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par 
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Laboratoire de Morphologie animale, Universitd libre de Bruxelles (Belgique) 

INTRODUCTION 

On sait que l ' i r radia t ion U.V. bloque imm6dia tement ,  mais t empora i rement  
seulement,  la synth6se de l 'acide d4soxyribonucl6ique (ADN) chez E.  col# °, 13: la synth6se 
de l 'acide ribonucl6ique (ARN) et celle des prot6ines ne subissent  au contraire q u ' u n  
faible ralent issement ,  tout  comme la vitesse de croissance d 'ai l leurs 5. 

De plus, dans la souche E.  coti B, les divisions cytoplasmiques sont bloqu6es et les 
bact6ries irradi6es se t rans forment  en longs fi laments multinuc166s ~. Comme on t rouve 
moins de bact6ries filamenteuses quand  les cellules irradi6es sont cultiv6es en pr6sence 
d ' u n  exc6s d 'ATP  et que l 'on  suppose que la synth6se de I 'ADN est un  processus qui 
d6pend des sources d'6nergie de la cellule, il nous a paru  souhaitable d ' examiner  si 
l ' i r rad ia t ion  U.V. n ' en t r ava i t  pas les phosphorylat ions.  On sait que, dans le cas des rayons 
X, les phosphorylat ions  oxydat ives  sont pariois inhib6es peu de temps apr~s l ' i r radia t ion  
(voir r6f6rences dans 6) ; dans le cas de E.  coli, elles paraissent  se d6rouler no rmalement  
apr6s l ' i r radiat ion,  mais I 'ATP produi t  est perdu dans le milieu de cul ture s. Dans un  
t ravai l  pr6c6dent, nous avons montr6  que les cellules irradi6es ~ I'U.V. con t i ennen t  
toujours  un  peu plus d ' A T P  que les cellules t6moins 9 quand  elles sont  cultiv6es en 
a6robiose. 

MATI~RIEL ET METHODES 

Avant l'irradiation, des bact6ries des souches E. coli ]3 et B/r sont cultiv~es dans un milieu 
synth6tique identique ~ celui utilis6 pr6c6demment s mais contenant 4 fois plus d'orthophosphate: 
elles sont agit6es vigoureusement & 37 °. La croissance des bact6ries est suivie au spectrophotom~tre 
Coleman Universel, mod6le 14 ~ 700 m/z (filtre P.C. 5). 

Imm6diatement avant l'irradiation des suspensions de bact6ries en phase de croissance (densit6 
optique~a 0.4) sont additionn6es de milieu frais et la densit6 optique est ajust6e ~ 0.2. L'irradiation 
est effectu6es ~ l'aide d'une lampe Mineralight ~ basse pression de mercure, dont le d6bit, mesur6 
au photom~tre de LATARJET TM, est de 19' lO 2 ergs/mm~/min ~ 3 ° cm. Les bact6ries sont irradi6es 
dans des boites de Pdtri ouvertes et elles sont agit6es continuellement au moyen d'un dispositiI 
61ectromagn6tique; l'6paisseur des suspensions est d'environ 5 ram. Trente secondes d'irradiation 
dans ces conditions laissent 20 % des bact6ries de la souche E. coli B capables de former des colonies 
sur agar. 
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l m n l d d i a t e m e n t  apr~s l ' i r r ad ia t ion ,  les bactdr ies  son t  cul t ivdes  it 37 dans des tubes  de Thunbe rg  
6vacu6s & l ' a ide  d ' une  pompe  & v ide  ordinaire .  

