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Evidently thyroxine affects more than one enzyme system of oxidation in tissue preparations 
and has a stimulating effect on some, an inhibiting effect on others. 
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BTUDE DES PEPTIDES DE LA PHENYLALANINE 

RkSULTANTDE L'HYDROLYSE ACIDE ET ENZYMATIQUE DU LYSOZYME 

par 
R. ACHER, U. R. LAURILA, J. THAUREAIJX ET C. FROMAGEOT 

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

Le lysozyme du blanc d’oeuf de poule ne contient que trois rbsidus de phknylalanine par mol& 
cule’. L’6tude des peptides de la phbnylalanine r&&ant de l’hydrolyse m&a&e de la protdine est 
done susceptible de fournir des enchainements “rep&res” en vue d’une investigation plus complete 
de la structure. 

Hydrolyse acide. I g de carbonate de lysozyme cristallis6 (Armour Laboratories, Chicago) dissous 
dans 20 ml d’acide chlorhydrique 11 N est hydrolys6 pendant 4 ou 8 jours b 37” dans les conditions 
d&rites ant&ieuremen@. Les peptides aromatiques sent d’abord &par& des peptides non aromatiques 
par chromatographie sur une colonne de 1.5 g de charbon Activit 50 XPS, pnis fractionn& en peptides 
acides, neutres et basiques par ionophorbse dans un appareil B 4 compartiments selon SANGER ET 
TUPPY~. Dans chaque fraction, les peptides de la phCnylalanine sent isol& en utilisant plusieurs 
chromatographies sur papier (Whatman no I) b une dimension dans les melanges butanol-acide 
formique, pyridine - collidine, et phCno1 tamponn6 i pH 45. La composition est Btablie, apr&s 
hydrolyse totale par HCl 5.7 N, au moyen de la chromatographie sur papier. Les peptides isolCs 
ainsi sont tous des di- ou des tripeptides. L’acide amine en position initiale a 6th dCtermin6 par 
deux m6thodes dans chaque cas: dCsaminationa et utilisation du dinitrofluorobenz&ne’. Pour les tri- 
peptides, l’acide amine en position terminale a 6t6 determine par la carboxypeptidase. Les peptides 
Val. Phe et Lys. Val. Phe; Phe. Asp et Ser. Phe. Asp; Phe. Glu, ont pu ktre caracttrisk. Les peptides 
Val. Phe et Lys. Val. Phe proviennent trks probablement de l’enchafnement Lys. Val. Phe. Gly Ctabli 
par SCHROEDER au moyen de l’hydrolyse acides. Les trois rCsidus de phbnylalanine sont done n&es- 
saires pour tenir compte de tous les peptides d&ermin&. 

Hydrolyse trypsique. Le lysozyme en solution aqueuse, apr&s dbnaturation par la chaleur, est 
laiss6 24 heures Q 37” & pH 7.5-8.0 au contact de la trypsine cristallisCe Worthington (concentration 
en proSine 2%. rapport enzyme: substrat I:IOO). Aprt% Blimination des grands peptides et de la 
prot&ne par prkipitation par l’alcool, le liquide surnageant est concentr6, chromatographik sur 
charbon, et les peptides de la fraction absorbke sent purifiks par chromatographie sur papier. Un 
tkrapeptide contenant de la phkylalanine a 8th ainsi isol&; sa composition en acides amin& a 6t6 
Btablie, apres hydrolyse, par la technique de MOORE ET STEINS; sa structure a Bt6 dbterminee par 
la technique de SANGER’ et par 1’6tude des fragments obtenus par hydrolyse acide; elle a Bt6 v6rifiCe 
au moyen de la m&hode de dkgradation rbcurrente d’EDMAN lo,ll. 11 s’agit du peptide Val. Phe. 
Gly. Arg. 

