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ACTION DE L’ACTINOMYCETINE SUR LES PAROIS
CETLLULAIRES BACTERIENNES

M. R. J. SALTON T J. M. GHUYSEN"**
Department of Bacteriology, University of M anchester (England)

Depuis la mise au point de techniques adéquates d’isolement des parois cellulaires
microbiennes, nos connaissances sur leur constitution physique et chimique se sont
précisées et ont été récemment revues et discutées par 'un de noust 2,

Ioétude de la structure macromolécutaire des parois cellulaires échappe évidem-
ment A Panalyse chimique. Un des moyens d’investigation réside dans la caractérisa-
tion des fragments obtenus aprés digestion enzymatique. L’obtention d’enzymes
actifs sur les parois cellulaires constitue donc un outil de recherche précieux et Pintérét
présenté par de telles substances deviendra éminent le jour o la paroi cetlulaire
d’un microorganisme déterminé pourra étre digérée par plusienrs enzymes s’attaquant
A des types de liaison spécifiquement différents.

Le lysozyme, découvert en 1922 par FLEMING®, dont le substrat type est repré-
senté par les parois de Micrococcus bysodeikiicus, et I'enzyme “streptolytique” isolé par
McCARTY en 1g52% sont, & Pheure actuelle, les seuls enzymes bactériolytiques dispon-
ibles dans un état suffisamment pur pour autoriser une étude significative des
produits de dégradation obtenus aprés action sur les parois cellulaires, L'un et I'autre
de ces enzymes s'attaquent 4 un substrat de méme nature générale mucoide, s
en libérent des substances réductrices et sont certainement indifférents aux liaisons
peptidiques qui forment certains chainons structurels des parois ceflulaires.

LissSKE, en 19215 et GRATIA ET DaTH, en 19248, mettaient indépendamment

* Laboratoire de Microbiologie générale et médicale, Université de Lidge (Belgique) et Société

des Laboratoires Labaz, Bruxelles (Belgique).
** Sybsidié par I'Institut pour I'Encouragement de Ia Recherche scientifique dans 1'Industrie

et I’Agriculture, Bruxelles (Belgique},
Bibliographie p. 173.

w8




voL. 24 (1g57) ACTINOMYCETINE ET PAROIS CELLULAIRES BACTERIENNES 16T

en évidence les activités bactériolyliques des actinomyecdtes, L’interprétation du
mécanisme de cette action a depuis fait Pobjet de nombreuses recherches? et il est
bien démontré que les filtrats actifs de culture de Strepiomyces spp., désignés en 1937
par WELSCH® sous le nom d’actinomycétine, digérent les bactéries gram positives
vivantes par I'intervention de divers enzymes spécifiques parmi lesquelles on connait
actuellement: (1) un principe streptolytique actif sur les streptocoques hémolytiques?,
vraisemblablement identique 4 Penzyme de McCaRTY; (2) un complexe pnenmeolyti-
guel? et (3) un systéme staphylolytique responsable de la lyse de Micrococous pyogenes.
Parmi ces enzymes bactériolytiques— par ailleurs distincts des nombreuses protéases
spécifiques grice auxquelles Pactinomycétine est également capable de clarifier les
suspenstons de bactéries gram-positives et gram-négatives préalablement tuées par
chauffage!!, et de digérer divers substrats protéiniques tels que caséine, kératine,
fibrine, fibrinogéne, épidermine et mucine!®:13—le systéme staphylolytique a été
plus spécialement étudié. Cest un systéme complexe qui a été scindé en deux consti-
tuants Fr et Fa, isolément fajblement actifs, mais pleinement lytiques lorsqu’ils
sont associés,

Lraction éventuelle de ces deux agents au nivean des parois cellulaires micro-
biennes vient d’étre examinée et fait I’objet du présent travail.

MATERIEL ET METHODES

1. Actinomycétine

L’actinomycétine a été préparde par culture du Siveptomyces albus GT en “shalke flasks”, dans un
milien spécialement adapté!? 4 la production de I'activité staphylolytique.

F1 et Fz ont été sépards par divers procédés chromatographiques et se présentent sous la
forme d’une poudre respectivement blanche et légérement brunitre, solubles I'une et 'autre en
présence d’électrolytes 4 pH supérieur a 3.

F1 est une protéine basique, dépourvue de Fz et de toute activité protéasique, Homogéne A
la chromatographie sur échangeurs cationiques et 4 l'électrophorése sur papier, elle sédimente
sous forme d’wmn pic unique (Sy:2.35 & pH 7.5}, présentant toutefois une certaine asymétrie,
indicatrice d'une contamination par des substances de faible constante de sédimentationl,

2 est constitué par une préparation non complétement purifi¢e. Dépourvue de F1, elle reste
contaminée par un certain nombre d’activitds protéasiques. Dans un cas particulier, nous avons
cependant utilisé une préparation F2 hautement purifiée, dépourvue d’activités protéasiques et
homogéne A la chromatographie sur échangeurs cationiques.

2. Organismes ef parois cellulaives

(a} Nous avons étudié 'action de F1 et F2 sur les parcis cellulaites d’un germe gram-négatif;
Eschericlia coli B et des germes gram-positifs snivants: Staphyiccoccus aurveus H (S.H.), Staphylo-
evceus awreus S (5.5.), Sarcina lutea (5.L.), Sporosarcing wrege {Delft) (S.7T.), Clostridimum weichii
BWoar (C.W.), Micrococcus lysodeihticus NCTC 2665 (M.L.), Bacillus subfilis 3610 (B.S.}, Bacillus
wiegatheriwin KM (B.M.) ot Bacillus ceveus (B.C.).

