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266. La structure chimique primaire du lysozyme du lait de Femme: 
etablissement d’une formule developpke provisoirel) 

par Jacqueline Joll(.s et Pierre Joll(.s 
Laboratom de Chimie biologique, FacultC des Sciences, 96 Btl. R a s p a i l ,  Paris 60 

(6 XI  69) 

Summury. The detailed primary sequences of the N-terminal moiety (72 amino acid residues) 
and of the C-terminal end (23 amino acid residues) of human milk lysozyinc (129 residues) arc’ 
reported. A tentative complete structure of the  enzyme is compared to hen and duck  cgg-white 
I ysozymes which are very near related proteins despite many amino acid replacements (around .iO), 
the  insertion of an additional residue in the  N-terminal and a deletion in the  C-terminal moictv. 

Introduction. - AprPs nos reclierches consacrkes & la dkterniination complkte des 
structures primaires des lysozymes (EC 3.2.1.17) de blanc d’ceuf de Poule 121 et de 

l )  72mc communication s u r  Ies Ivsozynes; 71me conimunication. I , .XNDUREAU c(: 1’. Jor,r.ks Ll]. 
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Cane 131, nous avow abordC 1’Ctude des lysozymes d’origine liuniaine. Parrni les neuf 
lysozyines Iiuniains que nous avons iso1i.s !-4j, l’enzyiiie contenu dans le lait dc Femme 
s’est rCvi.16 comme le seul lysozyiiie normal pouvant &re obtenu en quantitks suf- 
fisaniment grandes pour &tre soumis a des Ctudes dCtaillCes de structure. Nous avops 
dkcrit la purification de l’enzyrne dks 1961 [5j et plus rkceiiiment la sCparation des 
peptides trypsiques par chroimatographie aiiisi que la structure cliimique de quelques- 
uns d’entre eux 161. Dans le prCsent n i h o i r e ,  nous allons indiquer une formule 
partielle du lysozynie du lait de Ferniiie coniprenant l’enchainement complet de la 
sCquence N-terminale (72 acides aminks) ainsi que la skquence C-terminale (23 acides 
aminks). Le procCd6 classique de dCterinination des structures a 6tk suivi: Ctude 
des peptides trypsiques (EC 3.4.4.4) rCunis ensuite g r k e  aux peptides obtenus par 
liydrolyse avec la chyniotrypsinc (EC 3.4.4.5). 

Materiel et  methodes. - Lc lysozyme cle lait humain a C t C  prCpard sous forme chromato- 
graphiqucment pure (chromatographie d’iquilibre sur Aniberlite CG-50, solution tampon dc 
phosphates 0,2 M ;  pH 6,98) suivant le proc6dC de JOLLES [5]. La rCduction, l’hydrolyse trypsique et  
la siparation dcs peptides trypsiqucs ont dtC effectuies conimc indiqui prCcidemment [6J : 21 pics 
ont Ctd caractCris6s au cours de la chromatographie sur Dowcx 1 X2. Quatre procCdts de purifica- 
tion des peptides contenus dans ces pics ont dtd utilists: a) rechromatographie sur colonne de 
nowex 5 0 x 2  tainponnie prialablement B pH 2,2 avec une solution tampon & base de pyridine 
(0,2M)-acide acCtique-HC1; Clution avec des solutions tampons de pH et de molarit6 croissants; 
1)) filtration sur Sephadex G-25 avec, comme eluant, l’acide acetique L 30% ; c) chromatographic 
prdparative sur papier WHATMAN NO 1 dansles solvants A :  Iz-hutanol-acicleformique-eau (75 : 15 : 10, 
v /v j  ou €3: wbutanol-pyridine-acide acCtique-eau (15 : 10: 3:  12 ,  u/v) ; (1) Clectrophorkse prCparative 
sur papier SCHLEICHER 8~ SCHULL 2043b B pH 6.5 dans le solvant: pyridine-acide ac6tiquc-eau 
(100: 3,5: 900, v/v) ; aux mobilitts m de Gly, Arg ct CySO,H ont dtC attribuCes respectivement les 
valeurs 0, + 1 ct - 1. 

La composition quantitative en acides ainints des peptides a dtC dkterminde, aprbs hydrolyse 
totale (HCI 6 ~ ;  110”; 18 h ;  sons vide), & l’aide d’un Autoanalyscur TECHNICON. 

