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S U M M A R Y  

Comparative action of three lysozymes of different origin on two glycopeptidic substrates 
isolated from Micrococcus lysodeikticus 

Two soluble purified glycopeptidic substrates  of lysozyme were isolated and analyzed. 
Hen's  egg-white lysozyme, duck 's  egg-white lysozyme and human  milk lysozyme 
hydrolyze these substrates" tlfis fact seems to confirm tha t  the three lysozymes which 
are analogous but not identical substances are fl-glucosaminidases (N-acetylmuramide 
glycanohydrolases). Their kinetics of action are, however, different. Duck 's  egg-white 
lysozyme is the most active one: chromatographic  experiments  and amino acid 
analyses lmve shown tha t  this last enzyme has a higher content  of basic amino acids 
than the others. These basic amino acids seem to play an impor tan t  role in the 
biological act ivi ty  of lvsozymes. 

INTRODUCTION 

I1 est actuellement admis que le lysozyme de blanc d'oeuf de poule est une glucos- 
aminidase ou N-ac~tylmuramide g lycanohydro!~e ,  scindant la liaison fl (t ~ 4) entre 
i 'acide N-ac~tylmuramique et la N-ac~tylglucosamine 1-~. R~cemment,  COLOBERT 
ET DmHEIMER 4 ont 6.tudi~ la cin~tique d 'hydrolyse par  le lysozyme de blanc d'ceuf de 
poule d 'un substrat  soluble hau tement  purifi6 qu'ils ont pr~par6 b, part i r  de Micro- 
coccus lysodeikticus. Or. un grand nombre de lysozymes avaient  ~t~ isol~s ~ part i r  
d 'organes ou de liquides d'origines diverses et certains d 'entre  eux avaient  ~t~ pr~- 
par~s $ l '~tat chromatographiquement  pur  '~. Tous ces lysozymes ont en commun 
les propri~t~s suivantes:  ce s~,nt des prot~ines basiques, stables en milieu acide m6me 

temperature  6louvre pendant  un temps tr6s court, labiles en milieu alcalin, lysant des 
suspensions de M. lysodeikticus. Par  contre, leur composition quant i ta t ive  en acides 
amines varie d 'un  lysozyme ~ l 'autre,  ce qui dolt entratper des differences darts 1cur 
structureS, 6. Le but  du present tra.vail ~tait de montrer  que malgr6 ces diff6rences, 
des lysozymes d'origine diff6rente, ont un comportement  comparable non seulement 
vis-$-vis d 'une  suspension de bact6ries, mais aussi vis-~t-vis d 'un  substrat  hau tement  
purifi6, et que tous ces enz)nnaes peuvent  6tre class6s parmi les fl-glucosaminidases. 
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P o u r  c e t t e  6 t u d e  c o m p a r 6 e ,  on  a chois i  & c,6t~ d ~  l~-~)zwme de  b l anc  d ' ceu f  de p o u t e .  
un  l y s o z y m e  d ' o r i g i n e  t r~s  vo i s ine :  ]e 13v_~.~-me d e  b t a n c  d ' eeu f  de  c a n e  ~ e t  un  
ly sozy 'me  d ' o r i g i ne  t r~s  d i f f~rente ,  le lx-sozx-r~e de  ~ d e  f e m m e  ~. 

MAT~RL~xUX ~ ~ETHOErES 
Les lysozymes 

Le l y s o z y m e  de  b l a n c  d 'oeuf  de  p o ~  pro~-~en~ de  Ia Maison  A r m o u r ,  K a n k a k e e ,  
Ill. (U.S .A.) .  Le  lysoz37ne  de b l a n c  d '~u f f  d e  c a n e  a 6 t6  p r 6 p a r 6  & I ' 6 t a t  c h r o m a t o -  
g r a p h i q u e m e n t  p u t  p a r  p a s s a g e  su r  Ax~erFate CG-5o  p a r  JOLLP.S ET SVOTORYO r. 
L a  p r 6 p a r a t i o n  d u  I y s o z y m e  de  lair  de  f e r n ~ e  a 616 d&-r i te  p a r  JOLLf-:.~ ET JOLL'L-'S ~. 

