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Quarante années se sont écoulées depuis que Fleming [5] isolait Ie
lysozyme. A peu prés simultanément, Gratia [6] réalisait la dissolution
des staphylocoques au moyen d’« agents lytiques» contenus dans les
filtrats de culture de Sireptomyces. Welsch [36], peu aprés, en démon-
trait la nature enzymatique. Il y a 15 ans, Salion isolait la paroi d’un
certain nombre de cellules bactériennes [26}. Il montrait que cette
structure était le substrat du lysozyme et que sa destruction spécifique
cntrainait la lyse de la bactérie [25]. II ouvrait ainsi des champs
t’exploration nouveaux concernant non seulement l’anatomie hacté-
rienne, mais aussi Pimmunochimie, la chimiothérapie, les relations
phage-bactérie, qui tous connaissent actueilemeiit un remarquable déve-
loppement.

La paroi cellulaire baclérienne [26] renferme plusieurs complexes
macromoléculaires de nature différente, variables selon les parois,
formant parfois des couches multiples individualisées. Un de ces cons-
tituants est, cependant, présent dans toute bactérie. Il s’agit d’un pepti-
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doglycane ou encore glycopeptide ou mucopeptide. Son réle apparem-
ment unique est de donner 4 la paroi une rigidité telle que la cellule
bactérienne résiste a la pression osmolique dont elle est le siége.

Le terme «bag-shaped macromolecule » proposé par Weidel et
Pelzer [35] traduit bien la principale caractéristique de ce peptido-
glycane, Cette molécule géante a Ia taille et la forme méme de la
bactérie. Elle résulte de P’assemblage de 160 & 200 millions de molécules.

Un trés petit nombre de molécules différentes sont utilisées par la
bactérie pour former le beptidoglycane de la paroi: deux N-acétyl-
hexosamines, la N-acétyl-D-glucosamine (GNAc), et 'éther 3-O-D-lactique
de la N-acétyl-D-glucosamine on Pacide N-acétylmuramique (MurAc), et
quelques acides aminés parmi lesquels sont tounjours présents : la L-
alanine, la D-alanine, I'acide D-glutamique et un acide aminé dibasigue :
la L-Iysine ou un des isoméres LL, DD, LD de I'acide diaminopimélique
(DAP). A cause de cetie caractéristique, il est évident que I'hrydrolyse
chimique partielle ne pouvait fournir que trés peu de renseignements
sur la structure fine du polymére. Cest par des dégradations de la
paroi bactérienne isolée, réalisées au moyen d’enzymes spécifigues, que
la structure du peptidoglycane d’un certain nombre de parois a pu
ftre démontrée. Parallélement a ces travaux, d’autres groupes de cher-
cheurs élucidaient les divers méeanismes utilisés par la cellule bacté-
rienne pour réaliser la synthése du peptidoglycane de la paroi [281.
Ces deux voies d’investigation se sont remarquablement complétées,

STRUCTURE GENERALE DU PEPTIDOGLYCANE
DES PAROIS CELLULAIRES BACTERIENNES

Quoique de nombreuses variations individuelles existent certaine-
tent, le peptidoglycane de toute parci bactérienne est construit selon
un méme schéma général (fig. 1). Une suite alternée de résidus GNAe et
MurAc forme des chaines polysaccharidiques linéaires. Tous les résidus
MurAc ou certains d’entre eux sont substitués par des tétrapeptides
L-Ala-D-isoGlu-L-lys-D-Ala ou L-Ala-D-isoGlu-DAP-D-Ala. Enfin ces pep-
tides sont reliés entre eux soit par des liaisons directes, soit par
Iintermédiaire d’acides aminés supplémentaires tels que la glycine,
ia L-alanine, la L-thréonine. L’ensemble qui en résulte se présente dés
lors sous la forme d'un réseau a deux et peut-étre 4 trois dimensions,

La sclubilisation du réseau peut étre indnite par I'hydrolyse soit
de liaisons glycosidiques, soit de liaisons peptidigues. Chaines poly-
saccharidiques et chaines peptidiques jouent donec un réle d’égale
importance dans Ie maintien de la résistance mécanique du peptido-
glycane. Cependant, cette dissolution n’a pas lien aussi longtemps qu’un
nombre suffisant de liaisons, variable selon les cas, n’esi pas rompu.
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Cette propriété permet au réseau in situ d’8tre le siége d’hydrolyses
et de synthéses de liaisons covalentes, nécessaires 4 la croissance et a
la division bactérienne, sans que la rigidit¢ de la paroi et, par consé-

quent, la vie de la bactérie ne soient en danger.

