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On sait que les acides amin6s aromatiques proprement dits ne sont pr6sents dans 
la mol6cule du lysozyme d'oeuf de poule qu'en petit nombre: trois r6sldus de ph6nyl- 
alanine et trois r6sidus de tyrosineL I1 est donc int6ressant d'isoler et d'6tudier les 
peptides provenant d'hydrolyses partielles de la prot6ine et contenant ces r6sidus 
aromatiques; ees peptides sont alors rnarqu~s par les r~sidus en question. Des notes 
pr6c6dentes ont d6crit bri6vement quelques peptides contenant de la tyrosine, de la 
ph6nylalanme et de la proline obtenus par hydrolyse partielle acide", 3, 4. Le pr6sent 
travail d'une part donne les d6tails de l'6tude de ces peptides, d'autre part fournit 
des r6sultats nouveaux obtenus au moyen des hydrolyses chymotrypsique et pepsique 
du lysozyme. I1 apporte, k eette occasion, quelques renseignements compl6mentaires 
sur la sp6cificit6 des prot6ases utilis6es. 

I1 convient de rappeler ici que la mol6cule de lysozyme renferme huit r6sidus de 
tryptophane~: 6tant donn6 la fragilit6 de cet acide amin~, son absence dans les 
enchainements 6tablis a fait l 'objet d'un contr61e rigoureux. 

PARTIE EXP]~RIMENTALE 

Mdthodes 

D@radation de la protdine 
Le lysozyme utilis6 est du carbonate  de lysozyme d'oeuf de poule cristallis6 (Armour Laboratories,  
Chicago, Ill.). 

ttydrolyse partielle acide. L'hydrolyse  du lysozyme est effectu6e au moyeu de l'acide chlor- 
hydr ique  concentr6 dans les conditions d4crites ant6r ieurement  (HC1 11.2 N;  37 ; 4 jours) ~. 

Hydrolyse chymotrypsique. Le lysozyme "na t i f "  6rant difficilement a t taqu6 par  les enzymes 
prot6olyt iques 5, la prot6ine est au pr6alable d6natur6e : 500 mg de carbonate  de lysozyme dissous 
dans io ml d 'eau sont  chauff6s en tube  scellG I heure ~ lO5 °. On ajoute ~ la solution pr4cddente 
5 mg  de chymot ryps ine  cristallis6e Worth ington ,  on ajuste le pH ~ 7.6 par  addition d 'an,  moniaque  
o.oi  N (environ io ml), et on por te  le vo lume/ t  25 ml avec de l 'eau de far'on t~ avoir une concentra-  
t ion finale de 2% en carbonate  de lysozyme. La solution est maintenue/~ 37 '~ pendan t  18 heures, 
puis la chymot ryps ine  est inactiv6e en pla~ant le r6cipient au bain-marie bouil lant  pendan t  5 
minutes.  

Hydrolyse pepsique. Le lysozyme est  pr6alablement  d6natur6 comme il vient d 'etre  dit;  
500 mg de carbonate  de lysozyme, dissous dans io ml d'eau, on ajoute io mg de pepsine cristallis6e 
Wor th ing ton  et on ajuste  le p H  ~ 3 avec de l'acide ac4tique /~ 20%. Le volume est alors port6 5 
25 ml (concentrat ion finale de 2% en carbonate  de lysozyme) et la solution est plac6e ~ 37 ° pendan t  
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2 4 heures. On inactive la pepsine en chauffant  5 minutes  au bain-marie bouillant, l~e p H e s t  alors 
amend g 7 avec de l ' ammoniaque  concentrde. 

[solemenl des peptides 

Prgcipitaliou par l'alcool. Cette op6ration est effectu6e seulement darts le cas des hyctrolysats 
enzymat iques;  les grands peptides et 6ventuellement la prot6ine non at taqu6e sont  61imin6s p>lr 
pr6cipitation par  l'alcool g 70% de la fagon suivante:  g l 'hydrolysa t  g pH 7 (concentration en 
prot6ine initiale de 2%), on ajoute 3 volumes d'alcool ~t 95% et on laisse une nuit  en glaci6re. Le 
pr6cipit6 est s6par6 par  centrifugation et lay6 trois fois avec de l'alcool h 70% ; le liquide surnageant  
et les solutions de lavage sont  r6unis. La solution finale est 6vapor6e g~ sec g~ 40 ° sous vide et le 
r6sidu soumis ~t la chromatographie  sur  charbon.  

Chromatographic sur charbon. Les peptides aromat iques  sont  s6par6s par  adsorpt ion sur  
charbon.  La s6parat ion des peptides aromat iques  p rovenan t  des hydrolysats  acides a 6t6 ant4rieure- 
ment  d6crite 4. La fraction soluble dans l'alcooI des hydrolysa ts  enzymat iques  (5oo mg de prot6ine 
initiale) est pass6e sur  une eolonne (2 × I cm) de charbon (t g d 'Activi t  5 ° X P*). Les op6rations 
d 'adsorpt ion  et d'61ution se font ici de la fagon suivante:  le charbon lav6 au pr6alable avec de 
l'acide ac6tique 5. 2o% bouillant est lay6 une deuxi6me lois sur la colonne avec de l 'eau (60 ml) 
puis de l'acide ac6tique ~t 5°,'0 (3 ° ml), les liquides 6tant  satur6s de SH 2. La solution des peptides 
dans l'acide ac6tique g 5% (2o ml) est alors pass6e sur  la colonne et les peptides non fixds sont  
entrain6s par  un lavage avec de l'acide ac6fique ~t 5% (5 ° m l ) .  L'41ution des peptides retenus est 
effectu6e par  un m61ange (ioo ml) constitu6 d'acide ac6tique, d 'ac6tate d '6thyle et d 'eau (2o : 15 : 65). 

Ionophor~'se. Les peptides aromat iques  sont  s6par6s en peptides acides, neutres et basiques 
en ut i l isant  un appareil  d ' ionophor6se g 4 comparf iments  du type d6crit par  SYNGE ~ su ivant  le 
proc6d6 de SANGER ET TUPPY v ; le p H  de la solution des peptides est main tenu  "a 6 pendan t  l 'op6ra- 
tion. Les solutions des compar t iments  pr4anodique (peptides acides), central (peptides neutres) 
et cathodique (peptides basiques) sont  recueillies et 6vapor6es g sec. 