Dosage de l'activitd enzvmatique 

L a  r 6 a c t i o n  e n z 3 a n a t i q u e  a ~t6 suixSe ~ Fa~gmex~ta t ion  d u  p o u v o i r  r~ 'duc teur .  
Celui-ci  a 6t6 dos6 p a r  la m 6 t h o d e  de SO~t~GY#_ a m l  de  m61ange r d a c t i o n n e l  c o n t i e n t  
7 m g  de  s u b s t r a t  d u n s  0. 5 ml  d ' e a u ,  0 2 5  roll d"~me s~Iu t ion  t a m p o n  de p h o s p h a t e s  
0.9. M (pH 5.8) et  0.25 m l  de  s o l u t i o n  d e  ly_~o _zyme d u n s  l ' e a u  ~t la c o n c e n t r a t i o n  de 
48 /zg a z o t e / m l .  L a  c o n c e n t r a t i o n  f inale  e n  N a a  e s t  de  o .o66 3I (ou de o . I 2  3I). 
L ' h y d r o l y s e  es t  su iv ie  ~ 37 ~ en  pr~lexmaat d~s 6 c h a n t ~ o n s  d e  o.z  ou  0.3 mI ~ des  in- 
s t a n t s  d * t e r m i n 6 s .  Le p H  chois i  (5.8) c o r r e s p ~ m t  a u  p H  o p t i m u m  d u  I y s o z y m e  de 
b l a n c  d ' ceu f  de  pou le ,  d u  I y s o z y m e  de  ~Lg.it d e  ffemme e t  d u  l y s o z y m e  de r a t e  de  ch ien .  

Prdparation du substrat 

Le  s u b s t r a t a  6t6 p r 6 p a r 6  ~ p a r t i r  d e  . llicr~e~¢us lysodeikticus s u i v a n t  COLOBERT ~. 
Les  ac ides  a m i n e s  o n t  6t~ dos6s  av<~c am A ~ t c n m a l v s e t t r  T e c h n i c o n  s u i v a n t  la 

= 

m 6 t h o d e  de  P l E z  ET MORRIS a°. 
Les  g luc ides  o n t  6t6 dos6s  p a r  la  m ~ l h e d e  d e  ~H~'LTZE n apr~s  u n e  h y d r o l y s e  

de  2 h ~t xxo ° a v e c  x N HC1. 
Les  suc re s  a m i n 6 s  o n t  ~t6 dos6s  g l o b c d e m e n t  p a r  Ia m ~ t h o d e  de MORGA.~ ET 

ELSON modif i~e  p a r  RXMIXGTO.~ ~ ap r~s  u n e  h vdroi~-~e de  4 h ~t 11o% avec  2 N HCI.  
P o u r  s 6 p a r e r  q u a n t i t a t i v e m e n t  les d i v e r s  _--neres ~mi~6s ,  I ' h y d r o l y s a t  a 6t6 s o u m i s  
h u n e  c h r o r n a t o g r a p h i e  s u r  co lo rme  d ' ? L m b e r ~ t e  C G - x z o  de 2o :-: I cm.  L '61u t ion  e~t 
d ' a b o r d  e f fec tu6e  p a r  f r a c t i o n s  de  I ni l ,  a v e c  o .2  N HCI.  L a  g l u c o s a m i n e  es t  6Iu~e 
e n t r e  le 80~me  e t  le 9o~me miUi l i t r e ;  ~ g a i a e t o s a m i n e  le s e r a i t  e n t r e  Ie 90~-me e t  le 
I o o ~ m e  mi l l i l i t re .  L ' a c i d e  m u r a m i q ~ e  p e u t  ensmlCte 6 t r e  i m m 6 d i a t e m e n t  61u6 a v e c  
N HCI.  Les  d i v e r s e s  f r a c t i o n s  s o n t  dos6es  p a r  ]e r 6 a c t i f  de  MORGAN ET ELSOX. D u n s  
un  m61ange  t 6 m o i n  95 % de  la  g l u c o s a m i n e  h y d r o l ~ e  e t  c h r o m a t o g r a p h i 6 e  on t  6t6 

r~cu l~ r~s .  

