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I S O L E M E N T  D E  PROTF,  I N E S  L Y S A N T E S  D E  LA R A T E  D U  L A P I N  

par  

G E O R G E S  JOLLI'£S ET CLAUDE FROMAGEOT 

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

Depuis la d6couverte du lysozyme dans le blanc d'oeuf de poulO, de nombreuses 
investigations ont 6t6 faites pour rechercher des substances analogues, notamment  dans 
les divers organes des animaux sup6rieurs 2,s. On a constat6 ainsi que la rate du lapin 
6tait l 'un des organes particuli6rement riche en ,,lysozyme". Mais aucune recherche ne 
semble avoir 6t6 faite jusqu'ici sur la nature de ces ,,lysozymes" des organes. Leur 
rapprochement avec le lysozyme proprement dit, celui du blanc d'ceuf de poule, est 
bas6 uniquement d'une part  sur les propri6tfs lysantes des substances, d 'autre part  sur 
certains aspects de leur stabilit6, relativement forte en milieu acide, particuli6rement 
faible au contraire en milieu alcalin. A priori, on peut s 'at tendre & ce que ces lysozymes 
d'organes different du lysozyme d'oeuf de poule et par leur structure mol6culaire, et 
par l '6tendue du domaine bactfrien de leur action lysante et bact6ricide. Dans le pr6sent 
travail, nous indiquons une premi6re s6rie de r6sultats obtenus lors de recherches sur 
le, , lysozyme" de la rate du lapin : ce, , lysozyme" correspond en rdalit6 & deux substances 
distinctes, que nous pensons avoir isol6es chacune 5 l '6tat pur; ce sont deux prot6ines, 
vraisemblablement de poids mol6culaires faibles, dont chacune diff~',re, par sa consti- 
tution, du lysozyme de l'0euf de poule. 

PARTIE EXPt~RIMENTALE 

~Iesure et ddfinition de l'activitd lysante 
L'activit6 lysante des diverses pr6parat ions  obtenues au cours de la purification des substances  

lysantes est d6termin6e par  tnrbidim6trie  sur une suspension d6termin6e de poudre ac6tonique de 
corps bact6riens de Micrococcus lysodeikticus, souche N.C.T.C. 3665, selon la technique de FRAENK~L- 
CO.RAT4:28 mg de cette poudre ac6tonique sont  mis en suspension darts 9o ml de solution de phos-  
phates  t ampons  M / I  5 ~ p H  6.2, additionn6s de io ml d 'une solution de NaC1 ~ i%,  exactement ,  
On obt ient  ainsi une suspension dont  la turbidit6 correspond au m a x i m u m  de densit6 encore lisible 
dans le rouge au photom~tre  Meunier. A 5 ml de cette suspension, on ajoute au temps  t o, o. 5 ml 
de la solution convenablement  dilu6e, dans laquelle on veut  doser le lysozyme. Les mesures sont  
faites ~ 25 ± I °. Dans  un  intervalle de t emps  compris entre 30 secondes et 4 minutes,  la diminut ion 
de densit6 est proport ionnelle ~ la concentrat ion de l 'enzyme, t an t  que celle-ci se maint ient  entre 
des quant i t6s  correspondant  ~ 7 et A 15 #g  de lysozyme d'oeuf de poule par  ml. On fait six ~ hui t  
lectures dans l ' intervalle de t emps  indiqu6. Si l 'on d6signe par  t40 le hombre  de secondes pendan t  
lequel la densit6 de la suspension diminue, darts les conditions de proportionnali t6,  de 4 ° unit6s 
du photom~tre,  on d6finit a par:  a = IOn/t40. Les valeurs de a ont  6t6 6talonn6es une fois pour  toutes 
en /zg  de lysozyme cristallis6. Les r6sultats  de ces mesures sont  reproductibles ~ 4% pr6s, ~ condition 
que la concentrat ion en ions C1- soit toujours  r igoureusement  la m~me. L 'uni t6  d'activit5 A est 
l 'activit6 pr6sentde dans ces condit ions par  une solution de lysozyme cristallis6 " A r m o u r "  contenant  
o.167 #g  de N par  ml. 

