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STRUCTURE DU LYSOZYME D'OEUF DE POULE. 

ETUDE DES PEPTIDES DE L'HYDROLYSAT TRYPSIQUE* 

J. J O L L t ~ S - T H A U R E A U X ,  P.  JOLL]~S ETC.  F R O M A G E O T  

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

Le lysozyme d'oeuf de poule contient II r6sidus d'arginine et 6 r6sidus de lysinel, z. 
On sait que la trypsine hydrolyse les liaisons peptidiques impliquant les groupements 
carboxyliques de ces deux acides amin6s. La sp6cificit6 de cet enzyme est maintenant 
bien 6tablie et laissait pr6voir que le nombre maximum des peptides diff~rents que 
l'on pouvait obtenir k partir du lysozyme 6tait de 17 ou 18. Mais la pr6sence, dans la 
prot6ine, d'une s~rie de boucles dues k l'existence de ponts - S - S -  fait que certains 
des peptides d6tach6s par Faction de la trypsine doivent avoir une structure compliqu6e 
et risquent de ne pas pouvoir 8tre s6par6s convenablement par chromatographie. 
Aussi l'action de la trypsine a-t-elle 6t6 appliqu6e ici, non seulement sur le lysozyme 
n'ayant pas subi de traitement autre qu'une d6naturation par la chaleur, mais aussi 
sur du lysozyme dont les ponts - S - S -  ont 6t6 rompus par oxydation et transform6s 
ainsi en un nombre double de groupements sulfoniques. 

PARTIE EXP~RIMENTALE 

Le ly sozyme  utilis6 es t  u n  6chant i l lon  (lot no. 381-187) p r o v e n a n t  des laboratoi res  A r m o u r  de 
Chicago. 

P lus i eu r s  observat ions3,  4 on t  m o n t r 6  que,  c o m m e  d ' a u t r e s  prot6ines,  le l y sozyme  "na t i f " ,  
c 'es t -~-di re  ob t enu  dans  des condi t ions  telles qu ' i l  a i t  conserv6 t ou t e  son  act iv i t6  e n z y m a t i q u e ,  
es t  5  ̀peu  pros c o m p l ~ t e m e n t  r6s i s t an t  5  ̀Fac t ion  de la t ryps ine ,  t o u t  au  moins  dans  les condi t ions  
habi tuel les .  P o u r  que  la prot6ine  pu i s se  ~tre a t t a q u 6 e  pa r  cet  enzyme,  il conv ien t  donc  de la 
d6na ture r ,  ce que  l 'on  ob t i en t  fac i lement  pa r  chauffage  p e n d a n t  une  heure  5. ioo ° C d ' u n e  solut ion 
aqueuse  (pH 5.4) A 5%.  U n  dosage de l ' azote  ami n6  selon v a n  SLYKE-NEILL 5 a pe rmis  de cons t a t e r  
que  ce t r a i t e m e n t  n ' a v a i t  r o m p u  a u c u n e  l iaison pept id ique .  La  t r a n s f o r m a t i o n  des p o n t s  - S - S -  
du  l y sozyme  en groupes  su l fon iques  a 6t6 fai te  ici au  m o y e n  de l 'acide per formique ,  dans  les 
cond i t ions  pa r t i cu l i~ rement  douces  d6crites pa r  du  VIGNEAUD eZ co1. 6. On doi t  tou tefo is  r e m a r q u e r  
qu ' i l  es t  p r a t i q u e m e n t  imposs ib le  d '6vi ter ,  lors de l ' o x y d a t i o n  en ques t ion ,  la des t ruc t ion  de la 
m a j e u r e  pa t t i e  du  t r y p t o p h a n e .  Or, l 'on  ignore  ~ l 'heure  actuel le  quels  son t  les p rodu i t s  d ' oxy -  
da t ion  de ce t te  s u b s t a n c e ;  il semble  tou te fo i s  que,  au  moins  darts la major i t6  des cas, la t r an s -  
f o r m a t i o n  subie  pa r  les r6s idus  de t r y p t o p h a n e  n ' e n t r a i n e  pas  la r u p t u r e  des l iaisons pep t id iques  
auxque l l e s  ils p r e n n e n t  par t** .  D ' a u t r e  pa r t ,  il semble  6ga lemen t  que,  dans  les condi t ions  actuelles,  
la de s t ruc t i on  des  r6s idus  de ty ros ine  soit  ~ peu  pros  c o m p l ~ t e m e n t  6vitae. 

La  t r yps ine  es t  u n  6chant i l lon  recristal l is6 deux  lois et  p r o v e n a n t  des laboratoi res  W o r t h i n g -  
ton,  Freehold,  N.J . ,  (lot T R  324, c o n t e n a n t  50% de sul fa te  de Mg). 

* Nous  s o m m e s  h e u r e u x  de remercier  la F o n d a t i o n  Rockefel ler  de r a i d e  mat6riel le  qu 'e l le  
a appor t6e  ~ l ' ex~cut ion  de ce t rava i l .  

** Le t r y p t o p h a n e  oxyd6  dans  ces condi t ions  donne  apr~s c h r o m a t o g r a p h i e  sur  pap ie r  dans  
le so lvan t  A (voir p lus  loin) p r i nc i pa l emen t  une  s u b s t a n c e  de RF = o.43, f luorescente,  r6ag issan t  
real ~ la n inhydr ine ,  d o n n a n t  une  colora t ion  orange  avec le r6act i f  d'EHRLICH, s table  ~ l ' hydro lyse  
acide. La  k y n u r 6 n i n e  pr6sente  t ous  ces caract~res  s. Des  obse rva t ions  ana logues  on t  6t~ fa i tes  
5  ̀pa r t i r  des p rodu i t s  d ' h y d r o l y s e  du  d ipep t ide  Gly .Try  oxyd6.  L ' o x y d a t i o n  pe r fo rmique  n ' a v a i t  
pas  r o m p u  la l iaison pept id ique .  
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Hydrolyse trypsique 
Elle est faite ~t 37 ° C et A p H  7.8. Le lysozyme ddnaturd par  la chaleur ou oxydd est dissous dans  
l 'eau distillde (concentrat ion en subs t ra t :  i %). Le p H e s t  ajustd A 7.8 par  addit ion d 'une  solution 
de bicarbonate  ~ 5% (concentrat ion fna le  en bicarbonate:  0.025 M). Le r appor t  enzyme/subs t ra t  
est  I/IOO. Le cours de l 'hydrolyse est suivi par  un  dosage A la ninhydrine 7. Pour  arrdter l 'action 
enzymat ique ,  le p H  de l 'hydrolysa t  est  amend ~ 2.2 avec HC1 2 N. 

