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68. Nouvelles donn6es concernant le lysozyme de blanc d’oeuf d’Oie: 
teneur en tryptophane, stabilite et specificit6 l) 

par Anne-Christine Dianoux e t  Pierre Jollks 
Iaboratoire de Cliimic biologique, Facult6 des Sciences, 96, Ed. Raspail, Paris Ge 

(24 I 69) 

Sumnzary. Xew data  concerning the  tryptophan content, the  stability, and the specificity of 
goose egg-whitc lysozyme are reported. This enzyme occupies a special place among the mamrnelian 
lysozynics already studied and the  general definition of a lysozynic had to be modified. The 
mechanism of  action is discussed. 

Introduction. - Les diffkrents lysozymes JEC 3.2.1.17) de vertCbrCs CtudiCs jusqu’B 
ce jour par le groupe de J O L L ~ S  (lysozymes de blancs d’muf d’oiseaux; lysozymes de 
rate et de rein de VertCbrCs; une dizaine de lysozyrnes de diffCrents tissus ou organes 
d’origine liumaine) [Z]  possedaient les propriCtCs suivantes : 1) poids inolCculaire 
d’environ 15.000; 2) pH isoklectrique Clevk; 3) stabilitk en milieu acide, meme B lOO”,  
pendant un temps court; 4) labilitC en milieu alcalin; 5) facult6 de lyser un nonilire 
restreint de bactCries dont Micrococc~us lysodeiktictbs est le reprksentant classique ; 
6) digestion B pH 6,2 de diffCrents saccharides (exemples: le tetrasaccharide acide 
N-acCtyl-e-D-glucosaiiiinyl- (1+4) -N-adtyl- @-muraminyl- (1+ 4) -N-acittS;l-P-o-glucos- 
aminyl- (1 +- 4)-N-acCtylrnuraiiiique, NAG-NAM-NAG-NAM ; le tCtrasaccharide 
chitotktraose, NAG-NAG-NAG-NAG) avec formation de produits de transglycosyla- 
tion. RPcemment DIANOUX & JOLL&S [3] avaient dCcrit lc lysozynie de blanc d’teuf 
d’Oie qui ne posskdait pas toutes les propri6ti.s rencontrkes jusqu’B ce jour chcz tous 
les autres lysozymes. 11 lysait tr&s rapideinent les substrats de liaut poids molCculaire 
comnie les cellules de M .  lysodeikticws, mais son action s’arretait rapidement et les 
substrats classiques de faible poids molkculaire coinme les tCtrasaccharides mentionnks 
ci-dessus, n’ktaient pas digCrCs B pH 6,2. De plus ce lysozyme n’Ctait pas stable B 
teniphature Clevke pendant un temps court conime 1’Ctaient les autres lysozymes de 
blanc d’ceuf d’oiseaux ou d’origine hurnaine. Sa faible teneur en cystine en Ctait trBs 
probablement responsable. De plus la dktermination de la teneur en tryptophane 
(2-3 rCsidus/molkcule “31) avait 6th particulihrement difficile; elle Ctait d’autant plus 
importante que PHILLIPS [4] avait signal6 la prCsence de trois rCsidus de tryptophane 
dans le site actif du lysozyine de blanc d’ceuf de Poule. Dans le prCsent mkmoire nous 
allons rapporter les rCsultats d’une nouvelle sCrie d’expkriences ayant trait B la teneur 
en tryptopliane, & la stabilitC et B la spCcificitC du lysozyme de blanc d’muf d’Oie. 

Materiel et methodes. - Le lysozymc dc blanc d’ceui d’Oie a Ct6 prCpard suivant le procddd 
dCcrit par DXAXOUX & JOLL$S [3]. L‘activitg lysante a 6tC dCterminCe vis-8-vis d’nne suspcnsion 
de hi‘. Zysodeikticics selon la mCthodc de JOLLES et col. [5] : le lysozyrne de blanc d’euf dc Poule 
(AKMOUR, Kankakee, Ill., USA, lot 642) a servi comine lysozyme tCnioin tout au  long de ces 
rcchcrchcs. 1.e tryptophane a B t C  clCtermin6 soit par la rn6thode ~’EDELHOCH [6] soit par la com- 
paraison des spectres UV. (dans l’acide acetique 0 , l ~ )  de l’cnzyinc e t  cle solutions d’acides aminBs 

l) GG*Il? communication sur lcs lysozymes; 6 5 ” l C  communication [I]. 
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contenant la m&me quantitk de tyrosine et  de phinylalanine que le lysozyme d’Oie et  une quantitd 
de tryptophane variable. 

La stabilit6 de l’enzyme dans I’acide acdtique 0 , l ~  a Ctd Ctudike en fonction du temps (0 2t 6 h) 
k diffkrentes tempCratures (37” 8. 80”) par des dosages de l’activit6 lysantc (prklkvcments contenant 
au dkpart environ 8 pg de lysozyme). D’autres essais ont C t C  effectuds & diffkrents pH (5 k 9) et  8. 
20”. 