La mesure de la concentrat ion en protdines est faite par  deux m6thodes:  au cours des premiers 
stades de purification, on utilise le dosage colorim6trique par  le r6actif de Folin Ciocalteu selon le 
proc6d6 indiqud par  SUTHERLAND el coll. 5 pour  le dosage de l'insuline. Ce proc6d6 donne des r6snltats 
tou t  ~ fair sat isfaisants avec le lysozyme d'ceuf de poule, et permet  do ddfinir l 'unitd de pro~6ine Pph 
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comnae &ant la quantitd de protdines fournissant une coloration 6gale & celle donnde par une solution 
de lysozyme cristallis6 "Armour" contenant o.16 7 /tg de N par ml. Le rapport A/Pph permet de 
suivre la progression des premiers stades de la purification. Par d6finition, A/Pph = I pour le lysozyme 
cristallis6. Mais le r6actif de Folin-Ciocalteu ne peut plus &re employ6 5. partir du moment off les 
prot6ines lysantes sont d6barrass6es de la majorit6 des prot6ines 6trang~res: les prot6ines lysantes 
de la rate du lapin contrairement au lysozyme de l'oeuf de poule, ne donnent en effet qu'une faible 
coloration avec le r6actif de Folin-Ciocalteu. Au cours des derniers stades de purification (chromato- 
graphie diff6rentielle sur colonne), on utilise alors la r6action ~ la ninhydrine, selon MOORE ET STEIN 6 ; 
il convient de remarquer que le m61ange des tampons citrate et phosphate utilis6 par ces auteurs 
doit &re ici additionn6, par ml, de o.o2 ml de HC1 3 N, pour &re ramen6 /~ pH 5 avant addition de 
la ninhydrine ; d'autre part, aprbs 6bullition et addition d'alcool isopropylique, il se forme un pr6cipit6 
min6ral dfi ~ la forte concentration des solutions tampon; on s'en d~barrasse avant la lecture au 
photom~tre par une brbve centrifugation. Comme pr&6demment, l'unit6 de prot6ine Pnest d6finie 
comme &ant la quantit6 de prot6ine fournissant une coloration 6gale 5~ celle donn6e par une solution 
de lysozyme cristallis6 "Armour" contenant o.16 7 pg de N par ml. 

Extraction des prot~ines lysantes 

Les rates de lapins fraichement  tu6s sont tout  d ' abord  d6barrass6es de toute graisse 
adh6rente;  elles peuvent  ~tre alors soit trait6es imm6dia tement ,  soit conserv6es dans 
l 'ac6tone. Dans  ce dernier  cas, elles sont plong6es dans l 'ac6tone con tenan t  1% d'acide 
ac6tique. A - - 2 o  °, elles s 'y  conservent  plusieurs mois sans perte d 'ac t iv i t6 ;  il eonvient  
toutefois de changer l 'ac6tone ac6tique environ toutes  les trois semaines. 

Toutes  les op6rations d6crites ci-dessous doivent  ~tre ex6cut6es "1 une temp6rature  

d e 2  &4°:  

Extraction par l'eau et prfcipitation par l'acdtone 

Fralches ou conserv6es dans l 'ac6tone, les rates sont  broy6es au "b lender"  en 
pr6sence de leur poids d'eau, ce poids & a n t  calcul6 pour  l 'organe frais. Chaque op6ration 
porte sur 300 rates, soit envi ron  345 g d 'organe (poids frais). Le broya t  ob tenu  est 
ext ra i t  4 lois, chaque fois avec 200 ml d 'eau ;  chaque ext rac t ion  comporte une bonne  
agi ta t ion pendan t  un  quar t  d 'heure  et est suivie d 'une  centr i fugat ion ~t o ° '  aprhs 
d6canta t ion  du liquide, le culot de centr i fugat ion est remis en suspension darts 200 ml 
d 'eau  froide, et ainsi de suite. On ob t ien t  ainsi environ I litre d ' u n  liquide rouge, trouble, 