Chromatographie des peptides 
Les peptides contenus dans l 'hydrolysa t  t ryps ique  sont  sdpards par  chromatographie  sur  colonne 
de rdsine dchangeur d ' ions Dowex-5o X 2, telle qu'elle a 6td ddcrite par  HIRS, MOOR~ ET STglN 9. 
Les colonnes (135 × 2 era) cont iennent  un  mdlange de 5o% de rdsine de i2o-2oo mesh et de 
5o% de rdsine de 2oo-4oo mesh. La vitesse d'~coulement au ddbut de l 'opdration est de 2o ml 
par  heure ~ 35 ° C. Les solutions t a m p o n  utilisdes sont  celles ddcrites par  MOORE ET STEIN10; 
elles cont iennent  du Brij 35, mais  pas de thiodiglycol. Les chromatographies  sont  effectudes 
t empdra ture  constante  (35°C et 5 °0 C). Le volume de la chambre  de mdlange est de 2 litres, 
mais en fin d 'opdrat ion il est ramend A i litre ou A 0. 5 litre afin de faire croitre plus rap idement  
la molaritd de la solution t a m p o n  passan t  sur  la rdsine. 

Analyse des #actions 
La colonne de chromatographie  est disposde sur  un  collecteur au tomat ique  de fractions et l 'on 
recueille des por t ions  de 5 ml. Pour  repdrer la place des peptides,  une part ie aliquote (o. 3 ml) 
prdlevde dans un tube  sur  deux est soumise g u n  dosage ~ la ninhydrine (ninhydrine directe)L 
Un grand nombre  de peptides rdagissant mal  ~ce  r6actif r isquaient  d 'dchapper:  aussi un  deuxidme 
dosage ~ la ninhydrine est-il fait sur  une nouvelle fraction aliquote (o. 3 ml) soumise prdalablement 

une hydrolyse alcaline de 2. 5 heures ~t 9o ° C 9. Les fractions correspondant  ~ un pic donn6 sont  
ensuite rdunies. 

Dessalit~cation 
Deux modes de dessalification ont  dtd employds: (a) la dessalification des pics dluds avec la 
solution t a m p o n  p H  3.1 et 0.2 N (voir Figs. 4 et 5) est faite sur  Dowcx 2 (12o mesh) selon DR~ZE 
ET DE BOEK 11. 5 ° ml peuvent  6tre dessalifi~s sur  une colonne de 25 × 1.8 cm. (b) La dessalifi- 
cation des pics dluds apr~s la mise en route du gradient  est faite sur  Dowex-5o X 2 (12o-2oo mesh). 
50 ml d 'une  solution dont  la concentrat ion en sels peu t  at teindre 2 N peuvent  6tre dessalifids 
sur  une colonne de 25 × 2 cm. La rdsine est lavde avec NH4OH 2 N jusqu 'g  alcalinitd, puis  avec 
de l 'eau, enfin avec de l 'acide citrique o.i M jusqu '~  p H  3. La fraction $ dessalifier est alors 
chargde, puis  la rdsine est  lavde avec ioo ml d'eau. L'dlution des peptides est faite avec NH4OH N 
ou avec de l 'acdtate & a m m o n i u m  0.2 N e t  la colonne est rdgdndrde par  lavage avec HC1 4 N, de 
l 'eau, NH4OH 2 N, etc. 

Les peptides dessalifids sont  amends A sec (au dessiccateur ou par  lyophilisation) et conservds 
- - 2 0  ° C. 

Purification des peptides 
Nous avons vdrifi6 la puret6 des peptides dessalifids en les soumet t an t  A une chromatographie  
sur  papier  W h a t m a n  No. i dans le solvant  A (en volumes):  n-butanol-acide  formique--eau 
(75:15 :io), et pa r  ionophor~ses sur  papier  W h a t m a n  No. i ~t deux p H  diffdrents, selon la mdthode 
de KUNKEL ET TISELIUS 12, en uti l isant les solvants  18 : pyr id ine-eau-acide  acdtique (ioo: 9oo: 4 
p H  6.5 ; Io :  89o:1oo A p H  3.6). Les rdvdlations sur  papier  sont  faites avec le rdactif ~ la ninhydrine. 
Une fraction contenant  deux subs tances  est purifide en la soumet t an t  ~ une chromatographie  
prdpara t ive  sur  papier  ou ~t une ionophorbse prdparat ive sur  papier. 

Analyse des peptides 
L'analyse  quant i ta t ive  est  faite apr~s hydrolyse acide totale (24 heures;  HC1 6 N;  I IO ° C) (a) pour  
les peptides courts,  pa r  chromatographie  sur  papier  successivement dans les solvants  A e t  le 
phdnol t amponnd  g p H  1o 14. T o u s l e s  ch romatogrammes  compor ten t  une gamme d'acides aminds 
en propor t ion  croissante selon POLSON ls, la comparaison des taches apr~s rdvdlation A la ninhydrine 
p e r m e t t a n t  de ddterminer  si les rdsidus prdsents dans un  peptide sont  darts le r appor t  I : i ou i : 2. 
La sdparat ion des leucines est faite dans le n-butanol  t amponnd  A p H  4 et celle des acides aminds 
basiques dans le phdnol t amponnd  A p H  414. (b) pour  les peptides longs, par  chromatographie  
sur  une colonne (15o × 0.9 cm) de Dowex-5o X 4 suivant  la mdthode de MOORE ET STEIN 1°. 

