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S U M M A R Y  

Observations on the role of proteins contained in the medium in bacterial tran@)rmation,~ 

Ribonuclease interferes with bacterial t ransformations in at least three ways:  
I. inhibition, a t t r ibuted to its complexing with DNA;  
2. appreciable delay in the establishment of bacterial absorptiveness for DNA 

molecules in the medium:  
3. under conditions which exclude these two effects, the yield of t ransformed 

bacteria can be increased 2- or 3-fold in the presence of RNase. 
Albumin has a rote in bringing about  bacterial absorptiveness, and besides it 

is assumed to prolong the duration of tha t  condition. 

INTRODUCTION 

Lorsque nous avons entrepris ce travail  nous nous sommes post~ la question suivante : 
est-il possible, par  l 'addit ion de RNase  d ' interffrer  avec l 'expression phdnotypique 
d 'un  gfne  nouvellement acquis par  t ransformation? Un rfsul tat  positif aurait  pu 
fournir un syst~me favorable k l 'analyse du mficanisme par lequel l 'acide ribonuclfiique 
intervient  dans la synth~se des prot6ines (pour une revue %cente, voir BRACHET1). 

Notre but  n ' a  pas fit(; atteint.  Nous avons, en revanche, observd que la ribo- 
nuclfase - -a ins i  d'ailleurs que d 'aut res  protfines interffre avec les transformations 
du Pneumocoque ~ difffrents niveaux, clairement dissociables les uns des autres. 
L ' in%rf t  de ces observations ne nous a p a s  paru justifier une f tude  approfondie, et 
nous les livrons ici telles qu'elles sont, c 'est "5. dire trbs incompl~tes. Incompl~:tes en 
particulier en ce sens que le degrf de spdcificitf de l 'action des prot(;ines n 'a  pas ftd 
approfondi. Incompl~tes aussi en ce sens que certaines expfriences, pour tant  6videntes 
n 'on t  pas ~tf tentfes:  aussi certaines observations ont-elles dfi ~tre prfsentfes  de 
mani~re essentiellement descriptive, sans tentat ive d ' in terprf ta t ion  quelque peu 
dftaill~e, 

Les ph~nomfnes observfs, qui ont fait l 'objet  de deux notes p%liminaires '~,a 
peuvent  ~tre groupds comme suit: (a) Interact ion de la ribonucl~ase avee I 'ADN 
t rans fonnan t :  il s 'agit  vraisemblablement d 'une complexion. (b) Effets de l 'albumine 

A b r d v i a t i o n s :  A D N  a c i d e  d ~ i s o x y r i b o n u c l d i q u c ;  R N a s e  =: r i b o m m l d a s e .  
* C h e r c h e u r  qua l i f id  du  F o n d s  N a t i o n a l  de  l a  R e c h e r c h e  S c i e n t i f i q u e  ( B e l g i q u e l .  
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EFFETS DES PROT1~INES SUR TRANSFORMATIONS BACTI~RIENNES 51 

et de la ribonucl6ase sur l '6tablissement de la comp6tence*. (c) Effet favorable de 
prot6ines du milieu sur le rendement de la r6action entre les bact6ries comp6tentes 
et I 'ADN transformant. Cet effet peut ~tre attribu6 soit k une prolongation de l '6tat  
de comp6tence des bact6ries, soit ~ une augmentation de la r6activit6 des bact6ries 
comp6tentes avec I'ADN. Le premier facteur pourrait ~tre pr6dominant dans le 
cas de l 'albumine et le second dans le cas de la ribonucl6ase. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 

Souches bact~riennes 

Le syst~me de transformation utilis6 dans ce travail est le transfert d'une haute 
r6sistance h la streptomycine k une souche de Pneumocoque sensible, par I 'ADN 
d'une souche r6sistante% La souche r6ceptrice utilis6e, sensible k la streptomycine, 
est la souche R36A ~. La souche donneuse, Sr-T55-I, a 6t6 obtenue par la transforma- 
tion de R36A par I 'ADN de la souche r6sistante RSt r  t. Les souches R36A et RStr  
nous ont 6t6 donn6es par Madame H. EPHRUSSI-TAYLOR. 

ADN transformant 

L'ADN transformant a 6t6 isol6 de la souche Sr-T55-I, essentiellement selon 
EPHRUSSI-TAYLOR e. La d6prot6inisation a cependant 6t6 op6r6e par l 'emploi de 
Duponol C 7, et le fractionnement au MgSO4-alcool (qui ~limine une fraction de 
l'acide ribonucl6ique) a 6t6 omis. 