Chromatographic sur papier. Les peptides de chaque fraction sont  purifi6s par  plusieurs 
chromatographies  monodimensionnelles sur  papier  W h a t m a n  No. ,. Les solvants  sont  les m61anges : 
I : n-butanol-acide fornfique-eau (75 : I5 : io) ; I I  : pyridine-collidine-eau (60 : 2o : 2o) ; I I I :  phdnol- 
eau (8o:2o); 1V: ph6nol et bu tanol  tamponn4s  g p H  4 ou g pH io su ivant  MCFARREN 8. 

Les peptides sont  r6v616s sur des bandes t6moins par  la ninhydrine.  La pr6sence de certains 
acides amin6s dans les peptides est d6ce16e au moyen  de r4actions sp6cifiques concernant  respective- 
ment  l 'arginine 9, la tyrosine 9, la m6thionine 1° et le t ryp tophane  u. Apr6s une premi6re chromato-  
graphie dans le solvant  I, les peptides sont  61u6s du papier  et purifi6s dans le so lvant  I I  ou le 
solvant  I I I ,  puis 6ventuellement darts un  troisi6me solvant.  Un peptide est consid6r6 comme pur  
lorsqu'il  ne donne qu 'une  seule tache apr6s chromatographie  dans trois solvants  diff6rents. 

Structure des peptides 
La composit ion en acides amin6s des peptides est 6tablie apr~s hydrolyse totale en tube scell6 
au moyen de l'acide chlorhydrique 6 N, 20 heures ~ lO5 °. Les acides amin6s cons t i tuants  sont  
identifi6s par  chromatographic  sur  papier, en pr6sence de t6moins, successivement  avec le so lvan t  I 
puis avec le ph6nol t amponn6  ~ p H  IO. La s6paration des leucines est effectu6e dans le butanol  

p H  4, celle de la lysine et de l 'histidine dans le ph6nol g p H  4 s. I1 convient  de souligner ici que 
au cours de l 'hydrolyse par  l 'acide chlorhydrique des 61uats du papier, la tvrosine est part iel lement  
d6truite et la m6thionine l 'est compl6tement.  Pour  6tudier les peptides con tenant  la m6thionine, 
on a t ransform6 celle-ci en m6thionine sulfone par  oxydat ion  performique TM. D'au t r e  par t ,  en ce 
qui concerne le t ryptophane .  6galement d6truit  par  hydrolyse acide, cet acide amin6 a 4t6 recherch6 
soit apr6s hydrolyse des peptides par  la baryte  (solution satur6e de baryte,  £ lO5 °, pendan t  48 
heures), soit directement  sur les peptides intacts g l 'aide du r6actif d 'Ehr l ich  u.  La composit ion 
quant i ta t ive  des peptides est 6tablie en comparan t  les taches fournies par  l 'hydrolysa t  ~ celles 
de gammes  d'acides anlin6s en propor t ions  croissantes selon POLSON, MOSLEY ET \¥YCKOFF la. 

Acides aminds N-terminaux. Les acides aminds N- te rminaux  des peptides ont  6t6 d6terxnin6s 
par  ddsamination/~ l'aide des vapeurs  nitreuses seloI1 CONSDEN et a l  Ia*, par  r6action avec le dinitro- 
fluorobenz6ne selon SANGER ET THOMPSON 15 et par  r6action avec le ph6nylisothiocyanate selon 
EDMANI~t, ll. Les dinitroph6nyl-aminoacides (DNP aminoacides) ont  6t6 identifi6s par  chromato-  
graphie sur  papier en uti l isant comme solvant  soit le m61ange ph6nol alcool isoamylique suivant  
BISERTE tgT OSTt~UX TM, soit un t am pon  citrate 5~ p H  6.2 su ivant  ROVERY ET FABRE TM. La technique 
d ' E d m a n  a 6td mise ell oeuvre sur  des microquant i t6s  de la fagon suivante :  le peptide (0..5 g I/~M) 
dissous dans une solution de t r im6thylamine (o.1 ml de t r imdthylamine g 5%) est laiss6 deux 
heures en contact  avec le ph6nylisothiocyanate (o.i ml de phbnylisothiocyanate g t% dans la 
pyridine con tenant  0.3% de bleu de bromothymol) ,  la temp6ra ture  6tant  de 37 °. On v6rifie que la 
solution reste alcaline pendan t  l 'op6ration, puis on ext ra i t  l'exc6s de r6actif avec du benz6ne 

* Cie Activit, 66, rue d'Auteuil,  Paris XVI6me.  
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(3 fois avec 0.2 ml). On  6vapore  ensui te  5~ sec et le p h d n y l t h i o c a r b a m y l - p e p t i d e  (PTC-pept ide)  
es t  repris  pa r  o.I ml  d ' u n  m f l a n g e  cons t i tu6  d ' u n e  par t ie  d 'ac ide  ch lo rhydr ique  concent r6  e t  de 
5 par t ies  d 'ac ide  acdt ique glaciaW. On laisse 3 ° m i n u t e s  ~ 37 °. Le PTC-pep t ide  est  scind6 spdcifique- 
m e n t  en la p h f n y l t h i o h y d a n t o i n e  de l 'aeide amin6  N- t e rmina l  (PTH aminoaeide)  qui  est  ex t r a i t e  

l '6 ther  et  le reste  de la cha ine  in tac te  qui  demeure  en phase  aqueuse .  L ' hyd ro ly se  b a r y t i q u e  du 
P T H  aminoac ide  (bary te  saturde,  48 heures,  I4 o°) p e r m e t  la r6gfn6ra t ion  de l 'acide amin6  et  son  
ident if icat ion.  

Acides aminds C-terminaux. Les acides aminds  C - t e r m i n a u x  on t  6t6 dd te rminds  au m o y e n  de 
la c a rboxypep t i da se  (Wor th ing ton)  avec les p r f c a u t i o n s  habi tuel les .  On laisse agir  l ' enzyme  
(o.oi ml  d ' u n e  solut ion sa turde  dans  C i Na  M) sur  le pep t ide  (0. 5 p34 darts o. I ml  d 'eau)  p e n d a n t  
une  durde va r i an t  de 5 m i n u t e s  A 24 heures ,  le p H  4 t an t  amen6  ~ 7.5 avec de la t r i m 6 t h y l a m i n e  et 
la t e m p f r a t u r e  6 t an t  m a i n t e n u e  "g 37 % Le ou les acides a m i n f s  d6tach6s  son t  identifi6s par  
c h r o m a t o g r a p h i e  sur  papier .  

