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C o n t i n u a n t  nos recherches  snr  la c o m p a r a i s o n  des l y s o z y m e s  de diff6rentes  or ig ines  2, 

nous  a v o n s  p r @ a r 6  ~ l ' 6 t a t  c h r o m a t o g r a p h i q u e m e n t  pu r  un  l y s o z y m e  de la  r a t e  de 

ch ien  et  d e u x  l y s o z y m e s  du re in  de chien. Ces enzymes  on t  6t6 ob t enus  pa r  des m 6 t h o -  

des  vo is ines  de cetle qui  a 6t6 uti l is6e p r 6 c ~ d e m m e n t  clans le cas des l y s o z y m e s  de la 

r a t e  du l ap in :  T o u t  d ' abo rd ,  p r @ a r a t i o n  d ' u n  ma t6 r i e l  p r imai re ,  puis  e x t r a c t i o n  des  

l y s o z y m e s  ~ p a r t i r  de ce dern ie r  pa r  c h r o m a t o g r a p h i e s  sur  A m b e r l i t e  X E - 6 4  dans  
des cond i t ions  par t icul i~res  ~ chacun  des lysozymes .  

PARTIE EXPERIMENTALE 

Comme il a 6t6 indiqu6 pr6c6demment 3, l 'activit6 lysante est mesur6e vis Avis  de suspensions 
d'une poudre ac6tonique de ~'~¢icrococcus lysodeiktic**s; cette activit6 (A) est rapport6e 5. la quantit6 
de lysozyme d'oeuf (A 18.6°,o de N) correspondante. La concentration en prot6ine (Pph) est 
d6termin6e par la m6thode de Folin-Ciocalteu parfaitement utilisable ici, du fair que les lysozymes 
en question contiennent des quantitds notables de r6sidus d'acides amin6s, notamment de trypto- 
phane, r6agissant au r6actif en question. La valeur Pph est rapport6e elle aussi & la quantit6 
de lysozyme d'oeuf correspondante. On suit la purification des lysozymes par l'accroissement, 
au cours des op6rations, du rapport A/Pph. 

Lysozymes de la rate de chie~ 

Pr@aratios du matdriel primaire. L a  r a t e  du  ch ien  a un poids  tr~s va r i ab l e  s u i v a n t  la 

race  de l ' an ima l ,  et  c o n t i e n t  de 7 ° ~ 25 ° / x g  de l y s o z y m e  pa r  g d ' o r g a n e  frais. D~s leur  

p rd l~vement ,  les ra tes  sont  plong6es ~ - - 2 o  °, dans  de l ' ac6 tone  c o n t e n a n t  0.75°,.0 

d ' a c ide  acdt ique ,  t e m p d r a t u r e  et mi l i eu  oh elles sont  conserv6es  j u s q u ' 5  leur  u t i l i sa t ion .  

P a r  exemple ,  15 ra tes  pe san t  ensemble  74 ° g (poids des organes  frais) sont  broy6es  

en pr6sence d ' e a u  distill6e. Apr6s  une  c e n t r i f u g a t i o n  effectu6e ~ 2 °, le cu lo t  est lay6 

5 fois, c h a q u e  fois avec  2o0 ~ 250 m l  d ' e a u ;  on r6uni t  les l iquides  d ' e x t r a c t i o n * * .  La  

p ro t6 ine  ac t i ve  est adsorb6e sur  200 ml  d ' A m b e r l i t e  X E - 6 4 * * *  en a g i t a n t  p e n d a n t  4 

* Le pr6sent travail a fair l 'objet d'une communication au III6me Congr6s international de 
Biochimie, Bruxelles, 19551. 

** Un chauffage de ce liquide de quelques minutes ~ ioo ° en milieu ac6tique en rue d'une 
d6prot6inisation, comrne cela a 6t6 fait dans le cas de la rate de lapin 3 est ici inutile, car il ne 
donnerait lieu ~ aucune pr6cipitation. 

* ** Des expdriences encore in6dites nous ont montrd que des 4chantillons diff6rents d'une m6ule 
r6sine manifestent dans certains cas des propri6t6s adsorbantes diff6rentes. Aussi n'est-il pas 
inutile de signaler que pour l'op6ration en question tous les 6chantillons d'Amberlite XE-64 
semblent convenir. 
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heures le lhtuide obtenu;  la 
r(,'sine a 6t6 pr6alablement 
tamponnde ~ pH 6.55 par une 
solution tampon de phosphates 
o.2 M. L'61ution du prodnit  
actif est faite par 7 k 8 Iavages 
successifs de la rdsine & l'aide 
d 'une solution tampon de phos- 
phates 0.8 M ~ pH 6.55. On 
recueille 90 a ~o~ o~,,o de l 'activit6 
initiale. 