() Préparation des parois cellulaives. Aprés désintégration des cellules microbiennes dans
Pappareil de Mickle, les parois sont purifies par centrifugations différentielles dans NaCl et ean
distillée (voir SarTon). Sanf specification contraive, les parois cellulaires ont été traitées par la
trypsine {1 mg de trypsine brute/ml, pH 7.5, tampon phosphate, g 0.10) pendant 2 heures & 37°.
Tes parois cellulaires isclées ont été conservées sous forme de suspension concentrée, en ean
distillée,

3. Parois celbulaives traitées au FDNB

Les groupes aminés libres des parois cellulaires de 5.5. et M. L. ont été transformés en dérivés
dinitro-phényliques selon le procédé de SANGER® modifié par IngrRam ET SarTon'. 50 mg de
parois sont mis en suspension dans 5 ml d’eau contenant 500 mg de NaHCO,. On ajoute 10 ml
d'uue solution alcoolique & 5% (v/v) de 1-fluoro-z:4-dinitrobenzéne et on agite pendant 5 heures
& U'obscurité. Les parois sont lavées par centrifugations répétées: 4 fois & Pean distillée, 4 fois &
Palcoat, 4 fois 4 1'éther. On séche.
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4- Mesure de Uactivitd Iytique de Fr of Fa

3 ml d'une suspension de parcis cellulaires (ou de parms traitées au FDNB ou de cellules micro-
biennes vivantes) sont mis en incubation & 37° en présence de 1o y/ml F1, 10 ¢/ml F2 ou 10 ¢/ml
F1 4 10oy/ml Fz dans des tubes de 6 mm de diamétre. Les troubles sont mesurés au spectro-
photométre Unicam (modéle SP6oc) & 700 my et les résultats sont exprimés sous forme log A/,
oix A, et A; sont les densités opthues aux temps, zéro et £ (exprlmes en minutes). Les valeurs de
Ay sont voisines de 0.5, ce qui correspond A environ 1 mg de parois cellulaires (peids sec) par mi
de suspension, Les suspensions sont faites en tampon KH,PO,-K,HPO, de pH 7%t de 4 variable
{de 0.002 & o.11). L'activité lytique du lysozyme sur les parois de #.L. a été mesurée dans les
mémes tampons. Enfin, 'activité du lysozyme sur les parois de S.H. et 5.5. a été recherchée dans
le tampon habitueliement utilisé pour cet enzyme (pH 7; gt 0.x, NaCl-Na,HPO,—~NaH,PO, !9,
Le lysozyme utilisé était une préparation cristallisée (blanc d’veuf) des Laboratoires Armour.

5. Constitution des parois celiulatres

10 & 15 mg de parois cellalaires ont été hydrolysés par 5 ml de HCL 6 N durant 24 heures & ro5°.
Aprés séparation de particnles d’humine, Uhydrolysat lyophilisé sur H,50,, a ¢té soumis aux
essais chromatographiques suivants:

(a) Recherche des hexosamines el identification des acides aminéds. Des chromatographies bi-
dimensionnelles ont été réalisées, en double, en développant les chromatogrammes selon une
premigre direction seit avec le phénol-NH,, soit avec le mélange pyridine—ean (8:2, v/v), et dans
la seconde direction avec le solvant n-butanol-acide acétique—ean {6:1:2, v/v/v) (révélatenr 0.29%,
de ninhydrine en acétone}.

(b) Caractévisation des hexosamines. Aprés révélation des chromatogrammes précédents, la
tache correspondant aux hexosamines a été extraite & l'eau. Aprés concentration, les sucres
provenant de la dégradation des hexosamines par action de la ninhydrine?® 2! ont été séparés par
chromatographie au moyen du sclvant de JErMYN ET IsHERwWO0OD?? (acétate d’éthyle-ean-—
pyridine: 2fz21, v/v}v).

{c) Ideniification spécifigue de la glycine. Nous avons utilisé le révélateur propesé par PaTToN
£T ForEMAN® (0.2 9, d'e-phthalaldehyde en acétone).

6. Sucres, sucres aminds el acides mminds libévés par action de I aclinomycétine suv les parois cellulaires

50 mg de pareis cellulaires ont été digérdes & 37°, en 24 heures, dans 5 ml d'ene solution d'acétate
ammonique de g optimale, contenant par ml (sauf spécification) 100 ¢ de F1 ou 100y de ¥z ou
100 p de F1 + 100y de Fz2, La solution clarifide et centrifugée a été dialysée contre 50 ml d’ean
pendant 48 heures. Dialysat et fraction non dialysable ont ensuite été lyophilisés sur T1,50,.
Les résidus dialysables, repris dans 0.2 ml d’eau, ont été soumis aux essais suivants:

(a) Recherche qualitative, Sucres et sucres aminés ont été recherchés en les séparant des acides
aminés par chromatographie ascendante en pyridine—eau 8:2, vfv. L'expérience étant faite en
double, les acides aminés (et petits peptides) ont été réveélés a la ninhydrine, et les sucres aminés
par le réactif de PARTRIDGE (100 ml de n-butanol saturé d’eau + 1.66 g d’acide phthalique +
0,63 ml d’aniline).

(b} Rechorche des hexosamines et identification des acides aminés {voir 5a et c).