R~sultats 

Peptides provenant de l'hydrolysat chlorhydrique 
Les peptides aromatmques sont sfparfs par adsorption sur charbon et fractionnds en 
peptides acides, neutres et basiques (A, N, B) par ionophor~se. Chaque fraction est 
chromatographife sur papier en utilisant le mflange I. On hydrolyse tous les peptides 
fournis par cette premiere chromatographie et on ne conserve que ceux renfermant 
de la phfnylalanine ou de la tyrosine. Ces peptides sont purififs par une deuxi~me 
chromatographie sur papier dans le mflange II. Le peptide basique B 1 donnant une 
trainfe dans ce mflange, le phfno] tamponnf ~ pH 4 a ftf  utilisf comme deuxi~me 
solvant. Pour fliminer les sels provenant de ce solvant, le peptlde a fit6 adsorbf sur 
une microcolonne de charbon et 61uf comme dferit antfrieurement. Dans le eas des 

AcMes amines 

(CyS):----__~ 
Lys | ~-~-0 

r 
Arg 1 1  

Sdr ) D 
Gly / / 
Asp ~ / { ~  
Glu / / ~  
Thr / / ~  
Ala I- 
Pro I 
Tyr - ~  

Val 0 

Phd ~} 

Leu Ileu } 0 

Peptides acides 

Phd Phd Se'r 
Asp Glu Phd 

Asp 

(A,) (a,) (a,) 

Pcptide basiquc Pcptidcs neutrcs 

Val Leu Thr 
Phd Pro Pro 

Lys 
Val 
Phe 

{N~) (F,) (F,) 

0 
0 

Fig. I. E m p l a c e m e n t s  da ns  le m f l a n g e  b u t a n o l  - acide fo rmique  des pep t ides  isol6s ap r f s  hyd ro lyse  
acide. 
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Acidcs aminds 

(CvS)q 
Ai-g | 
Lys ~ t Asp | 
Glu / 

sd 8 
Gly 

Ala 
Pro 

v,l I Phd 
Lcu } 
Tyr 

Pcptidcs acidcs 

Phc Phd S(r 
Asp Glu Phc 

Asp 

(A,) (A~) (a~) 

Pcptidc basiquc Pcptidcs iictl(rcs 

Val Lcu Thr 
Phc Pro Pro 

( N )  (F,) (F:) 

Lys 
Val 
Phc 
{B,) 

D 0 

Fig.  2. E m p l a c e m e n t s  d a n s  le m41ange co l l id ine  - p y r i d i n e  des  p e p t i d e s  isol6s  apr~s h y  d r o l y s e  acide.  

peptides A 1 et A 2, une troisi~me chromatographic pr@arative sur papier dans le 
ph~nol tamponn6 ~ pH 4 a 6t6 n6cessaire pour les s@arer l'un de l'autre. 

Dans le filtrat du charbon, deux peptides de la proline ont 6t6 directement 
purifi6s par chromatographic sur papier: ce sont les peptides F 1 (un seul solvant: 
solvant I) et F~ (trois solvants : solvants I, II et III). Les figures I et 2 indiquent les 
emplacements des peptides dans les solvants ayant servi ~ la purification. La puret6 
des peptides isol6s apr~s chromatographic dans les solvants I et II est toujours 
v6rifi6e par chromatographie dans le ph6nol tamponn6 & pH 4. 

La composition et la structure des peptides ont 6t6 d4termin6es par les m6thodes 
d~crites. Le Tableau I r6sume les r~sultats obtenus. 

T A B L E A U  I 
STRUCTURE DES PEPTIDES DE LA PHI~NYLALANINE ET DE LA PROLINE 

ISOLI~S APRES HYDROLYSE CHLORHYDRIQUE 

A cide amind N-terminal A cide amind 
Composition C-terminal Slructure 

Ddsc~mination DNF13 C~rbo~:ypeptidase 

A 1 = (Ph6,Asp)  Ph6 Ph6 - -  P h 4 . A s p  
A2 = (Ph4,Glu)  Ph4 Ph4 - -  P h 4 . G l u  
A a = (Ph4,Asp,S6r)  S4r S4r Asp  S6r.  Ph4 .  A s p  
B 1 = (Ph6,Lys,Val)  - -  Lys  Ph6 L y s . V a l .  Ph6 
N 1 = (Ph4,Val) Val  Val  - -  V a l - P h 6  
F 1 = (Pro ,Leu)  Leu --- - -  L e u - P r o  
F 2 = (Pro ,Thr)  T h r  - -  T h r .  P ro  
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En utilisant des procfd6s de purification et &analyse identiques, des peptides de la 
tyrosme: Asp.Arg, Tyr. Arg, Asp.Tyr.Arg, Gly.Tyr et Tyr. Gly ont 6t6 caractfris6s 
dans les hydrolysats acides du lysozyme 2°. 

Peptides provenant de l'hydrolysat chymotrypsique 

La purification des peptides aromatiques de l'hydrolysat chymotrypsique (CA, 
CN, CB) a 4t6 effectu6e de la fagon ant4rieurement d6crite, la purification ultime se 
faisant par chromatographie sur papier ~ l'aide des solvants I et II. Dans le filtrat 
du charbon nn peptide de la m6thionine (CF1) a 8t6 6galement purifi6. Ires peptides 
CA 1 et CF 1 ont pu ~tre purifi6s par une seule chromatographie dans le solvant I 
dans le cas du peptide basique CBI, le deuxi~me solvant utilis6 a 6t6 du ph6nol 
tamponn6 & pH 4. Les Figs. 3 et 4 indiquent les emplacements des peptldes apr(,s 
chromatographie dans les deux solvants de purification. 
La composition en acides amin6s des peptides a 6t6 d6termin6e aprSs hydrolyse totale 
(HC1 6N, 20 heures, Io5 °) an moyen de la chromatographie sur papier dans les 
conditions d6j~ indiqu6es. La d6termination de l'enchainement des acides amin6s 
ayant exigd des op6rations particuliSres pour chaque peptide, nous dScrirons 
successlvement les exp6riences effectu6es sur chacun d'eux. 

