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Structure chimique de la moiti~ N-terminale du lysozyme 
deblanc d'oeuf de poule 

Au cours de l'~tude de la structure chimique du lysozyme de blanc d'oeuf de poule, 
le pentapeptide N-terminal d6jk connuZ: H-Lys-Val-Phe-Gly-Arg a pu ~tre int6gr6 
dans une s6quence contenant soixante des quelques I3O acides amin6s de la prot6ine. 
Huit  peptides obtenus par hydrolyse trypsique ("unit6s t ryps iques")du  lysozyme 
r6duit par l'acide thioglycolique puis trait6 par l'acide iodac6tique 2 se sont en effet 
trouv6s plac6s dans cet enchalnement N-terminal compte tenu des r6sultats acquis 
dans l'6tude des peptides form6s au cours de l 'hydrolyse chymotrypsique ("unit6s 
chymotrypsiques") et contenant des r~sidus d'acides amin6s basiques. 

Sur les 8 unit6s trypsiques, 7 avaient d6jk 6t6 d~crites pr6c6demmentL 3: 

T I: Lys libre 
T 2: Arg libre 
T 3 : Val-Phe-Gly-Arg 
T 4: His-Gly-Leu-Asp-Asp (N H 2)-Tyr-Arg 
T 5 : Cys-Glu- Leu-.Ala-Ala-Ala-Met-Lys 
T 6: Phe-Glu-Ser-Asp(NH,)-Phe-Asp(NH2)-Glu(NH,)-Ala-Thr-Thr-  

Asp(NH,)-Arg 
T 7: Asp-(Gly, Ser,Thr,Thr,Asp)-Asp-Tyr-Gly-Ileu-Leu-(Glu,Ileu,Asp,Ser)-Arg 
La structure de la huiti~me unit~: 
T 8: Gly-Tyr-(Gly,Ser,Leu)-Asp(NH,)-Try-Val-Cys-Ala-Ala-Lys 

n'a 6t6 6tablie que r6cemment 4. On sait de plus que T 2 s'enchalne k T 5 car il a 6t6 
possible d'isoler dans l 'hydrolysat trypsique le peptide: Cys-Glu-Leu-Ala-Ala-Ala- 
Met-Lys-Arg. 

Quelques unit6s chymotrypsiques du lysozyme avaient d6jk 6t6 6tudi~es en 
partant de la prot6ine d6natur6e par la chaleur ~. Cependant parmi ces peptides aucun 
ne pouvait contenir de demi-r6sidu de cystine. Cette 6tude a 6t6 reprise en soumettant 
le lysozyme r6duit par l'acide thioglycolique et trait6 par l'acide iodac6tique 3 ~ l'action 
de la chymotrypsine (pH 7.5; 3 h; 37°; rapport enzyme/substrat : i/5o; concentration 
en prot6ine: 1%). On sait qu'apr~s r6duction chaque r6sidu de cystine est transform6 
en deux r6sidus de S-carboxym6thylcyst6ine2,3; tous les autres acides amin6s et 
m~me le tryptophane restent inchang6s, k l 'exception de la m~thionine6: des peptides 
contenant k la lois des r6sidus de cystine et de tryptophane pouvaient ainsi 6tre isol6s; 
c 'est en effet la pr6sence de ces deux acides amin6s qui rend si difficile l'6tude du 
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lysozyme et la diff6rencie de celles de l'insuline, de la ribonucl6ase et de la prot6ine 
du virus de la mosaique du tabac. Les unit6s chymotrypsiques ont 6t~ s6par6es par 
chromatographie sur colonne de r6sine Dowex 5oX2 (IOO × 4 cm en partant  de 50o mg 
de lysozyme): 24 pics ont 6t6 rep6r6s grace ~ un dosage ~ la ninhydrine. Comme 
c~rtains contenaient plusieurs peptides leur purification a 6t6 achev6e par chromato- 
graphie ou ionophor6se sur papier apr6s dessalification. Parmi les nombreux peptides 
isol6s figurent seuls ici ceux qui ont permis de r6unir les unit6s T I ~. T 8. (R~ dans le 
solvant: n-butanol-acide formique-eau (75, 15, io, v/v/v); mobilit6 m par rapport k 
celle de l'arginine ~- + I e t  de l'acide cyst6ique = - - I ,  k pH 6.5): 

C I: Lys-Val-Phe (pic 20; m-~  +o .4 ;  R~, 0.35 ) 
C 2: Gly-Arg-Cys-Glu-Leu (pic 16; m = --o.25 R~, o.12) 
C 3 : Ala-Ala-Ala-Met-Lys-Arg-His-Gly-Leu-Asp-Asp(NH,)-Tyr  (pic 24; 

m = + 0.30; R~, o) 
C 4: Arg-Gly-Tyr (pic 21; m = +0 .5 ;  R~, 0.20) 
C 5: Val-Cys-Ala-Ala-Lys-Phe (pic 17; m ~ o; R~, 0.27) 
C 6: Arg-Asp-(Gly,Ser,Thr,Thr,Asp).-Asp-Tyr (pic 16; m------o.23;  R~, o) 

C I r6unit T I e t  T 3 ; C 2 r6unit T 3 et T 5 ; C 3 r6unit T 5, T 2 et T 4; C 4 r6unit 
T 4 et T 8; C 5 r6unit T 8 et T 6. Enfin T 6 et T 7 avaient d6j~ 6t6 r6unis ~ grace k un 
peptide obtenu par hydrolyse pepsique du lysozyme et aussi grace k C 6. Ainsi les 
unit6s T I k T 8 constituent, une fois r6unies, l 'enchalnement N-terminal du lysozyme 
et correspondent k la moiti6 environ de sa mol6cule. Dans la formule ci-dessous, les 
flbches indiquent les liaisons scind6es par la chymotrypsine; son action s'est exerc6e 
sp6cifiquement au niveau des groupements carboxyliques des r6sidus des acides amin6s 
aromatiques et de la leucine, avec une seule exception au niveau d'un r6sidu 
d'asparagine. 
H-Lys-Val -Phe±Gly-Arg-Cys-Glu-  Leu~ Ala-Ala-Ala-Met-Lys-Arg-His-Gly-Leu± 
Asp-Asp(NH~)-Tyr±Arg-Gly-Tyr- +-(Gly,Ser,Leu)-Asp(NH,)-Try±Val-Cys-Ala-Ala- 
Lys-Phe±Glu-Ser-Asp(NH ~)-Phe-+ Asp(N H,) -Glu(NH , ) -Ala-Thr-Thr-Asp (NH,)± 
Arg-Asp *-(Gly,Ser,Thr,Thr,Asp *)-Asp-Tyr±Gly-Ileu-Leu±(Glu ~ ,Ileu,Asp* ,Ser)-Arg... 

Notons enfin que dans la moitifi C-terminale du lysozyme l'encha~_nement 
contenant 34 acides amin6s ~ d6j~ caract6ris6 vient d'6tre prolo.ng~ : une Iormule pro- 
visoire du lysozyme a pu ainsi ~tre propos~eL 
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* I1 n ' a  pas  6t6 d6 te rmin6  s i c e s  r6sidus son t  amid6s  ou non.  
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