N-acélylmuramidase N- acétyiglucosaminidase

| |
M - *‘s{ 3
N S
- | [ Amidase
L-Ala L-Ala
D-Glu D-Gly
- ) tidase L-L DAP
pa——— Lys ou D.!\Pir‘f\‘l“off;_.;’ o | ¥s ou
. — . ."—“
-l I O-Ala—
Endepeglidases
Fig. 1. — Représentation schématique d’une portion du réseau de peptidoglyeane

de la paroi cellulaire bactérienne et site d’action des trois types connus
d’enzymes bactériolytiques.

X = N-acétyl-D-glucosamine.

Y = éther 3-0O-D-lactique de la N-acétyl-D-glucosamine ou acide N-acétylmura-
migue,

— — = |’association entre résidus tétrapeptidiques peut étre réalisée soit par
des liaisons directes D-alanyl-e-lysine ou D-alanyl-DAP, soit par linter-
meédiaire d’acides supplémentaires,

Deux types de ponis interpeptidiques sont connus: pentaglycines chez
S. aureus, tri-L-Ala-L-Thré chez M. roseus.

Les ponts interpeptidiques ouverts par une endopeptidase peuvent étre
ensuite dégradés, a partir de ’extrémité N terminale, par une aminopeptidase.

ENZYMES ACTIFS SUR LE PEPTIDOGLYCANE
DES PAROIS CELLULAIRES BACTERIENNES

Trois classes .d’enzymes bactériolytiques sont connues. Certains
dégradent la fraction polysaccharidique. Ce sont, soil des endo-N-
acétylmuramidases hydrolysant les liaisons MurAc-GNAc, soit des endo-
N-acétylglucosaminidases hydrolysant les liaisons GNAc-MurAc. D’auntres
enzymes séparent les chaines polysaccharidiques des chaines peptidiques.
-Ge sont des N-acétylmuramyl-L-alanine amidases hydrolysant les liai-
sons MurAc-L-Ala, D’autres enzymes enfin sont des hydrolases imtra-
peptidiques. Ils dissocient les chaines tétrapeptidiques les unes des
autres, soit quw’ils hydrolysent les liaisons qui les relient directement,
soit qu’ils coupent et évenluellement dégradent les ponts interpeptidiques.

D’autres enzymes, non bactériolytiques, permettent une dégradation
plus poussée des fragments résultant d'une digestion du peptidoglycane
par un ou plusieurs enzymes bactériolytiques. Ce sont pour la plupart
des exo-N-acétylhexosaminidases et des exopeptidases.
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On 1irouvera ailleurs [74] la liste des enzymes, lytiques et non
Iytiques, actifs sur le peptidoglycane des parois eellulaires bactériennes
et dont la spécificité est connue, ainsi que la description des procédés
qui permettent de les caractériser.

