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Morphologie et Propriétés Optiques des Cristaux de Lysozyme de Poule
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Large crystals of hen egg-white (HEW) lysozyme, both tetragonal and orthorhombic, have been studied
with a goniometer and optical methods. As the crystals are particularly stable, some of their optical
properties have been measured, mainly the refractive indices determined from reflectance measure-
ments under a photometric microscope. Orthorhombic HEW lysozyme: crystals show the faces (010),
(011) and (110). Refractive indices rggos=r,=1-562 to 1-547 (1=480-640 nm); 7p1003="m=1-560 to
1:544; ngor0;=n,= 1550 to 1-532. Maximum birefringence 0-013 (1= 589 nm). Optic axial angle 2V'=48
to 51°. Tetragonal HEW lysozyme: crystals formed by the association of a tetragonal {110} prism and a
{101} tetragonal bipyramid. Refractive indices npo017= 7. and ngie0;="n,, with an aging phenomenon in
these crystals, . varying between 1-580 and 1-545, n, between 1-575 and 1-538 (A= 589 nm). Maximum
birefringence 0-007. HEW lysozyme crystals are examples of good-quality protein crystals. Their
refractive indices are surprisingly high for organic substances.

Introduction

L’obtention de cristaux de protéines de dimensions
millimétriques rend possible, en principe, I’étude de
leurs propriétés optiques. Peu d’études ont été con-
sacrées a ces problémes depuis celles que Perutz, Bragg
& Pippard ont faites en 1953 sur des cristaux d’hémo-
globine. Ceci s’explique par le fait que le cristallo-
graphe vise essentiellement & la connaissance de la
structure moléculaire de la protéine et non a celle des
propriétés physiques du cristal, et d’autre part parce
qu’une telle étude présente de nombreuses difficultés.

La plupart des cristaux de protéine sont tres sensibles &
toute variation du milieu de cristallisation et ne sup-
portent d’en étre séparés qu’un court laps de temps.
Beaucoup d’autres sont instables dans le temps et pas-
sent & I’état amorphe plus ou moins rapidement.

Le cas qui été choisi dans cette étude, les cristaux
de lysozyme de blanc d’oeuf de poule (EC 3.2.1.17),
était intéressant & plus d’un titre. D’une part la struc-
ture cristalline de lysozyme a été déterminée (Blake,
Mair, North, Phillips & Sarma, 1967) & partir de cris-
taux quadratiques, appelés dans cette étude cristaux
de type A. D’autre part, une deuxi¢éme forme cristal-
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line a récemment été décrite (Jollés & Berthou, 1972;
Berthou & Jollés, 1974), orthorhombique, appelée
forme B, et il existe entre les deux formes une tran-
sition de phase 4 — B aux environs de 25°C; les
cristaux de cette forme B présentaient I’avantage d’étre
d’une stabilité remarquable.

Meéme si la structure moléculaire du lysozyme est
la méme dans les deux systémes cristallins, il devenait
intéressant de comparer les propriétés optiques de ces
cristaux. En effet, la position et Porientation des molé-
cules étant connues dans la forme A4, on pouvait se
demander ce qu’elles devenaient dans la forme B. Il
était important de pouvoir conclure 4 I’homologie para-
métrique par exemple, et de caractériser la direction
ou la densité de matiére était la plus grande.

Méthodes

1. Etude morphologique

Une étude au goniométre 4 deux cercles a été en-
treprise sur des cristaux de 0,3 4 1 mm. Il n’a pas été
possible de faire des mesures sur des cristaux dans
leur état normal d’hydratation, les différentes tenta-
tives en vue de vernir leurs faces dés leur sortie de la
solution meére s’étant révélées infructueuses. Les mes-
ures ont donc été faites sur des cristaux partiellement
déshydratés, en supposant que la contraction des para-
metres, due a cette dessiccation et différente suivant
les directions, n’était pas assez importante pour mo-
difier profondément la morphologie cristalline et pour
introduire une ambiguité sur la notation des faces,
celles-ci devant par ailleurs avoir des indices {hkl}
simples.