Purification du substrat 

A p a r t i r  d e  IO g de  p o u d r e  a c ~ t o n i q ~ e  de  Micrecoccus lysodeikticus, 500 m g  de  
s u b s t r a t  o n t  6t6 o b t e n u s .  C o m m e  F o n t  i n d ~ m ~  COLOBE_~rr ET DIRHEIMER ~, ce s u b s t r a t  
p e u t  ~ t re  s6par~  e n  d e u x  f r a c t i o n s  ~ • u n e  e h r o m a t o g r a p h i e  su r  D E A E - c e l l u l o s e .  
Mais ,  c o n t r a i r e m e n t  h ce q u e  ces a u t e u r s  o n t  ~ffrrm6, ~ de t tx  f r a c t i o n s  s o n t  sens ib les  

F a c t i o n  d u  lysoz3mae d e  b l a n c  d 'neuI  d e  pmfle ,  z o o  m g  de  s u b s t r a t  o n t  6t6 c h r o m a t o -  
g r a p h i 6 s  s u r  u n e  c o l o n n e  de  D E A E - c e l I ~  d e  3 0  ~< • c m  t a m p o n n ~ e  ~ p H  7-z, a v e c  
u n e  s o l u t i o n  t a m p o n  de  p h o s p h a t e s  o .o66  M;  ~a p ~ m ~ r e  f r a c t i o n  sens ib l e  a u  l y s o z y r n e  
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(Subs t ra t  I) est 61u6e avec ce t te  solut ion t a m p o n ,  la deuxi6me f rac t ion sensible au  
lysozyme (Subs t ra t  2) est  61u6e avec une  solut ion t a m p o n  c i t ra te  de sod ium-HC1 
o.I  M de p H  2.8. Les deux  subs t r a t s  on t  6t6 caract6ris6s p a r  le dosage de SCHULTZE 
sans que 1'on ait besoin de p roc6der / t  une hydro lyse  pr6alable.  A pa r t i r  de 2oo mg  de 
s u b s t r a t  b ru t ,  on ob t i en t  apr~s une dialyse de 48 h ~ + 2 ° cont re  de l ' eau  distilMe 
envi ron  50 mg  de subs t r a t  I e t  50 m g  de s u b s t r a t  2. La  dialyse prolong6e a u g m e n t e  
sens ib lement  le pou rcen tage  des acides amin6s et des sucres amin6s des deux  subs t ra t s .  

Analyse chimique des substrats No. x et No. 2. 

Les deux  subs t r a t s  con t i ennen t  q u a l i t a t i v e m e n t  les m6mes  cons t i tuan t s ,  
savoir" l 'acide g lu t amique ,  le glycocolle, l ' a lanine  et la lysine c o m m e  aeides amin6s ,  
avec des t races  d 'ae ide  a spa r t i que  et de th r6on ine '  la g lucosamine  et  l 'acide m u r a m i -  
que comme  sucres amin6s ;  le glucose c o m m e  seuI glucide pr6sent  en q u a n t i t 6  im- 
por tan te .  Les pourcen tages  et r a p p o r t s  mol~culaires de tous  ces c o n s t i t u a n t s  sont  
indiqu6s dans  le T a b l e a u  I. 

T A B L E A U  I 

P O U R C E N T A G E  ET  R A P P O R T  , ' ~OL~CULAIRI~  D E S  C O N S T I T U & N T S  D E S  S U B S T R A T S  

I ET 2 ISOLI~S DE M i c r o c o ¢ c u s  l y s o d e i k t i c u s  

Substrat z Substrat 

A cide amind ou sucre Rapport 
Pourcentage molgcu!aire Poumcntage Rapport moltzulaire 

Glu 3. x 5 I. 75 I. 72 t .6  
Gly o , 9 2  I , O  0 . 5 5  I . o  

Ala 3-45 3.0 x.87 2.9 
Lys  5 .22  3 .o 4.78 4.6 

G lucosamine  6.5 3.0 4-55 3.7 
:kcide m u r a m i q u e  9.25 3.0 6.65 3.7 
Osamines  (totales) (5.o5) (6.7) 
Glucides  (Schultze) '-,5.0 18.o 

Le s u b s t r a t  I con t ien t  un p o u r c e n t a g e  plus 61ev6 d 'ac ides  amin6s  et de sucres  
amin6s  ; les r a p p o r t s  mol6culaires  des divers  cons t i t uan t s  sont  sens ib lement  les mSmes  
duns  les deux  subs t r a t s ,  ~ l ' except ion  de ceux conce rnan t  les sucres amin6s  re la t ive-  
m e n t  plus a b o n d a n t s  dans  le s u b s t r a t  z. Les r6su l ta t s  indiqu6s pou r  les glucides t o t a u x  
n ' o n t  q u ' u n e  va leur  ind ica t ive  et sont  sans  dou te  tr~s inf6rieurs h la r~alit6. C o m m e  
l 'a  mon t r6  GHUYSEN la, il est e x t r 6 m e m e n t  difficile d ' ob t en i r  p a r  voie ch imique  seule, 
des valeui-s d6finitives.  

