
62 BIOFHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA VOL. 14  (1954) 

MI~TABOLISME DES ACIDES NUCL]~IQUES CHEZ E. COLI  B 

APRILS IRRADIATION ULTRAVIOLETTE 

par  

D. K A N A Z I R *  ~T M. E R R E R A  

Laboratoire de Morphologie animale, Facultd des Sciences, Universit~ libre de Bruxelles (Belgique) 

Dans un travail ant6rieur 2, nous avons signal6 qu'une irradiation ultraviolette de 
E. coli, pendant la phase logarithmique de croissance, ne produit pas l'arr6t, mais un 
simple ralentissement de la croissance pendant les premieres heures qui suivent l'irradia- 
tion. Nous avons montr6 aussi que les processus de synth~se (augmentation du poids 
sec), de m~me que la synth~se des nucl~otides totaux ne subissent 6galement qu'une 
16g~re diminution, du m6me ordre de grandeur que le retard de la croissance. La plupart 
des cellules irradi6es ne sont plus capables de former des colonies; des mutations ont 
6t6 induites et il s'agit d'analyser les processus radiochimiques qui d6terminent ces 
ph6nom~nes. C'est pourquoi il importe de rechercher les alt6rations biochimiques qu'ont 
subies les bact6ries, aussi rapidement que possible apr~s l'irradiation. KELNER 4 a montr6 
que la synthSse de l'acide d6soxyribonucl6ique (ADN) est bloqu6e totalement pendant 
les cinquante minutes qui suivent une irradiation, quand celle-ci laisse environ lO% 
de survivants. Ces observations nous ont amen6 ~ rechercher s'il s'accumule, dans les 
bact6ries irradi6es, des constituants de poids mol6culaires peu 61ev6s qui pourraient 
constituer une r6serve de pr6curseurs pour I'ADN. Une pareille 6tude devrait permettre 
d'6tablir si le blocage de la synth~se de I'ADN d6pend d'une alt6ration des stades 
initiaux ou s'il r6sulte plut6t d'un arr~t de l'int6gration de pr6curseurs dans la macro- 
mol6cule d'ADN. 

M]~THODES UTILIS]~ES 

Des cul tures de E. coli B, en milieu min6ral glucos62, contenant  200 y de PO4HNa ~ par  ml, 
sont  r6colt6es au cours de leur croissance logari thmique,  apr~s avoir  a t te int  une densit6 optique 
de o. 4 (tubes de 18 m m  de diam6tre), mesur6e au spect rophotom~tre  Coleman Universal, module 14, 

7oo m p  (filtre P.C.5). Une volume 6gal de milieu frais leur est additionn6e et des port ions  de 4 ° ml 
des suspensions bact6riennes dilu6es sont  irradi~es, sous une dpaisseur d 'environ 0.5 cm dans des 
bottes de Petri  ouver tes  de i i cm de diam6tre;  leur contenu est agit6 6lectromagn6tiquement.  
L ' i r radiat ion est effectu6e ~ l'aide d 'une lampe Mineralight donnan t  approx imat ivement  19" IO 2 
ergs/mm2]min ~ 3o cm (mesur6 ~ l 'aide du photom~tre  U.V. de Latarjet)  5. Une irradiation de 3 ° 
secondes laisse environ 2o % de bact6ries survivantes,  comme le p rouven t  des comptages  sur  plaques 
d 'agar.  

Imm6dia t emen t  apr~s l ' irradiation, les bact6ries sont  cultivdes g 37 ° et elles sont  cons t ammen t  
agit6es dans l 'obscurit6. Apr~s des t emps  variables, les bact6ries sont  centrifug6es, lav~es I lois 

l 'aide de NaC1 9.o°/00, d6lipid6es au moyen  d'alcool-dther (3:I  en volumes) et ensuite extrai tes 
pendan t  2o minutes  ~ o ° ~ l 'aide d'acide perchlorique ~t 1%.  La d61ipidation para i t  ~tre indispensable, 
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car  l ' ex t r ac t i on  des  c o n s t i t u a n t s  acidosolubles  es t  beaucoup  p lus  rap ide  dans  les dchant i l lons  irradids,  
peu t -~ t re  en  ra ison d ' u n e  a l td ra t ion  de la m e m b r a n e  cellulaire. Le cu lo t  bac tdr ien  es t  ensui te  ex t r a i t  
p e n d a n t  18 h & o ° d a n s  de l 'ac ide perchlor ique  ~t 5 % pour  isoler les r ibonucldot ides  selon la t e chn ique  
d'OGUR ET t{OSEN 7. L 'ac ide  r ibonucldiquc es t  dosd dans  cet  ex t r a i t  p a r  la md thode  & l'orcincS; enfin, 
l 'acide ddsoxyr ibonuc ld ique  des  culo ts  bac tdr iens  es t  dosd, aprbs ex t r ac t i on  ~ c h a u d  au  m o y e n  d ' ac ide  
perchlor ique  & 5 %, pa r  la md t hode  & l ' indol  de CERIOTTI 1. Ces deux  md thodes  co lor imdt r iques  on t  
dga l emen t  pe rmis  d 'd tud ic r  le r ibose et  le ddsoxyr ibose  acidosolubles .  Enfin,  des dosages  du P h o s p h o r e  
acidosoluble,  o rgan ique  et  ino rgan ique  on t  dga lemen t  dtd effectuds. Le phosphore  a dt6 dosd pa r  la 
md thode  de KUTTNER 5. 