dont  le p H e s t  voisin de 6.5. On abaisse le pH ~ 4.5 par  addi t ion  d 'acide ac6tique k lO% 
(environ 25 ml). Sans se pr6occuper du premier  pr6cipit6 qui se forme alors, on plonge 
le bal lon con tenan t  la total i t6 du liquide, et en agi tant  convenab lement  ce dernier, dans 

un  ba in-mar ie  bouil lant ,  off on ma in t i en t  le tou t  exac tement  5 minutes .  On refroidit 
6nergiquement  imm6dia tement  apr6s, puis on 61imine par  centr i fugat ion "t o ° l ' a b o n d a n t  
pr6cipit6. On ajoute  au liquide d6cant6 les eaux de lavage du pr6cipit6 (2 lois IOO ml). 
Le l iquide jaune  clair r6snl tant  de cette op6ration cont ient  98% de l 'act ivi t6 initiale 
des organes. On l ' abandonne  quelques heures "~ 4 °. des mati6res grasses pr6cipitent,  
qu 'on  61imine par  f i l trat ion rapide sur papier. On obt ient  ainsi environ 12oo ml d ' un  

liquide jaune  l impide A/Pph ~- 0.035. 
On ajoute  ~ ce liquide 4 fois son volume d'ac6tone, en agi tant  soigneusement,  et 

k raison de I litre ~ l 'heure ;  un  pr6cipit6 commence k se former lorsque 1.5 litre a 6t6 
introdui t .  Apr6s addi t ion  de la totali t6 de l 'ac6tone, on laisse d6poser le tout ,  on d6cante 
le plus possible du liquide surnageant  et on recueille le pr6cipit6 par  centr i fugat ion 

froid. Ce pr6cipit6, brun,  est repris par  IOO ml d 'une  solution aqueuse d 'acide ac6tique 
k 0 .3%'  on clarifie la solution par  centr i fugat ion et on a ainsi un  liquide b r u n  A/Pvh 
_--- O.lO 9. 
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,%lr ce liquide, on op6re une nouvelle pr fc ip i ta t ion  par  addit ion de 4 fois son vohnne 
d'ac6tone,  en op6rant  comme pr6c6demlnent;  le prdcipit6, repris encore par  IOO ml 
d 'acide ac6tique 5* o/ 0.3/o, donne une sohltion qui, apr6s clarification, se pr6sente comrm, 
un liquide brun A/Pph = o.188. 

Cette solution est soumise 5. une troisi6me pr6cipi tat ion par  l 'ac6tone, toujours 
dans les m~mes condit ions;  le pr6cipit6 est repris par  50 ml d 'acide ac6tique 5* o .3%;  
sa solution, apr6s centrifugation,  fournit  un liquide brun l impide A/Pph = 0.25,% 

Prdcipitation en. milieu alcalin 

D'au t res  pr6cipitat ions par  l 'ac6tone dans les m~mes conditions ne donncnt  plus 
de substances  insolubles dans l 'acide acf t ique  dilu6, et ne modifient pas la valeur  du 
rappor t  A/Pph. On continue donc la purification pa r  une pr6cipi tat ion en milieu alcalin; 
dans un tel milieu, en effet, on consta te  une pr6cipitat ion abondan te  de substances 
inactives, mais l 'ut i l isat ion de ce mode de purification est limit6 par  la labilit6 des 
substances actives en milieu alcalin; il convient  d ' op f r e r  ici avec unc prudence part i-  
culi6re : 

Le liquide p rovenan t  des op6rations pr6c6dentes est ajust6 exac tement  5* p H  8. 4 
(61ectrode de verre) par  de la soude N. On centrifuge imm6dia tement ,  toujours  5* o °, 
et on ram6ne aussit6t  le liquide clair d6cant6 5* p H  6.0 par  de l 'acide acf t ique  5* lO%. 
On 6ri te  ainsi toute  destruct ion des substances  actives. On obt ient  ainsi environ 50 ml 
d 'un  liquide jaune clair, A/Pph = 0.280. 