II. Détermination des propriétés optiques: technique
des mesures

Compte tenu des difficultés de manipulation de ces
cristaux extrémement fragiles, une méthode indirecte
de détermination des indices de réfraction de ces pro-
téines a été utilisée. Elle consiste & mesurer, au micro-
scope polarisant en lumiére réfiéchie, les réflectances
principales — c’est-a-dire parallélement aux directions
de vibrations privilégiées — de faces orientées naturelles
de ces cristaux (Cervelle, 1971 ; Caye & Cervelle, 1968).
Dans une direction résultant de I'intersection du plan
de polarisation avec la surface cristalline, la réflectance
R est liée a I'indice de réfraction n de la substance
immergée dans un milieu isotrope d’indice N par la
relation de Fresnel appliquée 4 un milieu transparent:

_ (a=N):
T (n+N)?
Dans I’air, N=1, d’ou
po LFVR
T I-}yR

pour une longueur d’onde donnée et dans la direction
définie ci-dessus.
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Le microréflectométre utilisé se compose d’une sour-
ce 6V/5A, hautement stabilisée, d’un monochromateur
a prisme (420,00 =6nm), d’'un microscope polarisant
en réflexion muni d’un prisme de Berek, de diaphrag-
mes d’ouverture, de champ et de mesure pour canaliser
le faisceau lumineux, d’'un photomultiplicateur 4 ca-
thode S 20, enfin d’un voltmétre numérique & quatre
chiffres et six gammes de mesure, permettant de
mesurer le microvolt.

Pour chaque mesure, le cristal a été placé sur une
téte goniométrique qui, posée sur la platine du mi-
croscope, a permis, par autocollimation, d’orienter la
face cristalline & mesurer perpendiculairement & ’axe
du microscope (incidence normale), aprés orientation
préalable au goniométre.

Les deux directions de vibrations privilégiées de
chaque face, situées & 90° I'une de l’autre, correspon-
dent & un maximum et & un minimum consécutifs de
Iintensité de la lumiére polarisée réfléchie, quand on
tourne de 360° la platine du microscope. L’étalon de
comparaison était un verre neutre de réflectance moyen-
ne 4,3 %. Les cristaux étant transparents et les dimen-
sions des plages mesurables inférieures & 100 zm, un
objectif de grossissement 45 et d’ouverture numérique
0,65 a été utilisé. Dans ces conditions, chaque ré-
flectance doit étre mesurée avec le plan de polarisation
successivement parallele et perpendiculaire au plan
d’incidence. La réflectance réelle dans la direction choi-
sie s’obtient en effectuant la moyenne arithmétique de
R|| et RL (Caye, 1970).

Chaque mesure a été répétée trois fois et en 1 h de
temps, immédiatement aprés le prélévement des cristaux
dans leur solution meére, pour neuf longueurs d’onde du
spectre visible, tous les 20 nm, de 480 & 640 nm; ceci
a permis de tracer les courbes de dispersion des ré-
flectances principales de chaque cristal, de calculer les
indices de réfraction correspondants, de déterminer les
biréfringences principales, les signes optiques et les
angles 2 V des axes optiques (pour le lysozyme B qui
est biaxe). Notons enfin que la température de la salle
d’expérience a varié entre 21,7 et 23,5°C au cours des
mesures.

Résultats

I. Etude morphologique
Lysozyme de forme B (orthorhombigue)

Les cristaux représentés sur la Fig. 1 sont relative-
ment gros et peuvent atteindre 1,2 cm. Ils ont parfois
un facies aciculaire, la face (010) pouvant étre trés
réduite. L’angle ¢ observé entre la direction de I’axe
c et la normale a la face (011) est égal 4 26°10’, pour
une valeur théorique de 28°22’ sur un cristal hydraté:
ceci traduirait une contraction relative plus importante
du paramétre ¢ par rapport 4 a. L’angle ¢ observé
entre la normale a la face (110) et la direction de b
est égal a 51°10°, pour une valeur théorique de 52°40":
le parametre b subirait donc une contraction relative-
ment plus importante que celle de a lors de la des-
siccation,
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Lysozyme de forme A (quadratique)

Les cristaux, fréquemment biterminés, sont formés
par l’association du prisme quadratique {110} et de la
dipyramide quadratique {101} (Fig. 2). Le faciés peut
varier suivant les conditions de cristallisation, les cris-
taux pouvant €tre assez allongés, ou au contraire pré-
senter un prisme trés réduit. Ce dernier existe cepen-
dant toujours et la pyramide seule n’a jamais été ob-
servée.