RI~SULTATS EXP]~RIMENTAUX 

0.6 
0.5 
0.4 

0.3 

Croissance. Nous voyons, dans la Fig. I, une courbe de croissance de bactdries 
irradides (30 secondes) et tdmoins. La croissance a dtd ddterminde soit par ndphdlo- 
mdtrie, soit par  la mesure du poids sec des bactdries contenues dans 40 ml du milieu de 
culture. Ce sont ces donndes qui nous ont permis de ramener, dans certains cas, les rdsul- 
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Fig. I. Croissance de E. coli B: . . . . .  t dmoins  
x - - - x - - - x  apr~s 3 o s e c  d 'U.V.  

absc isses :  t e m p s  (minutes)  aprbs  l ' i r radia t ion .  
o rdonndes :  A:  ex t inc t ion  au  photocolor im6tre .  

B :  poids  sec des bactdr ies  de 4 ° ml  
de cul ture ,  en  mg.  

tats  des dosages & un poids sec unitaire, 
cn se basant  sur les mesures n6phdlom6- 
triques faites systdmatiquement au cours 
de chaque expdrience. 

Synth~se de l'acide d~soxyribonucl~ique. 
Les rdsultats antdrieurs ont dt6 confirmds: 

c6td d'une inhibition imm6diate de la 
synth6se d'ADN, celle de l 'acide ribonu- 
cldique (ARN) se poursuit presque nor- 
malement, avec un certain ralentissement 
pour les doses les plus considdrables d ' u t  
traviolet que nous ayons utilisdes. La 
durde du blocage de la synth6se de 
I 'ADN est approximativement  propor- 
tionnelle & celle de l ' irradiation. Elle est 

de l 'ordre de 15 & 20 minutes pour une irradiation de 20 secondes, de 30 et de 50 
minutes environ pour des irradiations de 30 et de 40 secondes (Fig. 2). Cette synth6se 
n 'est  cependant pas arrStde d6finitivement: m~me apr6s 40 secondes d'irradiation, la 
teneur en ADN des cultures peut atteindre, ! 

apr6s 15o minutes de croissance, une valeur sol 
40 comparable & celle des t6moins. La teneur en 3°r ~ - s  S ' -  r 

ADN, calculde par  mgr  de poids sec, subit done 
/ / /  

Fig. 2. Syn th~se  de l 'acide ddsoxyr ibonuc ld ique  dans  
des  cu l tu res  irradides de E. coli B.  

I tdmoins .  
x - - -  x - - -  x II ,  I I I ,  IV irradides 2o, 3o et  4 ° secondes.  

abscisses :  t e m p s  apr~s l ' i r rad ia t ion  (en minu tes ) .  
o rdonndes : /~g  ADN,  

g r aph ique  A:  dans  4 ° ml  de suspens ion  bac tdr ienne ;  
(densit6 op t ique  & 7oo m #  p e n d a n t  l ' i rra-  
d ia t ion  : o.24o ) 

g raph ique  B:  dans  2o ml  de suspens ion  bac tdr ienne :  
(densitd op t ique  & 7oo m/~ p e n d a n t  l ' i rra-  
d ia t ion :  o.o97 ). 
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un  a p p a u v r i s s e m e n t  in i t i a l  p u i s q u ' i l  n ' y  a pas  d ' a r r 6 t  de la  c ro i s sance ;  il se p r o d u i t  

ensu i te  un  r e t o u r  progress i f  ~ la  no rma le .  
Synth~se de l'acide ribonucldique. AprSs  2o secondes  d ' i r r a d i a t i o n ,  la  synth~se  de 

