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266. La structure chimique primaire du lysozyme du lait de Femme:
établissement d’une formule développée provisoire?’)

par Jacqueline Jollés et Pierre Jollés
Laboratoire de Chimie biologique, Faculté des Scicnces, 96 Bd. Raspail, Paris 60

6 XI 69)

Summary. 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 lysozyme (129 residucs) arc
reported. A tentative complete structure of the enzvme is compared to hen and duck egg-white
lysozymes which are very near related proteins despite many amino acid replacements {(around 50),
the insertion of an additional residue in the N-terminal and a deletion in the C-terminal moicty.

Introduction. — Apres nos recherches consacrées a la détermination complete des
structures primaires des lysozymes (EC 3.2.1.17) de blanc d’ceuf de Poule [2] et de

1) 72mc communication sur les lvsozvmes; 71me communication, LANDUREAU & . JorLLEs [1].
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Cane 3], nous avons abordé 1'é¢tude des lysozymes d’origine humaine. Parmi les neuf
lysozymes humains que nous avons isolés {4}, 'enzyme contenu dans le lait de Femme
s'est Tévélé comme le seul lysozyme normal pouvant étre obtenu en quantités suf-
fisamment grandes pour étre soumis a des études détaillées de structure. Nous avons
décrit la purification de U'enzyme dés 1961 [5] et plus récemment la séparation des
peptides trypsiques par chromatographie ainsi que la structure chimique de quelques-
upns d’entre eux [6]. Dans le présent mémoire, nous allons indiquer une formule
partielle du lysozyme du lait de Femme comprenant I'enchainement complet de la
séquence N-terminale (72 acides aminés) ainsi que la séquence C-terminale (23 acides
aminés). Le procédé classique de détermination des structures a été suivi: étude
des peptides trypsiques (EC 3.4.4.4) réunis ensuite grice aux peptides obtenus par
hydrolyse avec la chymotrypsine (EC 3.4.4.5).

Matériel et méthodes. — Le lysozyme de lait humain a été préparé sous forme chromato-
graphiquement purc (chromatographic d’équilibre sur Amberlite CG-50, solution tampon de
phosphates 0,2M; pH 6,98) suivant le procédé de JorLEs [5]. La réduction, I'hydrolyse trypsique et
la séparation des peptides trypsiques ont été effectuées comine indiqué précédemment [6]: 21 pics
ont été caractérisés au cours de la chromatographie sur Dowex 1 X 2. Quatre procédés de purifica-
tion des peptidcs contenus dans ces pics ont ¢été utilisés: a) rechromatographie sur colonne de
Dowex 50X 2 tamponnée préalablement a4 pH 2,2 avec une solution tampon 4 base de pyridine
(0,2m)-acide acétique-HCI; élution avec des solutions tampons de pH et de molarité croissants;
b) filtration sur Sephadex G-25 avec, comme €luant, I'acide acétique a 309 ; ¢) chromatographic
préparative sur papier WHATMAN IN° 1 dansles solvants A : #-butanol-acide formique-eau (75:15:10,
vfv) ou B: n-butanol-pyridine-acide acétique-eau (15:10:3:12, v/v); d) électrophorése préparative
sur papier SCHLEICHER & ScHULL 2043b & pH 6,5 dans le solvant: pyridine-acide acétique-eau
(100:3,5:900, v/v); aux mobilités m de Gly, Arg et CySO,H ont été attribuées respectivement les
valeurs 0, +1 et —1.

La composition quantitative en acides aminés des peptides a ¢été déterminée, aprés hydrolyse
totale (HCl16N; 110°; 18 h; sous vide), a l'aide d’'un Autoanalyseur TECHNICON.

