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SUMMARY

Details concerning the structure of disaccharide—peptide complexes Libarated from the cell
walls of Micrococcus lysodeikticus under the action of B (1— 4) N-Acetylhexosaminidases

Two types of disaccharide-peptide complexes have been studied.

In a first type of complex, the fragment 6-0-8-N-acetylglucosaminyl-N-acetyl-
muraminyl is joined to a peptide moiety consisting of 2 alanines, 1 glycine, 1 glutamie
acid and 1 lysine, by an amide bond between the COOH of N-acetylmuraniic acid
and the NH, of ane of the alanine residues of the peptide. The reaction with 1-fluoro-
2,4 dinitrobenzene shows that the e-NH, group of lysine is free. The electroheophoretic
properties suggest that the y-COOH group of glutamic acid and an unspecified
a-COOH group are free too.

The second type of complex is a dimer of the former, joined by a peptide linkage
between an &-NH, group of lysine and, very probably, an «-COOH group.

The F,B amidase splits the amidic acetylmuraminyl-alanine linkage. Conse-
quently, the disaccharide is liberated and a new free a-NH, group of alanine appears
in the peptide moiety.

INTRODUCTION

Le lysozyme et Pacétylhexosaminidase F; clarifient complétement les suspensions
de parois de ML par rupture d'un certain nombre de Haisons B{1 — 4) entre I'acide
N-acétylmuramique et la N-acétylglucosamine des chaines polysaccharidiques con-
stitutives'-*. 25 % environ des produits de la digestion sont constitucs par un mé-
lange {a) du disaccharide B(1 — 6) AG-AAM (b) de complexes disaccharide-peptide
du tétrasaccharide O-8-AG-(1 — 6)-O-f-AAM-(1 — 4)-O-B-AG-(1 — 0)-0-p-AAM

Abréviations: ML, Micrococous lysodeiktious; AAM, acide N-acétylmuramique; AG, N-acétyl-
glicosamine; DSP, complex disaccharide-peptide; NDL, fraction non dialysable obtenue aprés
action du lysozyme sur les parois cellulaires de ML; Ala, alanine; Glu, acide glutamique; Lys,
lysine; Gly, glycine; FDNB, 1-fluor-z,4-dinitrobenzéne; DNP, dinitrophényle.
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(c) de DST*-1. Ila été suggérét que, dans ces complexes, les résidus disaccharidiques et
peptidiques seraient unis par une liaison amldlque entre le carboxyle de PAAM et une
fonction aminée du résidu peptidique. C’est au niveau de cette liaison que amidase
IF,B agirait,

Les chaines peptidiques des complexes DSP présentent une méme composition
globale en acides aminés, qui est d’ailleurs celle des parois cellulaires intactes. Cer-
taines de leurs caractéristiques structurales ant été déterminées en étudiant la nature
de leurs groupes N terminaux ainsi que de ceux éventuellement libérés par Paction
delamidase F,B. Le méme procédé a été appliqué 4 la fraction non dialysable obtenue
aprés action du lysozyme sur les parois de ML (fraction NDL).

MATERIEL ET METHODES

Parois cellulaires et préparations enzymatiques sont celles précédemment utilisées?4,
La préparation des fractions dialysables et non dialysables des parois cellulaires
digérées par le lysozyme ou Pacétylbexosaminidase F1, les conditions de chromato-
graphie et d’électrophorése ainsi que les procédés de révélation sur papier ont déja
été décrits3—t, Dans le présent travail, les électrorhéophoréses ont été effectuées au
moyen de Pappareil Electrorhéophor Pleuger (Anvers, Belgique), d’un cadre utile
de 40 X 40 cm, aux pH 2.5 (acide acétique 1 N} et 5.5 (acide acétique—pyridine—eau
(2:4:1000)).