Activitd comparde d un mdme p H  des lyso~ymes sur les substrats x et 2. 

Colobert  a 6tabli  que la vi tesse  de i,,se de M.  lysodeikticus par  le lysozyme d6pend  
de la force ionique  du  mil ieu r6actionne114. P o u r  la pr~sente  6 tude  compar6e,  les 
condi t ions  o p t i m a  6tablies dans  le ca s du  lysozyme de b lanc  d'oeuf de pou lO  pour  une 
rap ide  a u g m e n t a t i o n  du  pouvo i r  r6duc t eu r  ont  6t6 choisies. La  Fig. I m o n t r e  la 
cin~tique de l ' hydro lyse  des deux  subs t r a t s ,  pa r  les trois lysoz~a-nes ~ p H  5.8: en 
l ' absence de lysoz~aue, aucune  appa r i t i on  de g r o u p e m e n t s  r f d u c t e u r s  n ' a  pu  ~tre mise 
cn ~vidence. P a r  contre ,  chaque  lysozyme hydro lyse  chacun  des deux  subs t ra t s ,  t r~s 
r a p i d e m e n t ,  et  de faqon similaire.  Les t rois  lysozymes  semblent  donc  bien a p p a r t e n i r  
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h f~m~-~e des  f l -glucosaminidases .  Leur s  vi tesses d ' a c t i o n  son t  c e p e n d a n t  diff6rentes.  
C~]L~ ~ , t  de  l ' a i lure  des courbes  de la Fig. x; en  effet, les t rois  lysozymes  utilis6s 
on~t m~ poids  mol6cula i re  et  une  t e n e u r  en azo te  voisins,  r e s p e c t i v e m e n t  15o00 et  
x,$ %,~ e~ ~a m~me  q u a n t i t 6  d 'enzxTne expr im6e  en azote  a ~ t  sur  la m ~ m e  q u a n t i t 6  
d e  mlh~tar~t. 

t SLIBSTRAT 1 t SUP, STRAT 2 
I ysozyme de: 0.2 
o---0 f~rrlrrle 

+ X~X Doule ,+ 

.~ans lysozyr'r~ 
/ o.1 

5 1 5 
minutes minutes 

IF" T_ L Cin6tique de l'hydrolyse des substrats par trois lysozymes d'origine diff6rente. 

] L c ~ ' o n  a u g m e n t e  de 0.066 M ~ o.12 M la  c o n c e n t r a t i o n  en  NaCI de la so lu t ion  
~ ~  se~caxtt de mi l ieu  r6ac t ionne l  ~ l ' ac t ion  des  ly sozymes  sur  les subs t r a t s ,  on 
a lmmt i t  a n  m ~ a e  r6 su l t a t  : le l y sozyme  de b lanc  d 'ceuf  de  cane  a t o u j o u r s  la v i tesse  
d ' a g t i o n  ia  p lus  g r a n d e  et  celui d u  lai t  de  f e m m e  la p lus  pe t i te .  

~ | ' a u g m e n t a t i o n  d u  p o u v o i r  r 6 d u c t e u r  es t  p ropor t ionne l l e  A la qualxti t6 
d e  ~ m ~ e  expriz~6e e n / z g  d ' a z o t e  rnL~ en  jeu.  

