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S T R U C T U R E  D U  LYSOZYME D ' O E U F  D E  P O U L E  

II. ETUDE DE QUELQUES PEPTIDES DE L'HYDROLYSAT P EP S IQ U E 

P. JOLLieS, J. JOLLt~S-THAUREAUX ET C. FROMAGEOT 

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

'Continuant nos recherches sur la structure chimique du lysozyme de blanc d'oeuf de 
poule 1, 2, 3, nous avons soumis cette prot6ine k l'action de la pepsine. 

Conditions d'hydrolyse 

Le lysozyme provenant des laboratoires Armour de Chicago (lot No. 381-187) est 
laiss6 en contact avec la pepsine Worthington pendant 24 heures k 37°C dans une 
solution tampon de citrates de pH 2.2 et 0.2 N. (Concentration en prot6ine: I%;  
rapport enzyme/substrat: I/IOO.) L'action enzymatique est stopp6e en ajustant le pH 

7 avec NaOH o.2N. L'6volution en fonction du temps de l'hydrolyse pepsique 
montre que l'action de l 'enzyme est ~ peu pros complete au bout de 6 heures, mais 
apr~s trois heures d6jk, une paTtie aliquote de l 'hydrolysat ne lyse plus une suspension 
de Micrococcus lysodeikticus ~. 

S~paration des peptides 

La s6paration des peptides (on acides amin6s) est faite par chromatographie sur 
colonne de r6sine Dowex-5oX2 suivant la m6thode de HIRS, STEIN ET MOORE 5. La 
Fig. I rend compte des diff6rents constituants de l 'hydrolysat: 17 pics (PAl k PAI7) 
ont 6t6 rep~r6s par un dosage ~t la ninhydrine avant et apr~s hydrolyse alcaline. Une 
dix-huiti~me fraction est obtenue par 61ution de la r6sine en milieu alcalin (PAI8). Les 
pics sont dessalifi~s et les peptides sont analys6s apr~s purification, comme cela a ~t6 
d6crit loTs de l'6tude de l 'hydrolysat trypsique 1. Le comportement et la composition 
des peptides sont indiqu6s dans le Tableau I. On n'a pas tenu compte de ceux obtenus. 
avec un rendement inf~rieur ~ 3 %. 

Structure de fuelques peptides 

Les structures de ces peptides ont 6t6 obtenues en d6terminant les acides amin6~ 
N-terminaux par la m6thode de SAlqGER 6 et les acides amin6s C-terminaux par action 
de la carboxypeptidase: 

PA 5 : Leu. Set. Ser 
PA6: Val. Glu(NH2).Ala; (l'acide glutamique est amid6, la mobilit6 du peptide 6rant nulle 

pH 6.5.) 
PA7a: Ileu. Thr, Ala 
PAI2 : Gly. Ileu. Leu 
PAI6b: Gly.Tyr.  Ileu-Leu; (par action de la carboxypeptidase, la leucine se d6tache plus 

rapidement que l'isoleucine) 
PAl 7 : Ala. Lys. Phe 
PAI8c : Tyr. Arg. Gly 
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F ig .  I .  S 6 p a r a t i o n  des  p r o d u i t s  o b t e n u s  p a r  a c t i o n  de  la  p e p s i n e  su r  20 / , m o l e s  de  l y s o z y m e .  
- - C o l o r a t i o n  n i n h y d r i n e  ap r~s  h y d r o l y s e  a l ca l ine .  - - - -  c o l o r a t i o n  n i n h y d r i n e  d i r e c t e  e x p r i m 6 e  

en  conc.  m M  d ' 6 q u i v . - l e u c i n e .  

T A B L E A U  I 

COMPORTEMENT PAR CHROMATOGRAPHIE ET IONOPHORI~SE SUR PAPIER, RENDEMENT ET 
COMPOSITION DES PICS ISOL~S APRILS HYDROLYSE PEPSIQUE DU LYSOZYME 

Peptides RF(A)t m* (pH 6.5) m* (pH 3.6) r (%) Composition 

P A  I a  0.05 - - 0 . 4 5  15 Ser2 ,ASpl  
b o.16 IO A l a l , S e r  1 , I l e u l , A S P l , T h r  1 