SCHROEDER~ ayant montr6 que la mOl&ule de lysozyme, chaIne peptidique unique, eSt COnStitU6e 
dans sa partie initiale par la sequence Lys. Val. Phe. Gly, le peptide Val. Phe. Gly. Arg. ne peut que 
provenir de cette partie de la protkine, car dans le cas contraire, il faudrait supposer l’existence 
d’un quatrieme enchainement presqu’identique B l’enchatnement initial. En outre, en appliquant 
la technique d’EDMAN au lysozyme, il a 6t6 possible de confirmer que l’arginine occupe effeCtiVement 
la cinquieme position dans la chaine. Ceci ressort des experiences suivantes : la protkine subit quatre 
dkgradations successives selon EDMAN puis est copul6e avec le dinitrofluorobenzhne. On effectue 
l’hydrolyse totale de la DNP-proteine obtenue et on extrait d’abord B l’bther, puis B la mCthylCthyl- 
c&one. Les d&iv& dinitrophCnylCs de chaque extrait sont purifik par passage sur colonne d’Hyflo- 
supercel tampon&, puis identifies par chromatographie sur papier 12,13 et do&s. La dinitroph&yl- 
arginine est prkente dans l’extrait m&hyl&hylc&one. D’autres d&iv& ont 6% identifies en pro- 
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por t ion  moindre ;  pour  I.OO mol6cule  de DNP-a rg in ine ,  on t rouPe  DNP-s~r ine  o.14, D N P - t h r d o n i n e  
o.I 3, D N P - a s p a r t i q u e  o. 12; des  coupures  abe r r an t e s  s ' e f fec tuen t  donc  en faible p ropor t ion  au  n iveau  
des  acides  amines  hyd roxy l e s ;  ceci exp l iquera i t  que  LANDMAN et alfl, ut i l i san t  u n i q u e m e n t  la t e chn ique  
d ' E d m a n ,  a ien t  observ6 une  l ib6rat ion de s6rine £ la c inqui~me scission. L ' i s o l e m e n t  d ' u n  pep t ide  
Val. Phe. Gly. Arg apr6s hyd ro lyse  t r y p s i q u e  concorde  avec  la sp6cificit6 admise  pour  cet  enzyme ,  
et  d ' a u t r e  pa r t  est  en  accord avec  l ' e n c h a i n e m e n t  init ial  Lys. Val. Phe. Gly. Arg t rouvd  pa r  les 
m6 thodes  ch imiques .  

Le d6tail  de ces inves t iga t ions  pa r a i t r a  u l t d r i eu remen t  dans  ce journal .  
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THE ACTIVATION OF THROMBOPLASTIN BY CALCIUM* 

by  
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Department o[ Biochemistry and Nutrition, University of Southern Cali]ornia School o[ Medicine, 
Los Angeles, Cali]ornia (U.S.A.) 

The  role of ca lc ium in t he  physiological  coagula t ion  of blood has  been a m u c h  d i spu ted  ques t ion  
for m a n y  yea r s  (for a review see WOHLISCI~I). Th i s  p re l imina ry  repor t  p resen t s  d a t a  which  indica tes  
t h a t  ca lc ium is an  ac t iva to r  of t he  t h rombop l a s t i c  enzyme.  I t  has  been a f r equen t  obse rva t ion  in 
our  L a b o r a t o r y  us ing  one-s tage  c lot t ing s y s t e m s  2,3 t h a t  i ncuba t ion  of h u m a n  bra in  t h r o m b o p l a s t i n  
w i th  ca lc ium grea t ly  increases  i ts  c lo t t ing ac t iv i ty .  

T A B L E  I 

A RECONSTRUCTED COAGULATION SYSTEM COMPOSED OF PUR=FIED CLOTTING FACTORS 
ISOLATED FROM HUMAN BLOOD AND TISSUES 

C~ott ing factor Concentration A ctivity Method of preparation 

P r o t h r o m b i n  0.09 m g  p ro te in /ml  142 un i t s /ml*  (4) 
P l a s m a  Ac-Globul in  o. 18 m g  p ro te in /ml  94 % : ,  (4), (5) 
Bra in  T h r o m b o p l a s t i n  o.81 m g  pro te in ]ml  IOO % (3) 
F ib r inogen  IO m g  clot table  protein,/ml - -  (6) 
Calc ium chloride 0.008 M - -  

* A c t i v i t y  comparab l e  to n o r m a l  h u m a n  p lasma .  
** Ac t i v i t y  g iv ing 13.o secs in r econs t ruc t ed  c lot t ing sys t em.  

* Suppor t ed  by  the  Medical  Resea rch  and  D e v e l o p m e n t  Board,  Office of t he  Surgeon General ,  
D e p a r t m e n t  of the  A r m y ,  unde r  Cont rac t  =~c DA-49-oo7-MD-I93 and  by  the  U S P H S  RG 2684. 