Les enchainements N-terminaux ont Ctd dCterminCs a) par voie enzymatique, g r k e  i I’cmploi 
tl’une aininopcptidase de A .  orvzne 171; b) par la mCthode au chlorure dc dansyle [ 8 ] ;  c) par la 
mCthode  EDMA MAN, suivant la modification proposee par DOPHRTUE, MOORE & STEIN [9] ; nous 
avons pu  ainsi (Eterminer dans bien des cas l’enchainement de 5-6 acides aminks; aprks chaque 
Ctapc, le peptide raccourci a ttC analysC ou bien son acide amint N-terminal a Ctd caractdrisC par la 
mCthode au chlorure de dansyle. Les enchafnements C-terminaux ont CtC caractCrisCs au moyen du 
dosage des acides aniints libiris par les carboxypepticlases A et 13 (EC 3.4.2.1 et  3.4.2.2). Les 
peptides trypsiques ont, par ailleurs, dtC soumis soit B une hydrolyse acide partielle (HC1 1 1 , 2 ~ ;  
24 h ;  38”) soit & une hydrolyse chymotrypsique (pH 8; 38”; 6 ou 24 h ;  rapport enzyme/substrat: 
1/20) soit B une hydrolyse pepsiqne (EC 3.4.4.1; acide formiqne k 50;,; 6 on 24 h ;  38”; enzyme/ 
substrat: 1/20). 

RBsultats. ~ Peptides trypsiques. Le Tableau I inclique suit la composition soit la 
structure de tous les peptides trypsiques contenus dans le lysozyme du lait humain. 
Le Tableau I I donne un exemple d’Ctablissenieiit de la structure cl’un cfe ces pcptides. 

Re‘ztnion dcs peptides trypsiques. Grace a cles essais de digestion du lysozyme natif 
avec l’aminopeptidase, il a pu &tre ktabli que le peptide 3c constitue l’enchainement 
N-tcrminal de l’enzyme. L’ordre des autres peptides a pu &tre fix6 grgce aux peptides 
chymotrypsiques dont la structure d6tailli.c n’a pas encore i.t6 &tablie dans tous les 
cas. Les cornparaisons avec les lysozymes dc Poule et de Cane nous ont Cgalement aid6 
dans l’agencenient des peptides trypsiques. A titre d’exemple, indiquons que le 
peptide trypsique 3b a pu %re rattach4 au peptide 9a gr2ce au peptide chymotrypsique 
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Ala-Arg-Thr-Leu. L)e n i h e ,  les peptides 5b et 9b se sont trouvks rkunis gr2ce au 
peptide chyrnotrypsique Asn-Thr-Arg-Ala-Thr- Am-Tyr. 

Tableau T. L r s  peptides tirypsiqzies tlzi l ~ y s o ~ y ~ n e  de lait de Fewiiize 
Lcs Nosdes pcptides correspondent aux  pics obtenus lors cle la skparation chromatographique sur 
Dowex 1 X2 161 clc l’hydrolysat trypsique, et  la lettre qui suit le numkro, au peptide obtenu lors 
d’une chromatographie preparative dam les solvants A ou B. Les pics contenant des peptides ?L 

trop faible rendement n’ont pas B t C  BtudiCs. Se rCfCi-er A la partie experimentale pour les abrCvia- 
tions. Asx = -4sp ou Asn; Glx = Glu ou Gln. SCMCps: S-carboxymBthylcystCine. 

~ ~ 

NOdu Ren- Rf Rf m Structure (Cventucllement composition) 
pep- de- ( 4 )  (B) (pH6,5) 
tide incnt  
161 “4 
3 c  
9a 
3b 
l c  
8 
7a 
9 b  
5 b  
15 
14  
32 

l b  
2 
5d 
7 b  
3a 
5c  
5a 
20 

20 
65 
38 
30 
35 
20 
60 
50 
25 
5 0 
35 

50 
75 
6.5 
25 
40 
65 
GO 
25 

0,05 
0 2 0  
0,16 
0,lO 
0,27 
0,27 
0,01 
0,01 
0,12 
0,05 
0 

0,08 
0,20 
0,05 
0,33 
0,02 
0,01 
0,16 
0,40 

0,36 
0,60 
0,47 
0,30 
0,60 
0 5 5  
0,30 
0,lX 
0,50 
0,28 
0 

0,22 
0,47 
0,28 
0,70 
0,16 
0,12 
0,30 
0,60 

+ 0,44 
- 0,35 
+ 0 S 3  
+ 0,7 

0 
0 
0 
0 

- 0,26 
- 0,22 
- 0,33 

+ I  
+ 0,6 

0 
+ 0,27 
+ 0,55 

0 
0 

- 0.35 

Lys-Val-Phe-tilu-Arg [6] 
SCMCys-Glu-Leu-Ala- Arg [6] 
Thr-Leu-Lys [6] 
Thr-Leu-Lys-Arg 
Leu-Gly-Met- Asp-Gly-Tyr-Arg [6] 
Gly-Ile-Ser-Leu-Ala-Asn-Trp-Met-SCMCys-Leu-Ala-Lys 
Trp-Glu- Ser-Glp-Tyr-Asn-Thr-Arg [6] 
4la-Thr-Asn-Tyr-~lsn-Ala-Gly-~\sp-Arg 
Ser-Thr-nsp-Tyr-Gly-Ile-Phe-Glu-Ile-Asn- S e r - ~ ~ r g  
Tyr-Trp- SC~Cys-Asx-Asx-Gly-Lys [6] 
Thr-Pro-Gly-(Asp, Ser,, Glu,, Ala,, Val,, SCMCys,, Ilc,, 
Leu,, His,)-Aln-Lys 