(c) Identification des DNP acides aminés. Nous avons utilisé Ie procédé de BLACKBURN ET
LowrHER? (chromatographie ascendante sur papier tamponné au phthalate Na-K, o.1 M, pH 6;
solvant:alcool amylique saturé du méme tampon).

{d} Caractérisation de Pacide a,e-diaminopimélique: par chromatographie en méthanol-
ean—HCl-pyridine (80:17.5:2.5:10, vjv/v) selon le procédé de REULAND ef @l.26,

(e) Recherche de la D-alanine: les chromatogrammes (voir 5a), séchés et non révélés, ont
été vaporisés par une solution de p-amincacide oxydase obienue par extraction du rein de mouton
au moyen d'un tampon pyrophosphate 0.06 M pH 8.3. Aprés une incubation de 2 heures & 37° en
atmosphére humide, 'acide pyruvique éventuellement obtenu a été révélé par le 2:4-dinitro-
phénylhiydrazing {(AvcLAIr ET PaTTONY),

7. Electrophordse

Aprés Iyophilisation, les résidus non dialysables de 5.H., 5.5. et DNP 5.5. repris dans o.5 ml d’eau,
ont été examinés par électrophorése sur papier Whatman 3 MM & pH 7 (¢ 0. ou 0.2; Na-phos-
phates; NaCl; tampons de MrLEr ET GoLDER)®, A pH g.2 (borax M /ze) et pH 6.4 (pyridine,
acide acétigue, eau). Aprés migration, les divers composants ont été révélés soit 4 la ninhydrine,
soit selon le procédé de Rvpon ET SMITH™ (suspension du papier séché cn atmosphére de Cl,, et
détection des N-chloropeptides par Vamidon ioduré).

8. Ultracentvifugation
Les mémes fractions non dialysables ont été analysées dans une ultracentrifugeunse Spinco,
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équipée du systéme optique de Philpot-Svensson, par la méthode de la “synthetic boundary”,
en tampon pIl 7 de MILLER BT GOLDER {fi 0.3) et & la concentration de 0.5 %,.

9. Action de F1 suv les dipeptides

On a examiné Vaction éventuelle de I't—aprés une incubation de 24 heures 4 37° en tampon
KH,PO~K,HFO,, pH 7, it variable—sur les dipeptides snivants: glycyl-glycine (GG); pr-alanyl-
pL-alanine (AA); glycyl-DL-alanine (GA), et pr-alanyl-glycine (AG).

Cette recherche a été effectude en mesurant P'intensité de la coloration a la ninhydrine selon
le procédé de CockiNg ET YEMM?, aprés incubation de 30 ¢fml GG-60 y/ml AA-jo p/ml GA et
50 ¢/ml AG en présence da roy/ml de Fi. Les concentrations en dipeptides sont telles qu’au
temps zéro, le Ay de la coloration & 570 mu est de 0.3. Les acides aminés éventuellement libérés
aprés une incubation de joco ypfml de chacun des dipeptides en présence de roe p/ml F1 ont
également été recherchés par chromatographie sur papier Whatman No. 1 en phénol-NH;. Dans
Yune ou Pautre des conditions précédentes, il est possible de déceler une attaque du substrat
égale & 10%,.

RESULTATS EXPERIMENTAUX

1. Lyse des parols cellulatves par F1, Fz el Fr - F2

La purification et le fractionnement de Fr1 et F2 ont été réalisés en se basant sur leur
capacité de clarifier les suspensions aqueuses des cellules staphylococciques vivantes.

La vitesse de lyse—a pH optimal de 6 & 7—dépend de la force ionique du milien
dont Toptimum, compris entre 0.01 et 0.02 pour les cellules de S.5. et S.H., est le
méme quels que soient les électrolytes utilisés®, mais peut varier suivant la nature
des cellules bactériennes. La Fig, ¥ montre, par exemple, l'influence de la force ionigue
sur la lyse de B. subtilis, B. megatherium et B. brevis par 5 y/ml de Fr.

L’action directe de Fz sur les cellules de Bacillus spp.—de méme que sur les
cellules staphylococciques—est trés faible. Néanmoins, dans ces deux cas, Fz exerce
une action bactériolytique certaine. En effet, 'asseciation F1 et Fz est synergique,
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Fig. 1. Influence de la force ionique sur la lyse  Fig. 2. Cinétique de la lyse des cellules vivantes

des cellules vivantes des Bacillus species in-  de 5. aureus I, incubdes & p 0.01, en présence

cubdes en présence de 5 p/ml de F1 pendant de Fi, F2 et F1 -+ Fz (ro ¢/ml de chaque

10 minutes {B. sublilis; courbe I), 30 minutes enzyme utilisé isolément ou en association). La

(B. megatherium; courbe III), et 60 minutes  surface hachurée représente l'effet synergique
(B. brevis: courbe IT), de I'association.
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ainsi gu’en témeigne la Fig. 2 relative 4 la cinétique de la lyse des cellules S.H. par
F1, Fz et F1 + Fa.

Influence de la force ioniqueet effet synergique se retrouvent, exactement, lors
de Ia lyse des parois cellulaires purifiées des bactéries correspondantes.

