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I N A C T I V A T I O N ,  P A R  L E S  R A Y O N S  X, D ' U N  F A C T E U R  
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Laboratoire Pasle~r de l'/nsti~ut du Radium,  Paris, (Fra~ce) 

La d~termination du poids mol6culaire des acides d6soxyribonucl6iques se heurte 
de grandes difficult6s, du fait que les m~thodes physiques habituellement employ6es 

ne lui sont pas applicables. Ceci tient i~ l 'asym6trie de ces mol6cules hautement 
polym~ris~es, et ~t leur comportement anormal en solution, dfl sans doute k de puissantes 
actions inter-mol6culaires. 

On peut, semble-t-il, tourner ces ditticult6s dans le cas particulier des agents 
transformants du pneumocoque (TP), don~ l'identit6 parait  sufiisamment bien 6tablie 
pour les d6signer comme des mol6cules d 'ADN dou~es d'une activit6 biologique sp~ci- 
fique. Une irradiation appropri6e inactiw, ~ ces agents par des processus qui offrent 
l 'avantage d'int6resser la mol6eule dans son 6tat naturel, c'est ~ dire non perturb~ par 
un trai tement pr6alable. On doit alors pouvoir, par la m6thode classique de radio- 
microm6trie statistique, d6terminer un volume radiosensible dont on discutera l'identit6 
avec la mol6cule elle-m~me. 

Au moyen de deuterons de 3.8 mev et d'61ectrons de 2 mev, FLUKE, DREW ET 
POLLARD 1 ont effectu6 une premiere tentative dans ce sens, et conclu k un poids mol6- 
culaire d'environ 6.1o 6. Mais leur technique parait  sujette k certaines cr i t iques--  
dessication pr~alable du produit, suivie d'une redissolution; absence de titrations 
quantitatives des agents actifs; courbes d' inactivation impr6cises-- ,  sur lesquelles nous 
reviendrons plus loin, qui font souhaiter une confirmation de leur travail. Dans ce but, 
nous avons utilis6 des rayons X, en nous effor~ant de satisfaire aux conditions dans 
lesquelles le poids du volume mesur6 se rapproche le plus du poids mol6culaire vrai. Ce 
travail  sugg~re que le TP a un poids mol6culaire inf6rieur ou ~gal k 7.3" IO~. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 

Agent trans/ormant. Parmi les divers agents transformants,  nous avons choisi celui, 
TP Sr, qui conf~re au pneumocoque la r6sistance ~ 2 mg de streptomycine par cm 3 de 
milieu de culture environnant, sans induire la formation de bact6ries ~ r6sistance 
interm6diaire. Ce choix fut diet6 par le fait que eet agent peut ~tre titr6 d'une fa~on 
rigoureusement quantitative. L 'agent  rut isol6 ~ part ir  d'une souche de pneumocoque 
poss6dant l 'apti tude h6r6ditaire ~ plolif6rer en pr6sence de cette 6norme concentration 
de l 'antibiotique. Cette souche nous a 6t6 procur6e par HOTCHKISS qui fut le premier 

* Avec l 'assis tance technique de Mlle. A. MUNERAT et de Mr. P. MORENNE. 
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d 6 m o n t r e r  q u e  c e r t a i n e s  r d s i s t a n c e s  d e  ee  g e n r e  s e n t  s o u s  le c o n t r 6 1 e  d ' a g e n t s  t r a m ;  

f o r m a n t s ,  l oca l i s6 s ,  c o m m e  l ' a g e n t  c a p s u l a i r e ,  d a n s  I ' A D N  d ' u n e  b a c t d r i e  2. So lon  d e s  

m 6 t h o d e s  a n t d r i e u r e m e n t  d 6 c r i t e s  ~, l ' a g e n t  f u r  i so ld  s o u s  f o r m e  d e  p r @ a r a t i o n s  d ' A D N  

p a r t i e l l e m e n t  p u r i f l 6 e s ,  & s a v o i r  d d b a r r a s s d e s  d o s  p r o t d i n e s ,  d e s  p o l y s a c e h a r i d e s ,  c t  d e  

l a  p l u s  g r a n d e  p a r t i e  d e s  a c i d e s  r i b o n u c l 6 i q u e s .  N o u s  a v o n s  u t i l i s 6  d e u x  p r @ a r a t i o n s  

d i s t i n c t e s  d e n t  l e s  t e n e u r s  e n  A D N  6 t a i e n t  r e s p e c t i v e m e n t  1 .45  e t  o .S5 m g  p a r  m l .  

A c o n d i t i o n  d'£~tre s u f f i s a m m e n t  c o n c e n t r d e ,  u n e  s o l u t i o n  d e  l ' a g e n t  c n  e a u  

p h y s i o l o g i q u e  c o n s e r v e  s o n  ac t iv i t (~  p e n d a n t  d e s  a n n d e s .  E n  r e v a n c h e ,  los  s o l u t i o n s  

d i l u 6 e s  s ' a f f a i b l i s s e n t  r a p i d e m e n t  e t  p e r d e n t  l e u r  a c t i v i t 6  e n  q u e l q  a e s  j o u r s .  N o u s  a v o n s  

c o n s t a t 6  q u ' o n  s t a b i l i s e  p a r f a i t e m e n t  les  s o l u t i o n s ,  m 6 m e  los  p l u s  d i l u d e s ,  e n  l e u r  

a j o u t a n t ,  ~ d e s  c o n c e n t r a t i o n s  de  1 %  o u  p l u s ,  de  l ' e x t r a i t  d e  l e v u r e  D i f c o  p r ~ a l a b l e m e n t  

n e t t o y 6  p a r  a b s o r p t i o n  s u r  c h a r b o n  ~. C e t  e x t r a i t  n e  g£,ne p a s  los  t i t r a g e s  d ' a c t i v i t 6  

b i o l o g i q u e  c a r  il f a i t  p a r t i e  d u  m i l i e u  de  c u l t u r e  u t i l i s d  p o u r  les  t r a n s f o r m a t i o n s .  

Titrages de l'activitd. Q u a n d  des p n e u m o c o q u e s  sensibles  5  ̀la s t r ep tomyc ine  prolif6rent dans  un  
mil ieu appropr i6  en pr6sence de I ' ADN p r o v e n a n t  de p n e u m o c o q u e s  r6s is tants ,  cer ta ines  bactdr ics  
acqui6ren t  une  r6s is tance  5  ̀l ' an t ib io t ique ,  i den t ique  5  ̀celle des  bact6r ies  qui  on t  fourni  I 'ADN.  l~n 
l 'occurence ces bac te r ies  t r ans fo rm6es  r6s i s ten t  5  ̀ une  concen t r a t ion  de 2. io -'~ de s t r ep tomyc ine .  
D a n s  los condi t ions  d6cri tes  ci-dessous,  le n o m b r c  des  t r a n s f o r m a t i o n s  est  fonct ion lindaire de la 
quan t i t 6  d ' A D N  ajoutde  ~ la cul ture .  La mesu re  de ce nombre ,  c ' e s t  5  ̀dire le t i t r age  de l 'activit4., 
s ' e f fec tue  c o m m e  su i t :  

i .  La  souche  bac t6r ienne  d6tectr ice,  l ign6e R36A, sans  capsule ,  es t  repiqude t o u s l e s  jours  pa r  
t r a n s f e r t  de o.2 nil de la cu l tu re  prdc6dente  dans  5 ml  de mi l ieu  de cu l tu re  add i t ionn6  de o.i ml de 
sang  defibrin6 a. Apr6s  4 heu res  d ' i ncuba t ion ,  la nouvel le  cu l ture ,  soit  C, a y a n t  a t t e i n t  sa densi t6  
m a x i m u m ,  es t  pr6te  5  ̀servir .  

2. On  p r @ a r e  dans  un  flacon d ' E r l e n m e y e r  stdrile la quan t i t 6  ddsir6e du m41ange s u i v a n t  (M) 

- -  mi l ieu pour  t r ans fo rma t iona :  IOO nil 
- -  solut ion stdrile de s6 rum a l b u m i n e  de 

boeuf  (Armour ,  f rac t ion  V) 5  ̀4 P. ioo:  5 ml 
- -  Cul ture  bac t6 r ienne  C dilu6e ioo  fois: 2 ml 

3. On  pr6pare  les " cu l t u r e s  A t r a n s f o r m a t i o n s "  en  m d l a n g e a n t  dans  des  pe t i t s  t ubes  stdriles 
(I3 X IOO mm)  o. i  ml  de la so lu t ion  d ' A D N  5. t i t rer ,  dilu6e ou non,  e t  2 mI du m61ange. La  quan t i t 6  
d ' A D N  es t  ici a jus t6e  de fa~on /~ donne r  en t r e  ioo et  5oo t r a n f o r m a t i o n s  pa r  cul ture .  Ces cu l tures  
sen t  mises  p e n d a n t  4 heu res  5  ̀ l ' 6 tuve  5  ̀ 37 °. El les  en s en t  ensu i te  ret i rdes et refroidies dans  un 
ba in  glac6. 