P A  2 o.05 - - 0 . 4 5  15 S e r l , A S p l , G l U l  
P A  3 0.20 0. 4 18 S e r l _ z , L e u l , A S p l  
P A  4 o.71 o o 62 L e u  l i b r e  
P A  5 0.36 o i I S e r v L e u  1 
P A  6 o.31 o + o.15 52 A l a l , V a l l , G l u l  
P A  7 a o.55 o 2o A l a l , T h r l , I l e u  1 

b o.63 o 5 A l a , L e u , I l e u  
P A  8a  o 31 Gly ,  A la ,Se r ,Thr ,  A s p , G l u , A r g  

b 0.63 o 3 P h e  l i b r e  
P A  9 o 3 Arg ,  e tc .  
P A I o a  o - - o . 1 5  o 2 5 Glyl ,Alal ,Serl ,Thrz ,Aspz-z ,Glul ,Argl  

b 0.o5 
c o .16 - - o . 4 6  o 2 5 Se r ,Phe ,  A s p , G l u  

P A I i  o o + o.o 7 22 G l y  1 ,A lax ,Se r l ,Th r2 ,Ty rx ,Aspz ,G lu l ,Argx  
P A I 2  0.75 25 G l y l , L e U l , I l e u l  
P A I  3 o 8 Arg,  e tc .  
P A I  4 0.43 17 G l y l , S e r l , L e u  1 ,Tyr l ,  ASPl 
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PAISa 0.27 25 Glyt,Ser t,LeUl,Tyrl,ASpz 
b o.5o o 15 Try libre 

PA 16a o. 71 Ala,Val, Leu, Ileu 
b 0.80 45 Glyl,Leut,Ileut,Tyrl 

PAI 7 o.16 + o.9 87 Alal,Phet,Lys 1 
PAl 8a o + 0.2 Gly, Ala, Leu, Asp, Glu, Arg, His, Lys 

b 0.0 5 
c o. 18 + o.5 Glyl,Tyrl, Argl 

* m = mobilit6 du peptide calcuMe par rapport ~t celle de l'arginine 6gale A e = + I ou par 
rapport ~ celle de l'acide cyst6ique 6gale ~ - -  i. m = o pour le glucose. 

Tro i s  de  ces p e p t i d e s  a v a i e n t  d6j~ 6t6 caract6r is6s  en  s u i v a n t  un  a u t r e  m o d e  de  
pur i f i ca t ionL 

L ' a c t i o n  de  la  peps ine  sur  le l y s o z y m e  d o n n e  na i ssance  k t ro is  ac ides  amin6s  l ibres :  

l euc ine  (PA4),  p h 6 n y l a l a n i n e  (PA7b)  et  t r y p t o p h a n e  (PAI5b ) .  

Les  ac ides  amin6s  N-  et  C - t e r m i n a u x  des  q u a t r e  pep t i de s  s u i v a n t s  on t  6t6 d6ter -  

min6s  : 

PAioa:  Asp. (Glyl, Alal, Sert, Thr~, Asp2_s, Glut, Argt) • Asp 
PAl I : Asp. (Glyl, Alax, Serl, Thr v Asp2_ v GlUl, Argl). Tyr 
PAI 4 : Tyr. (Glyl, Set1, LeUl). Asp 
PAIsa  : Tyr. (Glyl, Ser I, Leul) • Asp. Asp (NH~) 

Enf in  l ' e n c h a l n e m e n t . .  A r g . H i s . L y s . .  fa i t  p a t t i e  du  p e p t i d e  P A I 8 a ,  d o n t  l ' a c ide  
amin6  N - t e r m i n a l  est  l ' a lan ine .  

Le  T a b l e a u  I I  r6sume les conna issances  ac tue l les  sur  la  s t r u c t u r e  c h i m i q u e  du  

l y s o z y m e  tel les  qu ' e l l es  se d6gagen t  de  no t r e  pr6c6dent  t ravai l1,  8 compl6 t6  p a r  les 

r6su l ta t s  r appor t6 s  ici. 

TABLEAU II  

C O N N A I S S A N C E S  A C T U E L L E S  S U R  L A  S T R U C T U R E  C H I M I Q U E  D U  L Y S O Z Y M E  

H. Lys. Val. Phe. Gly. Arg. 
[. Arg. His. Lys. Glu *. Asp*. Ala. Tyr. Gly. Ser. Leu. Asp. Asp(NH2) • Tyr. Arg. Gly. ], [. Ala. Lys. 
Phe. Glu*. Ser- Phe. Asp. Glu*. Ala.Thr.  Asp*. Arg. ], [. C#s. Glu*. Ala. Leu. Ala. Ala. Met. Lys. 
Arg. ], [. Thr. Pro. Gly. Ser. Arg.],  [.Val. Ala. Try. Arg. ], [.Val. Glu(NHz). Ala. ], [. Ileu.Thr- 
Ala.],  [.Gly. Ileu. Leu.],  ~-Asp*.Ala.Try.] ,  [ .Leu. Pro.],  ~.Asp(NHl).Arg.] ,  [ .C#s-Lys.],  
[. Arg. Gly. Tyr. Ileu. Leu. (Gly, Ser v Thr, Ileu, Asp*4, Glu *). Arg. ], 

• Gly- C#s. Arg. Leu. OH 

* I1 n'a pas 6t6 d6termin6 si ces r6sidus sont amid6s ou non. 