L 'ADN transformant conserve parfaitement son activit6 en solution saline 
(NaC1 o.14 M) concentr~e (environ I mg ADN/ml) ~ basse temp6rature (congel6e 
ou non). Les dilutions sont stables dans l 'extrait  de levure k 1 %  (EPHRUSSI-TAYLOR, 
communication personnelle) 8 basse temp6rature (congel6es ou non). 

Entretien des souches 

Milieu NEL (EPHRUSSI-TAYLOR, communication personnelle) modifi6 par ad- 
dition d'ions Ca++: Bacto Neopeptone (Difco), IO g; Extrai t  de levure (Difco) 2 g; 
NaC1 4,25 g; eau bidistill6e 500 ml. 

Ce milieu est amen6 ~ pH 8 par l 'addition de NaOH; il est compl6t6, au moment  
off le flacon est entam6, par l 'addition de o.ooi volume de glucose ~ 25 %, o.oi volume 
de CaC12 o.I M. 

Les tubes de culture, utilis6s pour l 'entretien des souches (tubes k sang) contien- 
nent 2.5 ml de milieu NEL compl6t6 et 0.05 ml de sang de cheval deflbrin6, et sont 
bouch6s au coton card6. 

La conservation ~ long terme des souches est assur6e par repiquage tousles mois 
et demi (homog6n6isation de la culture pr6c6dente, dilution de cette culture dans un 
tube de milieu frais, croissance k 37 ° jusqu'k la phase stationnaire, qui correspond 
k la concentration d'environ 3" lO8 bact6ries par ml. Ces tubes sont conserv6s k la 
glaci+re. 

L'entretien ~ court terme des cultures est assur6 par repiquage j ournalier (croissance 
de 3-5 h ~ 37 °, pr61+vement, sans homog6n6isation pr6alable, de o.I ml pour ense- 
mencer la culture suivante, qui est conserv6e 8 la glaci~re et incub6e le lendemain). 

* Ce t e r m e  d~signe l '~ ta t  phys io log ique  qui  p e r m e t  a u x  bact6r ies  d ' abso rbe r  des  mol6cules 
d ' A D N  du milieu.  
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5 2 R. THOMAS 

Dans ce milieu les Pneumocoques ont tendance k former des chalnes parfois 
extr6mement longues, alors que dans le milieu C (voir ci-dessus) on trouve surtout 
des diplocoques et des courts chapelets. 

Conditions d'dtablissernent de la competence* 

Milieu C (EPHRUSsI-TAYLOR, communication personnelle) modifi6 par l'addition 
d'ions Ca++: Casamino acids (pure ou certified) Difco, IO g; NaC1, 8.5 g; eau bidistill6e 
I 1; NaOH I N, 5 ml. 

Ce milieu est complbtd, chaque fois qu'un nouveau flacon est entam6, par l'ad- 
dition de: 0.04 volume d'extrait de levure k io o/,,o, pr6alablement trait6 au charbon 
actif k pH 3 et stfrilis6 sur bougie 6, o.oi volume de glucose 2.5 ";, o.oi volume de 
CaCI~, o.I M. 

Au moment de l'emploi, ce nfilieu complft6 est additionn6 de 0.05 volume de 
serumalbumine de boeuf (fraction V de Armour) h 4 ° mg/ml. 

La culture journalibre en tubes h sang est dilu6e, en g6nfiral IO fois, dans du 
milieu C (complete, y compris l'albumine) et incub~e ~ 37 ° (culture de compdtence). 

Conditions de la tra~.sformation 

La comp6tence atteint son maximum vers 60 rain si la culture en tubes k sang 
a 6t6 dilu6e IO fois dans le milieu C ("culture de comp6tence"). Les bact6ries sont en 
g6n6ral raises en pr6sence de I 'ADN transformant par dilution de la culture comp6- 
tente dans du milieu frais** contenant I'ADN. Les conditions pr6cises seront d6taill6es 
au fur et k mesure de l'expos6 des exp6riences. 

L'incubation est arr6t6e, en principe, 75 k 9o min apr~s la mise en contact des 
bact6ries et de I'ADN. Ce temps suffit k assurer l'essentiel de l'expression phfnotypique 
de la transformation, sans cependant que le nombre des bact6ries transform6es ait 
commencd k augmenter du fait de la multiplication cellulaire4, 8, 9. 

A e e  moment une dilution appropri6e de la culture est incorpor~e sur boite de 
Pftri, dans du milieu g~los6 k sang de cheval (TAYLOR 1°) contenant 50 mg/ml de 
streptomycine. 

