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Short Communications and Preliminary Notes 

N O U V E L L E  D I ~ T E R M I N A T I O N  DE S  A C I D E S  AMINI~S B A S I Q U E S  DU L Y S O Z Y M E  

par  

R O G E R  M O N I E R ,  YVE S  G E N D R O N ,  

M A R I A N  J U T I S Z  ET C L A U D E  F R O M A G E O T  

Laboratoire de Chimie biologique de la Facultd des Sciences, Paris  (France) 

La  cons t i t u t ion  globale en  acides amines  du ly sozyme  est  a c tue l l emen t  ~ peu  pros  c o m p l ~ t e m e n t  
~lucid6e 1. Que lques  incer t i tudes  subs i s t en t  toutefois ,  n o t a m m e n t  en  ce qui  concerne  la t eneu r  en  
lysine 1. I1 ~tai t  donc  uti le  de reprendre  le dosage des  t rois  acides amin6s  bas iques  du  lysozyme,  
his t idine,  lys ine  e t  arginine,  pa r  un  proc6d~ f o n d a m e n t a l e m e n t  diff6rent  de ceux  utilis~s jusqu ' ic i .  
D a n s  ce bu t ,  nous  avons  utilis~ la m~thode  de MOORE ~T STEIN ~, en  m e t t a n t  en  oeuvre  une  colonne 
de Dowex  5o e t  les t a m p o n s  pr~conis6s pa r  ces au teu r s ,  et  en  e m p l o y a n t  u n  appare i l  col lecteur  de 
f ract ions* ana logue  & celui d6crit  p a r  JAMES, MARTIN ET RANDALL 3. 

Une  premiere  sdrie d 'exp6riences ,  fai tes  en u t i l i san t  des m61anges connus  des t rois  bases,  
s o i g n e u s e m e n t  purifi6es, et dans  des p ropor t ions  vois ines  de celles off elles ex i s t en t  dans  le lysozyme,  
nous  a mon t r6  que  leur s6para t ion  et  leur r6cup6rat ion 6 ta ien t  q u a n t i t a t i v e s  (~ 2 % pros) pour  la 
lysine et  l 'arginine,  e t  moins  rdguli~res pou r  l 'h is t id ine;  ce t te  irr6gularit6,  que  l 'on  r e t rouve  d a n s  les 
chiffres du  Tab leau  I, est  due  ~ la quan t i t 6  de cet te  derni~re base,  faible ici pa r  r appo r t  & celle des  
deux  aut res .  

Le lysozyme  cristallis~, homog~ne,  es t  hydro lys6  pa r  HC1 6 N ~ IIO °, p e n d a n t  2 4 heures ,  en  
t u b e  scelld, sous  vide. L ' h y d r o l y s a t ,  t ra i td  de la mani~re  habi tuel le ,  es t  repris  pa r  le t a m p o n  (citrate 
o.I M) ~ p H  5.o, de fa$on q u ' u n e  prise de I ml  cor responde  ~ env i ron  6 m g  de ly sozyme  iso~lectrique. 
Cet te  prise, plac6e sur  la colonne, es t  suivie  de la s6rie de t a m p o n s  d6crits  pa r  MOOR~ E~ STEIN ~. 
Le premier  t a m p o n  5. p H  5 p e r m e t  d'61iminer les acides amin6s  au t res  que le t r y p t o p h a n e  et  les 
trois  acides amin6s  bas iques ;  ceux-ci,  de m 6 m e  que  l ' ammoniac ,  so r t en t  en t re  les t ubes  3 ° et  25o 
(Fig. z). 
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Fig. I. Courbe co r r e spondan t  & l 'exp~rience 4; l y sozyme  iso~lectrique 5.68 m g  

Les  rdsu l t a t s  ob tenus  son t  donnds  pa r  les courbes  de la Fig. x e t  les ehiffres du t ab l eau  ci-dessous.  
Expr im6s  en rdsidus  pa r  mol6cule de lysozyme  (N = I8.6 % ; P.M. = I4,7oo), les chiffres du Tab l eau  i 
co r r e sponden t  &: His t id ine  I, Lys ine  6, Argin ine  i I .  Ces va leurs  conf i rment  d ' u n e  fa~on par fa i te  
celles que LEwis  et al. 4 ava i en t  ob tenues  pa r  voie microbiologique.  E n  ce qui  coneerne  le t ryp to -  

* Cet  apparei l  a pu  ~tre cons t ru i t  grace A l 'a ide de la F o n d a t i o n  Rockefeller,  que  nous  s o m m e s  
heu reux  de remercier  ici. 
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phane ,  on r e t rouve  de 5 ° h 6o % de la quan t i t 6  in i t i a l ement  con t enue  dans  la prot6ine.  Q u a n t  ~t 
l ' ammoniac ,  sa  r6cup6ra t ion  es t  irr6guli~re; en t r ouve  des  va leur s  osci l lant  en t re  1. 7 et  2.o, avec  
une  m o y e n n e  de 1.8 % de lysozyme.  