Les diverses parois cellulaires examinées peuvent se classer en trois groupes
distincts, selon que l'optimwm de force ionique relatif & Passociation F1 4- Fz est
le méme que celui observé pour F1 seul (groupe I} (IFigs. 3 et 4), est compris entre
ceux de Fr et Iz seuls (groupe IT) (Fig. 5), est le méme que celul observé pour Fz
seul (groupe IIT) (Fig. 6).
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Fig. 3. Influence de la force icnique sur la lyse
des parois celtulaires de S. aurenss H., incubées
en présence de F1, Fz et Fr 4 Fz (1o yfml de
chaque enzyme utilisé isoléinent ou en associa-
tion) pendant 330 minutes. La sorface hachurde

Fig. 4. Influence de la force ionique sur la lyse
des parois cellulaires de Sporosarcina wreae, in-
cubées en présence de Fi, Fz et Fi + F=z
{ro y/ml de chague enzyme atilisé isclément ou
en association) pendant 18¢ minutes. La sniface

hachurée représente I'effet synergique de
I'association.

représente Veffet synergique de l'association.

Le groupe I comprend les parcis de S.H., S.5.,, C.W., B.C.,, BM. et S.U. Ces
parois sont pen sensibles & Fz seul et facilement digérées par F1 seul, avec un optimum
de force ionique variable suivant la nature des parois. 11 est égal & o.01 pour S.5,
S.H. et C.W., & 0.05 pour B.C., compris entre 0.05 et 0.1T pour B.M., et supérieur a
o.11 pour 5.0/, Ces diverses parois peuvent étre classées par ordre de sensibilité en
exprimant le temps de demi-lyse observé lors de leur incubation en présence de
10y Frjml et & force ionigue optimale. Le temps de demi-lyse exprime, en minutes,
le temps apréslequel log 4,/d, est égal 0.3, On obtient ainsi: B.M. (307), B.C.et S.T,
(100%), S.S. (1357) et S.H. (240). Enfin, le temps de demi-lyse observé pour C.7V. est
supérieur & 600, mais est sans signification; Ja suspension a en effet été réalisée au
moyen de parois cellulaires lyophilisées, qui s’agglomérent et sédimentent ftrés
rapidement,

Le groupe 11 comprend les parois de M L, Fr et Fz ont, & leurs forces ioniques
optimales et respectivement égales 3 0.03 et 0.002 ou moins, une activité d’intensité
comparable. Les temps de demi-lyse sont respectivement égaux & 180’ et 300’
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Le groupe Il comprend les parois de S.I. Dans ce cas, apparemment trés
particulier, la force ionique (de 0.002 & 0.11) est sans influence sur Pactivité de Fx
(temps de demi-lyse supérieur 4 500"), D’autre part, Fz, utilisé & la force ionique
optimale de 0.002, donne un temps de demi-lyse égal & 320" et a donc une activité
supérieure a F1. _

En passant du groupe 1 au groupe 1II, Iactivité bactériolytique de Fz devient
prépondérante. Les Figs. 3 et'4 (S.H. et S.U.: groupe I), 5 (M.L.} et 6 (5.L.) illustrent
les caractéristiques de chacun des groupes en montrant Pinfluence exercée par la force
ionique, celle-ci étant due anx mélanges KH,PO I HPO,. Ta Fig. 5 montre égale-
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Fig. 5. Influence de la force ionique sur Ja lyse  Fig. 6. Influence de la force ionique sur la lyse

.des parcis cellulaires de M. lysodeihticus in-  des parcis celiulaires de S. hutea inceabées en

cubées en présence de (a) F1, F2 et F1 4 Fz  présence de F1, Fz et Fx1 + F2 pendant

pendant 180 minutes (roypfml de chaque en- 230 minutes (10 ¢/ml de chaque enzyme utilisé

zyme utilisé isolément ou en association); (b) isolément ou en association).
lysozyme pendant 30 micutes (z ¢/mi).

ment que les parcis de M.L,——substrat type du lysozyme-—sont, dans les mémes
tampons, digérés par cet enzyme 4 une force lonique optimale supérieure & 0.10, ce
qui le différencie de Fr et Fa.

Signalons enfin que Fr et Fz sont pratiquement inactifs sur les parois des
bactéries gram-négatives. C'est ainsi que, aprés une incubation de 24 heures des parois
cellulaires de E.ooli en présence de l'association F1 + Fz (10 y/ml), le log 4,/4,
atteint seulement 0,150 dans les meilleures conditions de force ionique (0.05).

2. Effet synergique de Uassociation F1 - Fz

Quel que soit le groupe auquel appartiennent les parois cellulaires, ’association de
F1 et de F2 provoque toujours un effet synergique sur la lyse de celles-ci. Cet effet
présente diverses caractéristiques:

(a} Son intensité dépend de la nature des parois cellulaires; relativement faible
dans le cas de §.H. (Fig. 3), il est irds intense dans le cas de S.U. (Fig. 4).

(b) 11 peut dépendre du traitement appliqué aux parocis cellulaires Jors de leur
préparation, et, en particulier, d*une incubation préalable en présence de trypsine.
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Fig. 8. Cinétigue de la lyse des parois cellulaires
de S.lufea incubées en présence de F1 3
[t 0.0005--0.11, de F2 & o0.0005, de F1 1 Fz 3
p o001 (10 pfml de chaque enzyme utilisé iso-
lément ou en association}.

4080

GOLDER) (100 p{ml).

Dans le cas de S.5, un tel traitement, tout en n’affectant pas la vitesse de lyse des
parois par Fr1 et Tz séparément, diminue fortement I’effet synergique de I'association,
sans toutefois le supprimer complétement (Tableau T),

TABLEAU I

INFLUENCE DU PRE-TRAITEMENT DES PAROIS CELLULAIRES PAR LA TRYPSINE
SUR L’EFFET SYNERGIQUE DE L'ASsocIaTION Fr1 - Fz2

Log AnfAf abservé apres incubation des parois cellulatres de S. mureus S,
pendani 150 minutes, a 37°, pH 7, i 0.03 en présevcede F1, Fz ¢l Fr+ Fz
(zo ylmi}.

