hydroxyles interviennent dans la labilisation des liaisons peptidiques 
auxquelles participent les acides amin6s hydroxyl& par leurs groupes amin6s, et ceci 
peu pros 6galement pour la s6rine et la thr6onine, il n'en est pas de m~me lorsque les 
acides' amin6s hydroxyl~s participent ~t ces liaisons par leurs groupes carboxyliques; 
on constate, en effet, que la s6rine est plus rapidement lib6r& que la thr6onine. 
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Chez les acides amines neutres aromatiques, la tyrosine est libdr6e nettement,  alors 
qu'aucune trace de ph6nylalanine n'est encore apparue ~ h I92e heure. Ce r ~ t l t a t  con- 
dui ra i t / t  envisager une action labilisante du groupe oxhydryle de la tyrosine sur les 
liaisons peptidiques, mais la faible proportion des deux acides amin6s darts la moldcule 
de lysozyme ne permet pas une conclusion certaine, les acides amin6s voisins ayant  leur 
influence propre sur la r6sistance de ces liaisons. Quant au tryptophane, il est ici ddtruit 
en pattie, et sa lib6ration n'a pu ~tre suivie. 

Les deux acides amines dicarboxyliques sont assez rapidement libdr6s, et en quantit6s 
apprdciables. I1 en est de m~me pour les bases hexoniques pour lesqueUes il n 'a pas 6t6 
possible de fake ici des dosages prdcis, mais dont nous avons pu constater, qualitative- 
ment, une forte liberation d~s le d~but de l'hydrolyse. 

RI~SUMI~ 

L'dtude des produits de rhydrolyse mdnagde du lysozyme par HCI Io N ~ 37 ° a dtd faite apr~s 
des temps de 24, 48, 72, 96 et 192 heures. Les substances et groupes suivants ont dtd dosds: ammoniac, 
groupes carboxyliques des acides aminds libres totaux, groupes aminds fibres totaux, groupes aminds 
fibres des acides aminds hydroxylds, acides aminds individuels. La libdration de ces derniers au cours 
de l'hydrolyse a dtd suivie pax chromatographie quantitative sur papier. 

Environ un quart des acides aminds du lysozyme est libdrd apr~s 96 heures d'hydrolyse. Les 
liaisons peptidiques darts lesquelles les acides aminds hydroxylds sont unis par leurs groupes aminds, 
sont rompues paxticulifirement facilement. Parmi les acides aminds neutres non aronmtiques, ceux 
/t chatne courte (glycocolle, alanine, sdrine) sont libdrds avant les autrcs; chez ces derniers, la valine 
est difficilement ddtachde, ce qui est peut~tre d6/t l'eml~chement stdrique par le groupe isopropyl. 
Les acides aspartique et glutamique et les bases hexoniques sont ddtachds assez rapidement. 

SUMMARY 

The products  of graded hydrolysis of lysozyme by xo N HC1 a t  37 ° C have been invest igated 
after 24, 48, 96, and x92 hours. The following substances and groups have been determined quanti-  
ta t ively:  ammonia,  COOH-groups of total  free amino acids, total  free amino groups, free N H f g r o u p s  
of hydroxy-amino acids, individual  amino acids. The liberation of the la t ter  during hydrolysis has 
been followed by quant i t a t ive  chromatography on paper. 

App. 1~ of the  amino acids of lysozyme are l iberated after  96 hours '  hydrolysis. The peptide 
bonds in which the  hydroxy-amino acids are involved by  thei r  amino group are particularly easily 
broken. Among the  neutral  non-aromatic amino acids those with a short  chain (glycocolle, alanine, 
serin) are broken before the  others;  valin is detached with difficulty; this  might  be due to steric 
h indrance by the  isopropylic group. Aspartic and glutamic acids and the  hexonic bases are detached 
quite rapidly. 

ZUSAM'MENFASSUNG 

Lysozym wurde der gem~kssigten Hydrolyse mi t  xo N HCI bei 37°unterworfen und die Reaktions- 
produkte  nach 24, 48. 96, und z92 Stunden untersucht .  Die folgenden Substanzen und Gruppen 
wurden bes t immt:  Ammoniakgas, die Carboxylgruppen der gesamten freien Aminosliuren, die 
Gesamtzahl der freien Aminogruppen, die freien Aminogruppen der Hydroxy-AminosAuren, die 
einzelnen Aminos~uren. Das Freiwerden der einzelnen Aminos~kuren wurde durch quant i ta t ive  
Vertei lungschromatographie auf Papier  verfolgt. 

UngefRhr ein Viertel der Aminos~uren des Lysozyms werden nach 96stiindiger Hydrolyse in 
Freiheit  gesetzt. Die Bindungen. an denen die Hydroxy-Aminosgturen dutch  ihre Aminogruppen 
beteil igt  sind, werden besonders leicht gespalten. Von den neutralen, n icht  aromatischen Aminos~uren 
werden diejenigen mit  kurzer Ket te  (Glycocol. Alanin, Serin) vor den anderen in Freiheit  gesetzt;  
Valin wird schwer abgespalten, was vielleicht durch sterische Hinderung durch die Isopropylgruppe 
bedingt  wird. Die Asparagin- und die Glutamins~iure sowie die Hexonbasen werden verh~lt-nismtissig 
schnell abgespalten. 
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