Le t r y p t o p h a n e  est ddtrui t  pa r  hydrolyse acide ; il est t ransformd par  oxydat ion  performique 
en des ddrivds non encore enti~rement ddterminds, dont  sans doute la kynur6nine. Sa prdsence 
a dt6 recherchde h l 'aide du rdactif d'EHRLICr# dans les peptides entiers p rovenan t  de l 'hydrolyse 
enzymat ique  du lysozyme ddnaturd par  la chaleur. 
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Structure des peptides 
Acides amings N-terminaux. Les  acides ami n6s  N - t e r m i n a u x  son t  ddtermin6s :  (a) soit  pa r  la 
m6 thode  de SANGERle: les d in i t roph~nyl -ac ides  a m i n f s  (DNP-ac ides  amin6s) son t  identifids pa r  
c h r o m a t o g r a p h i e  su r  pap ie r  en  u t i l i san t  le m61ange (en volumes)  ph6nol -a lcool  i s o a m y l i q u e - e a u  
(i :1:1) 17 ou une  so lu t ion  t a m p o n  de c i t ra tes  5, p H  6.2 et  I MrS; (b) soit  pa r  la md thode  d'EoMANI*; 
d a n s  ce dernier  cas, la t e c hn i que  que  nous  avons  util is6e es t  la su ivan t e :  i / zmole  de pep t ide  d issous  
dans  0.2 ml  de pyr id ine  5, 5o% est  t ra i td  avec  o.2 ml  d ' u n e  so lu t ion  de phdny l i so th iocyana t e  
5, 1% dans  l 'alcool 5, 95 °. Le p H e s t  a jus t6  5, 9-5 avec  une  so lu t ion  5, 5% de t r i m 6 t h y l a m i n e .  On  
laisse reposer  3o m i n u t e s  5, 4 o ° C  en a g i t a n t  de t e m p s  en t e m p s :  l 'exc~s de r6act i f  est  ex t ra i t  
avec  du benz~ne 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) ,  et  amen6  5, sec dans  u n  dessic- 
c a t eu r  sur  acide sul fur ique.  On  reprend  pa r  o.2 m l  d ' u n  m61ange: acide ac$t ique-HC1 (5:I en  
volumes) ,  et  on laisse reposer  15 m i n u t e s  5, t e m p 6 r a t u r e  ordinaire.  Ce t e m p s  es t  suff lsant  pour  
que  se ddtache,  apr~s cycl isat ion,  le ph6ny l t h i ohydan t o i ne - ac ide  amind  (PTH-ac ide  amin6).  
L 'ac ide  amin6  es t  r6g6n6r6 pa r  hyd ro lyse  b a r y t i q u e  (Ba(OH) ,  0.2 N ;  48 heures ;  IiO ° C) ou pa r  
hyd ro lyse  acide (HC1 6 N ;  16 heures ;  15 °0 en t u b e  scell6 sous  vide) et  caract6ris6 pa r  ch roma to -  
g raph ie  sur  papier .  

A cides amines C-terminaux. Les  acides aminds  C - t e r m i n a u x  son t  ddtermin6s  au  m o y e n  de 
la c a rboxypep t i da se  W o r t h i n g t o n  util isde en suspens ion  darts l ' eau distilMe; on laisse agir  l ' enzyme  
en pr6sence de d i i sopropy l f luorophospha te  g 3 7 ° C  p e n d a n t  une  dur6e va r i an t  de 5 m i n u t e s  5, 
2 heures ,  la so lu t ion  6 t an t  a jus tde  5, p H  7-5 avec  de la t r i md thy l amine .  

Hydrolyse acide partielle. La p l u p a r t  des pep t ides  son t  soumis ,  en vue  de l '6 tude  de leur 
s t ruc tu re ,  5, une  hyd ro lyse  acide part iel le  dans  HC1 11. 7 N, 5, 37 ° C e t  p e n d a n t  24 heures .  Les  
p rodu i t s  qu i  en  r6su l t en t  son t  isoMs pa r  ionophor~se p r6para t ive  5, p H  6.5, pu is  6ven tue l l emen t  
purifids pa r  c h r o m a t o g r a p h i e  dans  le so l van t  A. I ls  son t  alors ana lys6s  et  leurs acides amin6s  
t e r m i n a u x  d f t e rmin6s .  L ' e n s e m b l e  des r6su l t a t s  a insi  ob t enus  p*ermet h a b i t u e l l e m e n t  d '6 tabl i r  
la s t r u c t u r e  du  pep t ide  initial .  

RI~SULTATS 

Action de la trypsine sur le lysozyme d~natur~ par la chaleur 

L'dvolution en fonction du temps de l 'hydrolyse trypsique du lysozyme ddnatur6 
par la chaleur est montr6e dans la Fig. I. L'action de l 'enzyme est ~ peu pros complete 
au bout de 6 heures. Un hydrolysat obtenu dans ces conditions k partir  de 25 ~mole 
de lysozyme a 6t6 chromatographid sur une colonne de Dowex-5o X 2. La Fig, 2 

101 ~ , ~ -  x - -  

1 @ 3 4 5 6 / / 
H e u r " e s  

Fig. i .  N o m b r e s  de coupures  ob t enues  pa r  
ac t ion  de la t r yps ine  sur  le l y sozyme  d6na tur6  

pa r  la chaleur .  

Fig. 2. S6para t ion  des  p rodu i t s  o b t e n u s  pa r  
ac t ion  de ta t r yps ine  sur  25/~moles de lysozyme,  
d6na tu r6  pa r  la chaleur .  - -  colora t ion  de la 
r6ac t ion  A la n inhyd r ine  apr~s hyd ro l y se  al- 
caline. - - - -  colorat ion de la r6act ion 5, la 
n inhyd r ine  effectude d i rec tement ,  expr im6es  en 

concen t ra t ion  m M  d '6qu iva l en t s  de leucine. 
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montre la courbe de s6paration des diff6rents pies; les pies sont d6termin6s par ur~ 
dosage k la ninhydrine avant et apr~s hydrolyse alcaline. Le gradient a 6t6 mis en 
route apr6s passage de o-75 1 de solution tampon (pH 3.1; 0.2 N). Aprbs avoir augment6 
plus rapidement la molarit6 de la solution tampon en diminuant le volume de la 
chambre de m61ange, la colonne est 61u6e avec une solution tampon d'ac6tate de 
sodium (pH 6.6;2 N). On constate la pr6sence de 9 seulement des 17 ou 18 pies que 
l'on pouvait esp6rer obtenir 2°. La diff6rence correspond ~ des peptides fortement 
adsorb6s sur la r6sine et qui peuvent ~tre 61u6s par NaOH o.2 N. Les fractions ainsi 
isol6es se sont r6v616es pures, comme l'indique le Tableau I. I1 a 6t6 possible d'6tudier 
de faqon pr6cise chacune des substances constituant les pics repr6sent6s par la Fig. 2. 
La nature des acides amin6s et la composition des peptides ainsi que les rendements 
sont donn~s dans le Tableau II. En plus des acides amin6s fibres (leucine, lysine, 
arginine) et de l'ammoniac, quatre peptides seulement, T6 ~ T 9, ont 6t6 obtenus avec un 
rendement sup~rieur ~ IO %. Leur structure a 6td 6tablie. 