Complexes DSP

Quatre complexes ont été séparés des fractions dialysables obtenues aprés diges-
tion enzymatique des parois cellulaires et ensuite purifiés, par les procédés chromato-
graphique et électrorhéophorétique antérieurement décrits®—*. Selon que leur déplace-
ment par chromatographie sur papier Whatman No. 1, en #-butanol-acide acétique-
eau {3:1:1, v/v/v}) est nul ou de 5 cm environ aprés 18 b, ils sont respectivement
désignés® par DSPI et DSPII. Ces deux désignations sont suivies des suffixes L ou F1
selon que I'enzyme utilisé pour la digestion des parois est le Iysozyme ou I'acétyl-
hexosaminidase Fr. DSPTILA et DSPHLB sont deux complexes d’origine et de
comportement identiques, mais préparés au cours de deux expériences séparées.

Amnalyse chimigue des complexes DSP

Ala, Glu, Gly, Lys, acide muramique et glucosamine sont les seules substances
décelées, par chromatographie bi-dimensionnelle en pyridine—eau (8: 2, v/v) et butanol
acétique, dans les hydrolysats acides (HCl 6 NV, 18 h, 100°) des complexes DSP.

Le résidu disaccharidique a été titré {a} directement par la réaction des N- -acétyl-
hexosamines de Morgan-Elson, modifi¢e selon GHUYSEN E1 Sarton® (chauffage de
30 min, 100°, en borax 0.05 M; coefficient molaire d’extinction: 4870 & §85 mp) (b)
en appliguant la méthode de dosage des hexosamines de NEUHAUER ET LETZRING
anx hydrolysatsacides et en tenant compte® d’un rapport D.O. glucosamine/D.O. acide
muramigue égal 4 2.30.

Les acides aminés ont été titrés en traitant, sous agitation, 4 37°, pendant 4 h
et & Tobscurité, 100y des complexes DSP, préalablement hydrolysés, par 0.z mi
d’une solution alceolique de FDNB (3 mg/ml) additionné d’un égal volume de tampon
Na,C0, 0.08 M-NaHCO, 0.12 M. Aprés extraction de I'excés de FDNB par 'éther,
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les solutions ont été additionnées de HCI (p, I.I9) jusqu’d une normalité finale de
3 N et les DNP-acides aminés en ont été retirés par une nouvelle extraction a I'éther.
Cet extrait éthérd a été séché sous vide poussé (102 mm Hg) et chromatographié
selon une premidre dimension avec le solvant: alcool amylique tertiaire—phthalate
(pII 6) de BALCKBURN ET LOWTHER® et selon une seconde dimension avec le t’tmpon
phosphate 1.5 M de Livy”. La solution acide résiduelle, ¢galement évaporée A4 sec,
a été chromatog1aph1ec en butanol qcethue (recherche de I'e-DNP-Lys). Les DNP-
acides aminés ont été extraits du papier par 5 ml d'une solution NaHCO3 1 %.
Les D.0. des solutions ont été mesurées 4 362 mp et transformées en pM d’acides
aminés en les divisant par un coefficient approprié. Celui cia été déterminé en traitant
de fagon identique un mélange synthétique d’acides aminés (0.2 pM) additionné de
0.2 M de glucosamine. Ces coefficients ont été trouvés égaux a 2.42 pour la di-DNP
Lys, 1.90 pour le DNP-Glu, 1.81 pour la DNP- Gly et 1.85 pour le DNP-Ala. Dans les
conditions décrites, la réaction au FDNB est complete. En effet, aprés extraction
4 Dléther, les solutions acides ne contiennent ni é- -DNP-Lys, ni acides aminés non
transformés.

Incubation avec Iamidase FoB

1 mg de chaque complexe DSP a été placé pendant 18 h 4 37°, avec 100 y de
F,B, dans 0.2 ml d’une solution d’acétate ammonique 0.005 M (une force ionique
de 0.025 supprime l'action enzymatique). De méme, 1o mg de la fraction NDL ont
été placés en présence de 500 y de IFyB, dans un volume final de 0.5 ml, toutes autres
conditions étant identiques. Enfin, des solutions témoins contenant le substrat seul
ou enzyme seul ont été soumises aux mémes trajtements.