4. Le con t enu  de c h a q u e  t ube  (assur4 p a r  un  r im;age)  es t  vers6 dans  une  boite de Petri .  On lui 
a jou te  r a p i d e m e n t ,  e t  en  m61angeant ,  env i ron  15 ml  de mil ieu g61os6 fondu  5  ̀ 5 °°  a c o n t e n a n t  un  peu 
de s ang  d6fibrin6 de cheva l  e t  3 m g  de s t rep ton lyc ine .  A cet te  concen t r a t i on  (2- io 4), l ' an t ib io t ique  
s61ectionne ~ coup stir, exc l u s i vemen t ,  e t  s ans  r i sque  de los tuer ,  les bact6r ies  t r ans fo rm6es  r6s is tan tes  
5  ̀une  concen t r a t i on  IO fois sup4rieure .  Apr6s 2 4 heures  d ' i ncuba t i on  A 37 °, on d4nombre  les colonies 
r6s i s tan tes .  Les  t6inoins,  pr6par6s  de la m6nle  fa~on ma i s  sans  add i t ion  d ' A D N ,  n ' en  p r6sen t en t  aucune .  

D a n s  ces condi t ions  et  pour  une  cu l ture  ddtectr ice donn6e,  le h o m b r e  des  colonies r6s i s tan tes  ainsi  
o b t e n u e s  es t  fonct ion  l in6aire de la quan t i t 6  d ' A D N  t a n t  que  celle-ci ne d @ a s s e  p a s o .  I m ic rog rammc .  
(C'est  A d i r e - - p r o b a b l e m e n t -  t a n t  q u ' o n  6vite t ou te  coinpdt i t ion  en t r e  p lus ieurs  uni tds  de TP  
pou r  une  m 4 m e  bact6rie).  Cet te  l imi te  de la l indarit6 qui  fu t  r4gu l i6 rement  contr6ide,  d6pend un ique  
meri t  de la quan t i t 6  d ' A D N ,  e t  non  du n o m b r e  d ' un i t6 s  ac t ives ,  c o m m e  si los uni t6s  inact ivdes 
conse rva ien t  leur  pouvo i r  d ' in te r f6rence .  

Pour  une  quan t i t 6  donn6e d ' u n  A D N  donnd,  le h o m b r e  des  colonies rds i s tan tes  var ie  d ' u n  jour  
5. l ' au t re ,  pa r  su i te  de f luc tua t ions  incontr61ables  du sy s t6me  d6tecteur .  Ainsi,  chacune  de nos expe-  
r iences  a-t-elle compor t6  u n  6 ta lonnage  tdmoin  de I 'ADN,  au  cours  duque l  on v6rifiai t  la l in6arit6 de 
la t i t r a t ion .  E n  m o y e n n e ,  o. i  ml  de nos  solut ions  s tock  d ' A D N  dilu6es lo ~.a lois, donna i t  1oo ~ 3oo 
colonies  r6s i s tan tes .  

No tons  enf in  que  nos  t i t r ages  on t  t enu  colnpte  des  i n s t a n t s  o6 les bact6r ies  acqui6ren t  |e TP,  
e t  oh le n o u v e a u  p h 6 n o t y p e  s ' exp r i me ,  au  sein des  " cu l tu r e s  & t r a n s f o r m a t i o n " .  La  r6act ion en t re  
bactdr ies  e t  T P  a lieu p e n d a n t  une  p6riode res t re in te  qui  se s i tue  en t re  2 e t  3 heu res  d ' incuba t ion .  
L ' exp re s s ion  p h 6 n o t y p i q u e  de la t r a n s f o r m a t i o n  n ' a p p a r a i t  q u ' u n e  heure  p lus  tard,  ainsi  qu'HoTCHKISS 
l ' a  observ4 en d ' a u t r e s  c i rcons tances  -°. 

Irradialio~s. Le T P  a 6t6 irradi6 dans  des  cupu ies  de p lex ig lass ;  o.2 ml  de la solut ion d ' \ D N  

fSibliographie p. 197. 
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s'y dtalaient en une couche circulaire de ~6 mm de dialn6tre et d'6paisseur fl peu prhs uniforme 6gale 
"2 i mnu Aprks l'irradiation, on pr61evait o. ~ 5 ml de l'6chantillon et on procddait au titrage de l 'activit4 
rOsiduelle selon la technique ci-dessus d6crite. 

La source 6tait une anti-cathode de molybd6ne d6bitant, sous 33 kV et 3 ° inA, un rayonnement 
filtrd sur o.o5 mm d'aluminium, et dont la kmgueur d'onde inoyenne 6tait o.9 A. L'intensit6 du 
rayonnement au niveau de la prdparation 6fair contr616e g ~ 2 % pr6s, et maintenue ~ ~ kiloroentgen 
par seconde. Par suite de la forte absorption de ce rayonnement dans la prdparation, l'intensit4 
moyenne vrede dans la solution 6tait rdduite b. o.9 kr/seconde. Dans 13 suite de cet exposd, toutes les 
doses indiqudes reprdsentent en roentgens les doses vraies ret'ues (soit, pour ~ r, une densit6 d'dnergie 
absorbde de 93 ergs par gramme - -  ~. I rep). 

PWcision des rdsullats. Cette prdcisiou n'est pas limitde par la mesure des doses de rayons X, 
assur6e /t :L 2 % pr6s, ni par les erreurs standard calculables commises sur l'6chantillonnage des 
populations bact6riennes, mais par les fluctuations statistiques du taux de transformation, et par les 
erreurs inh4rentes aux manipulations. Nous nous sommes contentds de'r@4ter les expdriences, et de 
contr61er la reproductibilit6 des r6sultats. En fair, celle-ci s'est av6r6e tr6s satisfaisante. (Voir 
Tableau III.) 

IRRADIATION DU TP EN SOLUTION, EN PRESENCE D'AGENTS PROTECTEURS 

On ne  p e u t  d 4 t e r m i n e r  un  v o l u m e  mol6cu la i re  ~ p a r t i r  d ' u n e  courbe  d ' i n a c t i v a t i o n ,  

que  si l ' i n a c t i v a t i o n  r6sul te  d ' u n  "e f fe t  d i r e c t " ,  c ' e s t  k di re  d ' u n e  r6ac t ion  de t y p e  

m o n o m o l 6 c u l a i r e  cons6cu t ive  ~ l ' a b s o r p t i o n  de l '6nerg ie  r a d i a n t e  au  sein m S m e  de  la  

mol6cule  consid6r6e.  A v ra i  dire ,  on  6vi te  d i f f ic i lement  que  ne se p r o d u i s e n t  6 g a l e m e n t  

des  "e f fe t s  i n d i r e c t s "  de t y p e  b imol6cu la i r e  en t r e  ce t t e  mol6cule  e t  des  61('ments du  

mi l i eu  e n v i r o n n a n t  ( r ad icaux  l ibres ,  mol6cules) ,  ac t iv6s  p a r  le r a y o n n e m e n t .  La  m e s u r e  

du  v o l u m e  mol6cu la i re  ex ige  que  l ' on  m i n i m i s e  a u t a n t  que  poss ible  l ' i m p o r t a n c e  r e l a t i v e  

de ces effets  ind i rec t s ,  soi t  p a r  dess ica t ion ,  soi t ,  en  solu t ion ,  p a r  l ' a d d i t i o n  de subs t ances  

" p r o t e c t r i c e s "  qu i  d 6 t o u r n e n t  sur  elles les r6ac t ions  des 616ments ac t iv6s  du  so lvan t ,  soi t  

en  op6ran t  ~ l ' 6 t a n t  sol ide apr6s cong61ation, soi t  enfin,  dans  ce r t a ins  cas, en  p r i v a n t  

la  so lu t ion  de l ' o x y g 6 n e  qu ' e l l e  con t i en t .  

La  dess ica t ion ,  proc6d6 ut i l i s6  pa r  FLUKE et al. 1, nous  a p a r u  con t r e - i nd iqu6e  dans  

le cas p r6sen t  p o u r  les ra isons  su ivan tes .  

I .  d ' apr+s  McCARTY 4 op6ran t  sur  un  a g e n t  capsu la i re  du  p n e u m o c o q u e ,  e t  ZAMEN- 

HOE s op6ran t  sur  un  agen t  s imi la i re  de  Haemophilus influenzae, la  dess ica t ion  t o t a l e  

e n t r a i n e  per se une  fo r te  i n a c t i v a t i o n  de l ' a g e n t - - i n d @ e n d a n t e  de  l ' i r r a d i a t i o n .  I n v e r -  

s emen t ,  en  p roc6dan t  ~ une  dess ica t ion  incompl6 te ,  on laisse subs i s te r  u n  effet  i nd i r ec t  

qu i  en t r a ine  une  s u r - e s t i m a t i o n  incontr61able  du  po ids  mol6cu la i re  mesur6.  2. P o u r  

mesu re r  l ' a c t i v i t 6  b io log ique  des  6chant i l lons  i r radi6s  ~ l ' 6 t a t  see, il est  n6cessai re  de 
les r e m e t t r e  en  so lu t ion ,  e t  c o m m e  c e t t e  d i s so lu t ion  de I ' A D N  est  t r6s  lente ,  FLUKE et al. 
ont  dfl  v6r i f ier  que  leur  r6cup6ra t ion  6 ta i t  compl6 t e  en  m e s u r a n t  l ' a b s o r p t i o n  des  

so lu t ions  ~ 260 m/~. Or  l ' a b s o r p t i o n  U V  des A D N  h a u t e m e n t  po lym6r i s6s  es t  suscep t ib le  

d ' a u g m e n t e r  "k la sui te  de  t r a i t e m e n t s  qu i  p r o v o q u e n t  des  c h a n g e m e n t s  de s t r u c t u r e  G. 