La technique qui vient d'etre d6crite (caract6ris6e par le fair que l'6tablissement 
de la comp6tence et la r~action des bact6ries comp6tentes avec I 'ADN sont dissoci6s) 
sera d~sign6e pour des raisons de commodit6 sous le nora de "syst~me dissoci6". Dans 
certains cas nous avons aussi utilis6 la technique qui 6tait anciennement la plus 
employde. Dans ce syst~me "non dissoci6" I 'ADN est pr6sent d~s l'ensemencement de 
la culture. Celle-ci est incub6e suffisamment longtemps (g6n6ralement 4 5 5 h) pour 

* Ces milieux (sans addit ion de CaC12) ont ~t6 utilis~s avec de boris r~sultats par  EPHRUSSI- 
TAYLOR au tours  d 'un  s~jour aux  Etats-Unis .  Ils nous ont  fourni, 5~ Bruxelles, pendant  pros 
de deux ans, des t aux  de t ransformat ion  61ev6s (i ~ IO9~ de la population) de mani~re repro- 
ductible, ~ condition eependant  d 'a jouter  des ions Ca ++, qui ~ la concentrat ion opt ima (ajout6e) 
de IO ~ M ain61iorent le t aux  de t ransformat ion  d 'un  Iacteur  de l 'ordre de 5oo (La m6me am61io- 
ra t ion a 6t6 obtenue en t r ip lant  la concentrat ion d 'ext ra i t  de levure.) 

Ces m6mes milieux n 'on t  jamais  donn6 de t ransformat ions  satisfaisantes ni 5~ I t .  EPHRUSSI- 
TAYLOR et OPARA (~L Paris) ni & R. LATARJET; ils ont  cess6 b rusquemen t  d 'etre util isables entre 
nos mains. I1 semble clue eette variabilit6 doive fitre at tr ibu6e 5~ un faeteur de la peptone,  labile 
et pr6sent en quant i t6  variable d 'une pr6parat ion ~ l 'autre.  

** L'influence de la pr6sence d 'a lbumine sur le rendement ,  m~rne apr~s l '6tablissement de la 
comp6tence (voir p. 56-58 ), n 'a  dt6 r6alis6 que ta rd ivement .  Aussi, sauf ment ion  du contraire, 
le milieu frais dans lequel les bact6ries compdtentes  sont  dilu6es est du milieu C compldt6 mais  
sans albumine. 

Biochim.  Biophys. _4 eta, 4o (190o) 5 ° -61 
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permettre l 'apparition de bact6ries comp6tentes, leur r6action avec I 'ADN et l 'expres- 
sion ph6notypique de la transformation. 

Prot~ines 

Les prot6ines utilis~es sont ajout6es aux milieux de culture sous forme d'un 
petit volume de solution saline (NaC1 o.14 M) concentr6e; un volume 6gal de la mSme 
solution saline, sans prot6ine, est ajout6e en mSme temps aux tubes t6moins. 

Ribonucl6ase: Armour, cristallis6e. Dans d'autres exp6fiences d'autres pr6para- 
tions commerciales (GBI, Worthington) ont 6t6 utilis6es, ainsi que des fractions isol~es 
par chromatographie (fraction "A") et mises obligeamment k notre disposition par 
L. LEDOUX. Lysozyme: Armour. Cytochrome c: Sigma. Albumine: serumalbumine 
de boeuf (fraction V de Armour) tratt6e selon TAYLOR 1°. 

Mesure de la competence par la technique de dilution 

La comp6tence d'une culture peut ~tre suivie en fonction du temps par la techni- 
que de dilution, d6ja utilis6e ant6rieurement 9 et dont nous rappelons le principe. 

Lorsque'une culture comp6tente est dilu6e dans du milieu frais, l 'apparition de 
nouvelles bact6ries comp6tentes est interrompue; si le milieu de dilution contient de 
I 'ADN, les bact6ries qui 6taient comp6tentes au moment de la dilution pourront 
r6agir avec cet ADN. Les nombres de transformations observ6s en fonction du temps 
de la dilution sont entre eux dans le mSme rapport,  ind~pendamment de la concentration 
de I'ADN. On peut admettre qu'ils donnent une mesure fid~le de l '6tat de comp6tence 
de la culture. 

Diluer la culture comp6tente dans du milieu frais revient ~ initier une nouvelle 
culture. Celle-ci d6veloppera une comp6tence "secondaire" au cours de la seconde 
moiti6 de sa croissance exponentielle, c'est ~ dire d 'autant  plus tard que la dilution 
est plus forte. I1 est essentiel de calculer la dilution de sorte que la comp6tence 
"secondaire" soit suffisamment tardive, pour ne pas contribuer ~ la transformation. 
Si, pour une raison quelconque il n'est pas possible de diluer suffisamment, le m~me 
r6sultat est atteint par l 'addition de DNase 15 ~ 20 rain apr~s la dilution. Les deux 
proc6d6s concordent parfaitement. 