L’angle ¢ entre la normale & la face (101) et ’axe
quaternaire est théoriquement égal a4 25°36’ pour un
cristal hydraté (a=b=79,1, c=37,9 A) et 23°46’ pour
un cristal sec (a=b=71,1, ¢=31,3 kX; Palmer, Ballan-
tyre & Calvin,1948). La moyenne des mesures sur trois
cristaux ayant donné un angle de 24°10’, il n’y a donc
place pour aucune ambiguité dans la notation des faces:
’angle ¢ pour la face (111) devrait étre en effet com-
pris entre 31°55" et 34°07".

o1

010
110

NI

Fig. 1. Cristal de lysozyme orthorhombique de poule.

=

Fig. 2. Cristal de lysozyme quadratique de poule.
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II. Détermination des propriétés optiques
Lysozyme de forme B (orthorhombique)

Les réflectances ont été mesurées dans les directions
[001] et [100] sur la face (010), et dans la direction
[T10] sur la face (110). L’application de la relation de
Fresnel, n=14+}/R/1— /R, fournit donc 705, Mpoorg
et n0p Il est aisé de calculer npgyq; & partir de npjo
et Mg, en connaissant ’angle p=51° entre les nor-
males aux faces (110) et (010), par la relation:

in2
_ 1100 Pr1007 SIN” @
Moo= ———5 "7

1 —sin? ¢
Le Tableau 1 fournit les valeurs des réflectances mesu-
rées et des indices de réfraction calculées pour les trois
directions OX, OY et OZ, pour neuf longueurs d’onde
du spectre étudié.
II ressort que

roos|OZ =n,

P00l OX =1y,

noallOY=n, .

La biréfringence maximale est de 0,013 (pour A=589
nm). Le signe optique est négatif (B~) et I'angle 2V
des axes optiques subit une dispersion d’environ 14°
sur ’étendue du spectre étudié.

Lysozyme de forme A (quadratique)

Les réflectances ont été mesurées dans les directions
[001] et [100] sur une face (110) du prisme quadratique.
Le calcul fournit ny; parallelement & OZ et npyoy
parallelement & OX.

Trois cristaux du lysozyme quadratique ont été pré-
levés a quelques jours d’intervalle dans la méme so-
lution mere, et ont été mesurés chaque fois immédiate-
ment aprés le prélévement. Les résultats apparaissent
dans le Tableau 2.

Il ressort que n,=~npo1;>n,=M;y003- L€ cristal est
donc uniaxe positif (U+). Sa biréfringence maximale,
pour =589 nm, est de I’ordre de 0,007.

Discussion

Des mesures répétitives espacées dans le temps sur
différents cristaux de la forme B orthorhombique, tirés
de leur solution mere immédiatement avant I’expérien-
ce, ont fourni des résultats voisins, & la précision des
mesures pres (Tableau 1).

Tableau 1. Réflectances (%), indices de réfraction principaux et angle des axes optiques d’un cristal
de lysozyme orthorhombique (B) de poule

A (nm) 480 500 520 540 560 580 600 620 640
Rioonn 4,81 4,77 4,74 4,71 4,68 4,66 4,64 4,63 4,62
Ri1001 4,78 4,74 4,70 4,67 4,64 4,62 4,60 4,58 4,57

(110 4,73 4,68 4,64 4,61 4,58 4,56 4,54 4,52 4,51
Ngoo11=Hy 1,562 1,559 1,557 1,554 1,552 1,550 1,549 1,548 1,547
My1001=Hm 1,560 1,557 1,554 1,551 1,549 1,547 1,546 1,545 1,544
Mp110) 1,556 1,552 1,549 1,547 1,545 1,543 1,541 1,540 1,539
Nro107= 1, 1,550 1,547 1,544 1,541 1,539 1,537 1,535 1,533 1,532
2V 48° 51° 54° 56° 57° 58° 59° 60° 61°
Précisions R: £0,07% n: £0,008 2 V. +2°



648

MORPHOLOGIE ET PROPRIETES OPTIQUES DE LYSOZYME DE POULE

Tableau 2. Réflectances (%) et indices de réfraction principaux de trois cristaux de lysozyme quadratique
(A) de poule, issus de la méme solution mére: trois mesures, chacune a quatre jours d’intervalles