Parais sor traitées Parois traitdes

Tnzyme

a la trypsine a la frypsine
Fr1 seul 0.4 0.4
Fa senl 0.2 0.2
F1 + Fz 1.25 0.9
Effet synergique: 0.65 0.3

(c) L’effet synergique—quoique pouvant ne se manifester qu’aprés un certain
temps de lyse—se traduit généralement par le maintien d’une réaction d’ordre 1.
Ce phénoméne est particulidrement typique dans le cas de la Iyse des parois de S5.H.
et S.L. dont la cinétique de lyse est présentée par les Figs. 7 et 8. Notons ici que la
Fig. 7 montre également la cinétique des parois de S.H. par le lysozyme utilisé & une
concentration ro fois supérieure i celle de F1 et dans le tampon po.1 de MiLLER
T GOLDER.

(d) L'effet synergique est-il réellement dfi & Iassociation des deux enzymes
bactériolytiques Fx et Fz, ou est-il attribuable & un principe supplémentaire—une
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des activités protéasiques contenues dans la préparation F2 non complétement purifiée
par exemple—n’agissant que lorsque les deux premiers ont suffisamment modifié le
substrat sensible? Nous n’avons pas résolu cette question pour chaque type de parois
cellulaires. Toutefois, il semble bien que ce soit le méme enzyme qui, d'une part,
attaque, 4 lui seul, les parois cellulaires de.S.L. (TFigs. 6 et 8) et, d’autre part, provoque,
en association avec F1, une action synergique sur la digestion des cellules staphylo-
cocciques vivantes (Fig. 2). En effet, ces deux types d’activité restent inséparables
au cours des purifications ultérieures anxquelles la préparation F2 a été soumisel4,
et, en particulier, s’éluent sous forme de pics parfaitement superposables lors des
chromatographies qui permettent d’éliminer les diverses activités protéasiques.

3. Charges électriques et sensibilité des parois cellulaives

La valeur de la force ionique optimale de lyse, de méme que les caractéres qui
permettent de classer les divers substrais en trois groupes sont probablement la
conséquence de la charge électrique de la paroi cellulaire. En effet, le remplacement,
par traitement an fluorodinitrobenzéne, des groupes libres NH, par NH-C,I,(NO,},
modifie profondément la sensibilité & nos enzymes ainsi que les valeurs des forces
ionigues optimales.

Dans le cas des parois de S.S., , un tel traitement provoque une élévation de
Poptimum de force ionique de o.01 & 0.05. A cette derniére valeur de p, les parois
traitées au FDNB sont pratiquement aussi sensibles & F1 que I'étaient les parois
originales 4 u o.01.

Dans le cas des parms de M.L., la Iorce ionique optimale relative & la lyse par
F1, originellement égale & 0.03, est, aprés traitement, supérieure & o.10 (Fig. o).
Par contre, F2 est devenu pratiquement inactif, si bien que les parois de M. L. traitées
au FDNB, contrairement aux parois non traitées, se comportent comme un substrat
du groupe I.

Log%—" Pyridine - Eau
t

Q4r

o
e
0.3 o}

02r / :“ 3 ‘I‘
o L)
L *-—
cib o .
/-./ F z\\ -

2 FERT

-

1 . s L .
002 004 006 Q08 Ol _— n-Butanol - Acide acétique-Equ

Fig, ¢. Influence de la force ionique sur les Tig. 1o. Chromatogramme en pyridine:eau—
DNP parois celtulaires de I. lysodeikticus in-  butanol acétigne de Ia fraction dialysable
cubées en présence de I'1 pendant Go minutes, obtenue aprés digestion des parois ceilulaires de
et de I’z pendant 450 minutes (To p/ml de B. megatheriwm  par Vassociation F1 | T2
chaque préparation). 1:alanine; 2:matériel probablement constitué

de pet:t(s) peptide(s) dialysable(s) présentant,

dans le systéme utilisé, un Rp a.na,Ioguc a celui de U'acide diaminopimélique; 3 et 4: traces

d’acides aminés d’origine indéterminée.
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TABLEAU II

ACIDES AMINES PRINCIPAUX ET SUCRES AMINES
DETECTES DANS LES HYDROLYSATS ACIDES (HCl, 6/N) DES PAROIS CELLULAIRES

. Acide Sucre
Parais celhulaives de Alanine g‘,‘j‘iﬁﬁ;m Glyeine Lysiite g::::;,zz;;ﬁg Eﬁﬁ;)m 1.:::;;:::-,"
Staph. aurens S +++ A+ 4+ ++ — -+ +
Staph. aureus H +++ +++ + 4+ + — + -
Sp. ureae +4+-+  +++ ++ ++ — ++ +
M. lysodeikiicus 4+ ++ 4+ ++ ++ — ++ +
S. hutea 4+ ++ + -+ ++ -+t +
Cl. welchii™* +++  +++ bt — +++7  ++ +
B. subtilis ++4+ -+ — — +++ ++ +
B, cereis +++ T+ — — bt -+ +
B. segatherivm ++-+ +++ — — +++ ++ -+

* L'acide diaminopimétique est Visomére L L.
** Parmi le série des parois cellulaires examinées, seules les parois de CI. welchii BW 21 conlien-
nent un troisiéme sucre aminé: ie galactosamine.