L ' A T P  est  dos6 s u i v a n t  la  t echn ique  de STRmaLERaV: elle consis te  A mesurer ,  /~ l ' a ide  d 'un  
p h o t o m u l t i p l i c a t e u r  d '~lectrons,  l ' i n tens i td  de la  luminescence  d ' e x t r a i t s  d 'o rganes  l umineux  de 
Photinus pyralis. Ceux-ci  nous ont  dt6 envoy6s  g6n6reusement  par  les Drs. Mc ELROV et  S T R E H L E R ,  

& qui  v o n t  nos plus  vifs  remerc iements .  Le proc6d6 ut i l is6 a 6t6 ddcri t  dans  un t r a v a i l  an t6r ieur  '~. 
A t i t r e  & i n d i c a t i o n  s igna lons  que i nag de E. coli s6ch6 con t i en t  env i ron  0.0 5 & o.~ 7 d ' A T P  it la 
fin de la croissance. Notons  encore que ce t te  m6thode  ne dose pas seu lemen t  I 'ATP libre, mais  
p r o b a b l e m e n t  aussi  d ' a u t r e s  tormes  non solubles de l iaisons phosphor6es  riches en (,nergie. 

L ' A D N  est  dos6 pa r  la  m6 thode  de CERIOTTI 4. 

RI~SULTATS EXPI~RIMENTAUX 

On constate tou t  d ' abord  que la vitesse de croissance des bactdries, ~ l 'abri de l'air, 
n 'est  pas alt~%e par  une irradiation de 9 .5 - Io  ~ ergs/mm 2. Comme en a~robiose, la 
synth~se de I 'ADN est compl~tement bloqu~e pendant  environ 4 ° minutes aprbs le 
t ra i tement  k I'U.V. (Fig. I)" 
on ne note aucune diff6rence 
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des t6moins, alors que chez E. coli B/r elle ne descend jamais de beaueoup en dessous de 
60% de cette vMeur. 

T A B L E A U  I 

EFFET DES RAYONS U.V. SUR LE METABOLISME DE L'ATP AU COURS 
DE LA CROISSANCE ANAI~ROBIQUE 

E. coli B E. coli B/r 
Heures 

apr~s l'irradiation Exp. H Exp. I I I  Exp. I Exp. I I  Exp. I I I  
T I T I T I T I T I 

o 1 .24  1.24 1 .17  1 .16  i . o  1 .34  o .65  o .57  1.24 1.45 
i 1.8 1.8 - -  - -  1 .84  1. 7 1 .13 1 .13  1.65 1. 7 

~.5 - -  - -  1 .46  1.o 4 - -  - -  1 .35 1.2 2 .0  1 .70  

2 1 .98  0 .73  - -  - -  2 .55  1 .45  1 .58  1 .44  1 .78  1 .74  
3 2 .75  0 .82  2 .8  i . i  3 .55  2.2 2.2 1.52 2 .6  1.8 
4 . . . .  3 .7  2 .0  - -  - -  2.2 t . 8  

4-5 3.5 1 .39  2 .8  2 .0  . . . . . .  
7 - -  - -  2. 3 2 .0  . . . . . .  

y d ' A T P  p o u r  20  m l  d e  s u s p e n s i o n  b a c t 6 r i e n n e .  
T :  t d m o i n s ;  I :  i r r a d i 6 s  (9.5" IO~ e r g s / m m ~ ) .  

DISCUSSION 

Comme nous n'avions fait aucune tentative pour interpr6ter les r6sultats dans la 
note o/I nous d~crivions le mdtabolisme a~robique de I'ATP apr6s irradiation 9, nous 
croyons qu'il pourrait ~tre utile de le faire 2̀ present. 

Nous avions eonstat6 que, chez des bact~ries irradi~es 2̀ l '&at de repos et mises en 
culture adrobique imm6diatement apr~s, la teneur en ATP augmente consid6rablement 
pendant la phase de latence pour diminuer peu apr~s le d6but de la eroissance. M6me 
pour de fortes irradiations 38" lO 2 ergs/mm~), la teneur en ATP des bact6ries irradi6es 
est toujours un peu sup~rieure 2̀ celle des t6moins: pourtant, la croissance bact6rienne 
est consid~rablement retard6e dans ees conditions. Quand les bact~ries sont irradi6es 
en phase de croissance, les t6moins s'appauvrissent continuellement en ATP; les bact6ries 
irradi6es conservent au contraire une forte teneur en ATP pendant une quarantaine de 
minutes et ce n'est qu'`2 partir de ce moment que la quantit6 d 'ATP diminue. C'est aussi 
"2 ce moment que reprend la synth~se de I 'ADN qui avait ~t~ bloqu~e imm~diatement 
apr~s l'irradiation. 