E n  pare i l  cas, la q u a n t i t 6  r6cup6r~e est  inf6r ieure  fl cel le  que  l ' on  d6dui t  d ' u n e  a b s o r p t i o n  

U V  suppos6e  cons t an t e .  Ceci c o n d u i t  X s u r e s t i m e r  l 'eff icaci t6  du  r a y o n n e m e n t ,  done  le 

poids  mol~cula i re  recherch6 .  

Substances organiques 

C'es t  p o u r q u o i  nous  avons  pr6f6r6 i r r ad i e r  le T P  en so lu t ion  aqueuse ,  en  pr6senee de 

subs t ances  p ro tec t r i ces .  La  p remi6re  de eel les-ci  fu t  l ' e x t r a i t  de l evu re  purifi6 sur  char-  
bon,  d6j~ ut i l is6 p o u r  s tab i l i se r  les so lu t ions  di lu6es de T P ,  ~ des  c o n c e n t r a t i o n s  compr i ses  

en t r e  0.5 e t  x o % .  

t~ihliographie p. r97. 
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Sur la base de l 'exp&ience acqnise lors de multiples irradiations de bact&iophages  
avec les rayons X 7, nous pensions que l 'extrai t  de levure adsorbd sur charbon donnerai t  
une protection complete du TP  h la con- 
centrat ion de 1 3o. I1 n 'en est rien. Si l 'on 
614:ve cette concentra t ion jusqu 'k Io%,  la 
protection augmente  ~t tel point  qu 'on n'est  
pas assur6 d 'en avoir  encore at teint  la 
lilnite c 'est  "h dire la protection totale 
contre les effets indirects (Fig. I). I1 n 'dtai t  
gu6re possible de ddpasser cette concentra-  
tion de lO% qui approche la saturat ion de 
l 'extrait .  Mais sachant  que l 'adsorpt ion sur 
charbon enl6ve h l 'extrai t  environ 9 o% de 
ses substances absorbant  A 26o0 A, on 
pouvai t  penser qu 'un  extrait  non soumis 
"ace t ra i tement  sur charbon serait un pro- 
tecteur plus efficace. Bien que cot extrait  
non adsorb6 soit inhibiteur pour les trans- 
formations, nous avons pu effectuer les 
essais en prenant  soin de diluer suffisam- 
ment  les 6chantillons apr6s l ' i rradiation et 
avant  d 'en mesurer l 'activit6 restante. Les 
r6sultats alors obtenus sont superposables 
~t ceux que donne l 'extrai t  adsorb& 

Nous avons alors dtudi6 la protection 
fournie par deux protdines: d 'abord  la 
sdrum albumine de boeuf (fraction V d 'Ar-  

~0 i \ \ \  

! \ 25 % 

t i 
I 

:! 

J 
P I 

Fig. i. ('ourbcs d'inactivation du TP cn solu- 
tion "t io a dans des extraits de levurc ~t i %, 

2.5%, 5% et ~o%,. 

mour) h 4 °o, qui s'est r6v616e, ~t poids 6gaux, moins efficace que l 'extrai t  de levure; puis 
une catalase impure (crude catalase powder Armour), qui, "h poids 6gaux, s'est montrae 
"h peu prbs 2 lois plus efficace que l 'extrai t  de lewlre, c 'est tt dire trbs active h condition 
d'util iser des concentrat ions tt la limite de la solubilit& Celle-ci (2.5 %) n'assure pas encore 
une protection maximum.  I1 est 6vident que Faction protectrice de cette catalase brute 
ne rel6ve pas de son activit6 enzymatique,  puisqu'~t la concentrat ion de o.1% aucnnc' 
activit6 protectrice ne se manifeste. 

Remarques 

5. Post-effet. On connait  depuis peu la grande sensibilit6 des acides nucl6iques et des 
particules qui en contiennent  (virus, g~nes) h l '6gard du "post-effet" des radiations 
ionisantes, lorsque les irradiations sont pratiqu6es en milieux aqueux et en prdsence 
d 'oxyg~ne dissout s. Nous avons observ6 qu 'en  pr6sencc d 'extra i t  de levure, m~me k 1%, 
aucun post-effet des rayons X sur le T P  ne se manifeste. Le taux d' inaetivation, con- 
sdcutif k une dose donn6e, reste le m~me, qu 'on le d6termine dans les 30 minutes qui 
suivent l ' i rradiation ou plusieurs jours plus tar& 

2. Sensibilit~ du T P  aux actions indirectes. I1 ressort des exp6riences prdc6dentes que 
le TP  dissout en milieu aqueux est remarquablement  sensible "h Faction indirecte des 
produits actifs de l 'eau irradi6e. Si, eomme nous l 'avons fait, on irradie parall61ement le 
T P  et de petits bact6riophages (phages anti-coli T I  et anti-dysen%rique S-I3), on con- 

t~ibliographie p. r97. 
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state que les phages sont totalement prot6g~s par l'extrait de levure ~ 1%, tandis que le 
TP ne l'est peut-~tre pas encore par l'extrait ~t lO% (c/. Fig. I et 2). Le TP manifeste 

une "affinitfi" beaucoup plus grande que 

I I I I 

Dose x "]05r 

Fig .  2. C o u r b e s  d ' i n a c t i v a t i o n  p a r  ef fe t  d i r ec t .  
I. du  T P  (en e x t r a i t  de  l e v u r e  k i o  % congel6)  : 
O • A (en po in t i l l 6 s ,  l a  c o u r b e  co r r ig6e ) ;  

I I .  du  b a c t 6 r i o p h a g e  S-I 3 : × .  

les phages pour les produits actifs de l'eau 
irradi6e. 

Auto-protection 
Dans son travail initial, DALE 9 a d6mon- 

tr6, sur un enzyme, le phfinom~ne d'auto- 
protection, reconnu depuis lors comme tr~s 
g6n6ral. I1 est fond6 sur le fait que les 
particules inactiv~es restent des accepteurs 
de radicaux libres, et prot~gent, en eons('- 
s6quence, les particules encore actives. La 
radio-r6sistance de la solution augmente avec 
la concentration en particules; lorsque celle- 
ci devient suffisamment 61evde, on atteint 
une protection presque totale contre les effets 
indirects. 

Les r~sultats ci-dessus d6crits laissent 
pr6voir une forte protection du TP par soi- 
mSme. Les deux exp6riences suivantes le con- 
firment (Tableau I). 

Des donn~es plus nombreuses de ce 
type pourraient ~tre utilis6es pour calculer, 
connaissant le poids mol~culaire du TP, la 
probabilit6 d'inactivation d'une mol6cule de 
TP lors de sa rencontre avec un radical actif. 

T A B L E A U  I 

A U T O - P R O T E C T I O N  D U  T P  C O N T R E  L ' I N A C T I V A T I O N  P A R  L E S  R A Y O N S  X 

Concentration d A D N  Survie p. ioo 
dans l'extrait de levure apr~s une dose 

d r %  ( y  par ml) de 54 kr 

43 ° 96 
14o 58 

43 25 
14 18 

4,3 22 

Bibliographie p. I97.  
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Concentration d A D N  Survies p. ioo apr~s les doses de (kr) 
dans l'extrait de levure . . . . . . . . . . . . .  

d 0 . 5 %  (~, par ml) 45 9 ° z8o .760 

43 ° 55 8.5 0.23 
220 20 i "7 0.20 
i i o  8 0. 9 o.o8 

5.5 54 3 .8 0-5 
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Influence de l'oxyg~ne 

