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Un pr6c6dent travail  a donn6 la composition quanti tat ive en acides amin6s de la 
prot6ine lysante I I  de la rate du lapin 1. Cette prot6ine poss~de une action enzymatique 
qui, en premiere analyse, se montre analogue ~ celle du lysozyme de l 'oeuf de poule. 
L'6tude compar6e des structures de ces deux protfines lysantes pr6sente done un int6rfit 
~vident; et c'est ~ ce point de vue que nous avons cherch6 ~ caract6riser les acides 
amin6s N- et C-terminaux 6ventuellement prfsents dans la prot6ine lysante de la rate 
du lapin. 

Caractdrisation de la lysine comme acide amind N-terminal. Cette caract6risation est 
faite selon la technique classique de SANGER2: la DNP-prot6ine, obtenue par t rai tement  
de IO mg de prot6ine lysante I I  de la rate du lapin, est hydrolys6e par chauffage ~ reflux 
pendant six heures avec HC1 6 N. Les DNP-aminoacides extraits par l '6ther en milieu 
acide dans les conditions habituelles sont concentr6s sous vide et ~vapor6s h sec; le 
r6sidu est soumis d 'une part  ~ une chromatographie sur papier Schleicher et Schtill 507 
en utilisant le m~lange ph6nol-alcool isoamylique-eau ( I : I : I )  et d 'autre  part  ~t une 
chromatographie sur papier Whatman  I en utilisant le m6lange pyridine-alcool iso- 
amylique-ammoniaque 1.6 N (6:14:2o) 3. Ces deux chromatographies ont permis de 
caractfiriser la di-DNP-lysine comme unique DNP-amino acide soluble dans l'fither. 
Ce DNP-aminoacide, 61u6 du papier de l 'une ou de l 'autre des chromatographies pr6- 
c6dentes, par du carbonate de soude (61uat A), est soumis h une nouvelle chromato- 
graphie sur papier Whatman  I en utilisant le m6lange: chloroforme-acide ac6tique 
1. 5 N-n-propanol (lO:6:1o) 4. On sait que dans ce solvant t ous l e s  DNP-aminoacides 
migrent assez rapidement sauf la di-DNP-tyrosine et la di-DNP-lysine. I1 a 6t6 ainsi 
possible de v6rifier la pr6sence de la seule di-DNP-lysine; la lysine apparait  donc le 
seul acide amin6 N-terminal. 

L'61uat A est soumis £ des mesures photomftr iques permet tant  de comparer son 
absorption (~ = 400 m/x) £ celle d 'une solution t6moin de di-DNP-lysine. On a pu de 
cette fa~on caleuler que la quantit~ de di-DNP-lysine extraite correspond £ o.72 mol6cule 
de lysine par mol~eule de prot6ine (P.M. 14,3oo) 1. D 'aut re  part,  des op6rations t~moins 
ont 6t6 faites de la fa~on suivante: une solution £ I %  de di-DNP-lysine a 6t6 trait6e 

chaud par HC16 N dans les m~mes conditions que la DNP-prot~ine, le produit r6sultant 
6tant soumis ensuite exactement aux m6mes trai tements  (chromatographie et 6lution) 
d6erits plus haut. Le dosage photom6trique de la di-DNP-lysine r6cup6r6e finalement 
montre que le rendement de ces op6rations est de 75%. La valeur trouv6e de o.72 
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mol6cule de di-DNP-lysine par mol6cule de prot6ine correspond donc, en fair, "k 0.72/0.75 
= o.96 mol&ule de lysine N-terminale par mol6cule de prot6ine. 

Le rendement en di-DNP-lysine, obtenue & part ir  de la prot6ine en question, et 
m~me en absence de toute correction, est consid6rablement plus 61ev6 que celui que 
l 'on obtient dans le cas de la lysine N-terminale du lysozyme d'oeuf de poule 5,6. Ce fair 
nous parait  devoir ~tre rapprochd de la difference de ces prot6ines en tryptophane,  dont 
la prfisence a 6td rendue responsable de la labilit6 particulibre de la di-DNP-lysine dans 
le lysozyme 7, 8. 