On dialyse 18 heures ~ 2°; 
au cours de cette op6ration la 
perte de substance active at- 
teint 2o ~ 4 °o/ /o, ce qui est 
sensiblement plus impor tant  
que dans le cas du lysozyme 
de rate du lapin. Aprbs lyophi- 
lisation on obtient une poudre 
plus ou moins brun&tre consti- 
tuant  le "mat6riel  primaire" 
(A/Pph = 0.o 7 ~t o.i3). 

S@aration de la substance 
active par chromatographic sur 
colonne d'Amberlite. On met en 
jeu une quantit6 de mat6riel 
primaire contenant  65 ° / . g  de 
substance active, que l 'on fait 
passer, en solution tampon de 
phosphates, sur une colonne 
(I1.5 x 1.2 cm) d 'Amberl i te  
XE-64, fichantillon 67 A ( I75-  
25 ° mesh). Pour une molarit6 
de la solution de phosphates 
de o.2 M, k pH 6.45 la prot6ine 
active reste fix6e sur la colonne 
de fagon d6finitive rant  que 
l 'on ne modifie pas la molarit6 
(Fig. I) ; g pH 6.55 et toujours 
avec une molarit6 de o.2 3[, la 
prot6ine active n 'est  au con- 
traire pas retenue et passe sim- 
plement & travers la colonne 
(Fig. 2), alors qu'~ pH 6.5 ° on 
obtient une excellente s6para- 
tion du lysozyme de la rate du 
chien (Fig. 3). Dans t o u s l e s  

Bibliographie p. 96. 

, 200 ~ 2000 

- I I  , ~oo 1 

'g,,, 

&e, I   , ooo  I , 

. . . . . . . .  J t ] 

~ o . . . . .  
0 5 t0 15 20 25 30 

Fracffons de 6 ml -~ ~ 

Fig. ~. 1.ysozyme de Rate  de Chien. 050 / tg  sur colonnc 
t I .  5 × [.2 cm;  Amber l i te  XE-64  lo~ 67-A; phospha te s  
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Fig. 2. l~ysozyme de R a t e  de Chien. 65 ° / / g  sur colonne 
]] .5  x ].2 cm;  Amber l i t e  XE-64  Lot  67-A; phospha te s  

o.2 M :  p H  6-55 4 o.o2. 
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Fig. 3. Lysozyme  de R a t e  de Chien. 6 5 0 / t g  sur  colonne 
1.5 x ~:.2 cm;  Amber l i t e  XE-64  lot  67-A; phospha te s  

o.2 31 ; p H  6.5o _@ o.o2. 
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cas, une certaine quantitb d'impuret6s pro%iques inactives passe dbs le d6but, sans 
t, tre retenue par la colonne, comme le montrent les Figs. I ~t 3, oh la fl~che indique 
les volumes morts. Lorsqu'il y a s@aration de la prot6ine active, 'k pH 6.5o pour 
l'&hantillon d'Amberlite en question, l'activit6 lysozymique ne se retrouve tr6s 
g6ndralement que dans un pic*. Les fractions constituant ee pic sont r6unies, dia- 
lysdes et lyophilis6es ; le %sidu se p%sente sous forme d'une poudre blanche (A/Pph 
1-.5) qui, s6ch6e sous vide en p%sence de P~O se t  k 56 ° pr6sente une teneur en azote 
de 17.8 %. 

Pr@aration du lysozyme de rate de chien. Lors de sa chromatographic dans les 
conditions qui viennent d'etre d&ri- 
tes, le lysozyme se rdpartit dans un 
ensemble de fractions correspondant ~ 3o, ooo 
k une quarantaine de ml. Si l'on voulait o 
utiliser ce genre d'op6ration pour l'ob- 
tention de quantit& de substance 
active atteignant ioo nag, on devrait g 
mettre en oeuvre des colonnes plus ~- ~, 2o, o o o  - -  
ilnportantes (I5 ~: 4 cm), et le lyso- 
zyme se trouverait contenu dans un '~ 
ensemble de fractions correspondant k ~ 
600 5, 700 ml. Pour dviter cet incon- ~-"  
v4nient, onop6redelafa;onsuivante'[i,o.ooo 
Le mat6riel primaire, dissous dans une 
solution tampon de phosphates o.2o M 
k pH 6.5o, est plac6 sur la colonne de 
rfsine pr6alablement tamponn6e avec 
la m6me solution tampon. 2 k lO% du 
produit actif sont entrain6s d~,s le 
d6but avec les impuretbs protfiques 
inactives. D6s que celles-ci ont 6t6 
61imin6es, on remplaee la solution 
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Fig. 4. P rdpa ra t i on  de 35 mg  de L y s o z y m e  de R a t e  
de Chien sur  colonne ro × 4 cm;  Amber l i t e  XE-64  

lot  67-A; p H  6.5 ° ± o.o 3. 

tarot)on de phosphates 0.20 11I par une solution 0.80 M, toujours k pH 6.50; on 
obtient ainsi rapidement la totalit6 de l'activi% r&upfrable qui rep%sente ici 7 ° k 
85 % de l'activi% totale mise en jeu dans l'op6ration (Fig. 4). 