LES CHAINES POLYSACCHARIDIQUES
DU PEPTIDOGLYCANE
DES PAROIS CELLULAIRES BACTERIENNES

Il est devenu classique de décrire les chaines polysaccharidiques
comme une suife alternee de résidus GNAc et MurAc reliés entre eux
par des liaisons f 1-4. Cette généralisation est peut-étre hative, En effet,
cette structure n’a été établie avec certitude que dans le cas du peptido-
glycane des parois de Staphylococcus aureus souche Cohenhague dont
Ia fraction polysaccharidique a été totalement dégradée en 'une ou
Pautre des unités disaccharidiques isoméres suivantes : B 1-4 N-acétyl-
glucosaminyl-acide N-acétylmuramique [9, 10, 301, 8 1-4 N-acétylmuramyl-
N-acétylglucosamine [32] et les dérivés correspondants chez lesquels
le C6 des résidus MurAec est substitué par un radical Q-acétyle, Dans
ce but, ont été utilisés d'une part les N-acétylmuramidases 32 de Strepto-
myces albus G [8], F; de Streptomyces albus G {4, 22] et B de Chala-
ropsis (16, 281 qui hydrolysent toutes les liaisons MurAc-GNAc, et
d’antre part la N-acétylglucosaminidase de la lysostaphine [2, 27, 33]
qui, inversement, hydrolyse toutes les liaisons GNAc-MurAc. Les unités
disaccharidiques isoméres résaltant de l'un on Pautre type de digestion
ont ensuite ét¢é quantitativement libérées de la portion peptidique du
peptidoglycane par Pintervention d’une acétylmuramyl-L-alanine ami-
dase. Elles ont enfin été isolées et leur structure a été établie.

Le polysaccharide du peptidoglycane des parois de Micrococcus
roseus a, trés probablement, une structure identique, cxcepté toutefois
qWancun résidu n'est substitué par des O-acétyles. Comme précédem-
ment, la N-acétylmuramidase F, fragmente totalement le polysaccharide
en disaccharides B 1-4 N-acétylglucosaminyl-acide N-acétylmuramique,
Ceux-ci sont ensuite libérés par la N-acétylmuramyl-L-alanine amidase de
Streptomyces. L’allernance des deux N-acétylhexosamines et la nature
B1l-4 de 50 % des liaisons glycosidiques sont donc ¢tablies [22]. La
nature g 1-4 des liaisons MurAc-GNAc n’a pas encore été démontrée
directement par lisolement et I’établissement de la structure du disac-
charide isomére du premier. Elle est fortement suggérée par le fait que
ees laisons, sensibles 4 la N-acétylmuramidase F,, sont chez le staphy-
locoque § 1-4,

Le lysozyme hydrolyse jusqu’a 89 % des liaisons MurAc-GNAc des
parois de Micrococeus lysodeikticus et la N-acétylglucesaminidase de la

\
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lysostaphine jusqu’a 74 % des liaisons GNAc-MurAc, avec, dans 'un et
l'autre cas, scission partielle des chaines polysaccharidiques en unités
disaccharidiques. La majeure partie au moins des chaines polysacchari-
diques est &4 nouveau une suite alternée de résidus GNAc et MurAc
reliés par des liaisons g1-4 [19]. Les parois de M. lysodeikticus ont
cependant une propriété qui les distingue de celles de S. aureus ou
M. roseus. Les N-acétylmuramidases les dissolvent en libérant des oligo-
saccharides sans que lintervention de la N-acétylmuramyl-L-alanine
amidase soit nécessaire. I1 a été établi que plus de 50 % des unités
disaccharidiques ne sonft pas substituées par des chaines peptidiques
{71, 223, 11 apparait dés lors que le réseau du peptidoglycane de M,
lysodeilkticus est plus lache que celui de §. aurens ou de M. roseus,
Ceci explique pourquoi I'hydrolyse d'un petit nombre de liaisons glyco-
sidiques suffit & indaire la solubilisation des parois de M. Iysodeikticus.
Au contraire, une suspension de parois de S. aureus ou de M. roseus
n’est complétement dissoute par la N-acétylmuramidase F,, par exemple,
que lorsque 100 % des liaisons MurAc-GNAc sont hydrolysées [9, 297,
Parmi les fragments oligosaccharidiques hibérés directement des parois
de M. lysodeikticus et dont Ia taille -peut atteindre jusqu'a 8 résidus
de N-acétylhexosamines, le tétrasaccharide GNAcE ™ MuracB ! GNAC A
MurAc {(ou G23—M2i Gll— M,)} a été isolé et sa structure a été complé-

tement élucidée. Dans ce but [79, 20] tous les produits de dégradation
possibles de ce tétrasaccharide au moyen d’enzymes appropriés ont

été préparés, a savoir : le trisaccharide GQE—MEi G,, le trisaccharide
M2—2-G11—M1, le disaccharide interne MgiG1 et les deux disaccharides
G, M, et G, LM,

L’alternance des résidus GNAc et MurAc =z aussi été démontrée
chez Escherichia coli mais Tidentification du type et de 1’anomérie
des liaisons glycosidiques requiert de nouvelles investigations [335].
Enfin, des communications émanant de divers laboratoires décrivent
I'isolement, quoique toujours en petite gunantité, d'unités disacchari-
diques & partir de parois bactériennes diverses.