L’action de Pamidase F,B a été estimée en dosant par le procédé GHUYSEN-
SALTON®, la guantité de disaccharide libéré, Dans ce but, celui-ci a été préalablement
séparé, par chromatographie en butanol acétique ou électrorhéophorése (Fig. 1),
du résidu peptidique ainsi que du complexe DSP intact ayant échappé a T'hydrolyse
enzymatique.
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Détermination des groupes N terminaux

100 y de chaque complexe DSP (0.02 ml) et 2000 y de la fraction NDL (0.1 ml)
—T'un et 'autre traités ou non par F,B—ainsi que des solutions témeins contenant
une quantité équivalente de ITB, ont été traités (mémes conditions que ci-dessus)
par une solution alcoolique de FONB (2 mg/ml) (0.x ml pour les complexes DSP;
1 ml pour la fraction NDL) additionnée d'un égal volume du tampon carbonate.
Apres extraction & Iéther de Iexcés de réactif, la solution a été acidifiée (HCH) jusqu’a
6 N, puis hydrolysée 18 h 4 100°. L’hydrolysat a ensuite été dilué par un égal volume
d’eau et extrait & Péther. Extrait éthéré et solution aqueuse ont été traités comme
décrit ci-dessus. L'¢e-DNP-Lys a été titré en utilisant le méme coefficient que celui
expérimentalement trouvé pour la di-DNP-Lys. Le DNP-Ala a été titré en utilisant
un coefficient de 1.30 qui tient compte de la perte provoquée par Phydrolyse acide.
Cette perte a été estimée en hydrolysant 0.1 uM de DNP-Ala en présence de 100 y de
complexe DSP.

RESULTATS

Composition et cavactéristiques des complexes DSP

Les quatre complexes ont une composition globale identique: (Ag-AAM)-(Ala,;
Glu 1; Gly 1; Lys 1) (Tableau I). De méme, le seul groupe N terminal décelé dang

TABLEAU I
COMTPOSITION DES COMPLEXES DSD ET ACTION DE L'ENzyME T3

Résultats exprimés en posant la lysine = 1.

Effct de 'incubation des complexes DS P
avee Penayme FyB

Composition des compicies DSF non
incubés avec I', B

Complexe
Dsp ; -
Acides mninés Disaccharide N terminal Dmﬁfgfé' ide N lenminaux R*
Tae as
Lys: 1
DSPI Glu: 1.06 .81 0.86 6-Lys: 0.45 a.57 e-Lys: 0.41 0,72
jo| Gly: 0.9 o-Ala; 0,41
Ala: 2
Lys: 1
DSPI Gla: 1 + e-Lys: 0.58 £ e-Lys: 0,50
L Gly: 0.83 a-Ala: 4%
Ala; 1.88
Lys:z
DSPII Glu: 0.96 1.08 1.15 e-Lys: 0.95 0.76 e-Lys: 0,88 0.87
LA Gly: 1 o-Ala: 0,66
Ala: 1.8¢
Lys:1
DSPII Glu: .23 0.8z .93 z-Lys: 1,05 0.63 e-Lys: 0.80
LB Gly: 1 : o-Ala: 0.50
Ala: 2.18

* A, disaccharide dosé par le procédé GRuvesy-SaLton®; B, disaccharide dosé aprés hydrolyse
acide, par la réaction des hexosanines®; IR, rapport: fonction «-NH, alanincjdisaccharide, libérés
sous l'action de F,B.