La spkcificitd de l’enzyme a C t C  BtudiCe k diffCrcnts pH vis-&-vis de cellules de M .  lysodeikticus 
(poudre acktonique; cultures effectukes au laboratoire). On prCparc autant d’kchantillons que l’on 
veut mesurer dc temps d’incubation. A 2 nig de M .  Eysodezkticus (poudre acktonique) dans 0,3 in1 
d’acdtate d’ammonium O , ~ M ,  on ajoute 0,3 ml d’acide acktique 0 , l ~  ou d’eau contenant la quantitC 
de lysozyme nCcessaire pour obtenir un rapport enzyme/substrat Cgal 8. liza ou l / loo.  Le pH du 
milieu peut etre 16ghrement modifiC par addition de pyridine ou d’acidc acktique. Le milieu rCac- 
tionnel est ensuite incub6 2t 37” pendant des temps variant de 0 24 h en prksence d’une goutte de 
tolukne. Aprks centrifugation de l’hydrolysat enzymatique, le surnageant est lyophilisk. La sipara- 
tion des produits de la rCaction est effectuke par chromatographie descendante sur papier WHAT- 
MAN No 1 pcndant 40 h dans le solvant: n-butanol-acide acktiquc-eau (25: 6: 25, v/v). Le chromato- 
gramme est rCvClk par trempage dans une solution composke de 20 ml d’eau contenant 20 g de 
soude caustique, 600 ml d’alcool et  400 ml de n-propanol. Aprks sCchage au four pendant 10  min, 
des taches fluorescentes sont observkes en lumihre ultraviolette [7]. 

RBsultats 

Teneur en  tryptophane d u  lysozyme de blanc d ’aw j  d’0ie .  - MWhode de EDELHOCH. 
Par cette mCthode, il a k t6  possible de dkterminer la prCsence de 2,75 rCsidus de 
tryptophane par moldcule de poids moldculaire 14.300. Un dosage effectud en m&me 
temps avec le lysozyme de blanc d’ceuf de Poule a permis de caractCriser 5,63 rksidus 
par molCcule (valeur thkorique: 6 rCsidus [Z]). 
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Fig. 1. Spectres uZtra-violets 
d u  lysozyine de  blanc d’ceuf 
d’Oie 7,6 . ~ W M  ( .  . . . . .) 
et de solutions contenant des 
quantite‘s de T y r  el de Phe 
tquzvalentes h celles d u  
lysozyme Z O i e  et des quanti- 
tds de  T r p  ;gales 

et h 3 re‘sidus (-.-.) 
par mole de 14,300 

U2re’sidus (*-.-.- 1 

P a r  spectromktrie ultra-violette. La figure 1 indique le spectre ultra-violet du 
lysozyme de blanc dceuf d’Oie (Tyr/Phe: 6/2) et deux autres spectres de solutions 
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contenant des quantitks de tyrosine et de phgnylalanine Cquivalentes i celles ren- 
contrCes dans le lysozyme d’Oie et des quant i tb  de tryptophane correspondant 
respectivement B 2 et 3 rCsidus par molCcule (quantitC calculCe pour un poids molC- 
culaire de 14.300). I1 apparait clairement que la teneur en tryptophane du lysozyme 
d’Oie est supkrieure i 2 rCsidus par mol6cule. Cette mkthode de dosage des rksidus 
de tryptophane s’est rCvClCe parfaitement valable dans le cas de tous les lysozymes 
Ctudi6s jusqu’8 ce jour, en dCpit du fait que les rbidus de tryptophane engagCs 
dans une chaine peptidique doivent avoir un comportement diffkrent de celui de 
l’acide amin6 libre. 

LYSOZYME DE POULE 

l 
++ BOO 

90° 

c 
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Fig. 2. Stabilitk d diffirentes tenzpkratures et e n  fonction du temps des lysozymes de blanc d’a?uf d’Oie 
et de blanc d’a?uf de Poule dans l’acide acdtique 0,l M 

Stabilite’ du lysozyme de blanc d’ceuj d’0ie  d la  chaleur en  mil ieu acide. La figure 2 
montre qu’au deli de 60” le lysozyme d’Oie est peu stable B la chaleur en milieu acide 
(acide acCtique 0 , l ~ ) .  Ce comportement ne cadre pas avec la dkfinition d’un lysozyme 
telle qu’elle a 6tC admise jusqu’ici (voir introduction) : elle sera discutCe plus loin. 

