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Les lysozymes d’origines diverses obtenus &. l’etat chromatographiquement pur ont, 
jusqu’a present, et6 prepares par chromatographie sur Amberlite CG-501. Ce genre de 
chromatographie est extr$mement sensible au pH, a la pr&sence de sels et necessite 
une purification importante du materiel de depart. Aussi la chromatographie utilisant 
des celluloses a paru plus adapt&z -& la purification de quantites importantes d’enzymes 
lysants ; comme ces derniers sont des substances basiques, nous avons fait appel 
a la carbosym&hylcellulose (CM-cellulose), et nous allons decrire ici notre pro- 
&de de purification., Notons que prec$demment RHODES et. al.2 et MANDELES~ 

avaient s&pare les proteines du blanc d’oeuf, et parmi elles le lysozyme de blanc 
d’oeuf, respectivement sur CM-cellulose et diethylaminoethyl-cellulose (DEAE-cel- 
lulose) ; mais leurs pro&l& n’etaient pas cent&s sur la preparation des lysozymes et ne 
conviennent pas, comme nous le verrons dans la discussion, a l’obtention d’un 
enzyme chromatographiquement pur et ayant, en mBme temps, conserve toute son 
activite lysante. 

PARTIE EXPtiRIMENTALE 

CM-ce&Zose 

La CM-cellulose provient de la Brown Company, Berlin, N. I-I., U.S.A. Elk a. et& 
lavee successivement avec NaOH 0.1 N, de l’eau et NC1 0.1 N, puis tamponnee B 
pH ~.~.avec une solution tampon de phosphates 0.01 M. 

Pr&baration d’un extrait &he en Zysozyme 

Un organe ou un tissu riche.en lysozyme (par exemple: rate, rein, etc.) degraisse et 
coupe en petits morceaux est broy6 en presence d’un poids double d’eau, & pH .4.5; 
apr&s centrifugation, le culot est bray@ a nouveau en presence d’eau. Le lysozyme se 
retrouve dans l’extrait aqueux. Des quantites m&mes importantes (de l’ordre de 
1-2 1) de tels extraits ou encore des liquides ou secretions contenant un lysozyme et 
convenablement dilues (ex: lait humain, larmes etc.) sont agites. .soit a 4”’ soit. Q Ia 
tempkrature normale, pendant 4-5 h avec ,50:1op .ml de resine Amberlite CG-50 
tamponnee a pH 6.5 avec une solution tampon de phosphates 9.2 M. Le lysozyme est 
adsorb6 sur la r&sine qui est lavee plusieurs fois avec,un volume &gal d’eau puis de 

* Ce &xv&l a b&&icih‘d’unc subvention (FG-Fryro6) ac&dBe par le United Stat+ Depak- 
ment of Agriculture (U.S. Public Law No. 480, 83rd Congress). 
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solution tampon phosphates 0 .2 M, pH 6.5. Le lysozyme accompagne d’un grand 
nombre d’autres substances (proteines, etc.) est 61ue avec une solution tampon de 
phosphates 0.6’M ou 0.8 M, pH 6.5. Cet Bluat est dialyse 24 ou 48 h contre de l’eau 
distillbe, a + 2O, puis lyophilis@. On obtient ainsi un extrait enrichi en lysozyme propre 
a &tre soumis & la chromatographie sur CM-cellulose. 

Prelfiaration de la colonrze de CM-celhZose 

Les colonnes les plus frequemment utilisees ont une hauteur de 40-50 cm et un dia- 
m&e de 1.2-1.5 cm et contiennent la CM-cellulose tamponI& a pH 5.5 par une 
solution tampon de phosphate 0.01 1M. BOO-IOOO mg de materiel enrichi en lysozyme 
(contenant suivant l’origine de 3-10 mg d’un lysozyme/g d’estrait) dissous dans environ 
5 ml d’eau sont charg@s sur la colonne a un pH compris entre 4.5 et 5.5. 11 est bon de 
verifier clue la dialyse a eliminb la majeure partie des sels contenus dans le materiel a 
purifier. 

Pwification d’wz lysozyme $ar chromatogra$hie SW CM-ceWuZose 

La colonne de CM-cellulose est plac6e sur un collecteur de fractions et on recueille des 
portions de IO ml. La colonne est d’abord 61uee avec une solution tampon dephosphates 
0.01 M Q pH 515 ; la vitesse d’ecoulement doit ici &re lente (20-30 ‘ml/h). La majeure 
partie des proteines accompagnant le. lysozyme sont eliminees et il faut kviter un 
entrafnement du lysozyme. 

Dans un deuxieme stade, on ktablit un gradient de pH et de molarit& A une 
chambre de melange contenant 250 ou 500 ml de la solution tampon de phosphates 
,O.OI M, ‘pH 5.5, on ajoute une solution tampon de phosphates 0.1 M, pH 7.5 (ou 
bien 0.2 M, pH 7.5). La vitesse d’ecoulement peut &re ici de l’ordre de 60 ml/h. Le 
lysozyme est habituellement eluB apres passage de I 1 de la solution tampon. 