T A B L E A U  I 

COMPORTEMENT PAR CHROMATOGRAPHIE RT IONOPHORI~SE SUR PAPIER DES P i e s  ISOL]~S APR~S- 

HYDROLYSE TRYPSIQUI~ DU LYSOZYME D]~NATUR]~ PAR LA CHALEUR 

Peptides RF(A ) m*(pH 6.5) mt(pH 3.6) 

T i o .71 o o 
T 2 - - 0 .  4 o 
T 3 p i c  N H  3 
T 4 0 .05  + i  + i  
T 5 0 .08  + i  + i  
T 6 o .o  3 + 0 .  7 + o . 8 5  
T 7 o .o  5 + 0 . 6  + 0 . 6 5  
T 8 0 .04  + 0 . o 5  + o . 7  
T 9 o . o i  o + 0 .  3 

* m = m o b i l i t 6  d u  p e p t i d e  c a l c u M e  p a r  r a p p o r t  g ce l le  d e  l ' a r g i n i n e  6 g a l e  A + i e t  p a r  r a p p o r t  
ce l le  d e  l ' a c i d e  c y s t 6 i q u e  6 g a l e  ~ - - i  ; m = o p o u r  le g l u c o s e .  

T A B L E A U  I I  

COMPOSITION QUANTITATIVR ET RRNDRMRNT DES FRAGMENTS OBTRNUS PAR HYDROLYSR TRYPSIQUE. 

DU LYSOZYME D]~NATUR~ PAR LA CHALRUR 

Residus T~ T 4 T 5 T6 T 7 T8 T 9 

G l y  I I 
A l a  I I 
S e r  I I I 
T h r  I I 

P r o  I 
L e u  i I 
P h e  2 
T y r  2 
A s p  I 3 2 
G l u  I 2 
L y s  I I 
A r g  I I I I I 
H i s  I 

T o t a l  I I 1 2 5 13 I o 

r e n d e m e n t  ( % )  50  92 4 ° 45 3 6  17 25 
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Structure des peptides T6, T7, T8, T 9 § 

T6. L'ac ide  amin6 N-terminal ,  Asp,  est obtenu par  la m6thode  de SANGER. La  fraction 
acidosoluble  cont ient  un iquement  de l 'arginine.  La  s t ruc ture  du pep t ide  est donc:  
Asp.Arg.  Pour  d6terminer  si Asp est amid6 ou non, on 6tudie le compor tement  du 
pep t ide  pa r  ionophor~se k p H  6.5. Sa mobil i t6 pa r  r appor t  k l 'arginine est + 0. 7 et 
correspond k celle d 'un  d ipep t ide  basique.  La  s t ructure  du pep t ide  ini t ia l  est donc:  
Asp(NH2).Arg.  

TT. L 'ac ide  amin~ N-terminal ,  Thr,  est d6termin6 pa r  la m6thode  de SANGER. 
L 'hydro lyse  acide partieUe du pen tapep t ide  a donn6 naissance k trois pept ides  
p r inc ipaux  (peptides i k 3, Tab leau  I I I )  et eelle du te t rapep t ide ,  obtenu pa r  ~limina- 
t ion de Thr  pa r  la m6thode  d'EDMAN, h deux autres  pept ides  (peptides 4 et 5, Tableau  
I I I )  dont  la s t ructure  a 6t6 d6termin6e. L 'ensemble  des r6sultats  du Tableau  I I I  
permet  de r emonte r  faci lement  k la s t ruc ture  du pept ide  T 7 ini t ial :  Thr .Pro.Gly.  
Ser.Arg. 

T8. L'ac ide  amin6 N-terminal ,  His,  a 6t6 d6termin6 par  la m6thode de SANGER 
en hydro lysan t  le D N P - p e p t i d e  pendan t  2 heures k i i o  ° C dans  HC1 11.7 N. I1 est 
int6ressant  de noter  qu 'une  hydro lyse  acide ou t rop  prolong6e ou effectu6e dans  
HC1 6 N au lieu de i i .  7 N t ransforme la d i -DNP-his t id ine  en imidazol-DNP-his t id ine .  
Pa r  hydro lyse  acide part iel le ,  qua t re  pept ides  ont  6t6 caract6ris6s (Tableau IV), 
ind iquan t  l 'exis tence d 'un  enchainement :  Leu.Asp.Asp.Tyr .Arg.  Or l 'on sait  que 
l 'unique r6sidu d 'h is t id ine  du lysozyme est suivi d ' un  r6sidu de lysine24; de plus en 
s ' a p p u y a n t  sur  le fai t  que la prot6ine ne cont ient  que 3 r6sidus de tyrosine,  que Pun 
d ' e n t r e  eux se t rouve  k l 'extr6mit6 C-terminale  de T8 et que le deuxi+me appa r t i en t  

TABLEAU III  

P E P T I D E S  ISOL~S D ' U N  HYDROLYSAT ACIDE PARTIEL DE T7 

Peptides RF(A ) m*(pH 6.5)  Composition Structure 

I 0.07 Ser, Arg 
2 0.25 Gly,Thr,Pro 
3 o.31 Thr,Pro 
4 o Gly,Pro Pro.Gly** 
5 o.o 7 +o. 7 Ser,Arg Ser.Arg*** 

* m : voir Tableau I. 
** La proline N-terminale a 6t6 d6termin6e grace au r6actif ~ l'isatine z2. 

* * *  La s6rine N-terminale a 6t6 d6termin6e grace au r6actif des hydroxyaminoacides za. 

TABLEAU IV 

P E P T I D E S  ISOL~S D ' U N  HYDROLYSAT ACIDE PARTIEL DE T8 

Peptides RF(A ) mt(pH 6 . 5 )  Composition Structure 

i 0.05 +0.4 Leu,Tyr,Asp~,Arg 
2 o.I 7 +o.4 Tyr, Asp,Arg Asp.Tyr.Arg 
3 o.I7 +o.5 Tyr,Arg Tyr.Arg 
4 o.55 --o.65 Leu,Asp Leu.Asp 

* m :  voir Tabelau I. 

§ L'6tablissement de la structure de certains peptides a fair l'objet d'une note pr61iminaire 21. 
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au  peptide ToII  (voir plus loin) qui ne contient pas d'alanine, le r~sidu de tyrosine 
non encore plac~ dans ce peptide dolt appartenir ~ l 'enchainement: Asp.Ala.Tyr.Gly. 
Ser.Leu.Asp 25. Enfin, dans l 'hydrolysat pepsique du lysozyme ~, deux peptides (PAx 4 et 
PAI5) ont permis de pr~ciser que le r6sidu aspartique pr6c6dant l'encha~nement Tyr.Arg 
~tait  amid6. De tous ces r~sultats, il ressort que la structure de T8 est: His.Lys.Glu. 
Asp*.Ala.Tyr.Gly.Ser.Leu.Asp.Asp.(NH2).Tyr.Arg. 