Comportement du lysozyme de blanc d’ceuf d’0ie  d 20” en  fonction du temps et du P H .  
A 20“ et i pH 5 (solution tampon d’acktate de sodium 0 , 0 5 ~ ) ,  l’activitk reste stable 
pendant 24 h et m&me au-deli (72 h). A pH 6 (solution tampon de phosphates 0,05 M), 

1’activitC diminue de 25% en une heure puis se maintient constante jusqu’i 72 h. 
A pH 7,5 (solution tampon de phosphates 0 , 0 5 ~ ) ,  la diminution de l’activitk est 
d’environ 40% aprks 24 h. Par contre, 1’activitC lysante est presque complktement 
perdue i pH 9 (solution tampon TRIS-HC1 0,o .S~):  pertes de 60% aprks 6 h, 7.5% 
aprk  24 h, 80% aprk  72 h. 
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Sp~ccificite’ du lysozyme de blaiac d’cruf d ’0 i e  vis-2-vis de cellules de Micrococcus 
lysodeikticus. Lors de l’action du lysozynie de Poule sur des cellules de M .  lysodeikticus 
B. pH 6,2, le disaccharide NAG-NAM et le tetrasaccharide NAG-NAM-NAG-NAM se 
forinent rapidement. 

Avec le lysozynie d’Oie, la situation est tout clifikrente. 9 pH 6,2, les cellules sont 
attaquCes puisque c’est ainsi que l’on dose quantitativenient cet enzyme ; inais les 
saccharides NAG-NAM et NAG-NAM-NAG-NAM ne se fornient pas. Aussi, nous 
avoiis essay4 de digCrer le substrat 8. des pH plus acides. Connne le iiiontre la figure 3,  
8. pH 4,7 on n’obtient que des traces de NAG-NAM--NAG -NAM, et pas de NAG-NAM; 

Fig. 3 .  
~~ . .  . 

ohtenues dijjbrcnts pH par actioiz des lysozymes de hlaiic d‘cmif d’Oae et de Poide s fhr  des ce1lule.i. de 
Micrococcus lysodciliticus 

(d i -N. \GNhM: tdtrasaccharicle N.ZG-NAM-NXG-W.\M; * : produits tle transglpcosylation ou 
saccharides coinportant plus dc 4 sncres) 

des produits de haut poids moldculaire sont visibles prPs clu point de dkpart. Lorsqu’on 
abaissc le pH de la digestion (successiveiiient 4 ;  3,5 ; 3) on voit croitre la formation du 
tktrasaccharide et apparaitre k pH 3 3  le disaccharide; les produits cle haut poids 
inolCculaire (produits de transglycosylation ?)  sont toujours presents. 

Discussion. - La &finition d’un lysozynie telle qu’elle figure dans 1’Introduction 
a ktc! ktablie il y a plusieurs annkes. Elle parait aujourd’hui trop vaste non seulement 
lorsque l’on considbe les differelits types de lysozymes qui viennent d’&tre caractkrisks 
(lysozymes de vertCbr6s [Z], lysozymes de phages [S], lysozymes de plaiites comiiie de 
Papaya  latex [9] ou de navet [lo], lysozymes d’invertPbrCs [ l l ] )  mais aussi lorsque l’on 
compare les lysozymes a l’intkrieur d’un meme type. Le prdsent memoire montre, en 
effet, que le lysozyine de blanc d’ceuf d’Oie occupe une place spCciale parnii Ics lyso- 
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zymes de vert6brC.s: il n’est pas stable Q la chaleur m&ine en milieu acide, probablcnient 
B. cause de sa faible teneur en cystine [12], et ne digirre pratiquement pas les courts 
saccharides mentionnCs plus haut [3]  [13] qui sont des substrats pour les autres lyso- 
zymes de vertCbrks isolks jusqu’i ce jour; enfin, il ne semble pas donner naissance B. des 
produits de ti-ansglycosylation. Dc plus, la lysc de ce lysozymc d’Oie n’est pas inhibkr: 
par la N-ac&ylglucosamine, comme c’est le cas pour les autres lysozymes de vertkbrCs 

A la luniihre de ces faits, iious suggkrons qu’un enzyme pour etre rang6 parmi les 
lysozymes doit possbder en premier lieu la propriktk de lyser facilement, et sans 
traiteiiient prkalable, un certain nombre de bactkries parmi lesquelles il faut ranger en 
premihe ligne Micrococcus Zysodeikticus (rupture de liaisons /3(1+4) entre deux 
rCsidus de sucres aminks dans les substrats de poids rnolkculaire Clevk) ; il doit se com- 
porter, en outre, comine une faible chitinase (EC 3.2.1.14). Cet enzyme, par ailleurs, 
a le plus souvent un poids molitculaire cornpris entre 14.500 et  25.000, ainsi qu’un 
cxactkre plut6t basique et il est labile en milieu alcalin. L’utilisation d’un substrat de 
faible poids niolkculaire pour la recherche d’un lysozyme dans un milieu non encore 
ktudik peut donc &tre la cause d’erreurs, que ce substrat provienne des bactkries 
coinnie le tktrasaccharide NAG-NAM-NAG-NAM ou de la chitine comme les 
polymirres de la N-acktylglucosamine (chitotktraose). 