Obtention du Zysozyme ct L’btat dessalifie’ par $assage SW Seplzadex 

Les fractions contenant le lysozyme sont reunies, dialysees 24 h contre de l’eau dis- 
tillbe a 2O puis lyophilisees. Comme il reste apres ce traitement des quantitbs’ de sels 
relativement importantes par rapport a la quantite de lysozymei la dessalification est 
achevee en soumettant le produit obtenu a une filtration sur Sephadex G-50. IOO mg 
pouvant contenir IO y. d’un lysozyme et go y0 de sels sont dissous dans environ.5 ml 
d’une solution tampon pyridine 0.3 M-acide acetique 0.1 M, pH 5.5, et charg& sur 
une colonne de Sephadex G-50 de 50 x 1.2 cm equilibree avec la m8me solutidn 
tampon. On recueille des fractions de 2 ml. Les phosphates et.le lysozyme sont,elu& 
separ@ment: 11 suffit d’hvaporer la solution tampon volatile pour obtenir un lysozyme 
sans sel. 

Dosage des @ot&nes totales et dti lysozyme 

Lea protbines totales sont d&terrnin&zs soit par spectrom&trie ultraviolette a- 280 m/c 
avec un spectrophotometre Beckman modele DU, soit par la mkthode de FOLIN- 
CIOC.LTEU, selon le pro&de indique par SUTHERLAND et al.“. ‘,, 

Le lysozyme est determine gr&e a son pouvoir de lyser des suspensibns de 
Micrococcus Zysodeikticzcs. Toutes les mesures ont 6th rapport&es au lysozyme de blanc 
d’oeuf de poule. Le dosage a et& decrit pre’cedemment par JoLLB&~. .' 
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RhULTATS 

Chromatogra$hie dti Zysozyme de blanc d’oeuf de $oule 

Apr&s la mist en route du gradient, le lysozyme de blanc d’oeuf de poule est 611~5 
apr&s passage de 1.5 1 de solution tampon sur la colonne (addition d’une solution 
tampon de phosphates 0.1 M, pH 7.5 dans la chambre de mklange). Le pit corres- 
pondant B 3 mg de lysozyme de blanc d’oeuf de poule est indiqu6 en pointill dans la 
Fig. I. 
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Fig. 1. Purification du lysozyme de rate de chien. _ densit optiquc A 280 m(u; + + + activit8 
lysantc ; - - - lysoeyme de blanc d’oeuf de poule (tbmoin). 

Obtention dzc lysozyme de rate de chtien & I’ktat chyomatogra~~i~~~enzent ;bacr 

,4pr& la mise en route du gradient, le lysozyme de rate de chien est &16 apr&s 
passage de 500 ml de solution tampon sur la colonne (yddition d’une solution tdmpon 
de phosphate 0.1 A&, pH 7.5 dans la chambre de mblange) (Fig. I), 

Le lysozyme de rate de chien avait 6t6 obtenu pr&$demrnent B l’etat chromato- 
graphiquement pur gr&ce B une chromatographie d’equilibre sur Amberlite CG-507. 

L’enzyme obtenu par le nouveau pro&d6 est en tout point comparable k celui, 
purifie sur Amberlite : 

(a) l’activit6 spkifique est constante 8.l’i~likieur du pit representant le lysozyme 
de rate de chien, 

(b) la composition quantitative en acides aminks du lysozyme de rate purifiie sur 
CM-cellul6se, cl&ermin6e par la m6thode de MOORE, %?ACICMAN E'T STEINS, correspond 

B celkindiquke pr&5demmentD. 

Obtenntion dzt Jysozyme de lait humain ci LB&at chromatogva$hiquement pztr 

Apres la mise en route‘ du gradient, le lysozykk de lait humain, contrairement aus 
pr&%Ients lykozymks, ‘ne ‘peut pas &tre 61~6 en zijoutant unk solution tampon de 
phosphates’ olr M, PI-I 7.5 A la chambre de m$lange. Par contre ,il ‘est’ 61116~ apr&s 
addition d’environ ‘i. 1 d’ulie solution tampon de’ phosphates 0.2 M, pH 715. LA 
quantit6 ‘de sels restant apr&s dialyse est cette' fois plus importarite’que dans les ca.s 
prCc6dents: la dessalification a done et6 achev6e sur Sephadeti, G-50 (Fig. 2) .’ 

.’ Le. lysozyme de lait humain obtenu par chromatographie sur C&l-cellulose, est 
ch’romatographiquement pur’; en effet l’activit6. spkifique est constante a ,l’irit&ieur 
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du pit representant le lysozyme; mais de plus il a et6 possible de le soumettre quanti- 
tativement B une chromatographie d’bquilibre sur Amberlite CG-50: il s’agit d’une 
chromatographie au tours de laquelle, le pH et la M de la solution tampon ainsi que 
la temperature restent constants (Fig. 3). 