Lysozyme du rein de chien 

Pr@aration &t matdriel primaire. Le rein du chien contient de I5 k 25 t~g de lysozyme 
par g d'organe frais. Les reins sont trait6s ici exactement comme les rates; par exem- 
ple, on utilise pour une op6ration 8 reins pesant ensemble 300 g; on obtient ainsi le 
"ma%riel primaire" de lysozyme de rein de chien sous forme d'une poudre plus ou 
moins jaun&tre. 

S@aration de la substance active par chromatographic sur colonne d'Amberlite. Lors 
de sa chromatographic sur colonne d'Amberlite XE-64, &hantillon 67 A, la fraction 

* II conv ien t  toutefo is  de r e m a r q u e r  que dans  2 op6rat ions,  sur  un t o t a l  de 22, a y a n t  fa i t  
su ivre  la so lu t ion  t a m p o n  o.2 M d 'une  solut ion t a m p o n  o.8 3¢r de m6me pH,  nous avons  fai t  
sor t i r  une  seconde f rac t ion  ac t ive  r ep r4sen tan t  env i ron  i o %  de l ' ac t iv i t6  mise i n i t i a l emen t  sur  
la  colonne. 

Bibliographic p. 9 6. 



94 p. JOLL~S, (;. FROM.\GEOT VOL. 19 (~05¢i) 

ac t ive  du rein de chien mont re  un compor temen t  s( 'nsiblement diffdrent de cclui de la 
rate.  On uti l ise ici des colonnes de x5 "~: 1.2 Cl]l e[ i11](! quant i td  de matdriel  primair(, 
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Fig. 5. Lysozyme de Rein de Chien. 500 #g sur 
colonne 15 × 1.2 cm; Amberlite XE-64 lot 

67-A; pH 6.23 ± o.o2. 
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Fig. 6. Lysozyme de Rein de Chien. 50o/~g sur 
colonne 15 × 1.2 cm; Amberlite XE-64 tot 

67-A; phosphates o.2 M; pH 6.35 =c o-o3. 

cor respondant  ~ 500 vg  de substance active.  En solut ion t a m p o n  de phospha tes  o.2 M 
p H  6.23 la f ract ion act ive  reste f ix& sur la colonne (Fig. 5). A p H  6.35 la to ta l i t6  

de l ' ac t iv i t6  r fcup6rable ,  qui repr6sente ici environ 7o% de l ' ac t iv i t6  to ta le  mise en 
jeu darts l 'op6rat ion,  sort  sans ~tre re tenue (Fig. 6). L 'exp6r ience mont re  qu ' i l  est im- 
possible de t rouver  un p H  in t e rmfd ia i r e  auquel  on puisse s6parer convenab lement  
la molar i t6  de o.2 M une fract ion active.  Aussi,  pour  obteni r  une s6para t ion  convenable  

Phpsphote$ 0.2 M Phosphates 0.8 M 

~ , o o o ~  .~ 

~.~ 

0 ? 10 20 30 40 
Fractions de 2 m l - - ~  

Fig. 7. Lysozyme de Rein de Chien. 500 #g sur  
colonne 15 × 1.2 cm; Amberlite XE-64 lot 67-A; 

pH 6.3 o zt= o.o2. 
J3ibliographie p, 9 6. 