Peptide acide CA l: La composition en acides amin6s est (Glu,S&,Phd,Asp), 
l'absence du tryptophane ayant 6t6 v6rifi6 au moyen d'une hydrolyse barytique 
particuh6re. Les techniques de Sanger et d 'Edman permettent d'assigner k l'aclde 

Acidcs aminds 

(CyS):~0 
,y, )Aoo His 
Arg 
Gly } / O  
Asp 
Set Glu / ~ 1  
Thr J Ala ~{ l  
Pro 
Tyr 

Val 0 

Pn~ O 

Lcu 
lieu } {} 

Pcptidcs "chymotrypsiqucs" 

CA~ CB, CB~ CN, CN, 

'PA,) {PN,) 

0 

0 

0 

Peptides 
"pcpsiqucs" 

CF, PB, PB, PN: 

6 

Fig. 3. Emplacements dans le m61ange butanol-acide formique des peptides isol6s apr6s hydrolyse 
enzymatique. Peptides CA, CB, CN ou PA, PB, PN,  peptides aromatiques (retenus sur charbon) 
acides, basiques ou neutres, provenant respectivement des hydrolysats chymotrypsiques ou 

pepsiques. Peptide CF peptide non aromatique provenant d'un hydrolysat chymotrypsique. 
Bibliographie p. ~o9. 
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Acidcs ammos 

(CyS)~ 
Arg 
Lys 
Asp 
Glu 
S~r 
Gly 

Ala 
Pro 

Val D 
Phe } 
Leu 
Tvr 

Pcptidcs "chymotrypsiqucs 

CA, CP,, (2B, CN, CN, CF, 

{PA,) (PN[} 

Pcptidcs - ]  
"pcpsRluCS" j 

Pt;; PB ~ ]  

0 

Fig. 4. Emplacements dans le m61ange pyridine collidine des peptides isol6s apr6s hydrolyse 
enzymatique. Peptides CA, CB, CN ou PA, PB, PN, peptides aromatiques (retenus sur charbon) 
acides, basiques ou neutres, provenant respectivement des hydrolysats chymotrypsiques ou 
pepsiques. Peptide CF peptide non aromatique provenant d'un hydrolysat chymotrypsique. 

glutamique la position N-terminale. Toutefois les rendements en DNP-acide glutami- 
que et PTH-acide glutamique sont anormalement faibles et apr6s hydrolyse totale, 
on retrouve beaucoup d'acide glutamique n 'ayant  pas r&gi. La formation d'un 
cycle pyrrolidone ~ part ir  d 'un r6sidu de glutamine situ6 en position N-terminale 
pourrait  expliquer cette anomalie 21. Lorsque la carboxypeptidase agit sur le t6tra- 
peptide, on observe apr~s 5 minutes une lib6ration pratiquement simultan6e de 
ph6nylalanine et d'acide aspartique: ces r~sultats indiquent que la s6rine se trouve 
en deuxi~me position dans le peptide et que le rdsidu d'acide aspartique n'est pas 
amid6. Toutefois il n 'est pas possible de d6terminer directement quel est le r6sidu 
C-terminal. On effectue alors l 'hydrolyse partielle acide du t~trapeptide (HC1 I I .2  N, 
4 jours, 37 °) et par chromatographic sur papler on peut isoler un tripeptide de 
composition (Sfr,PhGAsp) et un dipeptide de composition (PhGAsp) qui occupent 
sur les chromatogrammes les emplacements respectivement du tripeptide S6r. Ph6. Asp 
et du dipeptide Ph6-Asp caract6ris6s apr~s hydrolyse partielle acide du lysozyme. 
En faisant agir la carboxypeptidase pendant 3o minutes sur le tripeptide (S6r,Ph6, 
Asp), seul l'acide aspartique est lib6r6 ee qui indique que ce r&idu occupait la position 
C-terminale dans le t6trapeptide initial. En cons6quence, la structure de ce dernier 
est Glu. S6r. Ph6. Asp ou Glu(NH2) • S6r. Ph6. Asp. 

Peptides basiques CB 1 et CB2: Ces peptides ont 4t6 isol~s dans la fraction basique 
de l'61uat du charbon. La composition du peptide CB1 est (Lys,Val,Ph6) et celle du 
peptide CB2 (Arg, Gly,Tyr). La technique du dinitrofluorobenz6ne appliqufe au 
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peptide CB t indique que la lysine occupe la position N-terminale et l'emploi de la 
carboxypeptidase (45 min) permet de constater que la ph6nylalanine occupe la 
position C-terminale. La structure du peptide C/31 est done Lys.Val.  Ph6. Ce peptide 
occupe au cours des chromatographies sur papier les m~mes emplacements que le 
peptide B 1 - - g y s . V a l . P h d  isol~ ~ partir de l 'hydrolysat acide du lysozyme. La 
technique de Sanger appliqu~e au peptide CB~ indique que l'arginine oceupe la position 
N-terminale et l'emploi de la carboxypeptidase (I heure) permet de constater que la 
tyrosine occupe la position C-terminale. La structure du peptide CB 2 est done 
Arg. Gly.Tyr. Une confirmation de cette structure a ~t~ obtenue par l'emploi de la 
tryI)sine. On sait en effet que cet enzyme coupe les liaisons peptides au niveau des 
carboxyles de l'arginine ou de la lysine"2, "a. Le peptide (o. 5 micromolficule) dissous 
dans o.I ml de bicarbonate de soude ~ o.o2 % (pH 7-5) est hydrolys~ avec o.oI mg 
de trypsine cristallis6e Worthington (trypsine contenant 5o °o de SO4Mg ). On laisse 
24 h ~ 37 °, puis l 'enzyme est d~truit par fibullition pendant quelque minutes, et 
l 'hydrolysat est chromatographi~ sur papier dans le m~lange butanol-acide formique. 
On observe une forte liberation d'arginine et d'un peptide occupant l 'emplacement du 
peptide synth~tique Gly.Tyr. Ce r6sultat est done en accord avec la structure 
Arg. Gly .Tyr  attribu6e au peptide CB 2 et permet en m~me temps d'exclure la 
possibilit6 d'un r6sidu de tryptophane qui au ra r  fichapp6 ~ l'analyse. 

