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Les peptides de l 'histidine et de la tyrosine fournis par  hydrolyse partielle du lysozyme sont  
part icul i6rement  intSressants pour  l 'dtude de la s t ruc ture  de cette prot6ine : en effet, elle ne renferme 
que un et trois r6sidus, respect ivement ,  de ces acides aminds par  moMculel; en outre, le caract6re 
basique de l 'un  et le caract6re a romat ique  de l 'autre,  ainsi que leur apt i tude £ donner  des r6actions 
colordes sensibles et sp6cifiques, rdalisables apr6s chromatographie  sur  papier, facilite l '6tude de 
leurs peptides.  

Pep/ides de l'histidine. Le lysozyme cristallis6 est  hydrolys6 pendan t  8 jours  ~ 37 ° avec HC1 
i 1.2 N 2. On pr61~ve avan t  tou t  f ract ionnement  une gout te  de l 'hydrolysa t  que l 'on chromatographie  
sur  papier  ( W h a t m a n  n ° i ;  so lvant  I :  n -butanol  75 + acide formique 15 + eau io) et on r6v61e 
par  le rdactif de PAULY modifi~ ~. On distingue trois taches H1, H2, H3, par  ordre de R F croissants.  
L 'hydrolysa t ,  d6barassd de l ' ammoniac  et des sels, est pass6 sur  une colonne de silice pour  retenir  
les peptides basiquesi;  la totalit6 de H 1 et de H 2 et la majeure  pat t ie  de H s sont  retenues sur  la 
silice. La sdparat ion compl6te de H I et H 2 d 'une pa r t  et de H a d 'au t re  pa r t  est effectude par  l ' amber-  
lite IRC 50; la s6parat ion de H I de H 2 est faite pa r  chromatographies  sur  papier  darts diffdrents 
solvants  (solvant I ;  solvant  I I :  pyridine 6o + collidine 20 + eau 2o; solvant  I I I :  ph6nol satur6 
d 'eau + o . I %  ammoniac ;  solvant  IV: phdnol satur6 par  une solution t a mpon  formiate d ' a m m o n i u m  
0.05 M ~ p H  4.1). La puret6 des produi ts  isol6s est controlde par  chromatographies  sur  papier  dans  
trois solvants  (solvant I ;  solvant  II; solvant  V: ph6nol satur6 par  une solution t a mpon  phospha te -  
citrate 0.067 M A p H  4.o s) puis par  61ectrophor~se sur  papier  ~. p H  4.0 et ~ p H  8.6. Le compor tement  
de H 3 au cours de tous ces essais est  identique & celui de l 'histidine libre. H 1 et H2, purifi6s, sont  
hydrolysds 20 heures en tubes  scell6s, ~ 11o% La composit ion quali tat ive 6tablie dans trois solvants  
(I, I I  et v) ,  dont  deux sdparant  par fa i tement  les bases (II  et V), est pour  H i :  Arg., His., Lys., et 
pour  H i :  Arg., His. Des dosages colorimdtriques de l 'arginine e et de l 'histidine 7 ont  dtabli que H I 
et H 2 cont iennent  respect ivement  1.2 et o.95 r6sidus d 'arginine pour  i .o d 'histidine; la comparaison 
avec une gamnle chromatographi6e parall61ement 8 pe rmet  de consta ter  que la lysine existe en pro- 
port ion i :i pa r  r appo r t  ~ l 'histidine. 

La s t ruc ture  de ces peptides a 6t6 d6termin6e £ l 'aide du 2, 4 dinitrofluorobenzSne 9. La DNP-  
arginine et l ' imidazol-DNP histidine ayan t  dt6 identifides pa r  chromatographie  sur  papier  darts le 
cas de H2, ce peptide est  donc l'arginyl-histidine. La DNP-arginine,  l ' imidazol-DNP histidine et 
I ' e -DNP lysine ayan t  6t6 identifids d 'une  fa~on analogue dans le cas de HI,  en t enan t  compte  du 
r6sultat  pr6c6dent, ce peptide est l'arginyl-his/idyl-lysine. 

Une ~tude quan t i t a t ive  de ces peptides a montr6 qu 'apr6s  8 jours  d 'hydrolyse  49~o de l 'histidine 
totale du lysozyme se t rouven t  ~ l 'dtat  libre, 3O~o ~ l '6tat  d 'arginyl-hist idine et 12% £ l '6tat  
d 'arginyl-hist idyl-lysine.  Ce bilan de 9i~o, corrig6 d 'un  facteur  expdrimental  de 13% correspondant  
aux pertes au cours des s6parat ions pr6c6dant les dosages, permet  d'affirmer qu'il  n 'existe  pas d 'en- 
chainement  diffdrent dans le lysozyme, et que cette protdine est bien homog6ne, au moins dans cette 
pat t ie  de la mol6cule. 