Traitement par l' acide flavianique 

La suite de la purification met  en jeu la format ion  des f lavianates des substances 
act ives;  la pr6cipitat ion par  l 'acide flavianique doit  ~tre faite en milieu re la t ivement  
dilu6 et 5. p H  6.0: on am6ne le volume du liquide obtenu  ci-dessus 5. IOO ml avec de 
l 'eau;  on en contr61e le p H  et on ram6ne ce dernier 6ventuel lement  5. 6.0. Le liquide 
6tant  toujours  ma in tenu  5. 2 °, on lui a joute  en agi tant  et en r6part issant  cet te addit ion 
sur une heure, 50 ml d 'eau  con tenan t  25 o mg d 'acide flavianique* sous forme de son 
sel de sodium. Au cours de cet te addition, le p H e s t  ma in tenu  5. 6.0 par  addit ion m6nag6e 
d 'acide ac6tique 5. lO%. I1 se forme un pr6cipit6 jaune cristallis6, qui se d6pose rapide-  
ment.  On abandonne  le tou t  au froid environ 36 heures, puis on recueille le prdcipit6 
par  centrifugation.  L 'ac t iv i t6  lysante  du liquide surnageant  ne dolt  pas  dfpasser  celle 
de I 5. 2/~g de lysozyme d'ceuf de poule par  ml. On lave le pr6cipit6 avec 25 ml d 'eau,  
puis on le recueille 5. nouveau  par  centrifugation.  

II est indispensable que le d6placement  de l 'acide flavianique se fasse 5. basse 
temp6rature ,  en uti l isant  n o t a m m e n t  des rdactifs pr6alablement  refroidis 5. 2 °. Le 
pr6cipit6, encore humide,  est mis en suspension dans IO ml d 'eau ;  5, cet te suspension, 
on ajoute, en 5 minutes  et en ag i tan t  continuellement,  un mf lange  de 4 ml d 'eau  de 
ba ry te  satur6e k 2 °. A la fin de cette addition, le p H  du liquide doit  4tre de 8.8 k 9.0. 
On int rodui t  aussit6t  apr6s IO ml d 'une  solution t ampon  de phosphates  M/I 5 5* p H  6.2. 
Le p H  du milieu tombe  5* environ 7.5 et la plus grande par t ie  de la ba ry te  pr6cipite 
sous forme de phosphate  de ba ryum.  On l'61imine par  centr i fugat ion k o °. On d6cante 
le liquide clair et on lave le pr6cipit6 avec io  ml d 'eau ;  on centrifuge de nouveau et 

* P r o v e n a n t  d e  l a  M a i s o n  H o f f m a n n - L a  R o c h e ;  d e s  p r 6 p a r a t i o n s  d ' a c i d e  f l a v i a n i q u e  p r o v e n a n t  
d ' a u t r e s  m a i s o n s  ne  d o n n e n t  p a s  ici de  r 6 s u l t a t s  s a t i s f a i s a n t s .  
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on rfunit  tes eaux de lavage au premier liquide. On-obtient ainsi environ 4 ° ml d'une 
solution jaune clair, de pH 7.5, et dont l 'activit6 correspond & A/Pph - o.88. 

A cette solution, maintenue ~t 2 °, on ajoute lentement et toujours en agitant, 6 fois 
son volume d'acftone, soit environ 25o ml. On obtient un pr6cipit6 jaun~tre floconneux 
que l 'on recueille par centrifugation & - - I O  °. On reprend ce pr6cipit6 par 5 ml d'une 
solution aqueuse d'acide ac6tique ~ 1% et on 61imine les parties insolubles par centri- 
fugation. On obtient ainsi 5 ml d 'un liquide fortement color6 en jaune, mais parfai tement 
limpide, A /Pph - -  0.94- 

Traitement par la dOacidite 

La coloration jaune de la solution pr6c6dente est due ~ l'acide flavianique qu'elle 
contient encore; pour 61iminer complStement ce dernier, diverses m6thodes out tout 
d 'abord 6t6 essay6es: lavages ~ l'alcool ammoniacal selon MAYER et collY; lavages 
l 'ac6tone contenant 20% d'eau, pr6cipitations successives par l 'ac6tone et reprises h 
l'acide ac6tique; etc. Les r6sultats de ces essais out toujours 6t6 m6diocres: ils se sont 
manifest6s par des pertes en les substances lysantes, par leur inactivation et par une 
mauvaise 6limination de l'acide flavianique. 