T 9. L'acide amin6 N-terminal, Phe, est d6termin6 par la m6thode d'EDraAN. 
Le  peptide ainsi raccourci est trait~ par le r~actif de SANGER. Glu a ~t~ caract~ris6 
de cette fagon et l 'enchatnement N-terminal est donc: Phe.Glu. Par  hydrolyse 
acide partielle quatre peptides (peptides I k 4, Tableau V) ont ~t~ obtenus et 6tudi~s. 
Par  hydrolyse chymotrypsique (29 heures; pH 7.5; 37 ° C; rapport enzyme/substrat:  
I/5o) du peptide raccourci de son acide amin~ N-terminal, quatre autres peptides 
ont  6t6 caract6ris~s (peptides 5 a 8, Tableau V). L'enchalnement Glu.Ser.Phe.Asp 
~tant connu 25, la structure du peptide T 9 se trouve donc d~termin6e: Phe.Glu.* 
Ser.Phe.Asp.Glu*.Ala.Thr.Asp*.Arg. 

TABLEAU V 
PEPTIDES ISOL]~S ~k PARTIR D'UN HYDROLYSAT ACID]E PARTIEL (PEPTIDES I ~k 4) 

ou CHVMOTRYPSI~2UE (PEPTIDES 5 )~ 8) DE T9 

Peptides RF(A ) Composition Rdsidu N4erminal 

I 0.05 Asp,Arg Asp 
2 0.27 Ala,Glu 
3 0.43 Ser, Phe, Asp Ser 
4 o.63 Phe,Glu Phe 
5 o.o 3 Ala,Thr, Asp2,Glu,Arg Asp 
6 0.07 Ala,Thr, Asp,Glu,Arg Glu 
7 o.i 5 Ala,Asp,Glu 
8 o.z 7 Ala, Phe,Asp,Glu Phe 

Les quatre peptides isol~s aprbs action de la trypsine sur le lysozyme simplement 
d6natur~ par  la chaleur pr6sentent tous l'arginine comme acide amin6 C-terminal. 
Aucnn ne contient de cystine, un seul renferme de la lysine. On peut donc s 'attendre 
~t ce que ce soient les peptides contenant de la cystine et retenus pour cette raison, 
dans les conditions actuelles sur la colonne, qui poss~dent la lysine comme acide 
amin~ C-terminal. 

A ction de la trypsine sur le lysozyme oxyd~ 

L'6volution en fonction du temps de l 'hydrolyse trypsique du lysozyme oxyd6 est 
montr6e dans la Fig. 3. Ici encore, elle est complbte au bout de 6 heures. Cependant 
deux hydrolysats ont 6t6 chromatographi6s sur une colonne de Dowex-5o X 2, l 'un 
obtenu par action de la trypsine pendant 6 heures (Fig. 4) et l 'autre obtenu aprbs 
2 4 heures (Fig. 5). Le hombre de peptides que l'on pouvait  s6parer ici est sensiblement 
sup6rieur k celui obtenu dans le cas du lysozyme non oxyd6 par suite de la pr6sence 
des peptides contenant des r6sidus d'acide cyst6ique. Aussi le gradient utilis6 est-il 
plus doux. Dans le cas de l 'hydrolysat de 6 heures, une solution tampon pH 4.2 et 
i .o N a pr6c6d6 l 'addition de la solution pH 5.1 et 2.0 N. Dans le cas de l 'hydrolysat 

* I1 n ' a  p a s  ~ t6  d ~ t e r m i n 6  si  ce  r 6 s i d u  e s t  a m i d 6  o u  n o n .  
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Fig. 3. Nombre de coupures obtenues par action 
de la trypsine sur le lysozyme oxyd6 pax" racide 
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Fig. 4- S~paration des produits obtenus par  
action de la trypsine pendant 6 heures sur 25 
/*moles de lysozyme oxyd6. - -  coloration de 
la r6action ~ la ninhydrine apr~s hydrolyse 
alcaline. - - - - c o l o r a t i o n  de la r6action ~ la 
ninhydrine effectu6e directement, exprim~es en 
concentration mM d'6quivalents de leucine. 

Fig. 5. S6paration des produits obtenus par  
action de la trypsine pendant  24 heures sur 25. 
/*moLes de lysozyme oxyd6. - -  coloration de 
la r6action ~ la ninhydrine apr~s hydrolyse 
alcaline. - - - -  coloration de la r6action ~ la 
ninhydrine effectu6e directement, exprim6es en 
concentration mM d'6quivalents de leucine. 

de 24 heures, on a fait pr6c6der la solution tampon pH 4.2 et I.O N d'une solution 
pH 4.2 et 0. 5 N. Cependant dans les deux cas, 17 pics ont 6t6 s6par6s 2°. Un dix- 
huiti~me (T018 ou ToAI8 ) est obtenu en 61uant la colonne avec une solution tampon 
de phosphates pH 7 et 0.5 N. Enfin une certaine quantit6 de materiel reste fortement 
adsorb6 sur la r~sine et n'est 61u6e qu'avec NaOH 0.2 N;  cette quantit6 est cinq lois 
moins importante que dans le cas du lysozyme d6natur6 non oxyd6. I1 est int6ressant 
de noter que la prolongation de l 'action de la trypsine de 6 k 24 heures n 'a  permis 
d'isoler aucun nouveau pic; seuls les rendements de certains d'entre eux sont changds. 

Les 18 fractions ont 6t6 6tudi6es par chromatographic et par ionophor~se sur 
papier (Tableau VI): quatre d'entre elles se sont r~v616es 6tre un m~lange de deux 
substances. 

La composition des peptides est donn6e dans le Tableau VII .  En plus des acides 
amin6s libres (leucine, lysine, arginine) et de l 'ammoniac, 12 peptides ont 6t6 obtenus 
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T A B L E A U  VI  

COMPORTEMENT PAR CHROMATOGRAPHIE ET IONOPHOR~SE SUR PAPIER DES PICS ISOL~S APR~S 

HYDROLYSE TRYPSIQUE DU LYSOZYME OXYD]~ 

Peptides RF(A ) m*(pH 6 .5 )  ra*(pI-I S.6) 

T o I  (ToAI) a o.o2 - -0 .  3 
b 0.o6 - -0 .  5 - -o .15 

T02 (ToA2) o.oz - -0 .  3 - - o . I  
T03 (ToA3) a o.o 7 - -0 .  5 o 

b o.71 o o 
T04 (ToA4) o - -o .35  
To5 (ToA5) O.II O 
To6 (ToA6) o - -o .23 +o .18  
T07 (ToAT) pic N H  3 
T08 (ToA8) o.o 5 + I  + I  
To9 (ToA9) o.o6 o +0 .  4 
TolO (ToAIO) 0.03 o + 0 . 6  
T0I I (ToAI I) o.oi  5 - -o .45 o 
T012 (ToAI 2) 0.30 +0.45  +o .5  
ToI3 (ToAI3) 0.03 + 0 .  4 
T0I 4 (ToAI4) a o.o 3 +0 .  7 +0.85 

b o.08 + i  + i  
T015 (ToAI5) a o.o5 + o . 6  +0.65 

b + 0 .  7 
T016 (ToAI 6) 0.04 + o . o  5 + o .  7 
]'017 (ToAI7) o.oi o +0 .  3 
ToI8 (ToAI 8 ) o - -0 .42  - -0 .2  

* m: voir  Tableau I. 