Il est done permis de supposer que les chaines polysaccharidiques
des peptidoglycanes présentent une structure uniforme dans la plupart
des parois bactériennes, Cette régle cependant n’est probablement pas
sans exception, Des liaisons 1-3 par exemple existeraient dans une
portion de peptidoglycane des parois de Streptococcuns pyogenes [1].

Le spectre lytique de beaucoup de N-acétylhexosaminidases est
limité. Cette propriété est probablement le résultat d’inhibitions dues 3
la présence dans la paroi bactérienne de composants non glycopepti-
diques, ou aux earactéristiques mémes du réseau glycopeptidique, ou
encore a la présence de groupements particuliers tels que des O-acétyles.
IT y a la un domaine d'investigation pratiquement inexploré. La N-acétyl-
muramidase F,, toutefois, présente un spectre lytique étendu au moins
vis-a-vis des bactéries Gram positif [23]. Elle lyse les bactéries, ou
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digére les parois isolées correspondantes, appartenant aux genres :
Sarcina, Micrococcus, Strepfocoecus, Propionibacterinm, Corgnebacte-
rium, Bacillus, Clostridium, Listeria, Bifidobacferium. Les cinétiques de
la digestion de ces parois montrent que le nombre de laisons glycosi-
diques rompues est trés variable et indiquent que Paffinité de Penzyme
pour les liaisons § 1-4 requiert probablement la substitution du résidu
acide N-acétylmuramique par un peptide [23].

LA PORTION PEPTIDIQUE DU PEPTIDOGLYCANE
DES PAROCIS CELLULAIRES BACTERIENNES

L’établissement de la structure de la fraction peptidique du peptido-
glycane des parois bactériennes repose sur :

1) L’isolement des unités de base qui le constituent.

2} La caractérisation du mode d’association enlre ces unités de base
(liaisons ou ponts interpeptidiques).

L’existence d’une unité structurale tétrapeptidique L-Ala-D-isoglu-L-
Lys (ou DAP)-D-Ala a été longtemps ume simple hypothése de travail
basée sur Pisolement a partir de cellules bactériennes dont la synthése
de la paroi était bloguée de facon adéquate, du nucléotide N-acétyl-
muramyl-pentapeptide : uridine-5-pyrophosphoryl-N-acétylmuramyl-L-
Alanyl-D-isoglutamyl-L-Lysyl (ou diaminopimélyl)-D-Alanyl-D-Alanine
{24, 28].

La séquence L-Alanyl-D-isoglutamyl dans la fraction peptidique du
peptidoglycane des parois bactériennes isolées, a été démontrée chez
S. aureus et M. lysodeikticus en appliquant la dégradation d’Edman aux
peptides isolés [34]. La fonction o-COOH de Pacide glutamique est, chez
S. anreus, sous la forme d’une carboxamide ef chez M, lysodeikticiis,
substituée par un résidu de glycine,

L’existence de tétrapeptides Ala-Glu-DAP-Ala en tant gu'unités struc-
turales de base a d’abord été reconnue chez E. coli [357. L’examen par
chromatographie sur papier des produils de digestion du peptidoglycane
par le lysozyme ou I'enzyme de phage T,, a permis de démontrer Iexis-
tence de deux fragments principaux, L’'un et 'autre sont composes de
GNAc, MurAe, Ala, Glu, DAP dans la proportion 1/1/2/1/1. Le dosage
du groupement g-aminé du DAP suggérait gu'un des fragments avait
vraisemblablement la séquence : disaccharide -Ala-Glu-DAP-Ala et que
le second était un dimére du premier par Iintermédiaire d’une Haison
interpeptidique dans lagquelle un résidn DAP était engagé,

Des fragments analogues, mais conlenant de la lysine & la place du
DAP, avaient auparavant été isolés, quoique en trés faible quantite, des
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parois de M. Iysodeikticns digérées par le lysozyme ou la N-—acetyl-
muramidase F; {7].