Au contraire, un excellent proc6d6 d'61imination de l'acide flavianique consiste 
h traiter le liquide par un ~.changeur d'anions. On utilise ici la d6acidite 3oo*, ayant  
pr6alablement subi une vingtaine de cycles NaOH IO % - -  eau distill6e - -  NaC1 IO% -- 
eau d i s t i l l 6 e - - N a O H  l O % - - e t c .  Le dernier cycle s'arr~te avec la soude; on lave 
ensuite ~t l 'eau distill6e jusqu'~ neutralit6 du liquide. L'utilisation de cette d~acidite ne 
donne lieu ~t aucune inactivation des substances lysantes. Cette utilisation est faite dans 
les conditions suivantes: 2 g de d6acidite, pr@ar~e comme il vient d 'etre dit, sont 
essor6s sur un filtre en verre fritS, puis introduits dans les 5 ml de la solution jaune 
obtenue pr6c6demment; on agite quelques minutes jusqu'~ disparition totale de la 
couleur jaune, puis on laisse d6canter. Le liquide doit ~tre alors incolore, mais il contient 
encore en suspension des traces de substances min~rales. On recueille le liquide sur- 
nageant et on lave la r6sine 4 fois, chaque fois avec 5 ml d'eau, recueillis par d6cantation ; 
apr~s le dernier lavage, le liquide est recueilli apr6s filtration sur verre frit~; on r6unit 
les eaux de lavage au premier liquide. Si le pH de la solution ainsi obtenue est sup6rieur 
"t 8.5, on ajoute quelques gouttes d'acide ac6tique dilu6 pour le ramener h 8.0 ou 16g~re- 
ment en dessous. On abandonne le tout 4 ~t 5 jours ~ 4 °. La majeure pattie des substances 
min6rales ainsi que diverses substances organiques inactives pr6cipitent; on 61imine 
toutes les substances insolubles par centrifugation h grande vitesse (16,ooo t/m) ~ o °. 
On obtient ainsi environ 25 ml d 'un liquide limpide parfai tement incolore A/Pph -~ I . I .  

Dialyse et lyophilysation 

Ce liquide est dialys6 h 2 °, en agitant, pendant  IO heures contre de l 'eau distill6e; 
au cours de cette op6ration, les pertes en substances actives restent inf6rieures ~t 4%. 
La solution dialys6e est lyophilys6e : elle fournit un produit pulv6rulent, blanc, contenant 
16.6% d'azote total  (microkjeldahl) et d'activit6 A/Pph = 1.2. Ce produit est d6sign6 
dans la suite sous le nora de matdriel primaire. 

* Phillips et Pain. Montrouge (Seine). France. 
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Chromatographic sur colonne 

Ce mat6riel  primaire est soumis h une chromatographie sur colonne selon une 
technique inspir~e de celle que TALLAN ET STEIN s ont  raise en oeuvre dans le cas du 

lysozyme*. La quant i t6  de mat6riel primaire soumis 5 la chromatographie 6 tant  de 
environ 4 mg, on utilise une colonne d 'Amber l i te  XE-64 de 20 cm x 1 cm, pr6alahlement  

lav6e avec de la soude N, puis amen6e exac tement  ~ pH 6.54 par  un  abondan t  lavage 
avec une solution t ampon  convenable.  Celle-ci est une solution de phosphates M/5 dont  
le pH de 6.54 dolt ~tre r igoureusement  contr616. II apparat t  en effet que la s@ara t ion  
des diff6rents cons t i tuan ts  du mat6riel primaire est ext r~mement  sensible h de faibles 
5carts de pH:  au-dessus de pH 6.8, il n ' y  a plus aucune r6tent ion sur la colonne; entre 
pH 6.8 et pH 6.6, la s6paration des cons t i tuants  est mauvaise  ; en dessous de pH 6. 4, 
la r~cup6ration des produits  fractionn6s devient  incompl6te. Le f rac t ionnement  est fait 
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Fig. z. Azote prot~ique calcul~ comme s'i] s'agis- 
salt du lysozyme d'ceuf de poule. 
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Fig. 2. Azote prot6ique calcul6 comme s'il s'a- 
gissait du lysozyme d'oeuf de poule. 
-- × - -  x - -  Azote prot6ique dos6 par le rdactif 