L 
a 
E a 
ii 

% 

E” P 
I d 

2 
5 
0 

i 

10 20 
-Fractions de Sml+ 

Fig. 2. Lysozyme de lait de femme. Dessslification sur Scphadex G-50 (50 x I.:! cm). Tampon 
pyridine 0.3 M-acide ac&iquc O. I M; pH 5.5. 

. 

Fig. 3. Chromatographie du lysozyme de lait de femme (0.1 mg) sur Amberlite CC-50 (colbnne de 
rg x I.:! cm) ; pH 7.0, 0.2 A!!. 0 0 0 coloration Folin; + + + activit6 lysante. 

DISCUSSION 

La methode de M14NDELES3 qui fait appel k la chrornatographie sur DEAlScellulose 
n’a pas pu etre utilisee pour pr6parer les lysozymes contenus soit dans des estraits 
d’organes (rate, rein, placenta, etc.) soit dana des .&w&ions (lait). En effet le lysozyme 
est &r15 tr&s rapidement et se trouve souille de quantites importantes de proteines 
“inactives”, c’est d dire, n,e lysant pas des suspensions de M. Zysodeikticus. 

La, methode d&rite par RHODES et al.2 fait appel, pour l’elution du lysozyme, B 
une solution tampon d’un pH .voisin de IO et contenant du carbonate de sodium. 
Or les lysozymes sont extr$mement labiles en milieu alcalin: ils perdent t&s rapide- 
ment, .mGme B temperature. normale, leur propriete de lyser des suspensions de M. 
Zysodeikticzts et., souvent on constate une l@g&re precipitation. Grke & la methode 
exposee dans le present travai!,, on ne d&passe jamais pH 7.5 et on conserve aus 
differents lysozymes toute leur activite. Un essai de preparation du lysozyme ,de 
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rate humaine par la mhthode de &-IODES nous a permis de recuperer seulement 
10-15 O/9 du produit actif mis sur la colonne (Fig. 4). La purification totale de cet 

“IF’ 

“’ 
enzyme-lysant n’a pu $tre achevee jusqu’a present; en travaillant avec le lysozyme 
de rate de chien, 20-25 y. du produit actif ont pu dtre r&up&es par la methode de 
RI-IODES, et environ 60 y. par la presente methode. 

La purete des lysozymes ainsi preparEs a pu &tre v&if&e soit en les soumettant, 
pour contrdle, Q une chromatographie ‘d’kquilibre soit en determinant leur compo- 
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CO3Na2 

L I , 
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Fig. 4, Essai de purification du lysoeymc de rate humaine. 
--- activit6 lysante. 

densit optique B 180 n+ ; 

sition en acides amines lorsque celle-ci est deja connue. Parfois, cependant, une re- 
chromatographie sur CM-cellulose clans les m&mes conditions s’est aver&e necessaire; 
ce cas se presente surtout lorsque les estraits contenant les .lysozymes sont.particu- 
lierement riches en proteines “inactives”. 

Par passage sur CM-cellulose, on peut purifier au tours d’une.op&ation 5-10 fois 
plus de lysbzyme qu’en utilisant des colonnes d’Amberlite CC-50 de m&me grandeur. 
La chromatographie sur Amberlite est d’autre part t&s sensible au pH; pour realiser 
une chromatographie d’equilibre, chaque lysozyme a un pH bien ,d&ermine (a 
& 0.05 unite de pH pres) : plus un lysozyme est basique et plus ce pH est elev@. 
On retrouve un comportement analogue en utilisant la CM-cellulose: le lysozyme de 
lait humain qui est plus basique clue celui extrait de la rate de chien ne peut 6tre 
61116 qu’avec une solution tampon de phosphates 0.2 M (et non pas O,I M). 

En plus des exemples cites plus ham, la presente methode est actuellement 
utilisee pour la purification de quelques nouveaux lysozymes (du placenta humain, 
etc.). 
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I. Une m6thode de purification et de preparation de lysozymes de diverses origines 
par chromatagraphie sur carboxym@th_vlcellulose (CM-cellulose) est d&rite; les 
conditions utiliskes, et notamment celles concernant le pH, permettent de conserver 
aux Lysozymes toute leur activite biologique. 

2. A titre d’esemple, la purification des l?;sozymes estraits du lait humain et de 
la rate de chien est d&rite : leut- puret6 a 6t6 vdrifi~e par une chromatographie d’cqui- 
like et des analyses. 

3. La dessalification complete des solutions contenant des l\-sozymes a pu Gtre 
achevke par filtration SW- Sephades G-go. 

4. La prcsentc m6thode est comparce ri d’autres dtwites pri:ct;dcmmcnt. 