I ' A R N  ne subi t  aucun  r a l en t i s s emen t ,  que  l ' on  su ive  ce t t e  syn th~se  h l ' a i de  de la r6ac t ion  

h l ' o r c ino l  ou q u ' o n  la  m e s u r e  s p e c t r o p h o t o m 6 t r i q u e m e n t  pa r  la  m 6 t h o d e  d 'OGuR Er  

ROSEN. Apr~s  3o secondes  d ' i r r ad i a t i on ,  la  v i t esse  de syn th~se  de I ' A R N  est  ra len t ie ,  

ma i s  s e u l e m e n t  d ' u n e  v a l e u r  de l ' o r d r e  de i o  %. Apr~s  4 o secondes ,  le r a l e n t i s s e m e n t  es t  

pe ine  p lus  m a r q u 6 ;  il n ' a t t e i n t  q u e  3 o %  apr~s une  i r r a d i a t i o n  de 6o secondes  ciui, 

c e p e n d a n t ,  en t r a tne  un  arr~t  t o t a l  de la  c ro i ssance  p e n d a n t  e n v i r o n  6o minu t e s .  A aucun  

m o m e n t  il n ' y  a donc  d ' a p p a u v r i s s e m e n t  des  bac t6r ies  en  A R N .  
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Fig. 3- Constituants acidosolubles des cellules de E. coli B irradi6s. 
tbmoins T6moins. 
3 ° secondes d'irradiation × --- × --- × Irradids. 

ordonn6es: temps apr~s l'irradiation, en minutes. 
abscisses: A: mg de bact6ries dans 4 ° m l  de culture (courbe de croissance) 

B: ~ M "  lO 3, par mg de bact6ries, de constituants absorbant & 26o m F, calcul6s comme 
6rant des ribonucl6otides. 

C: /~M. lO 3 orthophosphate par mg de bact6ries. 
D: FM.  lO 3 phosphate organique acidosoluble par mg de bactdries. 
E:  FM.  lO s de ribose acidosoluble par mg de bact6ries. 
F:  /~M. lO 8 de d6soxyribose acidosoluble par mg de bact6ries. 
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Fraction acidosoluble. Les r6sultats concernant cette fraction ont 6t6 consign6s sous 
la forme de graphiques (Fig. 3): il apparalt ,  par quantit6 unitaire de bact6ries, un net 
exc~s des constituants acidosolubles pr6sentant un maximum d'absorption k 260 m/~ 
(courbe B). Ceux-ci s 'accumulent pendant une dur6e comparable au temps de latence 
qu'on observe pour la synth~se de I 'ADN. A cette accumulation de groupements ab- 
sorbant dans I'U.V., vraisemblablement de nature purique ou pyrimidique, correspond 
6galement une accumulation du P organique acidosoluble (courbe D); la teneur en 
orthophosphate (courbe C) diminue au contraire, mais moins rapidement que chez les 
t6moins. Par  contre, les teneurs en ribose et en d6soxyribose acidosoluble, par mgr de 
bact6ries, augmentent  aussi au d6but de la croissance. Les cellules irradi6es sont donc 
plus riches en constituants organiques phosphor6s acidosolubles, dont certains contien- 
nent vraisemblablement du ribose et du d6soxyribose. Remarquons toutefois que la 
teneur en pentoses de l 'extrait  exc~de celle des constituants puriques ou pyrimidiques, 
et m6me celle du P organique. Mais on sait que les pentoses phosphates sont g6n6rale- 
ment tr~s instables et on peut donc supposer qu'une partie de l 'orthophosphate est en 
r6alit6 d'origine organique. Cependant cette mani6re d 'exprimer les r~sultats ne montre 
pas clairement s'il y a ou non, en valeur absolue, une diminution de la quantit6 totale 
de ces divers constituants. 

Un tel d6ficit pourrait, si le constituants en question est en concentration limitante, 
~tre k l'origine du ralentissement de la croissance. Nous avons observ6, au contraire, 
que m~me pour des doses considbrables (60 secondes d'irradiation), il y a toujours un 
exc~s de constituants acidosolubles dans les suspensions bact6riennes pendant  les IOO 
premieres minutes de la croissance; par la suite, les valeurs mesur~.es dans le cas des 
cultures irradi6es deviennent voisines de celles des t6moins. 