DISC USSION 

L e s  s n k ~ c ~ t s  isol6s de M .  lysodeikticus et  d6cr i t s  duns  ce t r ava i l  son t  p lus  r iches en 
~ que  le s u b s t r a t  ana lys~  pax COLOB~lrr; les r a p p o r t s  mol6cula i res  son t  

k S  m h n e s ,  s a u l  en  ce qui  concerne  la lysine. Les  s u b s t r a t s  x e t  z on t  des t e n e u r s  
en  g~acosamine  e t  en  ac ide  m u r a m i q u e :  ce r~su l t a t  est  en  accord  avec  ce que  Yon 

safdt de  h sp~cificit6 d ' a c t i o n  d u  lysoz~ane z. I1 sera i t  i n t6 re s san t  clans un  t r a v a i l  
n l [ ~  d e  p r6pare r ,  ~t paxt i r  des subs t ances  d ~ r i t e s  ici, des s u b s t r a t s  mo ins  r iches  
e ~  ~ ~ ou m 6 m e  n ' e n  c o n t e n a n t  pus d u  t o u t .  

effet,  p e n d a n t  une  cour t e  p~riode (5o sec), la  c in6 t ique  d ' h y d r o l y s e  (Fig. I)  
e s ~  d ' ~  z~xo, puis  la vi tesse  se r a l en t i t  b e a u c o u p  plus  r a p i d e m e n t  que  duns  une  

d ' o r d r e  x. II  semble  b ien  c e p e n d a n t  q u e  d u n s  les cond i t ions  oh nous  nous  
places,  il n ' y  ai t  pus  f o r m a t i o n  de  complexes  6 lec t ros ta t iques  e n t r e  les t rois  

e t  Ies p r o d u i t s  de d ~ r a d a t i o n  des d e u x  s u b s t r a t s  capab les  de l imi te r  les 
~ d ' h y d r o l y s e :  les ex l~ r i ences  f a i san t  appe i  & "r~eS so lu t ions  t a m p o n s  

a ~ =  ~ n t e s  t eneu r s  en  NaCI ne modi f ien t  pus  en  effet ceHes-ci. Les  differences 
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d ' ac t iv i t6  e n z y m a t i q u e  observ6es  s e m b l e n t  donc  b ien  des diff6rences i n ~ ~ - ~  
non  pas  la c o n s t q u e n c e  de l ' i n t e r v e n t i o n  de r6ac t ions  secondaires .  

II est  r e m a r q u a b l e  d ' a u t r e  p a r t  que  l ' ac t iv i t6  des t rois  ly sozymes  ~tcafi@s ,-arie 
dans  le m~me  sens que leur  basicit~.  Les  ana lyses  q u a n t i t a t i v e s  on t  m o n t r ~  q u e  le 
lysoz3mle de b lanc  d 'oeuf de cane  7 qui  es t  le p lus  ac t i f  est" le p lus  f iche e n  a~ides arn~n6~ 
b a s i q u e s ;  le l y sozyme  de ta i t  de I e m m e  ~5 est  le moins  act i f  des t ro is  et  fl estt le m ~  
bas ique .  

Enf in ,  et  dans  le m~me  ordre  d ' id6es,  au  cours de la c h r o m a t o g r a p h i c  ~Tak ~ s u r  
co lonne  d ' A m b e r l i t e  CG-5o. le l y sozyme  de cane  se c h r o m a t o g r a p h i c  ~ p H  7-58, 
le l y sozyme  de poule  A p H  7.18 et  le l y sozyme  de f e m m e  ~ p H  6.98 q u a n d  on  uhTl~-clles 
colonnes  de m~me  g r a n d e u r  et  des so lu t ions  t a m p o n s  de p h o s p h a t e s  0.2 M;  ~ n o u v e a u .  
lc Iysoz3qne de cane  se c o m p o r t e  c o m m e  l ' e n z y m e  le p lus  bas ique .  

Un  q u a t r i ~ m e  lysozyTne, celui de r a t e  de chien,  se c h r o m a t o g r a p h i c  m dam~ 
cond i t ions  p r6cdden tes  ~ p H  ¢~.5o; son po in t  iso61ectrique (9 .5- Io)  n '¢~t  i ~  au_~-~ 
(dex,d que  celui du  l y s o z y m e  de b lanc  d 'oeu f  de poule  (lO.5-11) . U n c  6 t u d e  p ~ ] ~ i n a i r e  
u t i l i san t  n o n  pas  un  s u b s t r a t  purifi6 ma i s  soit  la poud re  ac6 ton ique  de M. ~ysedeiM&-us, 
soit des parois  de B. megaterium a v a i t  m o n t r 6  que  1~ encore,  le lysoz3rme ]e # u s  ba_~ique 
-- cehfi de b lanc  d 'oeuf de poule  - ag issa i t  le p lus  r a p i d e m e n t  17. 