4. Constitution des parots cellulaires

La composition essentielle en acides aminés et sucres aminés des diverses parois
cellulaires examinées dans le présent travail est résumée dans le Tablean II. Les
résultats sont en bon accord avec les analyses tapportées antérieurement par
SavToNt 2

5. Analyse des fractions dialysables oblenues aprés digestion des parois cellulaires par
F1, FzelFr 4+ Fz

50 mg de parais cellulaires ont été soumis 4 Paction de nos enzymes (voir MATERIEL
ET METHODES). Dans certains cas, nous n’avons étudié que I'action de Fr; dans
d’autres cas, nous avons étudié en outre Paction de Fz2 et l'action de F1 + Fa.

Ta clarification était pratiquement compléte excepté pour les parcis de B.S.
{20% ’insoluble aprés digestion par F1) et de S.L. (40% d’insoluble aprés digestion
par F1 et 25% aprés Fz; digestion compléte par P'association F1 4 ¥2). Dans le cas
de M.L. soumis & Paction de Fz, une addition supplémentaire de 100 y/ml a été
effectuée 4 la 158me heure de lincubation.

On a utilisé des solutions méres contenant 2000 ¢fml de F1 ou de Tz en tampon
K,HPO, KH, PO, pH % 1 0.01. La concentration en phosphate dans la suspension
de parois cellujaires donne donc une force ionique égale & 0.0005 ou 0.001, selon que
I’on utilise un seul enzyme cu l'association des deux, le complément de force ionique
étant apporté par addition d’acétate ammoniqgue.

(1) La recherche chromatographigue des sucres et sucres aminés (pyridine—ean)
est négative sur les diverses fractions dialysables non concentrées. Aprés concentration
(volume final de 0.z ml pour 50 mg de parois digérées), il est possible de déceler la
présence de iraces de substances migrant avec un R comparable & celui du glucose
ou de Pacétylglucosamine. Toutefois, la libération de telles substances est certaine-
ment irés faible, comparée a celle produite par Paction du lysozyme sur les parois
de M L. par exemple, cas dans lequel une réaction nettement positive est obtenue &
partir des fractions dialysables non concentrées.

(2) La recherche chromatographique (pyridine-eau} des substances réagissant
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avec la ninhydrine est nettement positive méme sans concentration des dialysats.
Dans ce cas, on observe la présence de une ou deux substances—suivant les cas—
migrant avec un R, bien déterminé et se détachant sur une trainée de fond faiblement
positive. La digestion des parois cellulaires par Fr et Fz s’accompagne donc de la
libération d’acides aminés libres et, probablement, de peptides de faible poids
moléculaire. :

(3) Les acides aminés libérés par la digestion enzymatique ont ét4 recherchés
suivant les divers procédés chromatographiques exposés dans MATERIEL ET MATHODES,
Leur identification précise a toutefois rencontré certaines difficultés. En effet: (a) Une
digparition incompléte de Pacétate ammonique tamponnant le milien d’incubation,
peut provoquer 'apparition sur les chromatogrammes de faibles taches dues & ion
NH T et réagissant & la ninhydrine.

(b) Les préparations enzymatiques F1 et I'z, quoique dialysées jusqus dispari-
tion des ¢lectrolytes contenus dans les divers miljeux ayant servi & leur purification,
ne sont pas entitrement dépourvues d’acides aminés libres (traces de glycine, sérine,
acide aspartique, alanine) et, probablement, de petits peptides ainsi, qu’en témoigne
Iétalement vers les faibles poids moléculaires du pic d’ultracentrifugation de Fr par
exemple.

(c) La présence dans les dialysats de petits peptides, libérés des parois cellulaires
par l'action de F1 et F2, apporte parfois une certaine confusion dans 'interprétation
des chromatogrammes. Un acide aminé déterminé ne peut donc étre certainement
identifié que s'il se retrouve correctement localisé dans plusieurs chromatogrammes
développés au moyen de solvants différents, Par chromatographie en pyridine—ean
et butanol-acide acétique—eau, on observe la présence, dans les dialysats de B.S, et
B.M., dun composant réagissant fortement avec la ninhydrine et dont la position
correspond & celle de P'acide diaminopimélique (Fig. 10). 11 s’en distingue, toutefois,
par une différence de coloration, ainsi que par un Ry distinct lorsgue la chromato-
graphie est réalisée dans le solvant “méthanol-HCl-eau-pyridine” proposé pour la
séparation des isoméres de 'acide a, e-diaminopimélique®. De méme, par chromato-
graphie unidimensionnelle des dialysats de 5.5, et 5. H. en butanol-acide acétique—ean
et révélation & I'o-phthalaldéhyde—réactif proposé par PaTTon ET FOREMAN comme
spécifique de la glycine®®-il apparait une tache d'une coloration verte intense et
persistante. Mais le trés faible déplacement de ce matériel le distingue nettement de
la glycine. 1l est possible qu'il soit constitué par un petit peptide dialysable contenant
de la glycine en position terminale,

{d) Enfin, les préparations des parois cellulaires elles-mémes peuvent dtre une
source de contamination des fractions dialysables par des acides aminés et des petits
peptides. Et si méme un pré-traitement des parois par la trypsine contribue certaine-
ment—ainsi que nous avons vérifié—a diminuer cet inconvénient, aucune preuve
n’existe de Defficacité absolue du procéds,

On voit que les acides aminés trouvés dans les chromatogrammes & état de
trace, ont une origine deuteuse. Dans ces conditions, seuls les acides aminés libres,
dont la concentration dans les fractions dialysables re peut étre expliquée par aucune
des considérations précédentes, ont été considérés comme “certainement’ libérés des
parois cellulaires au cours de la digestion enzymatique.

