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Quelques nouveaux peptides constitutifs du lysozyme 
de I'oeuf de poule 

Continuant nos investigations sur la structure du lysozyme de roeuf de Poule, nous avons isold 
quatre nouveaux peptides rdsultant de l'action de la trypsine sur cette protdine: 

Asp(NHI) • Arg, Ileu. Arg, Thr. Pro. Gly. Sdr. Arg, Val. Ala.Try. Arg. 

Conditions d'hydrolyse. Le lysozyrne est ddnaturd, en solution aqueuse ~t 5 %, pendant I heure 
~oo °. Il est laissd ensuite en contact avec la trypsine cristaUisde Worthington pendant 6 heures, 

~t 37 °, et /t pH 7.8 (concentration en protdine 1%; rapport enzyme: substrat i:xoo). Les longs 
peptides et la protdine non attaqude sont dliminds par prdcipitation alcoolique. Le liquide sur- 
nageant est concentrd et soumis ~t diffdrentes chromatographies sur papier. 

Purification des peptides. Chaque peptide est purifid par  deux chromatographies sur papier 
dans deux solvants diffdrents suivies d 'une ionophor~se. La premiere chromatographie est faite 
dans le mdlange (A) : n-butanol-acide formique-eau (75 : 15 : io) sur papier W h a t m a n  No. 4 pendant  
I6 heures. La deuxi~me chromatographie est faite dans le solvant (B): n-butanol-phdnol-a~ide 
acdtique-eau (75:75:5o:1oo) sur papier Wha tman  No. I pendant  24 heures. L' introduction du 
phdnol dans le mdlange butanol-acide acdtique augmente le cheminement  des peptides basiques 
et favorise la sdparation de ceux qui ont un R F voisin. L'ionophor~se est faite sur papier Whatman 
No. i dans le mdlange (C): pyridine-eau-acide acdtique (ioo:9oo:4)t b. pH 6. 5 pendant 2 heures 
30  SOU8 I,OOO VOltS. 

TABLEAU I 

COMPORTEMENT DES PEPTIDES 

a: migration dgale ~t celle des acides aminds tdmoins indiquds. 
b: mobilitd par  rapport  ~ celle de l 'arginine. 

Peptides 
1~re d~romcgographie 2~me chromalographie lonophor~se 

Ca.) (B.) (c) 
a R F b 

Asp(NHI) • Arg Cys 0.28 0. 7 
Thr .  Pro. Gly- Ser. Arg Lys 0.37 0.6 
Ileu. Arg Ala o.56 0. 7 
Val. Ala. Try.  Arg Ala o.65 o. 5 

Structure des peptides 

a. Asp(NH2).Arg. La composition du peptido ddterminde apr~s hydrolyse totale est (Asp, 
Arg). On vdrifie l 'absence de t ryptophane  z. La technique de SANOER s indique que Asp est en 
position N-terminale. La structure pouvai t  doric ~tre Asp.Arg, mais le comportement  de ce 
peptide par  ionophor~se k pH 6.5 n 'est  pas celui d 'un  peptide neutre par  compensation (mobilitd 
nulle). II chemine au contraire comme un dipeptide basique (mobilitd o.7). La d6samidation par  
hydrolyse acide conduit  k un peptide de mobilitd nulle et  de structure Asp. Arg confirmant ainsi 
que la structure du peptide primitif est Asp(NHt).  Arg. 

b. Ileu.Arg. La composition du peptide est (Ileu, Arg). l 'absence de Try est v6rifi6e I. Par  
les mdthodes d'EDMAN 4 et de SANGER 3, la structure Ileu. Arg a dtd dtablie. 

c. Thr.Pro.Gly.Ser.Arg. Par hydrolyse totale, la prdsence d'un seul rdsidu de chacun des 
acides aminds suivants a dtd dtablie: (Thr, Pro, Gly, Ser, Arg). L'absence de Try a dtd vdrifide I. 
L'acide amind N-terminal, Thr, a dtd ddtermind par la mdthode de SANGER 8. L'hydrolyse partieIle 
acide du pentapeptide donne un mdlange complexe de peptides A faibles rendements. Apr~s 
dlimination de l'acide amin6 N-terminal par la mdthode d'EDMAN 4, l'hydrolyse partielle acide 
du tdtrapeptide rdsultant donne au contraire avec un excellent rendement deux dipeptides dont 
la structure a dtd dtablie: Pro.Gly et Ser. Arg. Cornme de plus le tdtrapeptide entier rdagit /t 
l'isatine s, rdactif spdciflque des peptides commen~ant par la proline, la structure du pentapeptide 
s'est trouvde dtablie: Thr. Pro. GIy. Ser. Arg. Cette structure est en contradiction avec l'enchalne- 
ment Val.Thr.Pro-Gly-AIa donnd par THOMPSON 6. La validitd de l'enchalnement que nous 
proposons est conflrmde par les observations suivantes: le lysozyme ne contient que deux rdsidus 
de proline; l'un est engagd dans renchalnement Leu. Pro v, rautre fair partie du prdsent enchalne- 
ment: Thr.Pro. Gly. Du cStd N-terminal la spdcificitd des coupures obtenues par la trypsine 
sugg~re que Thr doit ~tre prdcddd par un acide amind basique. D'autre part nous avons toujours 
constatd l'absence d'une alanine qui serait lide ici au carboxyle du glycocolle. 
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d. Va l .A la .  Try .Arg. P a r  hydrolyse  to ta le  acide, (Val, Ala, Arg) on t  6t6 ob tenus  en quan t i t6s  
6quimol6culaires.  La  presence de Try  a dt~ d6celde sp~cif iquement  sur  le pept ide  entier2; pa r  la 
m d t h o d e  d ' E D M A N  4, il a 6t6 possible de d6tacher  success ivement  : Val, Ala et Try.  L ' a rg in ine  libre 
a dtd re t rouvde ~ la fin de l 'op6ration.  