de Folin-Ciocalteu 
- - ~ - - ~ - -  Azote prot6ique dos6 par la ninhy- 

drine 
0 - - 0 - -  Azote prot6ique dos6 par l'activit6 

lytique 

22 + I °, dans une chambre noire, ~t raison de 2 ml ~ l 'heure. Chaque fraction est 
de I mt. Sur chacune des fractions, on effectue un  dosage spectrophotom6tr ique ~ la 
n inhydr ine ,  et on d6termine l 'act ivi t6 lysante.  Les r6sultats obtenus  sont  donn6s dans 
la Fig. I. 

Cette figure montre  l 'existence:  
I. d 'une  fraction r6agissant ~ la ninhydrine,  sans aucune activit6 lysante,  et qui 

n 'es t  p ra t iquement  pas re tenue sur la colonne; 

* Des essais pr61iminaires ont montr6 que, aux pH qui avaient donn~ ~ TAL LAN ET STEIN 
de bons rdsultats dans le cas du lysozyme, tout le mat6riel primaire actuel passe ~ travers la colonne 
sans 6tre fractionn6. 
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2. d'une fraction I, active, A/I'~, == I.o, correspondant ~i I/-°,o de l 'activit6 totale; 
3. d'une fraction II, active, A / P  n = I.O et repr6sentant 83% de l 'activit6 totale. 
La chromatographie sur Amberlite permet  ainsi de s@arer deux substances actives 

diff6rentes, la somme des activit6s de chacune d'entre elles 6tant 6gale h l 'activit6 du 
mat6riel primaire avant  chromatographie. 

Une moiti6 du liquide correspondant ~ la fraction II, est chromatographi6e "h 
nouveau sur la m~me colonne, dans les m6mes conditions; le r6sultat de cette opfrat ion 
est pr6sent6 par  la Fig. 2, qui montre que la fraction I I  se comporte comme une fraction 
homog0ne. 

Cristallisatiot~ de la protdine active I I 

Une chromatographie analogue a 6t6 faite avec 21 mg de mat6riel primaire et en 
utilisant une colonne plus grosse (15 x 2 cm). On pr616ve la patt ie centrale de la fraction 
n, et on la soumet "A la dialyse pendant  36 heures 5, 2 ° contre de l 'eau distillfe. Apr6s 
61imination des sels, le liquide est concentr6 sous vide, puis la substance est lyophilys6e. 
AprOs divers pr61Ovements (mesure d'activit6, dosages par  le r6actif de Folin-Ciocalteu 
et par la ninhydrine) on obtient 3.5 mg d'une poudre blanche 16g6re; celle-ci, reprise 

par 0. 5 ml d'acide acftique ~ o.2%, se dissout immG 
i diatement. A cette solution, maintenue ~ o °, on ajoute 

0.75 ml d'acftone, quantit6 juste n@essaire pour pro- 
voquer un 16ger trouble. On abandonne le tout ~ o ° 
pendant  36 heures. La substance se prfsente alors sous 
forme de cristaux blancs, ayant  A l'ceil nu l 'aspect d'ai- 
guilles grossi~res. Observfes au microscope, ces aiguilles 
se r6vOlent ~tre formfes par l 'accollement de nombreux 
rhombo~dres (Fig. 3). Ces cristaux fondent dos qu'on 
am6ne la pr@arat ion ~ la tempfra ture  ordinaire, quelle 
que soit la quantit6 d'ac6tone pr6sente; l '@hauffement 
dfi A la concentration de la lumi~re sous le microscope 
suffit pour en arrondir en quelques instants les angles: 
on obtient alors des magmas informes qui recristallisent 
fort bien cependant, apr6s quelques heures de s6jour an 

Fig. 3. Cristaux observ6s (X 75) froid. Ces cristaux sont recueillis par centrifugation "k 
froid puis sfch6s sous vide en pr6sence de P20~ (2. 5 mg). 