Recemment les unités tétrapepiidiques du peptidoglycane des p’ér‘éis-.
de S. anrens {11, 12, 13, 15] et de M. rosens [15] ont été obtenues avec._ o
un bon rendement, Les peptidoglycanes de ces deux parois presentent::-
beaucoup d’analogie. Tous les résidus MurAc sont substitués par des tétrsa-
peptides, eux-mémes associés par des ponts interpeptidiques gui s’éten-
dent du groupement COOH du résidu D-alanine terminal d’un tétra-
peptide au groupement ¢-NH, du résidu L-lysine d’un second tétrapeptide,
Chez §. qureus, les ponts interpeptidiques sont constitués en moyenne de
5 residus de glycine; chez M. roseus, ils sont formés par Ia séquence
L-Ala-L-Ala-L-Ala-L-Thré,

Les parois de ces deux bactéries ont été dissoutes par la SA. endo-
peptidase 1 de Streptomyces albus G qui ouvre les ponts peptidiques
4 leur extrémité N-terminale, libérant ainsi les groupements COOI des
résidus D-Ala terminaux. Une fois ouverts, les ponts ont ensuite été
dégradés par une aminopeptidase provenant également de Streptomyces
albus G. Cet enzyme libére les résidus de giycine chez S. agureus, de
L-Alanine d’abord, de L-Thréonine ensuite, chez M. roseus, jusqu'a ce que
le groupement c-aminé de la lysine de chaque tétrapeptide soit libre. Fina-
lement, toutes les liaisons § 1-4 MurAc-GNAc du glycane ont é{¢ hydrolysés
par la N-acétylmuramidase F,. Les unités g 1-4-GNAc-MurAc-L-Ala-D-Glu-
L-Lys-D-Ala ainsi libérées ont enfin été isolées et purifiées par chromato-
graphie sur Sephadex. En pratique, le rendement final a été de 55 a 60 %
do rendement théorique. Les dissacharide-peptides des deux parois ont
¢té incubés avec une exo-g-N-acétylglucosaminidase qui a libéré le résidu
GNAc de Pextrémité non réductrice du disaccharide et avec Ia N-acétyl-
muramyl-L-Alanine amidase qui a séparé le disaccharide du résidu pep-
tidique. Enfin, la proportion des acides aminés constitutifs et le dosage des
fonctions NH, et COOH terminales, avant et aprés Paction de la N-acétyl-
muramyl-I-Alanine amidase, démontrent que la majeure partie du résidu
peptidigue a, dans les deux cas examinés, la séquence 1L-Ala-D-Glu-L-Lys-
D-Ala.

Comme 1l vient d’étre exposé, Pisolement des unités tétrapeptidiques
par dégradations enzymatiques du peptidoglycane nécessite 'intervention
d’une série d’enzymes appropriés et, en particulier, de peptidases spéci-
fiques, Plusieurs endopeptidases Iytiques ont été isolées et pour certaines
d’entre elles, la spécificité a été déterminée.