En anadrobiose, nous voyons maintenant que la teneur en ATP des bact6ries reste 
d'abord normale, tandis que la croissance n'est m~me pas retard6e par l'irradiation; 
elle ne commence 2̀ diminuer qu'une heure apr~s le traitement 2̀ I'U.V., c'est-`2-dire au 
moment off la synth~se de I 'ADN recommence. 

Une relation 6troite semble donc exister, aussi bien en a6robiose qu'en ana&obiose, 
entre le m6tabolisme de I 'ATP et celuis de I'ADN. Si, comme le suppose LIPgANN 14 les 
nucl6otides doivent ~tre phosphoryl6s avant de s'unir pour former l'acide nucl6ique 
d~finitif, tout blocage de la synth~se de celui-ci sera accompagn~ d'une accumulation de 
ses pr~curseurs; il en ira de m~me pour les r6serves 6nerg6tiques n6cessaires 2̀ leur 
organisation en macromolficules. 

Nous avons pr6c6demment mis en (~vidence que de I 'ATP s'accumule en a~robiose 
dans les bact6ries irradi6es; dans un travail encore in6dit, l 'un de nous a montr6 que, 
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dans les m~mes conditions, il y a dgalement une accumulation d'uridine diphosphatO 2. 
Enfin, il est actuellement plesque certain que des d~soxynucldosides ou nucl6otides 
correspondant aux quatre bases azot6es de I 'ADN s'accumulent aussi pendant la pdriode 
oh est bloqu6e la syntht'se de I 'ADN ~, 1~,. Ces diverses alt(~rations biochimiques pourraient 
r6sulter soit d'une modification de la structure de I 'ADN lui-mfime, ce qui entrainerait 
un blocage des processus d'autoduplication, soit d'une inhibition des mScanismes de 
transfert de l'~nergie de I 'ATP vers les ddsoxynucl6otides. 

La perte d 'ATP qui se produit en ana6robiose une heure aprSs l ' irradiation indique 
vraisemblablement que les processus de ptmspl~orylation accompagnant la glycolyse 
sent inhibds. II n'est pas impossible que cet effet d@ende d'une 16sion du noyau bact6rien, 
provoqu~e par les U.V. On salt, en effet, que des organismes 6nucld6s ou pourvus d'un 
noyan anormal se comportent exactement comme les bact~ries irradi6es : on y a observ6, 
en effet, une accumulation adrobique d 'ATP et une perte excessive d 'ATP en anadrobiose 
(B~ACHET1,2). I1 serait d~s lors tentant  d'dtablir une relation entre le blocage de la 
synth~se de I 'ADN et la diminution des phospborylations ana(,robiques : on salt, en effet, 
que le noyau cellulaire ne poss6de qu'un dquipement enzymatique limit~ ne permettant  
que des phosphorylations anafirobiques (STERX ET MIRSKy16). I1 n'est donc pas impossible 
qu'une altdration nucl6aire commune se trouve h la base des troubles du m~tabolisme de 
I 'ATP qui ont ~td d6crits. 

A l 'appui de cette id6e vient s 'ajouter le fait que la concentration de I 'ATP diminue 
beaucoup moins consid6rablement dans les bact6ries de la souche B/r que dans celle de 
la souche B. Or cette derni~re souche est pr6cis~ment plus sensible h l'effet l~tal des 
radiations TM, qui s'exerce vraisemblablement sur les noyaux bact~riens. 