Les enchainements N-terminaux ont été déterminés a) par voie enzymatique, grice 4 'emploi
d’'une aminopeptidase de 4. oryzae [7]; b) par la méthode au chlorure de dansyle [8]; ¢) par la
méthode d’EpMAN, suivant la modification proposée par DoPHEIDE, MOORE & STEIN [9]; nous
avons pu ainsi déterminer dans bien des cas 'enchainement de 5-6 acides aminés; aprés chaque
étape, le peptide raccourci a été analysé ou bien son acide aminé N-terminal a été caractérisé par la
méthode au chlorure de dansyle. Les enchainements C-terminaux ont été caractérisés au moyen du
dosage des acides amin€és libérés par les carboxypeptidases A et B (EC 3.4.2.1 et 3.4.2.2). Les
peptides trypsiques ont, par ailleurs, été soumis soit & une hydrolyse acide partielle (HCl 11,2x;
24 h; 38°) soit & une hydrolyse chymotrypsique (pH 8; 38°; 6 ou 24 h; rapport enzyme/substrat:
1/20) soit & une hydrolyse pepsique (EC 3.4.4.1; acide formique & 5% ; 6 ou 24 h; 38°; cnzyme/
substrat: 1/20).

Résultats. — Peptides trypsiques. Le Tableau I indique soit la composition soit la
structure de fous les peptides trypsiques contenus dans le lysozyme du lait humain.
Le Tableau I donne un exemple d’établissement de la structure d’un de ces peptides.

Réundon des peptides trypsiques. Grice a des essais de digestion du lysozyme natif
avec 'aminopeptidase, il a pu étre établi que le peptide 3¢ constitue I'enchainement
N-terminal de I'enzyme. L’ordre des autres peptides a pu étre fixé grace aux peptides
chymotrypsiques dont la structure détaillée n’a pas encore été établie dans tous les
cas. Les comparaisons avec les lysozymes de Poule et de Cane nous ont également aidé
dans l'agencement des peptides trypsiques. A titre d’exemple, indiquons que le
peptide trypsique 3b a pu étre rattaché au peptide 9a grice au peptide chymotrypsique
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Ala-Arg-Thr-Leu. De méme, les peptides 5b et 9b se sont trouvés réunis grace au
peptide chymotrypsique Asn-Thr-Arg-Ala-Thr-Asn-Tyr.

Tableau 1. Les peptides trypsiques dut lysozyme de lait de Femme

Les NOSdes peptides correspondent aux pics obtenus lors de la séparation chromatographique sur

Dowex 1X2 [6] de I'hydrolysat trypsique, et la lettre qui suit le numéro, au peptide obtenu lors

d’une chromatographie préparative dans les solvants A ou B. Les pics contenant des peptides a

trop faible rendement n’ont pas été étudiés. Se référer a la partie expérimentale pour les abrévia-
tions. Asx = Asp ou Asn; Glx = Glu ou Gln. SCMCys: S-carboxyméthylcystéine.

Nodu Ren- Rf Rf m Structure (¢ventuellement composition)
pep- de-  (A)  (B) {(pH 6,5)

tide ment

ey %

3¢ 20 0,05 0,36 +0,44 Lys-Val-Phe-Glu-Arg [6]

Sa 65 0,20 0,60 —-0,35 SCMCys-Glu-Leu-Ala-Arg (6]
3b 38 0,16 0,47 +0,53 Thr-Leu-Lys (6]

1c 30 0,10 0,30 40,7 Thr-Leu-Lys-Arg

8 35 0,27 0,60 0 Leu-Gly-Met-Asp-Gly-Tyr-Arg [6]

7a 20 0,27 0,55 0 Gly-Ile-Ser-Leu-Ala-Asn-Trp-Met-SCMCys-Leu-Ala-Lys

9b 60 0,01 0,30 0 Trp-Glu-Ser-Gly-Tyr-Asn-Thr-Arg [6]

5b 50 0,01 0,18 0 Ala-Thr-Asn-Tyr-Asn-Ala-Gly-Asp-Arg

15 25 0,12 0,50 — 0,26 Ser-Thr-Asp-Tyr-Gly-Ile-Phe-Glu-Ile-Asn-Ser-Arg

14 50 0,05 0,28 -0,22 Tyr-Trp-SCMCys-Asx-Asx-Gly-Lys [6]

12 35 0 0 —0,33 Thr-Pro-Gly-(Asp,, Ser,, Glu,, Alag, Val,, SCMCys;,, Ile,,
Leu,, His;)-Ala-Lys

1b 50 0,08 0,22 +1 Arg [6]

2 75 0,20 0,47 +0,6 Val-Arg [6]