La SA. endopeptidase, 1a ML. endopeptidase et la MR. endopeptidase
[75], toutes trois sécrétées par Streplomyces albus G, ne lysent pas les
parois de bactéries Gram positif contenant du DAP et ne sont chacune
actives que sur un petit nombre de parois de bactéries Gram positif con-
tenant de la lysine. La SA. endopeptidase dont le mécanisme d’action
vient d’étre décrit, lyse également Staphylococcus albus et Gaffkya
tétragena, La MR, endopeptidase n’est active, parmi les parcis examinées,
que sur celles de M. rosens dont elle ouvre les ponts interpeptidiques
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au niveau de la liaison I,-Ala-L-Thré. La ML. endopeptidase digére les
parois de M. Iysodeikticus, Micrococeus citrens, Micrococcus flavus et
Sarcing tutea. Chez M. Iysodeikticus, elle hydrolyse des laisons alanyl-e-
lysine. Ceci démonire que chez cette bactérie les associations interpepti-
diques sont obtenues par des liaisons directes sans que n'interviennent
des acides aminés supplémentaires. D’ailleurs, 1a proportion Ala/Glu/Lys/
Gly des parois de M. Iysodeikiicus est 2/1/1/1. Elle exclut la possibilité
de ponts interpeptidiques puisque les résidus de glycine qui sculs étaient
éventuellement disponibles, substituent les résidus d’acide isoghitamique
en position «. La structure de la fraction peptidique du peptidoglycane
de M. Iysodeikiicus est cependant particulidre. En effet, d’'une part 70 %
des résidus lysine ont leur groupement c-aminé libre, ce qui indique
une faible fréquence dans les associations interpeptidiques, mais, par
conlre, aucun résidu alanine n’a sa fonction COOH.libre. D’autre part, an
moins 50 % des résidus MurAc ne sont pas substitués par des peptides
mais, par contre, il n’y a que trés peu de résidus Ala dont la fonction
aminée est libre. 11 est donc vraisemblable que chez M, lysodeikticus
les unités tétrapeptidiques sont a l1a fois polymérisées par intermédiaire
de laisons L-Ala-D-Ala et que les polypeptides qui en résultent sont
associés entre eux par des liaisons D-Ala-e-Lys, sensibles 4 1a ML. endo-
peptidase,

Le constituant principal de 1a lysostaphine {2, 3, 27] est également
une peptidase. Elle est spécifiquement active sur les parois des staphylo-
coques dont elle hydrolyse plusieurs des liaisons glyeyl-glycine des
ponts pentaglycine. Un mécanisme d’action similaire est attribué 2
Penzyme L, sécrété par Flavobactérium f17, 18].

Le complexe enzymatique L, sécrété par un strepiomycéte contient
en plns d’une N-acétylmuramyl-l.-Alanine amidase, une peptidase qui
hydrolyse les liaisons D-Ala-DAP des parois de Corynebacterium (18, 21].
Le méme type de liaison serait hydrolysé chez E. coli par une peptidase
du systéme autolytique [35]. '

Les variations structurales des portions peptidiques des peptidogly-
canes des parois bactériennes portent donc non seulement sur la nature
de Yacide aminé dibasique, mais aussi sur le mode d’association des
tétrapeptides entre eux. Ces associations interpeptidiques semblent fon-
jours se faire anx dépens d’un résidu D-Ala terminal et d’une des fonctions
aminées de I'acide aminé dibasigue, soit bar une liaison directe (M,
lysodeikticus, Corynebacterium, E. coli), soit par lintermédiaire de
ponts peptidiques (polyglycine chez §, aureus, tri-L-Ala-I-Thré chez M.
resens). Enfin, il est possible que lunité peptidique soit elle-méme de
plus grande taille et résulte de la polymérisation de tétrapeptides (M.
lysodeikticus).




U ENZYMES ET PEPTIDOGLYCANE 109

CONCLUSIONS

La structure réticulaire proposée pour le peptidoglycane des parois
cellulaires baelériennes permel de comprendre les propriétés apparem-
ment contradictoires de résistance mécanique et d’extensibilité qui carac-
térisent cette structure anatomique, unique dans le monde vivant, destinée
4 protéger contre Péclatement osmotique des éires unicellulaires dont
le temps de génération est parfois de quelques dizaines de minutes.

Ces études de structure basées sur des dégradations enzymatiques
contrilées, jointes anx recherches sur la biosynthése du peptidoglycane,
ont également permis d’interpréter le mécanisme d'action dun certain
nombre d’antibiotiques. La pénicilline, en particulier, a pour effet
d'induire chez S. aurens la formation d’un peptidoglycane fragile dont
beaucoup de chaines polyglycine ont leurs exirémités NH, libres [37,
37]. Chez ces cellules intoxiquées, la réaction de transpeptidisation qui
assure nermalement la fermeture des ponts, est inhibée, Il est frappant
de constater que Finhibition de la biosynthése de la liaison D-alanyl-
glycine par la pénicilline provoque la lyse d’une culfure de staphylo-
coques en voie de multiplication et que Fouverture de cette méme
liaison par la SA. endopeptidase a pour effet de dissoudre les parois
staphylococciques isolées,
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