P o u r  s a v o i r  si l ' a b s e n c e  d ' o x y g ~ n e  mod i f i e  la  radiosensibi l i f f~  d u  T P  en  so lu t ion ,  

n o u s  a v o n s  p roc6d6  a u x  e x p 6 r i e n c e s  s u i v a n t e s "  u n e  s o l u t i o n  de  T P  on e x t r a i t  de  l e v u r e  

e s t  c o m p l & e m e n t  d6gaz6e  p a r  u n e  s u c c e s s i o n  de c o n g d l a t i o n s  "t -6o ° su iv i e s  d ' u n  l e n t  

r & h a u f f e m e n t  sous  v ide .  Le  d6gazage  f ina l  es t  vg, rifi6 p a r  le f a i t  q u ' a u c u n e  d b u l l i t i o n  ne  

se p r o d u i t  p lu s  sous  v i d e  5. la  t e m p 6 r a t u r e  o r d i n a i r e .  Ce t r a i t e m e n t  mod i f i e  peu ,  e t  d ' u n e  

q u a n t i t 6  t o u j o u r s  m e s u % e  (voi r  T a b l e a u  I I I )  le t i t r e  de la s o l u t i o n  e n  T P  act i f .  O n  

i r r a d i e  a lo rs  d a n s  les  m ~ m e s  c o n d i t i o n s  a. l ' d c h a n t i l l o n  d6gaz6  m a i n t e n u  sous  v ide"  

b.  u n  6 c h a n t i l l o n  s e m b l a b l e ,  s o u m i s  a u  m ~ m e  t r a i t e m e n t ,  pu i s  s a t u r 6  d ' a i r  a v a n t  

l ' i r r a d i a t i o n .  Les  t r o i s  e x p 6 r i e n c e s  a ins i  c o n d u i t e s  o n t  d o n n d  les r 6 s u l t a t s  s u i v a n t s "  

TAI-~LEAU 1 I 

I R R A D I A T I O N  D U  TP Er~ P R E S E N C E  ET EN ABSEXCI;~ D ' O X Y G ~ N E  

Extrait  l)c~e ,S'urvie p. too 

de levure kr 
sans Oo_ avec O. 2 

I 1 0/';, 8 0  ()'() 4 ' 5  

II ~ % 72 io. 5 8,  t 
I I i  1o % 200 35 32 

Les  p r o t o e o l e s  des  e x p 6 r i e n c e s  2 e t  3 s o n t  d6c r i t s  e n  d & a i l s  d a n s  le T a b l e a u  I I I .  

I l s  i n d i q u e n t  e n  p a r t i c u l i e r  le degr6  de  r e p r o d u c t i b i l i t 6  a t t e i n t  d a n s  les n u m f r a t i o n s .  

On  v o i t  q u e  la  r a d i o s e n s i b i l i t 6  d u T P  es t  5. peu  pr6s  la  m 6 m e  e n  a b s e n c e  e t  en  p r 6 s e n c e  

d ' o x y g 6 n e .  L a  m ~ m e  i n d i f f f r e n c e  a v a i t  6t6 df j s .  o b s e r v f e  ehez  les b a e t f r i o p h a g e s  v, e t  il 

a 6t6 p r f c i s 6  d e p u i s  lors  que  l e u r  i n a c t i v a t i o n  d i r e e t e  e t  i n d i r e c t e  i m m f d i a t e  e s t  in -  

s ens ib l e  5, la  p r 6 s e n c e  de  l ' o x y g h n e  (ALPERS). 

TABLEAU I I I  

I R R A D I A T I O N  DO TP E N  PRI~SENCE ET EN A B S E N C E  D ' O X Y G ~ N E .  PROTOCOLES DE 2 E X P E R I E N C E S  

I. La solution originelle de TP, contenant  0.8 5 mg d 'ADN par  nil, est dilu6e lO 3 fois dans l 'extrai t  
de levure. 

II. Conditions de t r a i t emen t  des divers 6chantillons. Le d6gazage est effectual, comme il cst indiqu6 
dans le texte,  par  cong61ations et fusions r6p6t6es sous vide. 

III .  Concentrations de I 'ADN dans les cultures de transformation,  par  rapport  "k ceile de la solution 
originelle. 

IV. Nombres de t ransformations dans chaque culture (3 cultures par  6chantillon). 
V. Pourcentages de survie (non inactivation) du TP. 

I V  
I I I  1 I I  V 

• 3 ~0yenne 

T6moin non trait6, non irradi6 0.5" ~o 6,~ 332 377 335 348 
Ext ra i t  T6moin d6gaz4, non irradid 0. 5 . io- 6,5 _,86 376 375 34 o 

"~1 I O,,' 0 O '5"  I0+6  1 8 5  90 IO2 02 S. 4 
Ddgaz6, puis irradi6 ~t l 'air  0.5" IO-< '5 j 24 22 35 27 7 .s 

o . 5 . i o  6 I 12o lo 4 io 7 i Io  t o . o  
D6gaz6, puis irradi6 sous vide 0.5" lO-6'5 J 45 35 37 39 i i . o  

T6moin non trait6, non irradi6 o.5" IO-6"~ 518 533 538 53 ° 
Ext ra i t  Tdmoin d6gaz6, non irradi6 o.5" ~o -a,5 396 528 543 489 
g io % D6gaz6, puis irradi6 ~ l 'air  0.5' io 6,5 167 t59 147 I58 32 

D6gaz6, puis irradi6 sous vide 0.5" io 6,5 177 ~47 19I 172 35 

Bibliographic p. x97. 
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Rappelons ici, pour pr6ciser les id6es, que sur les syst~mes dont l ' irradiation est 
sensible h l'oxyg~ne, la pr6sence de ce gaz 6quivaut h une r6duction de la dose de rayons 
X dans un rapport  de 3 h 3.5. Ceci signifie que pour obtenir le m~me effet en absence 
d'oxyg6ne, il faut administrer une dose 3 it 3,5 fois plus grande. Dans le cas da TP, 
cette r~duction de dose varie, d'apr6s les trois exp6riences pr6c6dentes, de ~ h 1.2. 

I R R A D I A T I O N  DE LA SOLUTION CONGELI~E E T  CALCUL DU POIDS MOLt~CULAIRE 

En ce qui concerne notre recherche des conditions d'effet direct n6cessaires pour 
calculer le poids mol6culaire du TP ~ partir  de la courbe d'inactivation, l'exp6rience 
pr6c6dente montre que, contrairement ~ la dessication, ta cong61ation suivie de fusion 
ne diminue gu~re l 'activit6 biologique de la solution*. I1 est donc possible d'irradier 
celle-ci ~ l '6tat solide. Sous cet 6tat, le parcours moyen des radicaux est tr~s diminu6; 
le volume de solution, au sein duquel les radicaux radio-form6s peuvent at taquer une 
molecule de TP, se r6tracte autour de celle-ci; le "volume radiosensible" tend vers le 
"volume mol6cnlaire" vrai. 

Par  exemple, il a 6t6 d6montr6 sur le phage T2 que la cong61ation ( - - i 6  °) assure la 
m~me protection complete contre les effets indireets que le bouillon ~ 5 %10. Nous avons 
donc d6termin6 la courbe d' inactivation du T P e n  extrait  de levure ~ I o %  congel6 

- - 7  °0 C. Cette courbe r~v~le la plus forte radio-%sistanee que nous ayons obtenue 
(Fig. 2). En se fondant sur elle, le calcul suivant postule qu'elle est voisine de celle que 
fournirait ]'effet direct seul. 

Toutes les courbes obtenues montrent,  par leur forme exponentielle, que l ' inactiva- 
tion d'une mol6cule de TP  r6sulte d'un seul "coup". Nous admettrons que ce coup 
consiste en la production d'une ionisation dans la molecule, ce qui revient ~ n6gliger les 
effets des excitations vis ~ vis de ceux des ionisations. Cette assertion nous parait  
16gitime. En effet, en admet tant  que dans l'acide nucl6ique, fait d 'a tomes 16gers, l'6nergie 
~lectronique se r@art i t  en parts  approximativement  6gales entre ionisations et excita- 
tions, ~ chaque ionisation ne correspondent (par exemp]e) pas plus de 4,5 excitations 
met tan t  en jeu 5 eV chacune. Or le rendement quantique d'un photon de 5 eV mesurt! sur 
divers materiels g6n6tiques (mutations g6niques, inactivation de phages, division cellu- 
laire, induction lysog6nique) reste toujours de l 'ordre de Io -2 ~ IO -a par rapport  au 
rendement d'une ionisation ( L A T A R J E T ) .  Dans le cas p%sent, il est raisonnable d 'estimer 
que les excitations ne participent pas pour plus de I/2o dans l'effet total  de l'6nergie ra- 
diante transf6%e, et par suite de les n6gliger. 

La courbe obtenue dans les conditions de protection maximum (Fig. 2) nous donne 
pour dose laissant 37 % de sttrvie (un coup par cible en moyenne) 

Do.37 = 57 ° k r  so i t  9 . 0 '  xo 1~ ion i sa t i ons  g-1  
ou I .  5. :[o TM i on i sa t i ons  c m  -3 d ' A D N  

Snpposons d 'abord que toutes les ionisations agissent ind@endamment  les unes des 
autres. Le coup correspond ~ une ionisation. La masse sensible th6orique est: 

i 
M 0 Do.a 7 i . i  • m - I s  g 

qui correspond au "poids mol6culaire" 
Po = I . I '  IO - ! s ' 6 . o 6 " I o  ~3 = 6. 7 -IO ~ 

• D a n s  ces  e x p d r i e n c e s ,  le t r a i t e m e n t  p a r  cong61a t ion  a b a i s s a i t  le t i t r e  d ' e n v i r o n  20 p. too.  L a  
c o u r b e  d ' i n a c t i v a t i o n  (Fig .  2) c o u p e  d o n c  l ' a b c i s s e  zdro h I ' o r d o n n d e  0.8. E n  point i l l6s ,  la  c o u r b e  
co r r igde .  