Caractdrisation de la leucine comme acide amind C-terminal. La d~termination des 
extr~mit6s carboxyliques libres est faite en utilisant la carboxypeptidase: 90o ~g de 
suspension commerciale de carboxypeptidase Worthington sont mis en contact avec 
5 mg de prot6ine en solution ~ o.5 % dans un tampon phosphate 0.2 M, pH 7.7 en pre- 
sence de 0.3% de LiC1 et de o.1% de diisopropylfluorophosphate, ~ 37 °. La r6action 
enzymatiqne est arr6t6e apr~s des temps dffinis, par addition d'acide trichloracftique; 
apr~s centrifugation des prot6ines pr6cipit~es, le liquide clair est d~min6ralis6 par passage 
sur Amberlite IR-4B,  puis soumis k des chromatographies unidimensionelles sur papier 
Whatman I en utilisant d'une part  le m61ange n-butanol-acide formique-eau (75 : 15 : IO) 
et d 'autre  part  le n-butanol tamponn6 5 p H  4 °. La r6v6lation est faite par la ninhydrine 
dans les conditions habituelles. Dans les expfiriences au cours desquelles l 'action de 
l 'enzyme n 'a  pas d@assfi 5 heures, on observe une tache unique correspondant 5 la 
leucine. La quantit~ de leucine ainsi form~e est approximativement  d~termin~e par la 
mfithode de POLSON ~°. I1 apparalt  ainsi que, apr~'s 5 heures d'action de la carboxy- 
peptidase, cette quantit6 est de 0.20 mol6cule de lencine par mol6cule de protfine. 
Une dur~e d'action enzymatique sensiblement sup6rieure & 5 heures fait apparaltre de 
nouveaux acides amin6s venant compliquer l 'interprfitation des r6sultats. 

Toutefois, sans changer autrement les conditions expfrimentales, la quantit6 de 
leucine libre form6e atteint o.4o moMcule aprbs 5 heures, si l 'on fait agir la carboxy- 
peptidase sur la DNP-prot~ine. Dans ce cas, la DNP-prot~ine est en suspension, et le 
milieu est constamment agitd ; en outre la r6action enzymatique est arr~t6e par  addition 
d'acide chlorhydrique N. Les DNP-protf ines sont alors 6liminfies par centrifugation, et 
le liquide surnageant est soumis k des ~vaporations pour 61iminer l'acide chlorhydrique 
en exc~s. La solution finalement obtenue est pr6te ~t ~tre chromatographi6e. 

CONCLUSION 

L'ensemble des r~sultats pr6c~dents montre que, comme le lysozyme de l 'oeuP, 11,12, 
la prot6ine lysante I I  de la rate du lapin est constitu~e par une chaine peptidique unique 
poss6dant une mol6cule de lysine comme acide amin6 N-terminal et une mol6cule de 
leucine comme acide amin6 C-terminal. 

RI~SUIVI£ 

Appl iquant  & la protdine lysante 1i de la rate du lapin la m6thode au ltuorodinitrobenz~ne de 
SANGER el; soumet t an t  d 'aut re  par t  cette prot6ine A l 'action de la carboxypeptidase,  i! a 6t6 possible 
de mont re r  que, cornme le lysozyme de l 'oeuf de poule, la prot6ine lysante I I  de la rate  du lapin 
est constitu6e par  une chaIne peptidique unique possddant  une Inol6cule de lysine comme acide 
amin6 N-terminal  et une rnol6cule de leucine comme acide amin6 C-terminal. 
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S U M M A R Y  

B y  a p p l y i n g  SANGER'S f luorodin i t robenzene  m e t h o d  to t he  lyt ic pro te in  I I  of the  spleen of the  
rabb i t ,  and  s u b m i t t i n g  also th is  p ro te in  to t he  ac t ion  of ca rboxypep t idase ,  it  was  possible to show 
t h a t ,  as  t h e  l y s o z y m e  of hen ' s  egg, t he  lyt ic  p ro te in  I I  of the  spleen of the  rabb i t  is fo rmed by  a 
u n i q u e  pept id ic  cha in  h a v i n g  one molecule  of lysine as N- t e rmina l  and  one molecule  of leucine as 
C- te rmina l  a m i n o  acid. 

Z U S A M M E N F A S S U N G  

Das  ly t ische Pro te in  II  der  Milz des K a n i n c h e n s  wurde  e inersei ts  der Akt ion  des  SANGER'schen 
Reagens  (Fluordini t robenzol) ,  u n d  andererse i t s  der jenigen der Ca rboxypep t ida se  ausgese tz t .  E s  k o n n t e  
so fes tgeste l l t  werden  dass,  wie das  L y s o z y m  aus  dem Hiihnerei ,  auch  das  ly t ische Pro te in  I1 der 
Milz des  K a n i n c h e n s  bloss aus  einer  einzigen Pep t idke t t e  b e s t e h t  und  eine Molekel Lys in  als Amino-  
u n d  eine Molekel Leuc in  als C a r b o x y l - E n d g r u p p e  aufweis t .  
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