T A B L E A U  V l l  

COMPOSITION QUANTITATIVE ET R E N D E M E N T  DES FRAGMENTS OBTENUS ]PAR 

HYDROLYSE TRYPSIQUE DU LYSOZYME OXYDI~ 

Rds idus  To To To To To To To To To To To To To To 
3 a 3 b 5 6 8 9 z o  r l  12 I 4 a  z4b  I 5 a  z6  17 

Gly 2 I 2 I 

Ala 3 3 
Ser I 2 
CySOsH I I I I 

MetO 2 I I 

Thr  I --2 I --2 

Pro 

Val I 

Leu I I I I I I 
Ileu 2 2 
Phe I 

Tyr  I I 

Try 

Asp 2-3 4 
Glu i i I i 
Lys  i i i i 
Arg I i I I 
His  

Total  8 I 12 2 i 4 9 16 4 I 2 5 13 io 

Rendement  (%) 6 h 35 15 8 35 78 58 17 7 16 io 79 60 19 25 
Rendemen t  (%) 24 h 35 15 IO 26 92 64 30 5 27 IO 86 85 25 25 

I I I 

I I 

I I 

I I I 

2 
2 

3 2 
I 2 
I 

I I 

I 
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avec un rendement suffisant permettant l'6tude de leurs structures. Ces structures 
ont 6t6 6tablies pour 9 d'entre eux. 

Structure des peptides To3a, To6, To9, Toro, Toz2, Toz4b, Toz5a, Toz6, Toz 7 
To3a. L'acide amin6 N-terminal, CySO3H, est d6termin6 par les m6thodes de SANGER 
et d'EDMAN. Par hydrolyse acide partielle, six peptides ont ~t6 obtenus et 6tudi6s 
(peptides I k 6, Tableau VIII). Apr~s action de la carboxypeptidase sur le peptide 
5, il a 6t6 6tabli qu'il se d6tache beaucoup de leucine et un peu moins d'alanine. 
La structure de ce peptide est donc: CySO~H.Glu.Ala.Leu. La substance 4 donne 
naissance, apr~s hydrolyse acide totale, uniquement k de l'alanine. I1 ne s'agit pas 
ici de l'alanine libre (RF = 0.35 dans A) mais de la s6quence Ala.Ala (R~ = 0.43). 

T A B L E A U  V I I I  

PEPTIDES ISOL]~S )k PARTIR D 'UN HYDROLYSAT ACID]~ PARTIt~L D]~ T 0 3 a  

Peptides RF(A ) mt(pH 6 .5 )  Composition Structure 

I 0.03 + 0 . 5  Ala2, (MetO2),Lys (Ala2,MetO2).Lys 
2 0.o 5 + 0 .  4 (MetOz),Lys MetOa.Lys 
3 o. 20 o Ala 2, (MetO~) 
4 o.43 o Ala Ala .Ala  
5 0.25 0.6 Ala ,CySO3H,Leu,Glu  CySO3H.Glu .Ala .Leu 
6 0.05 - - i  .2 CySOsH,Glu  CySO3H.Glu 

* m : vo i r  Tab leau  I. 

Sous r6serve de pr6sence de tryptophane, dont toutefois aucun produit d'oxydation 
n'a pu 6tre caract6ris6, la structure complete de T03a peut facilement 8tre d6duite des 
r6sultats indiqu~s dans le Tableau VIII :  CySO3H.Glu§.Ala.Leu.Ala.Ala.MetO,.Lys. 

To6. L'acide amin6 N-terminal, CySO3H, est d6termin6 par la m6thode de 
GANGER. L'hydrolyse acide totale du DNP-peptide donne, k c6t6 de l'acide DNP- 
cyst6ique, uniquement de l'e-DNP-lysine. La structure de "1"06 est donc: CySO3H.Lys. 

To9. L'acide amin6 N-terminal, Gly, est d6termin6 par la m~thode de SANGER 
et l'acide amin6 C-terminal, Leu, par action de la carboxypeptidase. Par hydrolyse 
acide partielle 4 peptides ont 6t6 isol6s et ~tudi6s (peptides i k 4, Tableau IX). La  
m6thode de r6currence d'EDMAN a permis de constater qu'aucun acide amin6 n'avait 
6chapp6 ~ l'analyse. La structure de "1"o9 est donc: Gly.CySO3H.Arg.Leu. Ce peptide, 
par suite de la place qu'il occupe dans la mol6cule de lysozyme, a fait l'objet d'une 
6tude d6taill6e ~1, ,7. 

T A B L E A U  I X  

PEPTIDES ISOL~S )~ PARTIR D 'UN HYDROLYSAT ACIDE PARTIEL DE To9 

Peptides RF(A) m*(pH 6.5) Composition Structure 

x o.o2 - - o . 8  Gly ,CySOsH Gly.CySO3H 
2 0.02 - - o . I  5 CySOsH,Arg  CySO3H.Arg 
3 o.o8 - - o . I  5 CySO s H ,Le u , Arg  CySOsH.Arg .Leu  
4 o.36 + o . 8  Leu ,Arg  Arg .Leu 

* m : voi r  Tab l eau  I. 

§ I1 n ' a  pas  ~t~ d6termin6 s i c e  r~sidu est  amidd ou non. 
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Tozo. L'acide amin6 N-terminal, CySOsH, est d6termin6 par la m6thode de 
SANGER. Par hydrolyse acide partielle, 7 peptides ont 6t6 s6par6s et 6tudi6s (peptides 
I k 7, Tableau X). Toujours sous r6serve de pr6sence de tryptophane, dont aucun 
produit d'oxydation n'a cependant pu 8tre caract6ris6, la structure de Tolo peut 
facilement ~tre d6duite du Tableau X: CySOsH.Glu~.Ala.Leu.Ala.Ala.MetO,.Lys.Arg. 

ToI2. L'acide amin6 N-terminal, Val, est d6termin6 par la m6thode de SANGER. 
Par hydrolyse acide partielle, 3 peptides ont 6t6 caract6ris6s (peptides I k 3, Tableau XI). 