A (nm) 480 500 520
1¢ mesure Rioors 5,18 5,15 5,12
Ris00y 5,11 5,08 5,05
ne = Npoo1y 1,590 1,587 1,585
N, = N100] 1,584 1,582 1,580
2¢ mesure Rroots 5,05 5,02 4,99
(+4 jours) R0 4,97 4,94 4,92
ne = Npooyy 1,580 1,577 1,575
R, = Nr100] 1,574 1,571 1,570
3¢ mesure Rioosy 4,68 4,66 4,64
(+8 jours) Riog 4,60 4,58 4,56
Ne =Nroo13 1,553 1,550 1,548
Ny = Ny1007 1,546 1,544 1,542
Précisions

Par contre, le Tableau 2 montre que trois cristaux
de la forme A quadratique, prélevés dans la méme
solution & quelques jours d’intervalle et mesurés aus-
sitdt aprés, fournisscnt des indices de réfraction de plus
en plus petits: ces indices diminuent en fonction de
I’dge de la solution mere.

Plusieurs explications peuvent étre proposées, mais
la plus plausible repose sur le fait que la forme B
est stable dans un domaine de température compris
entre +4 et +60° C (Berthou & Jollés, 1974), alors
que la forme A4 est métastable et n’a été observée qu’a
une température inférieure a 24° C.

Les mesures ayant été faites & température ambiante,
comprise entre 21,7 et 23,5° C, I'influence de celle-ci
est grande quand on se rapproche du point de tran-
sition.

Le degré d’hydratation de ces cristaux organiques
constitue également un facteur dont il faut tenir compte
dans la détermination des propriétés optiques. Les
résultats fournis dans ce travail doivent donc étre pris
avec précaution: température et hygrométrie, surtout
en ce qui concerne la forme A, peuvent faire varier,
de quelques unités, la deuxieme décimale des indices
de réfraction.

A ces restrictions prés, il faut insister sur la qualité
optique de ces cristaux de protéine qui est remar-
quable (transparence, homogénéité). Leurs indices de
réfraction sont élevés pour des substances organiques;
devant cette constatation, et afin de contrdler la vali-

dité de ces mesures effectuées a sec, des tests com-
paratifs des indices de réfraction des cristaux avec ceux
de liqueurs étalons d’indices connus ont été effectués,
par la méthode du liseré de Becke. C’est ainsi que
I’indice moyen de la forme B a bien été trouvé étre
compris entre 1,515 et 1,560, confirmant ainsi les don-
nées du Tableau 1.

Les valeurs des indices sont les mémes ou presque
pour les deux types 4 et B. On peut cependant re-

540 560 580 600 620 640
5,10 5,08 5,06 5,04 5,03 5,02
5,03 5,01 4,99 4,97 4,96 4,95
1,583 1,582 1,580 1,579 1,578 1,577
1,578 1,577 1,575 1,574 1,573 1,572
4,97 4,95 4,94 4,93 4,92 4,91
4,90 4,89 4,87 4,86 4,84 4,83
1,573 1,572 1,571 1,570 1,569 1,569
1,569 1,568 1,567 1,566 1,565 1,564
4,62 4,60 4,59 4,58 4,57 4,56
4,54 4,53 4,51 4,50 4,49 4,48
1,547 1,546 1,545 1,544 1,543 1,542
1,540 1,539 1,538 1,537 1,536 1,535

R: +£0,07% n: +£0,008

marquer que, d’une fagon générale, les indices sont
plus grands pour le type 4 que pour le type B. Cette
différence a-t-elle une signification? Il serait tentant
de conclure a un réarrangement plus compact dans 4
que dans B: en effet, ceci expliquerait partiellement
pourquoi la teneur en eau est plus grande dans la
forme B que dans la forme A4, d’environ 10 %, faitin-
attendu puisqu’il s’agit d’une forme obtenue & une
température plus élevée que A.

L’existence de ces deux phases cristallines 4 et B
dans les cristaux de lysozyme de poule pose un pro-
bléme: correspondent-elles 3 un changement plus ou
moins important de la conformation de la protéine,
entrainant un réarrangement cristallin différent? Il sem-
ble plus probable, et les grandeurs et répartition des
indices de réfraction militent en faveur de cette hy-
pothése, que la molécule n’a subi que des changements
discrets locaux, n’affectant en rien la densité de la
matiére qui reste trés voisine dans les deux systémes
cristallins.
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