Peptides neutres CN~ et CN, : ces peptides ont ~t~ isol6s dans la fraction neutre de 
l'(duat de charbon. La composition du peptide CN~ est (Gly,Tyr,Ileu,Leu). On 
v6rifie l'absence de tryptophane au moyen de l'hydrolyse barytique et en effectuant 
la rdaction sp~cifique du tryptophane qui est n~gative sur le peptide intact. Au moyen 
des techniques de Sanger et de Edman, on d6termine que la glycine occupe la position 
N-terminale. D'autre part, on fait agir la earboxypeptidase sur le tdtrapeptide et des 
fractions de l 'hydrolysat sont pr~lev6es apr~s 15 min, 3 ° min, I heure, I heure 3 ° min 
et 2 heures. Ces fractions sont chromatographi~es dans le butanol 5_ pH 4 qui permet 
la s@aration des leucines. On constate une libfiration de leucine apr~s 15 min qui 
progresse jusqu'~ I heure 3o minutes; apr('~s 2 heures, la quantit~ de leucine n'a pas 
augmentS, mais une tr~s petite quantitfi d'isoleueine est apparue. On chromatographie 
alors dans le m61ange butanol-acide formique un hydrolysat de 2 heures et on isole 
le tripeptide restant Gly.(Tyr, Ileu); on fair ~ nouveau agir la carboxypeptidase 
pendant 24 henres. Apr~s chromatographic on peut constater une forte liberation 
d'isoleueine, et la presence d'un peptide qui occupe les emplacements du peptide 
synth~tique Gly .Tyr  dans le m~lange butanol-acide formique et dans le butanol 
tamponnfi ~ pH 4. L'hydrolyse partielle acide au moyen de HC1 11.2 N permet 
dgalement de caract~riser la lib6ration du peptide Gly.Tyr  ~ partir du t~trapeptide 
~tudi~. Ce dernier a done la structure Gly.Tyr .  Ileu. Leu. 

La composition du peptide CN, est (Asp,Ala.Tyr). La technique de Sanger 
permet de d~terminer que l'acide aspartique occupe la position N-terminale et 
l'emploi de la earboxypeptidase (I heure) permet de constater que la tyrosine occupe 
la position C-terminale. La structure du peptide est done Asp.Ala-Tyr. Cette 
structure a ~t~ confirm~e par l'emploi de la technique d'hydrolyse r~currente de 
Edman: apr~s une premiere copulation avec le ph~nylisothiocyanate et la lib6ration 
de la ph~nylthiohydantoine au moyen du m~lange aeide ac~tique-acide ehlorhydrique, 
on peut caract~riser l'acide aspartique apr~s hydrolyse barytique de cette phfinyl- 
thiohydantoine. En r~pfitant cette op6ration sur le peptide restant, on obtient d'une 
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part  unc phdnylthiohydantohle qui donne de l'alanine apr~s hydrolyse barytiquc, 
d 'autre part  dc la tyrosine libre quc l'on caractdrise par chromatographic sur papier. 
De deux fa~'ons diff~rentes la structure du peptide Asp. Ala .Tyr  est done dtablie. 
En outre, la ddgradation de Edman s 'dtant effectnde rdguli~relnent, ceci permet d'ex- 
clnre la possibilitd de la prdsence d'un r(~sidu de tryptophane. Le peptide Asp. Ala.Tyr  
ayant  dtd isold dans la fraction neutre de l'ionophor~se (pH 6), le r~sidu d'acide 
aspartique est tr~'s probablement amid6. Ceci est confirmd par l'ionophort, se sur 
papier: k pH 7, le peptide se d@lace l~gbrement vers la cathode comme la glycine 
utilisde comme t(~moin (tension Io volts/era; 5 heures 3o). La structure complete du 
peptide est done Asp(NH2). Ala.Tyr.  

P@tide ~leutre du /iltrat du c]~arbon CFI: Le peptide de la m~thionine CF 1 a ~t~ 
d(~celd apr~,s chromatographic sur papier dans le m61ange butanol-acide formique 
gr$~cc ~t la r(,actmn sp(~cifique de l'iodoplatmnate ~°. On a pu constater ainsi que ce 
peptide dtait partiellement retenu sur le eharbon; toutefois c'est ~ partir  du filtrat 
qu'il a dtd isol8 car il pouvait  8tre obtenu pur uniquement par une chromatographie 
sur papier de cette fraction dans le mSlange butanol-acide formique. L'hydrolyse 
totale (HC16 N, 20 heures, Io5 °) ne permet d'identifier que de l'alanine, la m6thionine 
dtant d6truite. Nous avons constat6 cependant que lorsque la m6thionine est oxyd6e 
en mdthionine sulfone par action de l'acide performique selon TOENNIES ET 
HO~ILI.ER le, cette derni~',re ne subit pas de destruction au cours de l 'hydrolyse acide. 
Environ o.I /~3[ de peptide est oxyd6 au moyen de o.i ml d'acide performique (IO 
volumes d'acide formique pour I volume d'eau oxygenic k 30 °0); on laisse une 
demi-heure k la tempSrature du laboratoire, on ajoutc o.i ml d'eau et on 6vapore 
h sec au dessicateur sur soude. On effectue une nouvelle 6vaporation apr8s addi- 
tion d'eau. ParalMement  une gamme ~quimol6culaire d'alanine et de m~thionine 
est oxydSe dans les m~mes conditions. Apr~s hydrolyse du peptide oxyd6, on 
effectne la chromatographic sur papier dans le m61ange butanol-acide formique de 
l 'hydrolysat et de la gamme. On constate ainsi que le rapport  mol6culaire alanine/ 
in6thionine sulfone est de 2:1 dans le peptide. La composition de ce dernier est done 
(Ala,Ala,M~t). 

La structure du peptide CF~ a fit6 ~tablie de deux fa~ons diff6rentes qui ont 
donn6 des r~sultats concordants. La technique de Sanger permet de d~terminer qu'un 
r~sidu d'alanine occupe la position N-terminale et l 'emploi de la carboxypeptidase 
(I heure) permet de d6terminer que la r6sidu de m6thionine occupe la position 
C-terminale. La structure du peptide est done Ala. Ala-M6t. L'emploi de la technique 
d'hydrolyse rdcurrente de Edman permet de confirmer cette structure : deux d6grada- 
tions successives permettent  d 'obtenir chaque fois la ph6nylthiohydantoine de 
l 'alanine; d 'autre  part  la deuxR~me d6gradation donne, ~ c6t6 de la PTH-alanine, de 
la m6thionine libre que l 'on caract~rise par chromatographic sur papier. La d6grada- 
tion de Edman s '6tant effectu6e r6guli~rement, la possibilit6 d'un r6sidu de trypto-  
phane dans le peptide est 61imin6e. La structure du peptide CF~ est done bien 
Ala. Ala. M~t. 

Peptides provena~t de l'hydrolysat pepsique 

Les peptides aromatiques de l 'hydrolysat pepsique (PA, PN,  PB) ont 6t6 purifi6s 
par les proc6d6s ant6rieurement d6crits, la purification ultime se faisant par chromato- 
graphic sur papier k l'aide des solvants butanol-acide formique et pyridine-collidine. 
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Les Figs. 3 et 4 indiquent les emplacements des peptides apr~s chromatographie dans 
les deux solvants de purification. 