T A B L E A U  X 

PEPTIDES ISOLI~S X PARTIR D'UN HYDROLYSAT ACIDE PARTIEL DE TolO 

Peptides RF(A ) m*(pH 6 . 5 )  Composition Structure 

i o + 1,2 Lys ,Arg  
2 o + I Ala 2, (MetO2),Lys, Arg 
3 o + 0 .  7 (MetO~),Lys, Arg  M e t O v  (Lys,Arg) 
4 0.20 o Ala 2, (MetO2) 
5 0.43 o Ala Ala .Ala  
6 0.25 ---0.6 A l a , C y S O s H , L e u , G l u  CySO3H.Glu .Ala .Leu 
7 o.05 - - I . 2  CySO3H,Glu CySO3H.Glu 

* m : voi r  Tab leau  I. 

T A B L E A U  X I  

PEPTIDES ISOL~S ~k PARTIR D'UN HYDROLYSAT ACIDE PARTIEL DE T012 

Peptides RF(A ) m "(pH 6.5) Composition Structure 

I o.o 7 Gly ,Arg  Gly .Arg  
2 o. 71 o Gly,Val, Phe  Val. (Gly, Phe) 
3 o.8o o Val, Phe  Va l .Phe  

* m : voi r  Tab leau  I. 

La pr6sence de tryptophane ou d'un de ses produits d'oxydation a 6t6 exclue en 
d6terminant la structure par la m6thode de r6currence d'EDMAN : Val.Phe.Gly.Arg. 

La structure des peptides T014b, T015a, Toi6 et T0I 7 est identique ~t celle des 
peptides T6, T 7, T8 et T 9. 

De m~me, les structures des peptides de la s6rie T o et de la s6rie ToA sont 
identiques. 

DISCUSSION 

Tousles acides amines libres ou peptides isol6s apr~s hydrolyse trypsique du lysozyme 
d~natur~ par la chaleur ont ~t6 retrouv~s parmi les unit~s trypsiques isol~es aprbs 
hydrolyse du lysozyme oxyd~. Parmi ces dernibres, trois sont constitutes par des 
acides amines fibres : la lysine (T 4 ou To8 ) est l'acide amin~ N-terminal de la prot6ine; 
la leucine (TI ou To3b ) est l'acide amin~ C-terminal; enfin l'arginine fibre (T 5 ou 
ToI4a ) doit provenir d'une liaison Lys.Arg. ou Arg.Arg et semble pouvoir ~tre 
localis~e h la suite du peptide To3a (To3a + Toi4a ----- Tolo ). En effet, en ~tablissant 
les structures des peptides T03a et ToIO on s'est apergu qu'eUes sont identiques, ~t 

§ I1 n ' a  pas  ~t6 d~termin6 s i c e  r~sidu est  amid6  ou non.  
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la pr6sence d'un r6sidu d'arginine C-terminal pr~s. Or, il est impossible que ce m~me 
enchainement se retrouve deux lois dans la mol6cule, puisque le lysozyme ne contient 
que deux r6sidus de m6thionine et que le deuxi~me est localis6 dans un autre peptide 
encore k l'6tude. 

Ce peptide ToIO, correspondant k l 'enchainement Cys.Glu.Ala.Leu.Ala.Ala. 
Met.Lys.Arg, est en bon accord avec le tripeptide Ala.Ala.Met ~, mais il est en 
contradiction avec l 'enchalnement Asp.Ala.Met.Lys.Cys.Arg propos6 par  THOMPSO~ 2s. 
D'autres contradictions se pr6sentent entre les r6sultats de cet auteur et ceux du 
pr6sent travail. L'enchalnement Phe.Glu.Ser.Phe.Asp n'est pas compatible avec 
l 'enchalnement Lys.Phe.Glu.Gly ~ et l 'enchatnement Thr.Pro.Gly.Ser.Arg (T 7 ou 
ToI5a ) n'est pas compatible non plus avec l 'enchalnement Val.Thr.Pro.Gly.Ala 2s. 
Pour expliquer partiellement les contradictions qui viennent d'etre signal6es, on 
peut remarquer que les peptides 6tudi6s ici ont 6t6 obtenus par voie enzymatique, 
alors que THOMPSON a obtenu, apr~s hydrolyse acide partielle, un m61ange complexe 
de di- et tripeptides dont la position k l'int6rieur de la mol6cule est tr~s difficile ~t 
fixer avec certitude. 

Le lysozyme ne contient que trois r6sidus de tyrosine. Or deux d'entre eux sont 
situ6s dans le peptide T8 (ou Toi6 ) ; il en r6sulte que T05 n'est qu'une pattie de T011 : 
il ne contient aucun acide amin6 basique et son acide amin6 C-terminal, Ileu, a 6t6 
d6termin6 par action de la carboxypeptidase: sa production correspond donc k une 
coupure aberrante, peut-~tre due k la pr6sence d'un enzyme prot6olytique 6tranger 
dans l'6chantillon de trypsine utilis6. Son rendement est toutefois faible. 

L'enchalnement N-terminal de la prot6ine: Lys.Val.Phe.Gly.Arg 29 est constitu6, 
comme il 6tait k pr6voir par les deux unit6s trypsiques: Lys (T 4 ou To8 ) et Val.Phe. 
Gly.Arg. ('1"012). 

Enfin l 'enchalnement C-terminal est constitu6 par l'unit6 "1"09: Gly.Cys.Arg.Leu, 
et non par l 'enchainement donn6 par OHNO 3°. Parmi les nombreux arguments qui le 
d6montrent et qui ont d*jk 6t6 expos6s ~1, 2~, on peut rappeler: (a) la leucine C-terminale 
dans le lysozyme est imm6diatement pr6c6d6e d'un r6sidu d'acide amin6 basique, 
6tant donn6 la sp6cificit6 de la trypsine. (b) Le peptide "1"o9 obtenu avec un rendement 
de 60% est le seul peptide qui poss~de la leucine comme acide amin6 C-terminal, 
cette leucine 6rant imm~diatement pr6c6d6e par l'arginine. (c) L'action de la 
carboxypeptidase sur le DNP-lysozyme conduit, apr~s un temps sufflsamment long, 
k la lib6ration d'une quantit6 faible mais nette d'arginine, alors que la leucine terminale 
a d6jk ~t~ d~tach~e. 

La pr6sence d 'un r6sidu d'arginine pr6c6dant la leucine C-terminale a 6t6 con- 
firm6e r6cemment par THOMPSON 31. 