Bibliographie p. 197. 



~9 o H. EPHRUSS1-TAYLOt(, R. LAT3_RJt';T VOL. 16 (~955) 

x. Le r ayonnemen t  X utilisie a pour  longueur  d 'onde  moyenne  0,9 A; il cont ient  en 
forte p ropor t ion  la rad ia t ion  Kct du molybd&le  (o.7i A). On pent  admet t r e  clue lc vol tage 
moyen  des ~lectrons p r imai res  est z5 kV, correspondant ,  dans I 'ADN de densitd 1.65, 

un parcours  moyen de 3.I  t* et it la product ion  de 45o ionisat ions.  De celles-ci, oil peut  
adme t t r e  que la moiti~ Ca) se forment  le long des t ra jee to i res  ~lectroniques pr imaires  
avec un in te rva l le  moyen  de ~4 m/,. L ' au t re  moitid (b) se d i s t r ibuent  en areas  phls ou 
moins serr~s le long des t ra jec to i res  des dlectrons secondaires  dont  l 'dnergie reste in- 
f~rieure & 35 o eV pour  la p lupar t .  

i .  Pour  la dose D0.a> la densitd des ionisat ions  Ca) formfies le long des t ra jec to i res  
p r imai res  est 7 .5 .xo iv cm a, soit  une ionisa t ion par  cube de r2 m/,  de c6t( ~. I1 se t rouve 
ainsi, pa r  hasard ,  que l ' e spacement  moyen  des ionisat ions  Ca) p rovenan t  des t ra jcc to i res  
p r imai res  diffdrentes (x2 m/~) est  du m(!me ordre que l ' e spacement  moyen le long d 'une  
m~me t ra jec to i re  (*4 rot*). Pour cet te  dose, la d i s t r ibu t ion  s ta t i s t ique  des ionisat ions pri-  
maires  est  done uniforme.  En cons¢'quence, ces ionisat ions in te rv iennent  dans  le calcul de 
la cible d 'une  maniare  i n d @ e n d a n t e  de la forme de celle-ci, aussi d issymdtr ique  soit-elle. 

3. Quant  aux  7-5"xo1: cm a ionisat ions  (b), on peut  admet t r e  avec la p lupar t  des 
auteurs  (JaFFk,  JORD:kN, (iR~kY, Lt.;A, [7.\NO) qu'el les  sont gronpdes en moyenne  par  3, Ieur 
d is tance  res tan t  f~b le ,  ind~terminde,  et, dans  le cas prdsent,  iufdrieure '1 6 m/~. S'il  suffit 
d 'une  ionisat ion pour  inac t iver  une moldcule de TP  (ce dont  on s 'assurera i t  en r @ d t a n t  ces 
exper iences  avec des rayons  X de longueurs d 'onde  diffdrentes), tout  amas dquivaut  5_ la 
per te  de 2 ionisat ions pa r  sa tura t ion ,  d¢,s l ' i ns tan t  qu ' i l  se forme en ent ier  dans  la cible. 

Ici  i n t e rv ien t  la forme trbs allongde de la molecule d 'ADN.  En a d m e t t a n t  pa r  
exemple  un r appo r t  axial  d ' env i ron  3oo n, nous ddduisons de la masse ici estim('e clue le 
d iam~tre  moyen  de la fibre est  inf(~rieur 5- e mt*. I1 est donc probable  que la sa tu ra t ion  
par  les amas  n ' i n t e rv i en t  ici que par t ie l lement .  Le nombre  to ta l  des ionisat ions qu ' i l  
impor te  de consid(~rer dans  le calcul de cible est done compris  entre  le m a x i m u m  a q b - -  
2a = 9" Io17 g 1 et le m i n i m u m  A + b/3 -= 6. IO 17 g-1. 

I1 v ient  alors pour  la masse sensible vraie  M :  

l . l ' I O  18 ~ 3/r~./. 1 .7 .10 lSg  

et pour  le poids mol6culaire P :  
0. 7 ' 1o 5 <~ P /  1.o-io c' 

4" Le calcul pr8c~dent laisse subsis ter  t rois  incer t i tudes .  C elle qui se r appor te  au 
g roupement  des ionisat ions  se t r adu i t  pa r  l ' in te rva l le  de l'indgalit(~ prdc~dente.  Ce calcul 
suppose par  ai l leurs que le rendement  ionique est ('gal ~l I,  c 'es t  5 dire que toute  ionisat ion 
produi te  dans  le volume calculd ent ra ine  l ' i nac t iva t ion  du TP. Cette hypoth(ese est 
6tay6e par  les r6sultats ,  acquis sur d ' au t res  sysff~mes (enzymes, pe t i t s  virus),  mais  elle 
n ' es t  pas ddmontr~Se dans  le cas prdsent .  Enfin nous ne sommes pas cer ta ins  de l '61imina- 
l ion  comple te  des effets indirects .  

Pour  minimiser  quelque peu ces incer t i tudes ,  nous avons eu l'id~,e d ' i r r ad ie r  con- 
jo in temen t  au TP, done dans des condit ions ident iques ,  le pe t i t  phage SI3,  dont  le 
volume radiosensible  calcul~ peut  ~tre compar~ au volume observ6 au microscope.  Le 
phage SI  3 semble 0tre une par t icule  nuc l@rotd ique  sph6rique d 'un  diam~tre  moyen de 
15,4 nat**, soit,  pour  une densitd de 1.45, une masse de 2.75. io  -is g. 

* La valeur 15. 4 in/* adopt~?c ici rdsultc de mesures directes sur clich6s faites par I(LFORI) ET 
HOTCHIN sur des dchantillons hautement purifids. Non encore tmblide, elle nous a (.tO, aimal)lement 
communiqude par le Dr. J. F-. Ho-rcn,x. 

Bibliograpkie p. ~r97. 
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Irradi6 dans l'extrait de levure ~ lO% qui lui conf~re une protection totale, ce phage 
donne (Fig. 2): 

D0.3~ 2 5 0  k r  

I1 vient ainsi: masse S-I3/masse T P = 57o/25o = 2.3 soit, pour le TP 

M ~ 1 . 2 . ~ o - i S g  

e t  P 7 .3"  IOa 

I1 est satisfaisant de constater que cette valeur se situe dans l'intervalle calcul6 6.7-IO. lO 5. 
Pour une densit~ 1.65, le volume correspondant est 

V 7.3"  lO TM ml.  

Soit, en admettant  un rapport axial de 300, une fibre ayant une longueur de 4500 A et 
un diam&tre de 15 A. 

H 16.TI~ RO G t~. N t~ IT I2~ 

I1 apparait sur la Fig. I, et plus encore sur la Fig. 3, que les courbes d'inactivation 
ne sont pas exponentielles sur toute leur 6tendue, et pr6sentent une queue correspondant 

une plus grande r~sistance. Ce fait refl~te une h~t~rogdn~it~ soit (a) dans la taille et la 
radiosensibilit6 du TP, soit (b) dans le grou- 100 
pement des unit6s actives, la majorit6 d'entre 
elles ~tant s@ardes, et les autres agr6gt~es. 

A propos d'une 6ventuelle agr~gation, 
prdcisons que nos titrages sont ex6cut6s avec 
de tr~s faibles concentrations d 'ADN qui 1c 
ne d@assent jamais IO s g cm-3 .Dans l 'hy- 
poth6se (b), il faudrait supposer que l'on 
est en pr6sence d'agr6gats stables qui ne se 
d6font pas lorsqu'on dilue les solutions-- 
sans quoi, d'ailleurs, on ne pourrait obtenir 

1 
de titrages lin&aires---. La concentration de 
I 'ADN au moment de l'irradiation ne semble 
pas intervenir non plus sur la d6formation 
de la courbe (Fig. 3). 

L'6ventuelleh6t&rog6n6it~desparticules 10" 
de TP pourrait avoir une origine g6n6tique, 
puisque I 'ADN est pr@ar6 ~ partir d'une po- 
pulation de bact6ries qui manifeste forc6ment 
une certaine h6t&rog6n6it6 pour quelques ca- 
ract~res g6n~tiques. Supposons qu'au sein de 

10 .2 
toute solution de TP existent, en minoritY, 
des particules plus radio-r6sistantes, et que 
cette propri&tfi se perp6tue dans les bact6ries 
qui les propagent. Les particules survivant 

une tr~s forte dose de rayons X devraient 
alors provoquer la formation de souches de 

C~ 

i ~ . 

' ) 3 x,o'r 
F i g .  3" C o u r b e s  d ' i n a c t i v a t i o n  d u  T P  e n  e x -  
t r a i t  d e  l e v u r e  & 1 % .  I .  T P  IO -3 ;  I I .  T P  IO -a  
(en p o i n t i l l 6 s :  le p r o l o n g e m e n t  de  l a  p a r t i e  
r e c t i l i g n e  de  l a  c o u r b e  m e t  l a  c a s s u r e  e n  

6 v i d e n c e ) .  