Val-Arg [6] 
Asp-Pro-Gln-Gly-Ilc-Xrg 
Ala-Trp-Val- Ala-Trp- Arg 
h s n -  4rg [6] 
SCMCys-Gln-Asn-.lr~ 
Asp-Val-Arg [GI 
Gln-Tyr-Val-Gin-Gly- SC?vl\.ICys-Gly-Val[6] 

*4rg P I  

Tableau 11. Etublissement de la structure d u  peptide trypsique 5 b,  conteua?zt une Q insertion 1) par 
rapport d la se‘quence corvesponda?zte du  lysozyme de Poiile 

Composition: Asp,, Thr,, Gly,, Ah,, Tyr,, Arg, 
-,- : rCsidu dBtermin6 par la mkthode d ’ E D M A N  ; Asx : Asp ou Asn 

MBthode Substances isolkcs 

Chlorure de clansyle 
El)MXX 

Carboxypeptidasc E 
Hydrolyse chymotrypsique 

Structure Ala - Thr  - Asn - Tyr  - Asn - Ala - Gly - Asp - Arg 
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Formule de‘veloppe‘e et discussion. Le Tableau I11 indique une formule dCtaillCe du 
Iysozyme de lait de Femme oil cependant la sCquence allant du rCsidu N” 73 au 
rCsidu No 106 n’a pas encore C t C  Ctablie en dCtail. Cette formule appelle plusieurs 
remarques: 1) le lysozyme contient 129 acides aminks alors que l’analyse n’avait 
permis d’en repkrer que 124 [lo]; une fois de plus se trouve vCrifi6 le fait que la 
composition exacte n’est connue qu’apri.s des travaux ayant trait k la structure ; 
l’observation la plus importante concerne la mise en Cvidence de 8 et non pas de 
6 demi-rCsidus de cystine; 2) les rCsidus Glu (35) et Asp (52) du lysozyme de Poule 
impliquCs d’aprks PHILLIPS [Il l  dans la suite des rkactions aboutissant B la coupure 
du substrat polyosidique se retrouvent dans le lysozyme de lait dans des enchaine- 
ments trks voisins: le rCsidu Glu No 35 est rest6 k la m&me place; par contre, le rCsidu 
Asp (52) est devenu dans le lysozyme du lait le rCsidu Nn 53 par suite de l’ctinsertiona 
dans le cas du lait d’un rCsidu de Asp situC entre les rksidus 48 et 49 du lysozyme de 
Poule (Tableau 111) ; 3) par rapport au lysozyme de Poule, le lysozyme de lait prCsente 
une c<d6lCtionn; il s’agit trks probablement du rCsidu Ile (N” 98) du lysozyine de 
Poule; 4) environ 50 rCsidus d’acides aminks sont changCs entre le lysozyme humain 
d’une part et les lysozymes de Poule et de Cane d’autre part, pour seulement 19 
changenients entre les deux lysozymes de blancs d’ceufs d’oiseaux. 5) Notons aussi que 
le nombre de rCsidus de tryptophane du lysozyme humain est plus faible que celui des 
lysozymes d‘oiseaux ; leur rkpartition est diffhente, notamment dans le site actif [ll!. 
6) Certains parnii les changeinents caractCrisCs entre les lysozymes de Poule et de lait 
humain (rCsidus No 10, 12, 19, 37, 38, 57) rapprochent ce dernier de l’cc-lactalbumine 
[12]. 7) CANFIELD r13] a indiquC rCcemment une formule partielle du lysozyme is016 
de l’urine de malades atteints de ((leuckmie monocytaire chronique)). Cette formule est 
trks voisine de notre sCquence concernant le lysozyme du lait, sauf dans la partie 
C-terminale oh nous avons caractkrisk un peptide supplCmentaire avec un demi-rksidu 
de cystine. 

Lcs autcurs sont heureux de remercier Mme BERTRBND, Ecole de PuCriculturc, Paris, des 
nombreux Cchantillons de lait de Femme mis 2, leur disposition, ainsi que Mlles J .  FEYDIT et 1;. 
SCHOENTGEN de leur prkcieuse collaboration technique. Ce travail a bCnkficik de l’aide du C.N.R.S., 
de la D.G.R.S.T. (Biologie molCculaire) ainsi que de la maison F. HOFFMANN-LA ROCHE. 
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