La composition en acides amin6s des peptides a 6t6 d6termin6e apr~s hydrolyse 
totale (HC1 6 N, 20 heures, lO5 °) dans les conditions d6j~ indiqu6es. Les op~rations 
particulibres effectu6es afin de d6terminer la structure de chaque peptide seront 
successivement d6crites. 

Peptide acide PAl. Ce peptide isol6 dans la fraction acide poss6de le m6me 
comportement chromatographique que le peptide CA 1 provenant de l 'hydrolysat 
chymotrypsique; l'6tude de sa structure effectu6e ~ l'aide des m6thodes utilis6es 
darts le cas de CA 1 montre qu'il s'agit bien du peptide Glu. S6r. Ph6. Asp. 

Peptides basiques PB  1 et PB2. Dans la fraction basique ont 6t6 isol~s deux 
tripeptides PB~ et PB~. La composition du peptide PB 1 est (Ala,Lys,Ph6). Le 
peptide intact ne donne pas la r6action spficifique du tryptophane, et l'absence de 
cet acide amin6 est confirm6e par hydrolyse barytique. La technique de Sanger permet 
de d6terminer que l'alanine occupe la position N-terminale et l'emploi de la carboxy- 
peptidase (45 rain) permet de d6terminer que la phdnylalanine occupe la position 
C-terminale. La structure du tripeptide est donc Ala. Lys. Ph6. Si on laisse agir la 
carboxypeptidase pendant 24 heures sur le peptide, on observe par chromatographic 
sur papier dans le m61ange butanol-acide formique seulement 2 taches, l'une au niveau 
de la ph~nylalanine, l 'autre au niveau de la lysine. Apr~s ~lution des produits et 
hydrolyse, on constate que la premiere correspond k la ph~nylalanine libre, et la 
seconde ~ un dipeptide contenant de l'alanine et de la lysine. L'enzyme a donc 
d~tach6 totalement la ph6nylalanine terminale mais a 6t6 incapable de scinder le 
dipeptide Ala.Lys. Lorsque l'on f a r  agir la trypsine (o.oi mg de trypsine cristallis~e 
Worthington) sur le tripeptide (environ o. 5 ~s]i r dissous dans o.I ml de bicarbonate 
de soude ~ o.o2 %, pH 7.5) on ne constate pas de scission aprbs 24 heures "k 37 °. 

La composition du peptide PB~ est (Tyr,Arg, Gly). Le peptide intact ne donne 
pas la r6action sp6cifique du tryptophane et l'absence de cet acide amin6 est confirm6e 
par hydrolyse barytique. Ce peptide a la m~me composition que le tripeptide 
Arg. Gly.Tyr  isol6 apr~s hydrolyse chymotrypsique mais n'a pas la m~me structure. 
En effet par l'emploi de la technique de Sanger, on constate que la tyrosine occupe 
la position N-terminale, et en faisant agir la carboxypeptidase (24 heures) on observe 
une lib6ration de glycine. La structure du peptide est donc Tyr.  Arg. Gly. La trypsine 
(o.oi rag) agissant sur le tripeptide (environ o. 5 ixM, pH 7.5, 37 °) pendant 24 heures 
n'effectue pas de scission. I1 est int6ressant de noter que le tripeptide Arg .Gly .Tyr  
est scind6 par la trypsine, alors que le tripeptide Tyr.  Arg. Gly ne l'est pas. 

Peptides neutres PN~ et P N  2. Dans la fraction neutre ont 6t~ isol~s deux peptides 
P N  1 et PN~. Le peptide P N  1 paralt identique au peptide CN 1 isol6 ~ partir de I'hydro- 
lysat chymotrypsique lorsqu'on les compare par chromatographie sur papier. L'~tude 
de la structure confirme qu'il s'agit bien du peptide Gly.Tyr .  Ileu. Leu. Le peptide 
PNe poss~de la composition (Tyr,Gly,S6r,Leu,Asp), l'absence de tryptophane 
6tant constat6e apr~s hydrolyse barytique. La technique de Sanger permet de d6ter- 
miner que la tyrosine occupe la position N-terminale. D'autre part, on fait agir la 
carboxypeptidase pendant des temps variables: IO minutes, 25 minutes, I heure, 
I heure 30 et 4 heures. Les hydrolysats sont pass6s sur charbon afin d'61iminer le 
peptide non attaqu6 et les peptides r6sultants (la tyrosine occupe la position N- 
terminale dans le peptide original) et on recueille dans le filtrat les acides amin6s 
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lib6r6s, non adsorb6s sur le charbon. Apr(,s ~o minutes, oll observe une tr~',s fort ,  
lib~ration d'asparagine et une libdration moindre de leucine. La proportion de leucim' 
augmente avec le temps; apr~',s 25 minutes on peut constater l 'apparition de la sdrim' 
et en quantit6 plus faible de la glycine. La structure Tyr.  C]y. S6r. Leu. Asp(NH~) 
a ~t~ confirm6e all moyen de l 'hydrolyse partielle acide. Le peptide (I txM) (,st 
hydrolys6 par l'acide chlorhydrique I I  N (o.2 ml) pendant 4 jours k 37 ~. Les produits 
de l 'hydrolyse sont fractionn6s sur une microcolonne de charbon. La fraction retenue 
sur le charbon renferme de la tyrosine libre et un dipeptide contenant de la tyrosine 
et de la glycine. Comme la tyrosine occupe la position N-terminale dans le penta- 
peptide, ce peptide a la structure Tyr.  Gly. La fraction non retenue sur le charbon 
renferme, ~ c6t6 des acides amin6s libres, un dipeptide contenant de la s~rine et de 
la leucine. Ce peptide est S~r. Leu puisque la leucine occupe l 'avant  derni~re position 
devant  l 'asparagine. L'ensemble des r6sultats permet d 'at t r ibuer  la structure 
Tyr.  Gly. S6r. Leu. Asp(NH,) au peptide PN 2. 

A c6t6 des deux peptides 6tudi~s, la fraction neutre aromatique renferme des 
quantit6s appr6eiables de ph6nylalanine et de t ryptophane libres. 

DISCUSSION 

L'enchainement des acides amin6s au voisinage de l 'unique r6sidu d'histidine, 
Arg .Hi s .Lys  est d6jk connu 2. Les recherches actuelles permettent  de caract6riser 
les deux r6sidus de proline puisque les peptides Thr.  Pro et Leu. Pro ont 6t6 isol6s. 
D'autre  part,  un r6sidu de m6thionine sur les deux que contient le lysozyme est 
caractdris6 par l'isolement du peptide Ala. Ala. M6t. 