Les peptides obtenus par hydrolyse trypsique du lysozyme et 6tudi6s dans ce 
travail ne rendent pas compte de l'ensemble des r6sidus d'acides amin6s de la prot6ine. 
D'une part  la structure de certaines unit6s trypsiques n 'a  pas encore 6t6 d6termin6e 
et d 'autre part  les fragments qui contiennent 7 des 8 r6sidus de t ryptophane manquent  
encore. I1 est int6ressant k ce sujet de noter qu'il a 6t6 possible d'isoler sur papier, 
apr~s action de la trypsine sur le lysozyme non oxyd6, un peptide dont la 
structure est: Val.Ala.Try.Arg. Ce peptide ne se retrouve pas apr~s chromatographie 
de l 'hydrolysat trypsique sur Dowex-5o X 2; comme probablement les autres peptides 
renfermant le t ryptophane (ou ses produits d'oxydation), il reste fortement adsorb6 
sur la r6sine et ne pourrait ~tre 61u6 qu'en milieu alcalin. 
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Remarques sur la sp~cificit~ de la trypsine 

L'action de la trypsine a permis d'isoler un certain hombre de peptides dont la struc- 
ture a pu ~tre d6termin6e; en outre, l'6tude de cette action a permis de pr6ciser 
certaines particularit6s concernant la sp6cificit6 de l'enzyme. T o u s l e s  peptides 
obtenus avec un fort rendement pr6sentent un acide amin6 basique (lysine ou arginine) 
comme acide amin6 C-terminal, ~ l'exception du peptide T09. n convient ici de 
souligner les diff6rences dans les rendements de leucine libre (leucine C-terminale) 
provenant de ce peptide; le rendement obtenu apr~s hydrolyse du lysozyme sim- 
plement d6natur~ est de 50%; ce rendement tombe ~ 15% dans le cas du lysozyme 
oxyd6. Ce fait peut ~tre expliqu6 par la presence, ~ c6t6 de l'arginine, du groupement 
sulfonique du r6sidu d'acide cyst6ique qui par sa forte acidit6 doit inhiber l'action 
de la trypsine. De m~me, on peut sans doute attribuer ~ l'acidit6 du groupement 
carboxylique de l'acide glutamique la r6sistance ~ la trypsine de la liaison Lys.Glu 
dans l'enchalnement du peptide T08 (ou T016 ) ; cette m~me r6sistance vis-&-vis de la 
trypsine de la liaison Lys.Glu a 6t6 signal6e dans la ribonucl6ase 9. n e s t  6galement 
int6ressant de noter que l'enchainement Arg.His.Lys 24 a 6t6 scind6 par la trypsine 
uniquement entre Arg et His. On pourrait toutefois penser que si le r6sidu de lysine 
dont il s'agit ici n'avait pas 6t6 engag6 dans la liaison Lys.Glu difficile k rompre, une 
certaine quantit6 du peptide His.Lys eut 6t6 trouv6e. En tout cas, on n 'a pas d6cel6 la 
presence de histidine libre. Le peptide Toio contient deux r6sidus basiques, l'enchalne- 
ment C-terminal 6rant Lys.Arg. Au cours de l'6tude de la structure de I'ACTH s2 il a 6t6 
6galement constat6 que la trypsine a quelque difficult6 ~ couper les liaisons peptidiques 
impliquant les groupements carboxyliques de la lysine ou de l'arginine, si ces deux 
acides amin6s sont suivis d 'un autre acide amin6 basique. 

Enfin on peut noter qu'aucune r6action de transpeptidation ne semble avoir 
eu lieu au cours de l'hydrolyse trypsique telle qu'elle a 6t6 d6crite, bien que ces 
r6actions soient ~ craindre dans toute exp6rience faisant appel aux enzymes prot6o- 
lytiques. D'une part, presque tous les peptides sont obtenus avec un rendement 
d'au moins lO%; il semble peu probable qu'un peptide r6sultant d'une r6action de 
transpeptidation soit obtenu avec un tel rendement; de plus si l'on prolonge l'hydrolyse 
trypsique jusqu'~ 24 heures, on retrouve les m~mes produits, et les m~mes seulement, 
que dans le cas d'une hydrolyse de 6 heures. D'autre part, une transpeptidation par 
la trypsine conduirait tr~s probablement & la formation de peptides ayant plus d'un 
r6sidu d'acide amin6 basique par mol6cule. Or parmi le grand nombre de peptides 
~tudi~s, deux seulement contiennent deux acides amin6s basiques. Les deux fois, 
il s'agit de liaisons que la trypsine hydrolyse difficilement non seulement dans le cas 
du lysozyme, mais aussi dans le cas d'autres prot~ines. I1 semble donc improbable 
qu'elles puissant ~tre facilement synth6tis6es par action de l'enzyme. 

Rt~SUMt~ 

L'hydrolysat trypsique du lysozyme de blanc d'oeuf de poule d6natur6 par la chaleur a 6t~ 
fractionn6 en 9 pics sur une colonne de Dowex-5o × 2. Chaque pic est dessalifi6, purifi6 et analys6. 
A c6t6 de trois acides amin6s libres (leucine, lysine et arginine), quatre peptides ont 6t6 obtenus 
avec un fort rendement et leur structure chimique a 6t~ d6terminde. 

L'hydrolysat trypsique du lysozyme oxyd6 par l'acide performique a ~t6 fractionn~ en 18 pics 
La structure chimique de neuf peptides ainsi caract6ris6s a ~t~ 6tablie, l'enchainement C-terminal 
en faisant partie. 

La sp6cificit6 de la trypsine dans le cas du lysozyme est discut6e ~ la lumi~re de ces r6sultats. 
Bibliographie p. 3xo. 
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S U M M A R Y  

T h e  t r yp t i c  h y d r o l y s a t e  of egg-whi te  l y sozyme  d e n a t u r e d  by  h e a t i n g  h a s  been  f rac t iona ted  
in to  n ine  un i t s  on a Dowex-5o  X 2 co lumn.  E a c h  un i t  h a s  been  desal ted,  purif ied a n d  ana lysed .  
Along  w i th  t h r ee  free a m i n o  acids  (leucine, lysine a n d  arginine),  four  pep t ides  h a v e  been  ob ta ined  
in a h i g h  yield a n d  the i r  chemica l  s t r uc t u r e  h a s  been'  es tabl ished.  

The  t r yp t i c  h y d r o l y s a t e  of l y sozyme  oxidized b y  per formic  acid h a s  been  f rac t iona ted  
in to  18 uni ts .  The  chemica l  s t r uc t u r e  of n ine  of t hese  pept ides ,  one of t h e m  con t a in ing  t he  
C- t e rmina l  cha in  of t h e  original  prote in ,  h a s  been es tabl ished.  

The  specif ici ty of t ryps in ,  in t he  case of lysozyme,  is d iscussed .  
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