** Non dosé: mais détecté sur les électroplioréogrammes,

¥ e

Non dosé: mais détecté sur les chromatogrammes,
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chaque cas est 'e-NH,-Lys. Cependant, celui-ci représente 1009, de la quantité
totale de lysine des complexes DSPII, mais 50 %, seulement de celie des complexes
DSPL

Les complexes DSPI et DSPIT sont chargés négativement a pH 5.5 ou supérieur
et positivement & pH 2.5 (Fig. 1). Les complexes DSPI ont toutefois, aux deux pH
examinés, un excédent de charges négatives par rapport aux complexes DSFPII.
Aprés réaction an FDNB, le dérivé dinitrophénolique du complexe DSPITLA a été
séparé par électrorhéophorése a pH 2.5 (9o min a 20 V/em). Praliquement neutre &
ce pH, il a ét¢ isolé par extraction du papier et hydrolysé. Acide muramique, 1; glu-
cosamine, 1, Ala, z; Gly, 1; Glu, 1; Lys, traces, ont été retrouvés par chromatographie
bi-dimensionnelle en pyridine—butanel. Ils ont été estimés par élution en acétone—eau
(3:1, v/v) des taches ninhydrine-positives et détermination de la D.O. des solutions
A 570 mp. Ce résultat, ainsi que le fait qu'aucune substance ninhydrine positive n’a
pu étre décelée sur 'électrorhéophoréogramme, montrent que la réaction au FDNB
avec ke complexe DSP a été compléte.

Action de Venzyme F BB sur les complexes DSP

Sous l'action de 'enzyme ¥,B, 65%, environ du disaccharide sont libérés du
résidu peptidique (Tableau I). La quantité d’e-NH,-Lyslibre n’est pas modifi¢e. Mais,
dans chaque cas, une certaine quantité d’«NH,-Ala a été libérée, Les rapports
o-NH,-Alajdisaccharide, simultanément libérés sous P'action de F,B, sont proches
de I'unité.

A pH 2.5, les résidus peptidiques libres sont chargés beaucoup plus positivement
que les complexes DSP originaux (Fig. 1). A pH 5.5, ils sont neutres. L’électrorhéo-
phorése & pH 2.5 {go min, 2o V/em) du complexe DSPIILA, traité par F,B puis
par le FDNB, n’a pas révélé la présence de substances ninhydrine positives. Ceci
indique également une transformation compléte en dérivé dinitrophénolique.

Chromatographiés en butanol acétique, les peptides PII et PT ont une migration
trés légérement supérieure 4 celle des complexes DSP originaux respectifs, mais
présentent toujours entre eux la méme différence relative de R que celle observée
pour ces derniers.

Action de Uenzyme FoB sur la fraction NDL

2 mg dela fraction NDL contiennent 0.03 pmole d’«-NII,-Ala terminal,0,8 pmole
d’e-NH,-Lys terminal et 0.225 umole de disaccharide combiné mais desable par le
procédé GHUYSEN-SALTON. Sous l'action de B, 6.135 pmole de disaccharide sont
libérés. Simultanément, la teneur en «-NH,-Ala terminal est augmentée de 0.135 pmole
et celle en ¢-NH,-Lys terminal de 0.4 pmole.

Les électrorhéophoréses, réalisées avant et aprés incubation avec IB, ne se
prétent guére & Panalyse étant donné 'étalement considérable des substances. Il
apparalt tontefois clairement que, simultanément & la libération du disaccharide par
F,B, les charges positives du matériel peptidique se sont accrues. De méme, sa sensi-
bilité 4 la ninhydrine a augmenté et celle au réactif des N-acétylhexosamines®
a diminué.
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DISCUSSION ET CONCLUSION

I découle des résultats précédents que les formules représentées dans la Fig. 2 peavent
provisoirement étre attribudes aux complexes DSPI et DSPIL. DSPII renferme un
résidu O-f-N-acétylglucosaminyle-(1 —- 6}-O-8-acide N-acétylmuraminyle uni 4 un
reste peptidique constitué de: Ala 2 Gly 1 Glu 1 et Lys 1. AAM et Ala sont unis par la
liaison amidigue précédemment suspectée? et au niveau de laquelle agit Pamidase F,B.