T A B L E A U  I 
R]~CUP]~RATION DES ACIDES AMINES BASIQUES, EN ~o DU LYSOZYME 

Expdrience Histidine Lysine A rginine 

i - -  - -  13.4 
2 0.83 5.94 12.8 
3 1.54 6.oo 13.1 
4 1.12 6.16 12. 9 

Moyenne : i .  16 6.o 3 13- i 
Rdsidus: i. i 6. i i i .o 
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C O s - F I X A T I O N  IN P I G E O N  B R E A S T  M U S C L E  

b y  

C. H. M O N F O O R T  

Laboratory [or Physiological Chemistry, The University, Utrecht (Netherlands) 

GRUBER AND MEIJER 1 found  indica t ions  of a COs-fixat ion react ion,  inf luenced by  t he  addi t ion  
of t h i a m i n e  p y r o p h o s p h a t e  (TPP) in vitro, occurr ing u n d e r  anaerobic  condi t ions  in La tap ie  mince  
of t he  musc le  of t he  left  ventr ic le  of t he  pig  hear t .  I succeeded in f inding more  d is t inc t  clues for 
the  occurrence  of such  .~ reac t ion  in h o m o g e n a t e s  of p igeon b reas t  musc le  (m. pectoral is  major)  in 
o. i  M p h o s p h a t e  buffer, p H  6.2. W ork i ng  wi th  p igeons  offers t he  g rea t  a d v a n t a g e  as compared  wi th  
pig  hea r t  t h a t  t h e  ac t iv i ty  of cer ta in  enzymes ,  capable  of metabol iz ing  py ruv i c  acid u n d e r  anae rob ic  
condit ions,  can  be  s tud ied  in severa l  s tages  of v i t a m i n - B  t deficiency, so t h a t  t he  role of t h i amine  
p y r o p h o s p h a t e  in connec t ion  wi th  these  reac t ions  can  be es tab l i shed  more  conclusively• 

The  a m o u n t s  of acetoin  formed f rom Na  p y r u v a t e  were compared  wi th  t he  a m o u n t s  of CO s 
p roduced  s imul taneous ly .  I n  Mn ++ s u p p l e m e n t e d  h o m o g e n a t e s  of b reas t  musc le  of no rma l ly  fed 
pigeons,  t he  a m o u n t  of CO s p roduced  a lways  showed a deficit as  compared  wi th  t he  a m o u n t  ca lcula ted  
according to  t he  reac t ion:  

z py ruv i c  acid ----+ i ace toin  + 2 CO s 

The  deficit is increased by  add ing  T P P  in vitro. This  effect is p robab ly  due  to d a m a g e  of t he  
t i ssue  b y  h o m o g e n i z i n g  B rea s t  musc le  h o m o g e n a t e s  f rom pigeons,  which  had  c o n s u m e d  a carbo-  
hydra te - r ich ,  th iamine- t ree  diet  s admin i s t e red  by  forced feeding for twelve  days ,  showed no  or only  
a ve ry  s l ight  CO s deficit, unde r  t he  s ame  condi t ions ,  which  was  aga in  increased to  t he  va lues  found  
for h o m o g e n a t e s  f rom n o r m a l  p igeons  by  addi t ion  of T P P  in vitro (Table I). Th i s  CO s deficit can  
in m y  opinion on ly  be in te rpre ted  b y  a s s u m i n g  a reac t ion  c o n s u m i n g  CO s, viz. COs-fixation.  The  
presence of Mn++ has  been  shown  to  be essent ia l  in all cases  of COs-f ixat ion s tud ied  by  o ther  a u t h o r s  
(see OcrlOa3). Hence  m y  observat ion ,  t h a t  t he  descr ibed CO s deficit is a b s e n t  w h e n  Mn++ is omi t t ed  
or replaced b y  ME++, provides  fu r the r  evidence for t h e  p r e s u m e d  T P P - c a t a l y z e d  CO2-fixation in 
pigeon b reas t  musc le  homogena te .  

I n  h o m o g e n a t e s  of t he  muscle  of the  left  ventr ic le  of the  pigeon h e a r t  t he  CO z p roduc t ion  