5d 65 0,05 0,28 0 Asp-Pro-Gln-Gly-Ile-Arg

7b 25 0,33 0,70 +0,27 Ala-Trp-Val-Ala-Trp-Arg
3a 40 0,02 0,16 +0,55 Asn-Arg [6]

Sc 65 0,01 0,12 0 SCMCys-Gln-Asn-Arg
5a 60 0,16 0,30 0 Asp-Val-Arg [6]
20 25 0,40 0,60 —-0,35 GIn-Tyr-Val-Gln-Gly-SCMCys-Gly-Val (6]

Tableau II. Etablissement de la structuve du peptide trypsique 5b, contenant une «inseviion» par
rvapport & la séquence corvespondante du lysozyme de Poule
Composition: Aspg, Thry, Gly,, Ala,, Tyr;, Arg,
——» :1ésidu déterminé par la méthode d’Epman; Asx: Asp ou Asn

Méthode Substances isolécs
Chlorure de dansyle Ala
LEpman Ala - Thr - Asx
Carboxypeptidase B Arg
Hydrolyse chymotrypsique 1 (Ala, Thr, Asn)- Tyr
(m = 0)
l IEpMAN Asx - Ala - Gly - Asx - Arg
] (m = 0)
Aminopeptidase Asn -~ Ala
l (30 min): (705%,) (70%)
Structure Ala - Thr - Asn - Tyr - Asn - Ala - Gly - Asp - Arg

168
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Formule développée et discussion. Le Tableau 111 indique une formule détaillée du
Iysozyme de lait de Femme ot cependant la séquence allant du résidu N° 73 au
résidu N° 106 n’a pas encore été établie en détail. Cette formule appelle plusieurs
remarques: 1) le lysozyme contient 129 acides aminés alors que l’analyse n’avait
permis d’en repérer que 124 [10]; une fois de plus se trouve vérifié le fait que la
composition exacte n’est connue qu’aprés des travaux ayant trait a la structure;
I'observation la plus importante concerne la mise en évidence de 8 et non pas de
6 demi-résidus de cystine; 2} les résidus Glu (35) et Asp (52) du lysozyme de Poule
impliqués d’aprés PrrLLips [11] dans la suite des réactions aboutissant a la coupure
du substrat polyosidique se retrouvent dans le lysozyme de lait dans des enchaine-
ments trés voisins: le résidu Glu No 35 est resté a la méme place; par contre, le résidu
Asp (52) est devenu dans le lysozyme du lait le résidu N° 53 par suite de 1'¢insertion»
dans le cas du lait d’un résidu de Asp situé entre les résidus 48 et 49 du lysozyme de
Poule (Tableau I1I); 3) par rapport au lysozyme de Poule, le lysozyme de lait présente
une «délétion»; il s'agit trés probablement du résidu Ile (N° 98) du lysozyme de
Poule; 4) environ 50 résidus d’acides aminés sont changés 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 résidus de tryptophane du lysozyme humain est plus faible que celui des
lysozymes d’oiseaux; leur répartition est différente, notamment dans le site actif {111,
6) Certains parmi les changements caractérisés entre les lysozymes de Poule et de lait
humain (résidus No 10, 12, 19, 37, 38, 57) rapprochent ce dernier de I'a-lactalbumine
[12]. 7) CANFIELD [13] a indiqué récemment une formule partielle du lysozyme isolé
de I'urine de malades atteints de «leucémie monocytaire chronique». Cette formule est
trés voisine de notre séquence concernant le lysozyme du lait, sauf dans la partie
C-terminale o1 nous avons caractérisé un peptide supplémentaire avec un demi-résidu
de cystine.

Les autcurs sont heureux de remercier Mme BERTRAND, Ecole de Puériculture, Paris, des
nombreux échantillons de lait de Femme mis a leur disposition, ainsi que Mlles J.FEvDIT et F.

ScHOENTGEN de leur précieuse collaboration technique. Ce travail a bénéficié de l'aide du C.N.R.S.,
de la D.G.R.S.T. (Biologie moléculaire) ainsi que de la maison F. HOFFMANN-LA ROCHE.
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