C o m m e  d a n s  la zone des p H  uti l is6s le s u b s t r a t  se c o m p o r t e  comrne  u n e  
acide,  on p o u v a i t  s ' a t t e n d r e  ~ ce que  la bas ic i t6  d ' u n  l y s o z y m e  - p ro  tzri6t6 ¢ x ~ t m t m e  
t ous les ly sozymes  a c t u e l l e m e n t  dtudids  - favor ise  la f o r m a t i o n  d u  :compl~exe _ ~ = ~  
- s u b s t r a t  e t  i n t e r v i e n n e  d a n s  l a  v i tesse  d ' a c t i o n  ini t iale .  Ce c a r ~ c t ~ e  d e  p l u s  o u  
moins  g r a n d e  basici td  d ' u n  l y s o z y m e  p o u r r a i t  ~tre localisd darts  tree p o r t i o n  ~ l t e  
de la moldcule - so r te  de cen t r e  ac t i f  bas ique ,  f ac i l emen t  accessible,  q u i  s e m i t  respcm- 
sable  d u  c o m p o r t e m e n t  c h r o m a t o g r a p h i q u e  d ' u n  lysozyme  sur  la  ~ , M n b e r ~ e  
CG-5 o e t  aussi  de la v i tesse  d ' a c t i o n  v is -a-vis  d ' u n  s u b s t r a t .  Mais, en  l ' ~ a t  a e t u e l  d e  
nos recherches ,  l ' i n t e r v e n t i o n  d ' u n  a u t r e  f a c t e u r  diffdrent  de la basicJt~ e t  ~h~tezminant 
le r e n d e m e n t  final de l ' hyd ro lyse  e n z y m a t i q u e  est  p robab le .  L ' d t u d e  de  ~ ~ 6  
des diffdrents  lysoz3~nes vis-~t-vis d ' u n  m S m e  s u b s t r a t  purifid est  en  c~u~s. U n  tra~-ail 
pr61iminaire a m o n t r 6  que  q u a l i t a t i v e m e n t  ils p e u v e n t  tous  d o n n e r  ~ a i _ ~ e  ~ 
d i saccha r ide  c o n t e n a n t  de la N - a c 6 t y l g l u c o s a m i n e  et  de l ' ac ide  N - a c 6 t y l m u r a m f i q ~  ~rr. 

N o t o n s  enfin q u ' ~  c6t6 de la bas ic i t6  un  deux i~me  fac t eu r  es t  n 6 ~  i l ' ae t i -  
vi t6  des lysoz3qnes qui  r6s i s ten t  ~ un  chauf fage  de cou r t e  dur~e ~t 1oo°:  il s ' ag i t  d e  la 
pr6sence et du  m a i n t i e n  d ' a u  moins  d e u x  p o n t s  . . S - S . .  form6s  p a r  d~es r~ -k lus  de  
cys t ine  t~. 
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RI~SUMI~ 

I.  L ' i s o l e m e n t  $ p a r t i r  de Micrococcus lysodeikticus de deux  s u b s t r a t s  sol~bles  d u  
lysozyme  est  d6cri t .  L ' a n a l y s e  de ces s u b s t r a t s  est  rappor t~e .  

2. Trois  ly sozymes  d 'o r ig ine  diff6rente  ( lysozyme de b lanc  d'oe~td d e  p ,mle ,  d e  
b lanc  d 'oeuf de cane,  de lair de femme)  h y d r o l y s e n t  ces substra ts_ Biem qme ~eur~ 
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c o m p o s i t i o n s  en  acides  amilt~s soient  diff~rentes,  ils se c o m p o r t e n t  de mani~re  
ana logue  sur ces substrats ,  ce qui  permet  de penser  qu'i]s se l , t  tolls  les trois des ~- 
g !ucosaminidases  (~¥-ac&yl-muramide  g lycanohydro lases ) .  E n  revanche ,  leurs v i tesses  
d 'act ion  sont  diff~rentes.  

3- La richesse en acides amin6s  bas iques  semble  jouer un r61e essent ie l  dans  1' 
acti~-it6 d 'un  l y s o z y m e .  Pour  un m ~ m e  p H  (5.8), plus  un l y s o z y m e  est basique,  p lus  
grande  est  sa v i tesse  d 'act ion  initiale.  
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