Scission de la leucine C-terminale. I1 es t  in t6ressant  de noter  que, apr~s t r a i t e m e n t  du lysozyme  
par  la t ryps ine  dans  les condi t ions  r~alis~es ici, on t rouve,  c o m m e  acides amin6s  ~ l '6 tat  libre, 
u n i q u e m e n t  de la lysine, de l 'arginine et  de la leucine en quan t i t6s  inf~rieures ~ une  mol6cule 
pour  une  mol6cule de lysozyme.  La  lysine ainsi lib6r6e est  5 v i d e m m e n t  la lysine N- te rmina le ;  
l ' a rg in ine  ne  peu t  proveni r  que  d ' une  liaison L y s . A r g  ou Arg.  Arg;  q u a n t  A la leucine, elle ne 
peu t  reprSsenter  que  la leucine C-terminale  s,~. I1 en r6sulte que l 'acide amin6  pr6c6dant  imm6dia te -  
m e n t  la leucine es t  soit  la lysine, soit  l 'arginine.  
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The linkage of $ialic acid in mucoprotein 

I t  h a s  been es tab l i shed  t h a t  sialic acid I and  N-acety l  neu ramin ic  acid 2 respect ively  are componen t s  
of m a n y  mucopro te ins  and  t h a t  2-carboxypyrro le  isolated 8 f rom the  alkali hyd ro lysa t e  of these  
mucopro te ins  is der ived f rom neu ramin ic  acid 4. The  s t ruc tu re  shown  below was recent ly  ass igned 5 
to N-acetyl  neu ramin ic  acid (I) on t he  basis  of t he  analyt ica l  d a t a  avai lable  and  is suppor t ed  

C H O H  I~H, 

I 
C H N H "  Ac C = O ~--- py ranose  form 

I I 
(CHOH)3 COOH 

I 
C H z O H  

by  the  isolat ion of 2 -carboxypyrro le  f rom a K n o r r - t y p e  condensa t ion  of D-glucosamine wi th  
py ruv ic  acid. The  charac ter i s t ic  fea tures  of I, (i) t h e  aldol t ype  of l inkage be tween N-acety l  
hexosamine  and  py ruv ic  acid provid ing  favourable  condi t ions  for t he  product ion  of 2-carboxy- 
pyrrole  upon  alkali t r e a t m e n t  and  (ii) t he  presence of an  a-keto  acid grouping  yielding readi ly 
to decarboxy la t ion  b y  minera l  acid wi th  t he  fo rma t ion  of a subs t i t u t ed  2-deoxy aldose, account  
for m o s t  of i ts  chemical  propert ies.  Sialic acid ha s  an  addi t ional  O-acetyl  group which  is easily 
spli t  off e a t t ached  to  one of t he  C a t o m s  4, 6, 7, 8 or 9- 

H u m a n  ur ine  mucopro t e in  2 (UM) and  bovine  submax i l l a ry  g land  mucopro te in  7 (BSM) are 
known  to  con ta in  4 % I and  z7 % sialic acid respect ively.  W h e n  acted upon  b y  t he  inf luenza 
v i rus  e n z y m e  or by  t he  receptor  des t roy ing  e n z y m e  (RDE) of vibrlo cholerae, these  mucopro te ins  
release a dialysable  subs t ance  engaging  in t he  s a m e  chemical  reac t ions  as do t he  ace ty la ted  
neu ramin ic  acids s. The  subs t ance  l iberated f rom UM was  identified as 12. These  observa t ions  
would sugges t  t h a t  mono-  and  diacetyl  neu ramin ic  acid respect ively  occupy  t e rmina l  posi t ions 
in the  mucopro te in  molecule.  For  UM it is known  t h a t  neu ramin ic  acid is located in t he  carbo- 
hydra t e -p ros the t i c  group s. 

B o t h  neuramin ic  acids h a v e  s t rong  reducing  power in ana logy  to t h a t  of 2-ketogluconic  acid. 