DSPI est un dimére de DSPIT grice & une liaison peptidique entre 1'e-NIH, de
Ialysine d’un premier monomere e un «-COOH d'un acide aminé du second monomére.

La nature de la liaison (& ~ «)NH-CO de la liaison peptide—peptide dans le com-
plexe DSPI, de méme que la nature, a ou y, des fonctions COOH libres des complexes
DSPIL et DSPII ont été déduites des propriétés électrorhéophorétiques décrites ci-
dessus. Celles-ci ont été comparées & celles que I'on peut préveir en dennant aux
diverses fonctions ionisables les valeurs de pK, supposées inchangées, des acides

CH,0H CH
T 0 0 o 0
K AN o
RN L] HoH 0 [ 7!
H NHCDEHy 0K NHCGHy

L‘H_r,—CB—CUt—NH—EH—CU—NH :1 Al ABL 8Lt ; COOH (o0

. y L00H g KHy {€)
DSPII : disoccharide - peptide

CHy O Ch
T 0" +Et—y
i W i oH
NG 1 o AN
£ NHCOCH OH  WiOoH,
Chg—CH—CO—NH —CH Lo : [ moas oty | ooeo
ooy e N
CHa0H TH
: o 0" 4t
M AN OH
(NI 0 H
H o WHCOCks DK NHCOOHg
CHy —CH— oM EH CO-NH:| ALiARL celi §:cow
Gie  Nipe

DSPI dlsucchurlde peptide peptide - disaccharide
Fig. 2. Formules des complexes DSPT et DSPII. La séquence des acides aminés indiqués entre
les parenthéses n'est pas connue,
* s Site de I'action de I'amidase F,B.

aminés correspondants (Tablean IT). Les points isoélectriques ainsi calculés pour
DSPII et DSPI se situent respectivement & pH 3.20 et 3. A pH inférieur & 3, DSPIT
et DSPI doivent étre chargés positivement. A pH. supérieur & 3.20, ils doivent étre
chargés négativement. La proportion de charges négatives doit toujours étre plus
grande dans DSPI que dans DSPII et cette différence ne peut s’annuler que par un
abaissement considérable de pH (< 1). Les peptides libres PII et PI possédent Pun
et Pautre trois fonctions basiques et trois fonctions acides. Leur point isoélectrique
calculé est identique et se situe & pH 5.5-6, auquel PII et PI doivent se comporter
comme des substances neutres.
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Ces déductions sont en bon accord avec les propriétés électrorhéophorétiques des
complexes DSP et de leurs résidus peptidiques libres (Fig. 1). Au contraire, sl les
complexes DSP contenaient une fonction a-COOH supplémentaire, soit en remplace-
ment de la fonction y-COOH de Glu, soit—pour DSPI-—en admettant que la liaison
peptide-peptide ne se fasse pas aux dépens d'une fonction «-COOH, leur point iso-
électrique calculé serait considérablement abaissé (pH 2.25 pour DSPII et inférieur
pour DSPI). A pH 2.50, I'un et Pautre devraient toujours &tre chargés négativemment.

TABLEAU II

FONCTIONS IONISABLES DES GCOMPLEXES DSP

Les valears des pK sont celles des acides aminés purs.

e-INH, a-INH, ¥-COOH
Complexe Lysine Alawine  dcide glutamigue { ﬁ?ﬁ-' oo } u ff.v
(pK: 70.53)  (PK: 0870 (PK' 407 BB weorique