Bibliographie p. x97. 

pneumocoques contenant uniquement des particules TP radio-r6sistantes. Nous avons 
soumis cette hypothhse au contr61e expfrimental: une solution de TP dans l 'extrait de 
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levure 5 1% recevait une dose de 27 o kr (survie o.o8 p. IOO). Apr6s traitement de la 
souche d~tectrice par l'6chantilIon irradi6, on 6tablissait 4 clones ~t partir de 4 bact6ries 
ind@endamment transformdes par 4 particules de TP survivantes et suppos6es radio- 
rdsistantes. On isolait un ADN h partir de chacun des 4 clones, et l'on ddterminait les 
courbes d'inactivation par les rayons X. Dans tous les cas, on a retrouv6 la m~me 
sensibilit6 que celle de l'6chantillon d'origine. Par cons6quent, si l'h6t6rog6ndit6 est due 
"k une difference de radiosensibilitd des particules de TP, cette diffdrence n'est pas 
l'expression de propri6t(,s qui se perp6tuent au cours de la mul{iplication des particules 
par le pneumocoque. 

D I S C U S S I O N  

En raison de la situation particuli~:re qu'occupent les agents transformants en 
biologie, les faits apport6s par ce travail int6ressent non seulement nos conceptions sur 
ces agents, mais aussi, d'un point de rue plus g(~n6ral, les m6canismes de certains effets 
biologiques des radiations ionisantes. 

r.  Poids  mol~culaire du T P  

Les exp&iences pr6c(.dentes mettent en 6vidence, pour le TP Sr, un "poids mol6- 
culaire radiosensible" 

It ~ 7 .3"  1°5 

Rappelons qu'en raison de l'impossibilit6 d'affirmer que nous avons totalement 
6vit6 ]'inactivation par l'effet indirect, la valeur pr6c6dente repr6sente une limite 
sup6rieure du poids vrai. 

Parmi les poids attribu6s aux ADN pr@ar6s par des m6thodes douces, et qui 
s'6chelonnent entre 0.5 et 2o . Io  6 (c/.~1), celui auque] nous avons abouti compte parmi 
les plus bas. Les mesures faites par diffusion de la lumihre n, ~2 concluent ~L 5" Io6 environ ; 
les mesures faites par s4dimenta tion et ultracentrifugation ~a, ~4 concluent "t environ I • IO 6. 
Notre rdsultat s'accorde 6videmment mieux avec ce dernier. 

I1 faut toutefois remarquer que notre calcul est fond6 sur la pattie initiale lin6aire 
de la courbe d'inactivation, laquelle correspond k la grande majoritd du TP, et ndglige 
la minoritd hdtdrog~ne radior(.sistante. Si celle-ci est faite de quelques agr6gats de 
particules Sr, on comprendrait pourquoi notre r6sultat concorde avec celui de la cen- 
trifugation, m6thode de mesure qu'une minorit6 de gros agr6gats ne sauraient influencer. 
En revanche, ceux-ci interviendraient assur6ment dans les mesures par diffusion de la 
lumi~re, en 6levant la valeur du r6sultat moyen obtenu. 

Nous pensons que le d6saccord entre notre r6sultat et celui (6.1o 6) obtenu par 
FLUKE et al. ~ apr~'s irradiation par deutons et 41ectrons, provient de causes techniques. 
L'absence de titrages quantitatifs, la dessication suivie de dissolution (totale Oll par- 
tielle?) de I'ADN, les eourbes d'inactivation tr6s impr6cises, que l'on rel6ve dans le 
travail citG suffisent pour expliquer ce d6saecord. N~anmoins, on pent envisager 
d'autres causes : 

a. que le TP capsulaire, dont la complexit6 est 6tablie a, soit en fait plus volumin6ux 
que le TP Sr; 

b. que les rayonnements employ6s, X d'une part, corpuscules charg6s d'autre part, 
entra*.,nent des r6sultats diff6rents. Cette considfration soul6ve le vieux probl6me suivant : 
dans quelle mesure la masse radiosensible est-elle superposable ~t la mol6cule enti~re, 
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ou ~ une fraction de celle-ci ? En d'autres termes, existe-t-il des r6gions de la mol6cule 
au sein desquelles une dissipation d'6nergie puisse se produire sous forme d'ionisation, 
sans que disparaisse l'aetivit6 biologique ? 

Les rayonnements corpusculaires k forte densit6 d'ionisation, et dos6s en trajec- 
toires ionisantes (FLUKE et al.) 6vitent cette question, car ils d6livrent un tel exc~s 
d'6nergie d~s qu'ils atteignent un point quelconque de la mol6cule, qu'on imagine 
difficilement que l'activit6 biologique puisse subsister. En revanche, les rayons X, 
at taquant les mol6cules d'ADN par ionisations uniques ou peu nombreuses, "distin- 
gueraient" peut-~tre dans celles-ci une fraction radiosensible qu'il suffit de supposer 
correspondre k 1/8 du volume total pour expliquer l'6cart observ6. 

Cette ~ventualit6 dolt d 'autant  moins ~tre 6cart6e que l'image la plus satisfaisante 
du processus de transformation consiste en une sorte de crossing-over au cours duquel 
la bact6rie incorpore parfois la totalit6 d'un TP, parfois un fragment seulement de 
celui-ci 8. Selon cette image, l 'activit6 transformatrice serait attach6e k une r6gion 
restreinte d'une unit6 plus volumineuse. 

Contre l'id6e que les rayons X distinguent des r6gions diff6rentes au sein de la 
mol6cule d'ADN, s'inscrit la migration facile de l'6nergie tout au long des mol6cules 
hautement polym6ris6es k structure pseudo-cristalline. Dans le cas d'une mol6cule 
filamenteuse contenant des r6gions diff6renci6es pour des fonctions distinctes, on pr6- 
sume souvent, sans en ~tre assur6, qu'une seule ionisation puisse d6sorganiser sufli- 
samment la mol6cule enti~re pour supprimer toutes ces fonctions*. Afin de donner une 
r6ponse k cette question fondamentale, il serait tr~s int6ressant d'6tudier en d6tail 
l 'action des rayons X sur un TP complexe, tel que celui qui provoque la synth~se de 
la capsule du type III.  

2. H~t~rog~n~it~ du T P  

Les courbes d'inactivation r6v~lent une h6t6rog6n6it~ constante, int6ressant quel- 
ques pour cent des unit6s actives, qui peut ~tre due k l'existence de particules dissem- 
blables ou k des agr6gats de particules actives. S'il s'agit d'agr6gats, il faut admettre 
que ceux-ci sont suffisamment stables pour r6sister h de fortes dilutions. Nous avons pu 
constater que les solutions tr~s dilu6es conservent une activit6 constante et le m~me 
degr6 d'h6t6rog6n6it6 vis h vis des radiations. 

Cette h6t6rog6n6it6, quelle qu'en soit l'origine, existe, et ne manquera pas de com- 
pliquer la recherche des relations entre structure mol6culaire de I'ADN et activit6 
g6n6tique. 

3. Sensibilit~ aux radicaux libres 

Un r6sultat frappant de ce travail est la grande sensibilit6 du TP aux effets 
indirects des rayons X. Tandis que les phages T I  et S-I3 sont totalement prot6g6s contre 
ces effets par l 'extrait  de levure h 1% (Fig. 2), le TP  t6moigne encore d'une protection 
consid6rable lorsqu'on augmente la concentration de l 'extrait de I k lO% (Fig. I). Or, 
la radiosensibilit6 des phages est bien due k leur ADN xs, TM et leurs volumes radiosensibles 
correspondent bien aux quantit6s d'ADN qu'ils contiennenW. 

Pour expliquer l'insensibilit6 relative des phages aux radicaux, on peut supposer 

* Cette id6e s 'appuie  n o t a m m e n t  sur  l ' impossibili t6 d 'ob ten i r  par  effet direct des rayons  X, chez 
les pe t i t s  virus,  les effets biologiques partiels,  c 'est  ~ dire les dissociations de fonctions, que l 'on 
ob t ien t  avec les rayons  UV. 
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qne leur membrane  prot6ique s 'oppose ~t la diffusion de ceux-ci vers I 'ADN. On peut 
supposer aussi que leur ADN, plus concentr6 gr'ace k sa forme et ~ une faible hydratat ion,  
offre une surface rdduite tt la phase aqueuse dans laquelle les radicaux sent form6s. 
I1 est clair, en revanche, que par sa grande assym~trie, I 'ADN du TP  offre ~t cette phase, 
pour  un volume donn6, une surface remarqllablement  ('tendue. 