(4) Le Tableau III donne la composition en acides aminés libres des divers
dialysats. On constate que:
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TABLEAU III

ACIDES AMINES “PRINCIPAUX’' LIBERES PAR DIGESTION ENZYMATIQUE
DES PAROIS CELLULAIRES

Parvis cellulaives Enzyine wtilisé Alapine Glycine
Staph. aureus IT FretFr1 | Fz e e —
Staph. anrews 3 Fret F1 4 F2 + 4+ —
DNP Staph. aureus 5 Fr + ++
B, megathevium Fi + F2 ++ —_
B. subtilis . F1 + —
Cl, welchii F1 + 444
M. lysodeiRiicus Fi, F2et¥Fr + L2 . — ++
DNP M. lysodeikticus T + ++
S. lutea F1, Fzet I'1 + Fz — ++

(a) Alanine et glycine sont les seuls acides aminés certainement libérés.

(b) On n’observe aucune différence lorsque la digestion des parois est réalisée par
F1 seul ou Fz seul, ou 'association Fr et Fz.

(¢) L’alanine, constamment identifiée dans les dialysats du groupe I, n'est pas
décetée avec certitude dans ceux des groupes 1T et I11, Il est de plus remarquable que
les parois de M.L. (groupe II), transformées en DNP dérivés, semblent bien donner
une libération d’alanine, et donc se comporter comme un substrat du groupe I, ainsi
que les mesures turbidimétriques Pavaient laissé prévoir.

(5) Dans le cas des parois de 5.5 et M.L., les groupes NI, de la glycine et de
Palanine mises en évidence aprés la digestion enzymatique, ne sont pas libres dans la
parcl cellulaire. En effet, ces acides aminés se retrouvent non transformés en DNP
dérivés aprés digestion des parois traitées au FDNB, ainsi quil a été vérifié par
chromatographie, selon le procédé de BLACKEURN ET LowrHER®, des dialysats con-
centrés correspondants.

(6} L’alanine libérée des parois de $.S. et S.H. par FI ou lassociation F1 4 Fz
est, au moins partiellement, sous forme D, ainsi gw’en témoigne sa transformation
en acide pyruvique par incubation en présence de D-aminoacideoxydase. Faute de
déterminations quantitatives, nous ignorons cependant si 'alanine libérée est entiére-
ment sous forme D, ou est un mélange de formes D et L.

(7) Enfin F1, tout au moins, se comporte comme une endopeptidase stricte, car
il ne nous a pas été possible de mettre en évidence une action quelconque de cet enzyme
sur les dipeptides AA, GG, AG et GA,

6. Analyse des fractions non dialysables obtenmes aprés digestion des pavois cellulaires
staphylococoiques pay Fr, Fz et I'x |- Fz2

(1) Electrophorése sur papier. Aprés digestion des parois cellulaires de 5.5., par
Fr ou Passociation FI + Fz, il est possible de séparer, par électrophorése sur papier,
3 fragments principaux non dialysables, soit & pII 7 (tampen phosphate de MILLER
ET GOLDER,  0.T) aprés 3 heures sous 400 V (Fig. 11: rangées I et I1), soit & pH 6.4
(tampon pyridine) aprés 1 heure sous 1000 V (Fig. 11: rangée III}. L’intense coloration
obtente par nébulisation & la ninhydrine montre que ces composants sont riches en
fonctions NH, libres. Toutefois, un seul composant posséde un caractére neutre ou
basique, des résidus acides devant conférer aux deux autres composants une charge
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totale négative. Aprés digestion par Fr des parois de S.S. {raitées au FDNB et
électrophoreése de la fraction non dialysable concentrée (pH 6.4, pyridine, 1 heure,
1000V, Iig. 11, rangée IV), on ne retrouve plus que des traces de composants & NH,
libre. Tls étaient sans doute profondément situés dans les parois originales, ce qui
leur permettaient d’échapper 4 I'action du fluoredinitrobenzéne. La presque totalité
du matériel chromatographié se retrouve sous la forme de deux composants principaux
chargés négativement et ne réagissant pius avec la ninhydrine (composants DNP).

Aprés digestion par Fr seul des parois de S.H. et électrophortse & pH 7, p 0.1
{3 heures, 400 V) (Fig, 11, rangée V), on observe & nouveau la séparation de trois
composants principaux, dont deux chargés négativement. L'image électrophorétique
est comparable 4 celles obtenues a partir des fractions non dialysables de S.S. Toute-
fois, un composant supplémentaire, & caractére nettement basique, apparait lorsque
la digestion de S.H. est réalisée par 'association Fr + Fz (Fig. 11, rangée VI). Cette
observation permet de confirmer, d'une part, l'individualité des deux souches de
staphylocoques utilisées et, d’autre part, la bonne séparation des deux enzymes Fi
et Iz,

(2) Ultracenirifugation. Les indialysats obtenus aprés digestion des parois de
5.5, et S.H. représentent plus de 70% des parois cellulaires originales. Nous en avons
¢galement examiné le comportement & Pultracentrifuge (solution 0.5%; tampon
pH 7, po1 de MizLER ET GOLDER). Les divers composants, mis en évidence par
¢lectrophorése, se déplacent sous la forme d'un pic unique (Fig. 12) dont Ia faible
vitesse de sédimentation (Sg = T environ, voir Tableau IV) indique des poids molé-
culaires de 10,000 4 15,000.