REMERCIMENT 

N o u s  s o m m e s  h e u r e u x  de  r e m e r c i e r  MARYVONNE BOURDAIN et  CLAUDE GUTTON, d o n t  
la  co l l abo ra t i on  t e c h n i q u e  a 6t6 pr6cieuse.  

RI~SUMI~ 

Divers peptides r4sultant de l 'hydrolyse du lysozyme d'oeuf de poule par la pepsine ont 6t6 s6par6s 
et isol6s ~ l '6tat pur. La structure de quelques-uns d'entre eux a 6t6 4tablie. Les r6sultats obtenus 
permettent d'6tendre nos connaissances sur la structure chimique du lysozyme et d'en donner la 
constitution partielle suivante: 

H.  Lys-Val- Phe. Gly,. Arg~ 
[. Arg. His. Lys. Glu • Asp • Ala. Tyr- Gly- Set. Leu. Asp. Asp(NH2) • Tyr. Arg. Gly. ], 
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[. Ala.  Lys" Phe .  Glu *. Ser. Phe .  Asp.  Glu *. Ala. Thr .  Asp*.  Arg. ], [. Cys. Glu*. Ala. Leu- Ala. Ala.  
I 

S 
Met .  Lys .  Arg.  ], [ .Thr .  Pro .  Gly.  Set.  Arg.  ], [ .Val .  A la .T ry .  Arg.  ], [. Asp*.  Ala .Try .  1, [" Ileu. 
Thr .  Ala.  ], [ .Val .  Glu(NH2). Ala.  1, [" Asp(NH2)" Arg. ], [. Leu.  Pro .  ], [" Cys. Lys .  ], [. Arg.  Gly- 
Tyr .  Ileu- Leu.  (Gly, Ser 2, Thr, Ileu, Asp4 *, Glu *). Arg.  ], [. Gly. I leu.  Leu.  ], 

• Gly. Cys. Arg.  Leu.  OH.  
I 

S 

* I1 n ' a  pas 6t6 d6termin6 si ces r6sidus sont  amid6s ou non. 

S U M M A R Y  

Various pept ides ,  resul t ing f rom the  hydrolys is  of hen ' s  egg lysozyme by  pepsin have  been separa ted  
and isolated in a pure  s ta te .  The s t ruc ture  of some of t h e m  has  been established. The results  allow 
us to ex tend  our  knowledge concerning the  chemical  s t ruc ture  of lysozyme and to  assign the  
following par t ia l  s t ruc tu re  to  it : 

H .  Lys-Val -  Phe .  Gly,. Arg..  
[. Arg.  His .  Lys .  Glu • Asp • Ala. Tyr .  Gly" Set .  Leu- Asp- Asp(NH2) • Tyr .  Arg.  Gly.  ], 

[. Ala.  Lys .  Phe .  Glu *. Ser.  Phe .  Asp.  Glu *. Ala.  Thr-  Asp *. Arg.  ], [. Cys. Glu *. Ala. Leu.  Ala.  Ala.  
d 
S 

Met.  Lys-  Arg-] ,  [ .Thr .  P ro .  Gly.  Ser. Arg- ] ,  [. Val.  Ala. Try.  Arg . ] ,  [" Asp*.  Ala .Try .  ], [. Ileu. 
Thr .  Ala-] ,  [ .Val .  Glu(NH2) 'Ala '  ], [ 'Asp (NH2) 'Arg"  ], [ .Leu .  P ro . ] ,  [ .Cys .  Lys - ] ,  [ .Arg .  Gly- 
Tyr-  Ileu- Leu.  (GIy, Set  2, Thr, Ileu, Asp4 *, Glu *). Arg.  ], [. Gly. I leu.  Leu.  ], 

• Gly.  Cys. Arg.  Leu.  O H .  
I 
S 

I t  has  no t  been  de te rmined  whe the r  or no t  these  residues conta in  an amido group. 
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~2TUDE DE LA FLOCULATION SPONTAN~:E DES FORMES R 

DE CERTAINES ENTEROBACT]~RIACI~ES* 

J.  D I R K X ,  J. B E U M E R  ET M. P.  B E U M E R - J O C H M A N S  

Institut Pasteur de Bruxelles (Belgique) 

INTRODUCTION 

Darts un travail r6centl, ~, nous avons 6tudi6 la fixation du phage H-SHPB(Ca) sur 
diff~rents germes sensibles, dans diff6rentes conditions ioniques et nous avons montr6 

* Dans  ce t ravai l ,  nous avons  utilis6 la terminologie  g6n6ralement en usage dans  la science des 
collofdes, p lu tS t  que celle de la bact~riologie. C 'es t  ainsi  que nous appelons  floculation les ph6no- 
m~nes d6sign6s en bactdriologie sous les noms  d 'agglut inat ion,  agglom6ration,  etc. 

Bibliographie p. 453. 