Cette observation est peut-~tre de quelque cons(~quence pour la sensibilitd des 
chromosomes aux radiations X, dans la mesure oh celles-ei agissent sur I 'ADN. Si 
I 'ADN chromosomique est dtendu en filaments au sein d 'une phase aqueuse, conform6- 
ment  k l ' image que nous nous faisons du TP  dissout, Faction indirecte des radiations 
s 'exercerait avec ampleur. Ainsi, tous changements  r( 'duisant l 'assym(,tie de I 'ADN, 
ou augmentant  la concentrat ion locale en cet acide ou en substances protectrices, 
diminueraient  les effets indirects, en m~me temps que la radiosensibilit6 du chromosome. 
Ces consid6rations expliquent peut~tre certaines des variations de la sensibilit6 observ6es 
au eours de la m6iose et de la mitose. 

4. FaibIe influence de l'oxyg~ne 

L'irradiat ion du TP  en extrait  de levure ~ 1%, c'est "t dire dans un milieu aqueux 
riche en mati('res organiques, mais o6 persistent d ' impor tan ts  effets indirects des rayons 
X, nous a r6v(dd I'absence de post-effet et l 'insensibilit6 de l ' inactivation ~t la pr6sence 
d 'oxygbne. Rappelons & ce propos des r~sultats r6cents mis en lumi6re lors de l ' irradia- 
tion de solutions aqueuses d 'ADN (CoNwAY ET BUTLEI< SCHOLES ET WEISS) et du 
phage S-I3 en milieu aqueux (ALPER8) ,  e n  prenant  pour tests d 'act ion l ' inactivation 
du phage, et des modifications physiques (viscosit6) ou chimiques (perte de phosphate 
et de NH2) de I 'ADN dissous: 

a. L 'act ion imm6diate, aussi bien directe qu'indirecte,  ne met pas l 'oxygbne en jeu. 
Elle n 'est  done pas due it des groupes actifs tels que H e  2 et H202 dent  la formation exige 
l'oxyg~,ne libre. L 'act ion indirecte produit,  ~t e6t6 des inactivations, des "effets partiels", 
c 'est ~ dire qu'elle fragilise I 'ADN vis ~ vis de l 'action inactivatrice ult~rieure de certains 
groupes it vie longue du milieu irradi6. 

b. Les groupes ~ vie longue se ferment surtout  en pr6sence d'oxyg¢,ne. Done lorsque 
l ' irradiation a 6% pratiqu~e en pr6sence de ce gaz et dans des conditions oh l'effet 
indirect se produit,  l 'effet imm6diat  est suivi d 'un  post-effet*. Certaines substances 
organiques, pr&entes au moment  de l ' irradiation, peuvent  prot6ger le syst6me centre 
le post-effet, sans supprimer l'effet indirect initial. Les r6sultats obtenus sur le TP, oh 
nous enregistrons la disparition d 'une activit6 biologique, s 'accordent  bien avec ces 
observations. En prdsence d 'extrai t  de levure ~ I °~ o ,  nous constatons seulement des 
effets imm6diats directs et indirects, qui sent indiff~rents ~t la pr6sence d'oxyg6ne**. 

I1 est tr~s probable que I 'ADN est aussi bien prot6g6 centre les post-effets dans les 
cellules vivantes que dans nos solutions d 'extrai t  de levure tt I% .  Notre observation 
entralne done pour consequence qu'aucun phdnom~ne radiobiologique celhdaire, sensible A 
la prdsence de l'oxyg~ne, ne saurait gtre atlribud d l'attaque prirnaire de I'ADN. Si, par 

* 1l ex i s t e  ndanm~fins  un post-eff(~t t rbs  r d d u i t  a p rb s  i r r a d i a t i o n  sous  v i d O  s 
* * C e t t e  ind i f f6 rence  n ' e s t  pa s  l imi tdc  5 I ' A I ) N .  COLLINSON ~'/' (I[. 19 l ' o n t  o b s e r v 6 e  chez  la  r i b o n u c l d a s e  

(alors  que  d ' a u t r e s  e n z y m e s  s e n t  sens ib les  "t l ' o x y g b n e )  e t  l ' o n t  a t t r i b u d e  "t l ' a b s e n c e  de g r o u p e s  S I t  
d a n s  la moldcu le .  Mais  il c s t  b i cn  6 tabl i  a u j o u r d ' h u i  que  non s e t t l e m e n t  la  r ibonuc lOase  c o n t i e n t  ces 
g r o u p e s ,  m a i s  que  l eu r  e x i s t e n c e  ~ l ' 6 t a t  r d d u i t  es t  une  c o n d i t i o n  essent ie l le  de son a c t i v i t 6  en-  
z y m a l i q u e 2 C  11 s e m b l e  p lus  v r a i s e m b l a b l e  d ' e x p l i q u e r  le c o m p o r t e m e n t  de la  r i b o n u c l 6 a s e  p a r  u n e  
r e l a t i v e  s impl i c i td  de s t r u c t u r e ,  l aque l l e  con fore en  i n6me  t e m p s  5, c e t  e n z y m e  u n e  n o t a b l e  r 6 s i s t a n c e  it 
d ' a u t r e s  t r a i t emen t~ ;  tell(, la c b a l e u r ,  qui  d ( ' n a t u r e n t  des  p r o t d i n e s  p lus  c o m p l e x e s .  
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nature, ce que nous appelons l'inactivation du TP n'est pas trop 61oign6 de ce qu'on 
appelle une mutation g6nique, il devient possible, en 6tudiant l'influence de l'oxyg6ne, 
d'envisager une corr61ation entre certains effets gfn6tiques induits par un rayonnement 
et les structures cellulaires sur lesquelles celui-ci exerce son action primaire. 

Les ruptures de chromosomes et les rfarrangements qui, depuis l'observation pre- 
miX're de THODAY ET READ 21 ont 6t6 reconnus sur de nombreux systbmes comme 6tant 
sensibles ~ l'oxyg~ne, se trouvent ainsi ~cartfis d'une cat6gorie hypoth6tique d'effets 
primaires sur I'ADN. I1 s'agit d'ailleurs en fait de 16sions pour lesquelles il n 'y  a pas de 
raison d'invoquer une action directe sur I 'ADN puisque celui-ci n'est pas indispensable 
au maintien de l'unit6 du chromosome 22. 

La radio-induction de lfitaux dens le chromosome X de la Drosophile ~a a r~v616 une 
influence notable de l'oxyg~ne, mais moindre que sur les ruptures de chromosomes. On 
peut penser qu'une partie des 16taux r6sultent d'aberrations chromosomiques dont la 
production est favoris6e par l'oxyg~ne. Mais qu'aurait-on observ6 si l'fitude avait pu se 
borner ~ l'induetion de l~taux ne portent pas de r6arrangements chromosomiques, c'est 

dire ~ l'induction de mutations g6niques ? I1 est fort probable que celles-ci reprfisentent 
une atteinte directe de I 'ADN du chromosome laquelle, d'apr~s notre travail, serait 
indifffirente 5. la pr6sence d'cxyg~ne. 

On songe ici ~ une observation gfin~rale sur laquelle MULLER ~4 a mis l'accent, 
savoir que les radiations ionisantes produisent des mutations pr incipalement par ruptures 
de chromosomes, tandis que les ultraviolets agissent surtout par mutations g6niques. 
Or, ces UV sont principalement absorb6s par les acides nucl6iques et leurs effets g6n6ti- 
ques sont insensibles ~ la pr~sence d'oxyg~ne. 

Une fitude du r61e de l'oxyg~ne lors de l'induction de mutations de nature bien 
caract~ris~e montrerait la justesse de ces propos. A ce titre, un travail d'ANDERSON 25, 
rev~t un int~r6t particulier. Cet auteur disposait de deux sonches d'Escherichia coli 
exigeant pour leur croissance l'une la purine, l 'autre la streptomycine. I1 6tudia l'in- 
fluence de l'oxyg~ne sur l'induction, par les rayons X, de mutations vers l 'ind@endanee 

l'~gard de ces deux substances, et constata que ces deux mutations r@ondent dif- 
f6remment. L'induction de la mutation "purine" est tr~s sensible ~ la pr6sence d'oxyg~ne, 
c'est ~ dire tr~s diminu6e en l'absence de ce gaz, tandis que l'autre lui est indiff~rente. 
Nous sommes tent~s d'expliquer ce r6sultat en supposant que les rayons X induisent la 
mutation "streptomycine" en affectant un facteur gfin~tique de mfime constitution que 
le TP, et induisent la mutation "purine" par un processus qui ressemblerait plut6t 
un r6arrangement chromosomique et r6sulterait de l'alt6ration primaire de constituants 
autres que I'ADN. Cette interprfitation est en accord avec le fait que la courbe dose- 
effet est ~ un coup pour la mutation "streptomyeine" et ne l'est pas pour la mutation 
"purine". I1 est regrettable de ne pas pouvoir 6tudier plus en d6tails, par une analyse 
mend6lienne, les caract6ristiques g6n~tiques de ces deux mutations. 