En dkpit de son cotnportement spCcial, le lysozyine de blanc d’ceuf d’Oie semble 
posskder un site actif assez semblable Q celui des autres lysozymes de VertCbrCs 
Ctudiks jusqu’B. ce jour. D’une part il posskde trois rbsidus de tryptophane, et 
PHILLIPS [4] avait signal6 la prCsence de trois rksidus de cet acide amink dans le site 
actif du lysozyme de blaiic d’ceuf de Poule. D’autre part l’ktude de l’influence du pH 
sur la lyse de M .  lysodeikticus [IS] a montrk que le mkcanisine d’action doit &tre 
semblable i celui pruposd par PHILLIPS pour lc lysozyme dc blanc d’ceuf de Poule 
(participation des rCsidus d’acide aspartique No 52 et  d’acide glutamique No 35 dans 
l’attaque du substrat polysaccharidique). Cepeiidant le site actif du lysozyme de blanc 
d’muf d’Oie doit prksenter certaines particularitks; en effet la N-acbtylfilucosainine, 
qui est un inhibiteur de tous les autres lysozyrnes de vertkbrbs ktudiks jusqu’8 ce jour, 
est sans cffet vis-8-vis de notre enzyme [14]. Signalons enfin sa grande lahilit6 non 
seulement B tenip6rature 6levCe ou en milieu alcalin, rnais aussi au cours de certains 
traiteinents comme une concentration A pH 3,  ainsi que cela a pu &trc entrevu au cours 
de quelques essais de dkterminatioii de la constante de skdiinentation. 

P41‘ 

Cc travail a C t i .  effcctui. clans le cadre de l’equipc dc recherche Xo 17 du  C.N.R.S. Lcs auteurs 
sont hcureux cle remcrcicr Monsieur C. MONACHON, 1 .S.K.A., Artigukres par Rcnquet, Landcs 
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69. Sarverogenin, vermutliche Struktur 
Glykoside und Aglykone, 314. Mitteilung l) 

von H. Fuhrer, R. F. Ziircher nnd  T. Reichstein 
Physiklabor der CIB.3 AKTIENGESELLSCHAFT, Basel, und 

Institut fur Organische Chemie dcr Universitat Bascl 

(30. I. 69) 

Summary. Sarverogenin is most probably a 3P, 11 a ,  14P-trihydroxy-7, SP-epoxy-lZ-oxo-5D- 
card-(20 :22)-cnolide (3). This follows from IR., NNIR., and mass spectra together with former 
chemical results. 

Bisherige Befunde. - Eine grosse Anzahl naturlicher Glykoside enthalten als ge- 
meinsames Aglykon das Sarverogenin. Solche Glykoside sind vor allem in den Sameii 
gewisser Sippen der Sammel-Art StroPhanthus sarmentosus P. DC. [Z ]  sowie in den- 
jenigen der S. intermedius-Gruppe [3] enthalten. Von letzterer sind insbesondere 
S. i n t e rmed im PAX [4] [S] [6],  S. amboensis (SCHINZ) ENGL. et PAX [5] [7] IS] 191 [lo] 
sowie S. schuchardtii PAX I l l ]  chemisch untersucht. Teilweise gleiche Glykoside fanden 
sich auch in S. gerrardii STAPF 1121, S. cornrnontii SACL. 1131 und S. congoensis FRANCH. 

Sarverogenin ist erstmals von J. VON Euw et al. [15] beschrieben worden (vgl. auch 
161 1161). Die ursprunglich abgeleitete Bruttoformel C,,H,,O, wurde in C,,H,,O, 
korrigiert 191 [17]. Fur die Struktur hat erstinals TAYLOR [17) einen hypothetischen 
Vorschlag 1 geniacht. Die darin postulierte Funktion und Lage der Sauerstoffatonie 
konnte teilweise gut begrundet werden [8] [18] (vgl. auch die Diskussion bei (141). 
Besonders unsicher blieb j edoch die Lage des Epoxydringes, SCHIKDLER [18] hat die 
Moglichkeit diskutiert, dass er von 9a nach 1Scr verlaufen konnte. HEGEDUS et al. [9] 
haben niit Recht die vorliegeiiden Befunde iin allgemeinen Formelvorschlag 2 zu- 
sammengefasst . 

Neuer Formelvorschlag. - Die in den letzten Jahren zuganglichen Methoden der 
1R.-, NMR.- und Massen-Spektroskopie erlauben es,  deni Sarverogenin die Formel 3 

1141. 

l) 313.hlitteilung vgl. W. STOCKLIX [l]. 