DSPIL 1 I 1 3,20
DspP1 X E I 3

PII I I 1 I 5.5—6
PrI T 2 1 2 5.5-06

Les formules proposées pour les complexes DSP et leurs résidus peptidigues
libres sont également en accord avec leur comportement chromatographique en
butanol acétique. DSPII (P.M. 1,000) et PII se déplacent de quelque 5 cm. Leurs
diméres DSPI et PI ont un Rz nul ou pratiquement nul. Elles permettent également
de se rendre compte de Uexistence de ponts peptidiques unissant dans les parois
intactes de ML, deux chaines polysaccharidiques (Ag—AAM-AG-AAM-...). In situ,
DSPII serait un résidu peptidique terminal d’une chaine polysaccharidique. Il en
aurait été libéré sous 'action du lysozyme ou de 'acétythexosaminidase F1, en empor-
tant avec lni une unité disaccharidique. Gréace 4 ses deux fonctions aminées cependant,
la lysine d’un tel résidu peptidique serait potentiellement bifonctionnelle. Dans cer-
tains cas, elle assurerait la dimérisation du peptide {par son &-NH,) avec, pour conse-
quence, 'apparition & autre bout de la nouvelle chaine peptidique, d'un second groupe
«-NH, libre de l'alanine. Celui-ci serait alors susceptible de se condenser avec une
fonction carboxyle de Pacide N-acétylmuramique appartenant & une chaine poly-
saccharidique voisine. In sifu, DSPI serait un tel pont peptidique unissant deux
chaines polysaccharidiques. I1 en aurait été libéré sous 'action des B (1 — 4) acétyl-
hexosaminidases, en emportant avec lui denx unités disaccharidiques.

Il est possible que I'un des deux alanines terminaux de certains diméres du type
PI ait—toujours #x situ—une fonction aminée libre. Ces doubles chatnes peptidiques
pourraient expliquer la présence de cet N terminal dans la fraction NDL de méme
que dans les parols de ML, ainsi que I'ont observe antérieurement INGRAM ET SALTON®,
De telles chaines peptidiques doivent cependant étre trés peu fréquentes, la quantité
da-NH2 alanine libre décelée étant inférieure & 5 moles par 100,000 g de parois
cellulaires.

Ilest évidemment frappant de constater 'analogie fonctionnelle que joue Palanine
dans les complexes DSP des parois de ML et dans les nucléotides de PArk™M,

Biochim. Biophys. Acla, 47 (16961) 561568
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considérés comme des précurseurs des parois de staphylocoques. Dans 'un et Pantre
cas, ¢'est cet acide aminé'® qui assure la liaison acide N-acétylmuramique-peptide,

L'action de F,B sur la fraction NDL montre la présence dans celle-ci d’un
certain nombre de résidus disaccharidiques unis & des chaines peptidiques par la
méme liaison amidique que celle décrite dans les complexes DSP. Ces disaccharides
terminaux trouvent leur origine dans la destruction par le lysozyme de chaines
polysaccharidiques plus importantes. L’augmentation, sous laction de F,B, du
nombre de fonctions e-NHy-Lys libres dans la fraction NDL n’est pas explicable &
Iheure actuelle. Elle pourrait suggérer la présence dans la préparation F,B, encore
fort impure, d’'un enzyme distinct de Pamidase.

RESUME

Dans un premier type de complexe disaccharide-peptide, le résidu 6-O-g-N-acétyl-
glucosaminyle-acide N-acétylmuraminyle est relié 4 un reste peptidique constitué de
2 alanines, T glycine, 1 acide glutamique et 1 lysine, par une liaison amidigue entre
le COOH de Pacide N-acétylmuramique et un NH, appartenant 4 un des résidus
alanine du peptide. La réaction au 1-fluor-z,4-dinitrobenzéne montre que le groupe
&-NH, de la lysine est libre. Les propriétés électrorhéophorétiques suggerent que la
fonction y-COOI de P'acide glutamique ainsi qu'une fonction «-COOH sont libres
également.

Le second type de complexe est un dimére du premier réuni par une liaison pepti-
digue entre la fonction ¢-NH, de la lysine d’un premier monomére et vraisemblable-
ment la fonction «-COOH du second.

L’amidase F,B agit au niveau de la liaison amidique acétylmuraminyle-alanine
avec, pour conséquences, la fibération du disaccharide et I'apparition dans le résidy
peptidique d’une rouvelle fonction «NH, alanine libre.
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