Peptides de la tyrosine. Le filtrat de la silice est d 'abord  pass6 sur  alumine retenir  les pept ides  
acides, puis le filtrat de l 'a lumine est pass6 sur  charbon pour  retenir  les peptides neutres  a romat iques  1°. 
Les peptides neutres  de la tyrosine, apr6s 61ution, sont  purifids par  chromatographies  sur  papier  
clans les solvants  I et II, en se basan t  sur  la coloration rose sp6cifique que donne la tyrosine avec 
l 'a-nitroso-/5-naphtol. L 'dtude de la composit ion et de la s t ructure ,  puis la compara ison avec les 
peptides synth6t iques  par  chromatographies  sur  papier  dans trois solvauts  (I, I I  et V) pe rme t t en t  
d'affirmer que les enchainements  glycyl-tyrosine et tyrosyl-glycine sont  prdsents dans la moldcule du 
lysozyme. Une 6tude gdn6rale des peptides de la tyrosine est actuellement en cours. 

* Nous sommes  heureux  de remercier la Fondat ion  Rockefeller de l 'aide mat~rielle qu'elle a 
apportde ~ l 'ex6cution de ce travail .  
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On a vu  I que le fonc t ionnemen t  de la  d6sulfinicase n6cessite la pr6sence d ' u n  f ac t eu r  o r g a n i q u e  
fac i l ement  d ia lysab le  e x i s t a n t  en pa r t i cu l i e r  a b o n d a m m e n t  dans  des e x t r a i t s  de levure .  A u c u n  
coenzyme connu n ' a v a i t  pu  jusqu ' i c i  r emplace r  ce facteur .  Nous avons  cons ta t6  que  l ' a d d i t i o n  
d ' ac ide  a -c6 tog lu ta r ique  5, une p r6pa ra t i on  d ' e n z y m e  (ex t ra i t  a q u e u x  de poud re  ac6 ton ique  de foie, 
pr6cipi t6 pa r  le sul fa te  & a m m o n i u m  5. sa tu ra t ion ,  le pr6cipi t6  6 t a n t  redissous  et  d ia lys6 5, 4 ° p e n d a n t  
24 heures,  contre  une  so lu t ion  de b i c a r bona t e  de sod ium 5, o.I  %) so igneusemen t  d6bar rass6e  du  
fac teur  en ques t ion  et  p a r  cons6quent  inac t ive ,  lui  rend une  ac t iv i t6  du m6me ordre  de g r a n d e u r  
que l ' ac t iv i t6  m a x i m u m  ob tenue  pa r  add i t ion  d ' e x t r a i t  de l evure  (Tableau I). L ' a d d i t i o n  d ' a c i de  
p y r u v i q u e  d6 te rmine  aussi  une ac t iv i t6  notable ,  mais  tou jours  inf6rieure 5, celle due  5, l ' ac ide  a-c6to-  

T A B L E A U  I 

PRODUCTION DE S O  2 2k PARTIR D'AGIDE CYSTI~INESULFINIQUE 

Volume t o t a l  25 ml ;  solut ion p h o s p h a t e  t a m p o n  M/3o,  p H  7.3; Mg. i o  -3 M ;  A tmosphe re  N2; 
35 ° C; dur6e 2 heures.  

L ' a d d i t i o n  de p y r i d o x a l p h o s p h a t e  (25/~g) n ' e x e r c e  ici aucune  influence. 

Ac. cystdine- Prdparation Extrait de Ac. a-cdto- Ac. pyruvique SO 2 formd 
Essai enzymatique levure glutarique sulfinique 
No. ml ml I'm° l pmol I'm° 1 ttmol 

I I O  0 0 0 0 0 

I I  o 9 o o 2 5  ° o 

I I I  i o  o o o 25 ° 5 
IV io  2 o o 250 75 
V IO 9 o o 25 ° 96 

VI  IO O 25 O 2 5 0  51 
V I I  i o  o 250 o 250 80 

V I I I  i o  o o 250 250 46 

* Nous  sommes  he u r e ux  de remerc ie r  l a  F o n d a t i o n  Rockefe l le r  de l ' a ide  mat6r ie l le  qu'eUe 
a appor t6e  5, l ' ex6cu t ion  de ce t r ava i l ,  a ins i  que  Dr  NISMAN auque l  nous devons  l ' ac ide  a-c6to-  
g lu ta r ique .  