Fig. 11. Electrophorése sur papier des fractions  Fig. 12, Ultracentrifugation de la fraction non

nen dialysables obtenues aprés digestion en-  dialysable obtenue aprés digestion des parois

zymatique des parois cellulaires de S. aurens S cellulaires de S, qureus S par lassociation

(I, II, IIT), des DNP parois de S. aurens S (IV) Fr1 4 Fz. Vitesse de rotation: 56,700 1.p.an.;

et des parois cellulaires de S. awrews H (V, VI);  temps entre chaque photo: 8 minutes; tempéra-
conditions électrophorétiques: voir texte. ture: de 20.9° & 22°.

CONCLUSIONS

L’actinomycétine brute renferme deux enzymes distincts, Fr et ¥z, dont Pactivité
lytique sur les structures rigides des parois cellulaires de certaines bactéries gram
positives a été démontrée par la clarification des suspensions de ces parois. Fr et Fz
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TABLEAU IV

ULTRACENTRIFUGGATION DU MATERIEL NON DIALYSABLE OBTENUS APRES
DIGESTION ENZYMATIQUE DES PAROIS STAPHYLCGCOCCIQUES

Pavols celinlaires Euzyine wlitisé S0
S. aureus X F1 .96
S, aureus H Fr + Fz 1.05
S. aureuts S T 0.96
S. aurens S Fr + Fz 0.92
DNP S. aurens 5 Fi 1.26

sont parfaitement sépards I'un de I'autre et peuvent &tre obtenus 4 un haut degré de
purification du peint de vue enzymatique en tout cas:

F1 et F2 sont des peptidases dont Iaction lytique s’accompagne de la libération
d’alanine etfou de glycine, ainsi que de petits peptides dialysables. L optimum de
force ionique correspondant & la sensibilité maximum des parois cellulaires dépend
de la charge électrique de celles-cl et varie respectivement pour F1 et Fz. Selon que
Poptimum de force ionique de Passociation F1 - F2 est égal & celui de Fr, est compris
entre celui de ET et Fz2, ou est égal & celui de 172, les parois cellulaires sont groupées
en trois catégories. Du groupe 1 au groupe T11, la sensibilité & F2 va croissant et celle
% F1 va dimipuant, association F1 + Fz étant cependant toujours synergique et
permettant Pobtention drume réaction dordre I Parmi les parois examinées, seules
celles appartenant au groupe I libérent certainement de I'alanine sous I'action de
FT ou de Passociation F1 4 Fa, et, dans e cas des parois staphylococciques, 'alanine
libérée est, an moins partiellement, sous la forme D.

T’appartenance & un groupe déterminé n’a aucun rapport avec ce que lon
connait actuellement de la composition chimique globale des parois cellulaires. En
effet, quoique les parois cellulaires de ces divers microorganismes possédent en commun
certains acides aminés (alanine, acide glutamique), les parois staphylococciqnes sont
des complexes glycérophosphoprotéiniques® 4 tres faible teneur en polysaccharides,
tandis que celles de S.L., M.L. et des Bucillus spp. par exemple, sont des muco-
complexes composés d’environ 50% de polysaccharide et 50% de polypeptide!s. Au
contraire, cette classification doit—partiellement an moins—dépendre de la nature
et de la position des groupements aminés libres situés 4 la surface de la paroi cellulaire.
En efiet, dans le cas de M.L., par exemple, la transformation des NH, libres en
dérivés DNP transforme ce substrat du type II en substrat du type I.

Aprés digestion des parois staphytococciques, il est possible de mettre en évidence
trois ou quatre composants principaux, non dialysables, représentant au moins 20%,
des parois originales, d’un poids moléculaire de 10,000 & 15,000, de charges électriques
différentes et riches en groupements NI, libres.
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RESUME

Un certain nombre de parois cellulaires gram-positives peuvent étre digérées par deux enzymes
distincts, contenus dans l'actinomycétine et obteans & 1'état purifié, Contrairement au Iysozyme
et & l'enzyme streptolytique de McCarTY, ces deux enzymes sont des peptidases dont I'action
lytique sur les parois cellulaires s"accompagnent de la libération d’alanine etfou de glycine et de
petits peptides dialysables. La force ionigue du milien joue dans la lyse un 1dle essentiel qui a
été précisé et qui dépend vraisembiablement de la charge électriqne des parois cellulaires. Les
produits.de la digestion des parois staphylococciques ont été plus spécialement étudiés: une partie
an moins de I'alanine libérée est de la forme D; les fractions non dialysables ont été examindes &
Pélectrophorése et & Vultracentrifugation.

SUMMARY

The cell walls of a number of gram-positive bacteria can be digested by two different enzymes,
present in actinomycetin, which have been obtained in a purified form. In contrast to lysozyme
and the streptolytic enzyme of McCartTy, these two cnzymes are peptidases, their lytic action on
the cell walls being accompanied by the liberation of alanine and/or glycine and small dialysable
peptides. The ionic strength of the medium plays an essential role in the lysis. This role has been
deseribed and it probably depends on the electric charge of the cell walls. The products of the
digestion of cell walls of staphylococei have been specially studied: at least some of the liberated
alanine has the D-form; the non-dialysable fractions have been examined by eclectrophoresis
and by ultra-centrifugation.
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