doi t -on modifier  cet te  molari t~ en cours 
d 'op~ra t ion ;  il ne s ' ag i t  plus alors d 'une  
chromatograph ic  p rop remen t  dite,  mais  
d 'nne  s@ara t ion .  La  Fig. 5 mont re  qu 'en  
fa isant  suivre la solut ion de phospha tes  
o.2 M par  nne solut ion de phospha tes  
o.8 M toujours  £ p H  6.23, on fair sor t i r  
de la colonne la to ta l i t6  de la f ract ion 
act ive r6cup6rable.  I1 est possible d 'ex~-  
cuter  l 'op~rat ion de faqon plus p r a i s e  
et de mont re r  que la fract ion act ive ainsi 
obtenue correspond en fai t  k deux lyso- 
zymes dist incts ,  comme dans  le cas de 
la ra te  de lapin,  lysozymes que l 'on peut  
s6parer.  E n  effet, en e x & u t a n t  une 
chromatographic  ~ p H  6.3o, en solut ion 
t a m p o n  de phospha tes  o.2 M (Fig. 7) 
on recueille une par t ie  notable  de l 'ac-  
t ivi t6 (pic I) qui sort,  d~s le d6but ,  
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sans ~tre retenue,  avec les impuret6s  prot6iques;  en remplaCant  ensuite la solut ion de 
phospha tes  o.2 3 I  pa r  une solut ion de phospha tes  o.8 3I,  tou jours  5. p H  6.3o, on 
rdcupt 're une fract ion impor t an te ,  et diff6rente de la premiere,  d ' ac t iv i t6  lysan te  (pic 
II) .  Pour  obteni r  5. l '6 ta t  pur  la prot6ine act ive du pic I, confondue jusqu ' ic i  avec 
l ' ensemble  des impuret~s prot6iques non retenues,  on dialyse le l iquide des fract ions 
cor respondant  au pic I, on lyophilise,  puis, apr~s remise en solut ion dans une solu- 
t ion t a m p o n  de phosphates  o.2 3 I  5. p H  6.23, on fai t  passer  sur  une colonne. On 
61imine ainsi les impuret~s prot6iques non retenues.  En ut i l i sant  ma in t e na n t  une 
solut ion de phospha tes  o.8 M, on r6cup~re la prot6ine active,  et cet te  fois homog~ne, 

cor respondant  au pic I. 

DISCUSSION 

Comme le m o n t r e n t  leurs compor t emen t s  chromatograph iques  sur un m~me 6chan- 
t i l lon d ' A m b e r l i t e  XE-64,  le lysozyme de la ra te  du chien et  les lysozymes  du rein de 
chien ne sont  pas identiques.  On peut  admet t re ,  5. priori ,  que les diff6rences que ces 
lysozymes  mani fes ten t  concernent  les charges des r~sidus des acides amin6s, ce qui 
peu t  cor respondre  soit  ~ des diff6rences r~elles de composi t ion  en r6sidus d 'ac ides  
amin6s, soit ,  la composi t ion  6 tant  la mfime, ~ des diff6rences dans  le nombre  ou la 
disposi t ion de groupes amides  fix6s sur les r6sidus a spa r ty l  et g lu tamyl .  Nous ba san t  
sur  les r6sul ta ts  d 'une  premi6re s6rie d 'ana lyses ,  nous indiquerons  br i~vement  que 
les lysozymes  de la ra te  du  chien et le lysozyme I du  rein de chien diff6rent cer ta ine-  
ment  pa r  leurs composi t ions  en r6sidus d 'ac ides  amin6s;  nous ignorons encore la 
n a t u r e  des diffdrences entre  les lysozymes  I e t  I I  du rein de chien. 

I1 n 'es t  pas  sans int6r~t de signaler  ici que les lysozymes de la ra te  et du rein de 
chien, comme le lysozyme d 'oeuf,  non seulement  lysent  et  inh ibent  la croissance de 
M. lysodeikticus, mais agissent  ~galement  sur  Bacillus megatherium et Sarcina flava, 
alors qu ' i ls  sont  sans ac t ion sur Proteus vulgaris, Aerobacter aerogenes, Staphylococcus 

aureus et Bacillus subtilis. 
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R]~SUMI~ 

Les substances auxquelles est due Faction lysante, vis ~ vis de M. lysodeihticus et de quelques 
autres bact6ries, de la rate de chien et du rein de chien, ont 6t6 extraites de ces organes et purifi6es 
par chromatographie sur Amberlite XE-64. Leurs comportements chromatographiques montrent 
que, tout en pr6sentant une analogie indiscutable, ces nouveaux lysozymes different neftement 
les u n s  des au t r e s .  

SUMMARY 

Substances responsible for the lysing action of the spleen and kidney of the dog towards M. lyso- 
deikticus and some other bacteria have beeI1 extracted from these organs and purified by ion- 
exchange chromatography on Amberlite XE-6 4. The behaviour of these lysozymes indicates that 
although they show definite differences, they belong to the same class of substances. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Substanzen aus der Milz und der Niere des Hundes,  denen eine lytische \~ i rkung gegen/iher 
M. lysodeiklicz~s und einigen anderen Bakterien zuzuschreiben ist, wurden aus diesen Orgamm 
extrahier t  und durch Chromatographie  auf Amberlite XE-64 getrennt .  Das Verhalten dieser 
Lysozyme zeigt, dass sie zu derselben Substanzengruppe gehOren, jedoch gegenseitig bes t immte  
Differenzen aufweisen. 
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