Leur teneur en azote total  (micro-kjeldahl) est de 16.2% (N % t rouv6:16 . i8  et 16.24). 
L'6tude chimique des fractions I e t  I I  fera l 'objet d 'un prochain m6moire; mais 

dos maintenant,  leur r6action avec la ninhydrine, leur non-pr6cipitation en milieu 
ac6tique/t chaud, et le fait qu'elles ne dialysent que difficilement h travers une membrane 
de cellophane, indiquent qu'il s 'agit soit de gros peptides, soit de prot6ines h faibles 
poids mol6culaires, comparables ~ ce point de vue au lysozyme de l'oeuf de poule. 
Toutefois, la faiblesse de r6action avec le r6actif de Folin-Ciocalteu, leur comportement 
au cours de la chromatographie sur Amberlite et leur extraordinaire labilit4 en milieu 
alcalin, montrent  que la composition et la structure de ces deux prot6ines diff~rent 
profonddment de celles du lysozyme de l'ceuf de poule. 

Nous sommes heureux de remercier ici les Etablissements Organon, Oss, Pays-Bas, 
de l 'aide matdrielle qu'ils ont apport~e 5 ce travail. 

Bibliographie p. ioI. 
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R~SUM~2 

Les substances auxquelles est due l 'action lysante, v is~  vis de M. lysodeikticus et de quelques 
autres bactdries, de la rate du lapin, ont 6t6 extraites de cet organe par @uisement ~ l'eau, pr6cipi- 
rations successives par l'ac~tone, par la soude, puis par l'acide flavianique, et ont 6t~ enfin s@ar6es 
par chromatographic sur Amberlite X - E  6 4. Deux substances actives, apparemment homog~nes, 
ont 6t6 obtenues; ces substances r6agissent avec la ninhydrine, et seulement faiblement avec le 
r6actif de Folin-Ciocalteu (faible quantitd de tryptophane, de tyrosine et de cyst6ine). Ce sont ou 
bien de gros peptides, ou des protdines de faibles poids mol~culaires. De toute faqon, ces substances 
different certainement du lysozyme de l'oeuf de poule par leur composition et leur structure. 

SUMMARY 

Substances, to which is due the lysing reaction of the spleen of the rabbit  towards M. lyso- 
;~eikticus and other bacteria, have been obtained from this organ by exhaustive extraction with water 
and precipitating successively by acetone, alkali and flavianic acid, and have finally been separated 
by chromatography on Amberlite X - E  6 4. Two active, apparently homogeneous, substances have 
been obtained; they react with ninhydrin and only feebly with the Folin-Ciocalteu reagent (small 
quanti ty of tryptophan, tyrosine and cysteine). They are either large peptides or proteins of small 
molecular weight. In any case, these substances differ definitely from the lysozyme of hen's egg in 
composition and structure. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Substanzen aus der Milz des Kaninchens, denen eine lytische Wirkung gegeniiber M. lyso- 
deikticus und einigen anderen Bakterien zuzuschreiben ist, wurden aus diesem Organ durch Ausziehen 
mit Wasser extrahiert, nach einander mit Aceton, Lauge und dann mit Flavians/iure ausgef~illt und 
schliesslich durch Chromatographic auf Amberlite X - E  64 getrennt. Es wurden 2 aktive, wahrschein- 
lich homogene Substanzen erhMten. Sie reagieren mit Ninhydrin und nur schwach mit dem Reagenz 
yon Folin-Ciocalteu (geringe Menge Tryptophan, Tyrosin und Cystein). Sie sind sehr grosse Peptide 
oder abet Proteine mit geringem Molekulargewicht. Diese Substanzen unterscheiden sich sicher in 
der Zusammensetzung und der Struktur yon dem Lysozym aus dem Hiihnerei. 
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