Nous sugg6rons ainsi d'envisager l'effet oxyg~ne pour distinguer, entre certaines 
radio-mutations. L'indi~rence ~ l'oxyg~ne suggdrerait que l'on a a~aire ~ des altdrations 
produites per le rayonnement dens I 'ADN du chromosome. La sensibilitd ~ l'oxyg~ne 
signifierait que d'autres substances appartenant ~i l'appareil gdndtique sont atteintes. Cette 
distinction ne pr6juge en rien des interactions subsfquentes de ces substances et de 
I'ADN. Elle sugg~re en tous cas diverses exp~riences, par exemple un travail analogue 
celui d'ANDERSON sur un microorganisme tel que Neurospora, accessible k l 'analyse 
mend61ienne. 
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Insistons, pour terminer, sur la situation, unique jusqu'ici, que procure le TP 5 
l'~tude radiochimique et radiobiologique des acides desoxyribonucl6iques, puisque la 
perte d'activit6 transformatrice offre le moyen de d6celer, par un test hautement 
sp6cifique, l'alt6ration d'un acide pur et isold. 
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Le TP St, qui conf6re au pneumocoque la rdsistance ~ une concentrat ion de 2. Io -3 de strepto- 
mycine, a dr6 inactiv6 en solution aqueuse par  des rayons  X de o.7-o.9 A. Les rafts suivants  ont  6.t4 
mis en 6vidence : 

1. La  courbe de survie est exponentielle,  mais pr4sente une cassure pour  une survie de quelques 
ponr  cent d6notant  une hdtdrog6nditd. Celle ci nc provien t  pas de la pr6sence de particules d 'ADN 
h6rdditairement diffdrentes des autres :  les mol6cules r6sis tant  h une tr6s forte dose n ' induisent  pas 
chez le pneumocoque  la formation de TP  rdsistant.  I1 s 'agi t  d 'une h6t6rog6n6it6 de la solution, 
actuel lement  & l '4tude. 

2. Le TP  est ex t r6mement  sensible aux actions indirectes du rayonnement .  Tandis que l 'extraif 
de levure ~ I o~ prot6ge compl~tement  des pet i ts  bact6riophages centre l 'effet indirect, il faut utiliset 
unc concentrat ion d ' ex t ra i t  de io ° o pour  at te indre une protect ion A peu pr6s complete du TP  centre 
ces effets. Cc fait est sans doute en relation avec l 'absence de membrane  prot6iqne au tour  de I 'ADN 
et aussi avec la forme filatnentcuse tr&s dissym6tr ique qni, pour  un volume donn6 d 'ADN, offre une 
tr6s grande surface acceptrice aux radicaux libres. 

3- L ' i r radiat ion dtant provoqu~,c dans los conditions d'effet direct (no tamment  sur  des solutions 
congeldes), la courbe d ' inact ivat ion a fourni pour  le poids mol4culaire du TP, une valeur  infdrieure ou 
dgale £ 7.3" Io5. Dans  ce calcul, les incert i tudes li6es au g roupement  des ionisations ont  6t6 tr6s 
diminu6es en i r radiant  conjoin tement  des pet i ts  bact6riophages de volume connu. 

4. La prdsence d 'oxyg6ne est sans influence notable sur  l ' inactivation du TP. Si cette inactiva- 
tion n 'es t  pas  t rop 61oignde dans sa na ture  de ce qu 'on  appelle une ra ido-mutat ion g6nique, on peut  
concevoir que celle-ci serait dgalement indiff6rente ~ la pr6sence d'oxyg6ne. Comme les rup tures  de 
chromosomes lui sent  tr6s sensibles, on peut  penser  qu'elles rdsultent  de l 'a t te inte  primaire de sub- 
stances diffdrcntes de I 'ADN. 

En revanche, il est permis  de supposer  que les altSrations insensibles 5 la prdsenee d 'oxygbne 
r6sultent  de l 'a t te inte  primaire de l'acide nncldique. 

SUMMARY' 

The t rans forming  agent  TP  Sr. which confers on pneumococeus  resistance to a 2.Io -3 con- 
centra t ion of s t rep tomycin  has been inact ivated in aqueous solution by  x rays  of 0.7-0. 9 A. The 
following facts have been made evident :  

i. The survival  curve is exponential ,  bu t  shows a break at  a survival  of a few percent indicating 
a heterogeneity.  This does not  result  from the presence of particles of DNA hereditarily different 
from the others:  the molecules which are resis tant  to large doses do not  lead in the case of pneumo-  
coccus to the formation of resis tant  TP. I t  is a quest ion of the heterogeneity of the solution under 
investigation. 

2. The TP  is extremely sensitive to the indirect action of radiation. Al though yeast  extract  
at 1% completely protects  small bacter iophages from the indirect effect, it is necessary to use an 
ex t rac t  of lo % concentrat ion in order to a t ta in  an almost  complete protect ion of TP  against these 
effects. This  fact is undoubted ly  connected wi th  the absence of protein  membrane  surrounding the 
DNA and also wi th  the very  asymmetr ica l  f i lamentous form which, for a given volume of DNA 
provides a very  large surface for react ing wi th  free radicals. 

3. When  irradiat ion is performed under  the condit ions of direct effect (on frozen solution) the 
inactivation curve provides for the molecular weight  of TP  a value less than  or equal to 7-3" IOK 
In  this calculation the uncertaint ies associated wi th  the grouping of the ionizations have been greatly 
diminished in irradiating s imul taneously  the small bacter iophages I of known volume. 

4- The presence of oxygen has no appreciable influence on the inactivation of TP. If this in- 
act ivation is not  too far d is tant  in its na ture  from tha t  known as X-ray  induced gene mutat ion,  
one can imagine tha t  it will be equally indifferent to the presence of oxygen. As the chromosome 
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fractures are very sensitive to it, one m a y  think t h a t  they  are the result  of p r imary  a t tack  of sub- 
stances other  t han  DNA. 

On the o ther  ]land, it is permissable to suppose t ha t  the  al terat ions insensitive to the presence 
of oxygen are the resul t  of the  p r i m a ry  a t tack  of nucleic acid. 

Z U S A M M E N F A S S U N G  

Der TP  Sr. der Pneumokokken  gegen Streptomycin  bis zu einer Konzent ra t ion  yon  2. lO - 8  

resis tent  macht ,  wurde in w~issriger L6sung durch R6ntgens t rah len  yon 0.7-0.9 A inaktiviert .  Fol- 
gende ]Defunde wurden  erhoben:  

I. Die {~berlebenskurve verl/iuft exponentiell .  Fiir ein {~berleben voia einigen Prozent  zeigt sie 
einen Bruch, was auf eine Heterogeni t~t  schliessen l~isst. Dies be ruh t  nicht auf der Gegenwart  von 
A D N - - T e i l c h e n ,  die sich in ihrer  A b s t a m m u n g  von den anderen unterscheiden:  Die gegen eine 
sehr  hohe Dosis res is tenten Molekiile rufen bei Pneumokokken  nicht die Bildung yon T P - -  Restisten- 
ten hervor.  Es  handel t  sich u m  eine Heterogeni tg t  der L6sung, die im Augenblick un te r sueh t  wird. 

2. Der  TP  ist ausserordentl ich empfindlich gegert die indirekten \Virkungen der Bestrahlung.  
W/ihrend Hefee t rak t  bis zu 1% die kleinen Bakter iophagen gegen den indirekten Effekt  vollstiindig 
schfitzt, muss  man  einen io % E x t r a k t  anwenden,  um TP  nahezu vollst/indig gegen diese Effekte zu 
schtitzen. Diese Tatsache s teht  ohne Zweifel in Beziehung nlit dem Fehlen der P ro te inmembran  u m  
die ADN und auch mit  der fgdigen, sehr unsymmet r i sehen  Form,  die ffir ein gegebenes Volmnen an 
ADN den Ireien Radikalen eine sehr  grosse angreifbare Oberfl/iche bietet.  

3. Wird die Best rahlung un te r  den Bedingungen des indirekten Effektes durchgefi ihrt  (be- 
sonders in gefrorenen L6sungen) so liefert die l (urve  der Inak t iv ie rung  fiir des Molekulargewicht des 
PT einen Wer t  kleiner oder gleich 7.3' lO5. In  dieser Berechnung ist die Unsicherhei t ,  die mit  der 
Gruppic rung  der Ionisat ion ve rbunden  ist durch gleichzeitiges Bestrahlen kleiner Phagen  bekann ten  
Volumens  sehr  verkle iner t  worden.  

4. Die Gegenwar t  von Sauerstoff ist ohne merklichen Einfluss auf die Inak t iv i e rung  von TP. 
So ist diese Inak t iv ie rung  ihrer Na tu r  nach einer genet ischen Rad iomuta t ion  ghnlich und man  kann 
verstehen,  dass diese in gleicher \Veise unenlpfindlich gegen Sauers toffgegenwart  ist. Da die Chromo- 
somenbrt iche selbst sehr  empfindlich sind, kann  man  annehmen ,  dass sie an einer anderen Substanz 
als ADN hervorgerufen werden. Dagegen ist es er laubt  anzanehmen ,  dass die unmerkl ichen Ver- 
i inderungen in Gegenwar t  von Sauerstoff durch die primS.re E inwi rkuug  auf die Nuklin/iure hervor-  
gerufen werden. 
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