Les peptides de la ph6nylalanine et de la tyrosine ont fait l 'objet d'une recherche 
syst6matique. Les Tableaux I I  et I I I  r6capitulent les r6sultats obtenus dans notre 
laboratoire au moyen des hydrolyses chlorhydrique, chymotrypsique et pepsique. 

TABLEAU II 

P E P T I D E S  D E  L A  P H I ~ N Y L A L A N I N E  

Hydrolyse acide: Val. Ph6 Ph6. Asp Ph6. Glu 
Lys -Val. Ph6 S6r. Ph6. Asp 

Hydrolyse chymotrypsique : Lys. Val. Ph6 Glu. S6r. Ph6- Asp 
Hydrolyse pepsique : Glu. S6r. Ph6- Asp Ala. Lys. Ph6 

Peptides : Lys-Val.  Ph6 Glu. S~r. Ph6. Asp Ala- Lys. Ph4. Glu 

TABLEAU II I  
P E P T I D E S  D E  L A  T Y R O S I N E  

Asp.Tyr  Gly.Tyr  
Hydrolyse acide : Tyr.  Arg 

Asp .Tyr .  Arg 
Hydrolyse Arg. Gly.Tyr  

chymotrypsique : Gly .Tyr. Ileu. Leu 
Hydrolyse pepsique : Tyr.  Arg. Gly Gly. Tyr- I!eu. Leu 

Tyr.  Gly 

Asp (NH2) ' Ala. Tyr 

Tyr- Gly. S6r. Leu. Asp(NH2) 

Peptides : Asp .Tyr '  Arg. Gly Arg. Gly. Tyr- Ileu. Leu Asp(NH2). Ala. Tyr.  Gly. S6r. Leu. Asp(NH2) 
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OI1 constate que tous les peptides de la ph6nylalanine isol6s ont pu ~tre group6s 
en trois enchainements: Lys.Val .Ph6,  Glu. S6r. Ph6.Asp et Ala. Lys. Ph~-Glu et 
qu'il existe une bonne concordance entre les structures des peptides obtenus par 
des proc6d6s de d~gradation diff6rents. L'enchainement Ala. Lys. Ph6.Glu a 6t6 
d6duit des peptides Ala. Lys. Phd et Ph6.Glu puisqu'il n'existe que trois r6sidus 
de ph6nylalanine par mol~cule de lysozyme et que deux %sidus se trouvent dans 
les enchainements Lys.Val .  Ph6. Gly et Glu. S6r. Phi-  Asp. Le peptide Lys. Val. Ph6 
appart ient  certainement ~ l 'enchainement N-terminal du lysozyme, Lys.Val.  Ph6. 
Gly.Arg 6tabli par SCKROEDER 24 et A C H E R ,  L A U R I L A ,  TKAUREAUX ET FROMAGEOT 3. 
I1 n 'a  pas 4t6 6tabli si les %sirius de l'acide glutamique sont anaid6s ou non dans la 
prot6ine. 

Les peptides de la tyrosine ont 6t6 groupds dans le Tableau I l l .  Ici 6galement 
les structures des peptides coneordent pour donner trois enchainements: Asp-Tyr .  
Arg. Gly, Arg. Gly .Tyr .  lieu. Leu- et Asp(NH2). Ala .Tyr .  Gly. S6r. Leu.Asp(NH,) .  
L'enchalnement Asp(NH2).Ala .Tyr .  Gly.S4r. Leu.Asp(NH2) a 6t~ d6duit des 
peptides Asp(NH2).Ala.Tyr  et Tyr- Gly. S6r.Leu. Asp(NH2) puisqu'il n'existe que 
trois %sidus de tyrosine dans le lysozyme et que deux r~sidus se trouvent dans les 
peptides Asp .Tyr .Arg  et Gly-Tyr .  lieu. Leu. I1 n 'a  pas 6t6 6tabli si le r6sidu d'acide 
aspartique du peptide Asp .Tyr .Arg  est amid6 ou non clans le lysozyme. 

TI-IOMPSON 25,26 a effectu~ l 'hydrolyse partielle acide du lysozyme oxyd~ e t a  
6tabli plusieurs enchainements. Les enchainements Ph6. Glu, Ph6.Asp, Thr.  Pro et 
Ala. M6t concordent avec les n6tres. L'enchalnement Gly. Ph6. Glu toutefois ne con- 
corde pas avec l 'enchainement Lys-Ph6.  Gin que nous avons trouv6 mais cet auteur 
a obtenu depuis des %sultats conformes aux n6tres (communication personnelle). 

La chymotrypsine a la r@utat ion de couper les liaisons peptides au niveau des 
carboxyles des acides amin6s aromatiques et de la mdthionine ~, 2s. On peut constater 
sur le Tableau IV que cet enzyme a coup6 au niveau du carboxyle de la tyrosine an 
moins darts deux cas sur trois (la coupure a pu se faire au niveau du carboxyle du 
troisi~me %sidu mais l'61imination des grands peptides ne permet pas de le constater). 
En ce qui concerne la ph6nylalanine, la chymotrypsine a coup6 une fois au niveau 
du carboxyle d 'un r6sidu mais dans un cas (peptide Glu. S(~r. Ph6. Asp) cette coupure 

T A B L E A U  I V  

SCISSIONS EFFECTUI~EG PAR LA CHYMOTRYPSINE ET LA PEPSlNE SUR LE LYSOZYME 

C = Sc i s s ions  e f fec tu~es  p a r  la  c h y m o t r y p s i n e ;  P = Sc i s s ions  e f fec tu6es  p a r  la  p e p s i n e  