Le f a r  que la perte d 'ATP ne se manifeste, en ana6robiose, qu'unc heure aprbs 
l ' irradiation pourrait  ~videmmcnt r6sulter de ce que les cellules ont 6t6 pr6alablement 
cultiv6es 5 l 'air: leurs rdserves d'oxygbne resteraient suffisantes pendant cette p&iode. 
I1 se pourrait  aussi que pendant cette m~me pSriode d'une heure, terrains facteurs, dent 
la synth~.se d@endrait  du noyau bactdrien intact, s '@uisent lentement. I1 pourrait 
notamment  s'agir de co-enzymes dent la synth~:se d@endrait  de l'intdgrit6 nuclfiaire, 
comme l 'a sugg~r5 BRACHET 1,2. HOGEF, OOM ET SCHNEIDER ont en effet montrd que 
certaines dtapes importantes de la synthase du coenzyme I avaient lieu dans le noyau v. 

RI~SUM]~ 

Nous avons  dos6 I 'ATP et  I 'ADN de cu l tures  de E. cell B e t  B/r, i r radi6es en phase  de croissance 
e t  cu l t iv6es  i m m 6 d i a t e m e n t  apr~s, en ana&obiose .  Aucune  diff6rence ne s 'observe  au tours  de la  
premi6re  heure ;  t and i s  que les cellulcs tdmoins  c o n t i n u e n t  h s ' enr ich i r  en ATP jusque  vers la fin 
de la croissance,  les cellules i rradi6es s ' appaux: r i ssent  au con t ra i re  au m o m e n t  off la syn thbse  de 
I 'ADN, bloqu6e par  l ' i r r ad ia t ion ,  recommence .  Quand  ce t te  synth~se  est  te rmin~e le t a u x  d ' A T P  
des cu l tures  i rradi6es t end  5. r ep rendre  sa va leu r  normale .  

Nous avons  discut6 les re la t ions  qui  s e m b l e n t  ex i s te r  ent re  le m6tabo l i sme  de I 'ATP et  la 
syn thbse  de I 'ADN en a6robiose et  en ana6robiose.  

SU MMA RY 

We have  d e t e r m i n e d  ATP and D N A  in cu l tures  of E. coil B and B/r, i r r ad i a t ed  dur ing  the  
growing phase  and cu l tu red  in anaerobios is  i m m e d i a t e l y  after.  No difference in ATP can  be seen 
du r ing  the  first hour ;  the  control  ceils con t inue  to  syn thes ize  i t  un t i l  the  end of the  g rowth  period, 
b u t  in tbe  i r r ad i a t ed  cells on the  c o n t r a r y  the  ATP concen t r a t i on  begins  to drop dur ing  the  per iod 
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when DNA synthesis,  immediate ly  blocked by  irradiation, is resumed. When  DNA synthesis  is 
completed, the ATP content  of irradiated cells tends to reach a normal  value. 

We have discussed the relat ionship which seems to exist between ATP metabol ism and DNA 
synthesis,  bo th  in aerobiosis and in anaerobiosis. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Wir haben  in E. coli-Kulturen I3 und  13/r, welche in ihrer \ ¥a chs tumsphase  bes t rahl t  und gleich 
darauf  anaerobisch geziichtet wurden,  ATP- und Desoxyr ibonucle ins~urebes t immungen durch- 
geftihrt. I m  Laufe der ersten Stunde zeigte sich keinerlei Unterschied. \V ih rend  der ATP-Gehal t  
der Kontrollzellen bis zum Ende  der \¥achs tumsper iode  ansteigt, s inkt  er aber in den best rahl ten 
Zellen yon dem Augenblick an, wo die durch Best rahlung gehenlmte Desoxyribonucleins~turesynthese 
wieder einsetzt. Nach 13eendigung dieser Synthese besitzt  der ATP-Gehalt  der bes t rahl ten  Kul turen  
die Tendenz, sich wieder seineln Nornlal-wert  zu n/ihern. 

\Vir haben die 13eziehungen, welche zwischen ATP-Metabolismus und Desoxyribonucleins~iure- 
synthese,  sowohl unter  aeroben, als un te r  anaeroben Bedingungen zu bestehen scheinen, erOrtert. 
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