DISCUSSION 

Deux ph6nom~nes nets peuvent 6tre d6gag6s du pr6sent travail. Le premier est 
le blocage de la synth~se de I 'ADN, imm~diatement apr~s irradiation de E. coli B e n  
phase logarithmique de croissance. Ce blocage n 'est  pas d6finitif: la synth~se de I 'ADN 
reprend apr~s un temps de latence d 'autant  plus consid6rable que l ' irradiation a 6t6 
prolong6e. I1 n 'y  a cependant aucun arr6t dans la synth~se cytoplasmique (poids sec), 
ni dans celle de I 'ARN. Cette constatation s'accorde bien avec le fait clue les bact6ries 
de la souche utifis6e se transforment en "bact6ries filamenteuses" au sein desquelles 
les noyaux se multiplient avec une vitesse apparemment  tr~s voisine de la normaleL 
mais vraisemblablement avec un certain retard. 

Le deuxi~me point mis en 6vidence est une accumulation extr~mement nette de 
constituanfs acidosolubles, contenant du phosphore organique, des bases puriques et 
pyrimidiques et des pentoses (ribose et d6soxyribose). I1 ne semble cependant pas que 
la croissance soit limit6e par  un d6ficit en constituants acidosolubles. Cette conclusion 
confirme les r~sultats que nous avons obtenus pour l 'ad6nosinetriphosphatO. Mais les 
m6thodes utilis6es 6tant peu sp6cifiques, une analyse chromatographique de ces divers 
constituants est en cours. Les r6sultats actuels sugg6rent, en tous cas, que le blocage 
de la synth~se de I 'ADN r6sulte d'un effet sur les stades ult6rieurs de cette synth~se. 
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R~SUM~ 

La synthbse de l'acide ddsoxyribonucl6ique est imm~diatement  bloqu6e apr~s l ' irradiation U.V. 
d 'une culture de E. coli ]3 en phase togarithmique. Ce blocage n 'es t  pas ddfinitif et ia synth@se re- 
commence apr~s des dur6es d ' au t an t  plus longues que l ' irradiation a 6t6 prolong6e. Pendant  ce temps, 
il y a une accumulation, dans les bact6ries irradi6es, de const i tuants  organiques acidosolubles con- 
t enant  du phosphore, des bases puriques et pyrimidiques et des pentoses (ribose et d6soxyribose). 
Par contre, la synthbse de cytoplasme (poids sec) et celle de l'acide ribonucl6ique n 'es t  que ralentie, 
dans des proportions identiques au ralentissement de la croissance. 

I1 est vraisemblable que la synthbse de I 'ADN n 'es t  pas bloqu6e £ la suite d 'un  ddficit en pr6cur- 
seurs de faible poids mol6culaire; ce blocage r6sulterait plut6t  d 'un  effet de l ' irradiation sur les 
stades ult6rieurs de cette synthbse. 

SUMMARY 

The synthesis  of desoxyribonucleic acid stops immediately after the U.V. irradiation of a culture 
of E. coli B in the logarithmic phase. This effect is not  permanent  and synthesis  is resumed after 
periods which are approximately proportional to the duration of irradiation. During this time, there 
is an accumulat ion of acid-soluble organic const i tuents  containing phosphorus,  purines and pyri- 
midines, as well as pentoses (ribose and desoxyribose). In contrast,  synthesis  of new cytoplasm (dry 
weight) and tha t  of ribonucleic acid is no more inhibited than  the growth of the bacteria. 

I t  is probable tha t  the  inhibition of synthesis  of DNA is not  due to a lack of acid-soluble pre- 
cursors, bu t  probably results from an effect of the irradiation on a later stage of the synthesis.  

ZUSAMMENFASSUNG 

Die Synthese yon Desoxyribonucleins~iure wird nach U.V.-Bestrahlung einer Kul tur  von E. coli B 
in der logarithmischen Phase sofort eingestellt. Diese H e m m u n g  ist nicht  endgiiltig und die Synthese 
wird nach einiger Zeit, die der der ]3estrahlung gleich ist wieder aufgenommen.  W/ihrend dieser 
Zeit t r i t t  eine Anhiiufung yon organischen, s/iurel6slichen, Phosphor enthal tenden Bestandteilen, 
yon Purin- und Pyrimidinbasen und Pentosen (Ribose und Desoxyribose) in den bestrahl ten 
Bakterien auf. Im Gegensatz dazu ist die Synthese des Cytoplasmas (Trockengewicht) und der 
Ribonucleinsiiure nicht  mehr  gehemmt  wie auch beim Wachs tum der Bakterien. 

Es ist wahrscheinlich, dass die H e m m u n g  der DNA-Synthese nicht  die Folge eines Mangels 
siiurel6slicher, niedrigmolekularer Bausteine ist, sondern wahrscheinlich yon einem Bestrahlungs-  
effekt auf die spliteren Stadien der Synthese herrfihrt. 
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