P P P P P P 

. + + ¢ ? 1, + 
-" A s p .  T y r .  A r g .  G l y  . . . .  A r g .  G l y .  T y r .  l i e u .  L e u  . . . .  A s p  (NH2) • A l a .  T y r .  G l y .  S6r .  L e u .  A s p  (NH~) • - 

t ~c** t t t t 
C C C C C 

P p P P 

-~" Glu*. S4r-  + + + * P h 6 .  A s p  . . . .  A l a .  L y s .  P h 6 .  G I u - -  L y s . V a l .  P h 6 - -  

t t t 
C C C 

- .  A l a .  A l a .  M 6 t . -  

t t 
C C 

* I1 n ' a  p a s  6t6 d 6 t e r m i n 6  si  le r 6 s idu  a s p a r t i q u e  ou g l u t a m i q u e  e s t  a m i d 6  ou non .  
** C o u p u r e  p e u t - 6 t r e  d u e  B. de  la  t r y p s i n e  c o n t a m i n a n t  d v e n t u e l l e m e n t  la  c h y m o t r y p s i n e .  
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n 'a  pas (~t6 effectu(,e. I1 est possible que le carboxyle librc en ~ rill rdsidu d 'acide 

aspar t ique g~,ne l ' acnon  de l 'enzvme. Enfin dans un cas, l ' enzyme a coupd au niveau 

du carboxyle de la m6thionine. S.~x<;I~I~ et coll. -'9, a0 ont observ6 que la chymot rypsmc  

coupait  au niveau des carboxyles des qnat re  rdsidus de la tyrosine que contient  la 

moldcule d'insuline, et BeLl. al a constat6 que l ' enzvme coupait  au niveau du carboxyle 

d 'un  r6sidu de tyrosine sur les deux que contient  la mol(~cnle de ~-cortieotropine,  le 

carboxyle du deuxibme 6tant toutefois engag6 dans la liaison Tvr .  Pro-.  En ce (lui 

concerne la ph~,nylalanine, la chymotrypsine  a coup6 la liaison - P h d . T y r  mais pas 

les liaisons - P h 6 . V a l -  et -Phd .  Ph6-  de l ' insuline, et l ' enzyme a coupd la liaison 

-Phd. Arg -  mais pas la liaison - P h f .  Pro-- de la ~-corticotropine. Enfin, la liaison 

Mi't. Glu-  n ' a  pas 6t6 coup6e dans la/3-corticotropine. I1 semble donc que la chymo-  

trypsine coupe assez rdguliOrement au niveau du earboxyle de la tyrosine mais 

moins rOguli4'rement au niveau du carboxyle  de la ph6nylalanine et de la m6thionine.  

Agissant sur le lysozyme la chymotrypsine  a coup6 au niveau dn carboxyle  de la 

leucine et de l 'acide aspart ique.  Une scission des liaisons - L e u . T y r -  de l ' insuline a° et 

Leu.  Glu-  de la ~-cort icotropine a a ddjf~ dt6 observ6e. I1 est int6ressant de noter  

que GOI.DENBER(;, GOLDENBERG ET McL.\REN ont constat6 que la chymot ryps ine  

scinde le leueylethylester  a2. Enfin,  la scission de la liaison - A r g .  G ly -  est anormale 

et est due peut-~tre 5 un pen de t rypsine con taminan t  la chymotrypsine .  

La pepsine a la r@uta t i on  de couper au niveau du groupe amind des rfsidus 

aromat iques  as. Cette spfcificit6 ne parai t  pas rigoureuse. Dans deux cas sur trois 

l ' enzyme a coup6 au niveau du groupe amin6 de la tyrosine et dans aucun cas au 

niveau du groupe amin6 de la ph~nylalanine. Par  centre  la pepsine a coup6 au niveau 

des groupes amin6s de certains r~sidus d 'acide glutamique,  d 'a lanine et de glycine. 

La ph6nylalanine et le t ryp tophane  libres ayant  dt6 observ6s dans les hydrolysats  

pepsiques du lysozyme, il faut  admet t re  que la pepsine peut couper de par t  et d ' au t re  

de ces acides amin6s. 

RI~SUMt~ 

Les peptides de la proline, de la m4thionine, de la ph6nylalanine et de la tyrosine obtenus par 
hydrolyse acide et enzymatique du lysozyme ont dt6 spdcialement 6tudi6s parce que la mol6cule 
du lysozyme ne contient respectivement que 2, 2, 3 et 3 r6sidus de ces acides amines. Aux trois 
rdsidus de ph6nylalanine correspondent les enchainements Lys.Val. Ph6.Gly. Arg, Glu. S6r. 
Ph6. Asp et Ala. Lys. Ph6. Glu, et aux trois rdsidus de tyrosine correspondent les enchainements 
Asp. Tyr. Arg- Gly, Arg. Gly. Tyr. Ileu. Leu et Asp (NH2) • Ala. Tyr. Gly. S6r. Leu. Asp (NH2). 
D'autre part, les deux r6sidus de proline sent engagds dans les liaisons Thr. Pro et Leu. Pro tandis 
que un des rdsidus de m6thionine participe g l'enchainement Ala. Ala. M6t. Les sp6cificit6s de la 
chymotrypsine et de la pepsine sent discut6es en fonction des r6sultats obtenus. 

SUMMARY 

The peptides of proline, methionine, phenylalanine and tyrosine, obtained by acid and enzymic 
hydrolysis of lysozyme, have been specially studied since the lysozyme molecule contains only 
2, 2, 3 and 3 residues respectively of these amino acids. The linkages Lys.Val. Phe. Gly. Arg, 
Glu. S6r. Phe. Asp. and Ala. Lys. Phe. Glu, correspond to the three phenylalanine residues and 
the linkages Asp .Tyr. Arg. Gly, Arg. Gly. Tyr- Ileu. Leu and Asp(NH2) - Ala'Tyr" Gly. Ser. Leu. 
Asp(NH2) correspond to the three tyrosine residues. On the other hand, the two proline residues 
take part in the Thr. Pro and Leu. Pro bonds, while one of the methionine residues participates 
in the Ala. Ala. Met linkage. The specificity of chymotrypsine and pepsin is discussed in view of 
the results obtained. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Die durch saure und  enzymatische Hydrolyse  des [ ,ysozyms erhal tenen Peptide von Prolin 
Methionin, Phenylalanin und Tyrosin wurden  besonders ua tersucht ,  da das Lysozymmolekii l  nur  
respective 2, 2, 3 und 3 Reste dieser Aminos~uren enth~lt.  Den drei Phenylalaninres ten ent- 
sprechen die Verkniipfungen Lys .Val -  [)he. Gly. Arg, Glu. Ser. Phe. Asp und Ala. Lys.  Phe.  Glu, 
wghrend den drei Tyrosinresten die folgenden Verkniipfungen entsprechen:  Asp . Ty r .  Arg. Oly, 
Arg. Gly .Tyr .  Ileu. Leu und Asp(NH2) • Ala. Tyr .  Gly. Ser. Leu.  Asp(NH2). Andererseits nehmen 
(lie zwei Prolinreste an den Bindungen Thr .  Pro und Leu. Pro teil, w~hrend einer der Methionin- 
reste an der Verknfipfung Ala. Ala.Met beteiligt ist. Die Spezifit~it des Chymot ryps ins  und des 
Pepsins werden an Hand  der erzielten Ergebnisse er6rtert.  
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