Conform6ment ~ ce qui avait 6t~ observ6 pr~c6demment dans d'autres milieux 9 
la comp6tence apparait  d 'autant  plus tard que l'inoculum utilis6 est plus faible. Elle 
occupe approximativement la seconde moiti~ de la phase de croissance exponentielle. 
La Fig. 2 (x )  montre l'6volution de la comF6tence dans le syst~me utilis6 au cours 
de ce travail. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Interaction de la ribonucl~ase avec I'ADN transformant 

En syst~me "non dissoci6" (voir p. 52) la pr6sence de ribonucl6ase (Armour) 
entratne une r~duction massive du nombre des bact6ries transform6es. Une inhibition 
de 98 % a 6t6 observ6e pour IOOO ~g/ml RNase et 2 vg/ml ADN. Ce type d'exp6rience 
ne permet pas de localiser l'effet de la ribonucl6ase. Signalons cependant qu'il ne peut 
6tre dfi ~ une action toxique sur les cellules: la concentration de la ribonucl6ase la 
plus 616v6e que nous ayons utilis6 (3000/zg/ml) n 'a  aucun effet d6favorable sur la 
croissance. L'emploi de syst6mes "dissoci6s" (voir p. 52) permet de localiser l 'action 
de l 'enzyme. 

Biochim. Biophys. Acla, 4 ° tI96o) 5o 6i 
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Dans un premier type d'expfirience, tout effet dventuel sur l'fitablissement de la 
compdtence est mis hors de cause: la culture de compdtence ne contient ni ribo- 
nucldase, ni ADN,  et ces substances n'interviennent qu'apff, s une dilution des bact6ries 
comp~tentes dans du milieu frais (dilution qui interrompt l'6tablissement de la 
competence). 

L'exp~rience dont les conditions et les r~sultats sont fournis par le Tableau I 
montre : 

T : k B I : E : \ I ;  l 

I N H I B I T I O N  1)I+; LA T R A N S F O R M A T I O N  PAR LA R I B O N U C L I ~ A S E  

Des al iquotes  d'une culture compdtente  (stabil is@ par refro idissement  ~t o )  sont  diluges 20 fois 
dans deux s6ries de tubes  de mi l i eu  frais, c o n t e n a n t  de I 'ADN et de la RNase  (Armour) aux  
concentrat ions  indiqudes dans le t a b l e a u .  L a  temp6rature  de la premi&re sgrie de tubes  est de  37'~; 
des d i lut ions  de ces cultures  s o n t  cou l6e s  en g61ose '~ l a  s treptomyc ine  apr&s 7.5 rain d ' incu l>a t ion ,  
destin6es X permet tre  l 'express ion du ph6notype.  La tempdrature  de la seconde sdrie de tubes  
est de 22 ~. Apr~s 45 rain ~ cette  temp6rature ,  les cul tures  sont  incubdes 75 rain ~ 3 7  p o u r  c o m -  
p l d t e r  l ' express ion ph6notypique;  des d ih l t ions  sont  alors couldes en g6lose  it l a  s treptomyc ine  
Centres formateurs  de colonies:  1.2. i oS/ml de culture  comp6tente .  Trans format ions  par ml  de 
culture eomp6tente  : 

a, r d a c t i o n  g 37  '~ 5 p g / n l l  A I I N  8.2" IO ~ 
0.05 l , g / n l l  A I ) N  3.3" Io4 

b. r d a c t i o n  g 22 5 # g / m l  A I ) N  1.0. IO 6 
0.05 p g / m l  A D N  I . l  • l o  4 

(;onccntralio~$ 2<+o i~o/lnl +7o<~ t g[ml zoc)o ,*tg]ml 
de la R N a s c  

° o d ' i n h i b i t i o n  de  la  t rans format ion  
(a) rdacli<ln <'~ ,]7 

5 l t g / m l  ADN 75.6 96,~ 99. 4 
o.05 !Lg/ml :XI)N 99.91 99-o7 90.01 

(b) rdac t ion  ?1 z z  ° 
5 / t g / m l  A I ) N  89.a 9~.0 99-a 

o.o 5 ! t g / m l  A D N  99.9s t)O.gs 9<).%; 

I. Que la ribonucldase peut provoquer une rdduction massive de la transforma- 
tion en agissant sur un stade post6rieur k l'6tablissement de la comp6tence. 

2. Que le pourcentage d'inhibition de !a transformation d6pend non seulement de 
la concentration de la ribonuc16ase, mais aussi, de fa~on tr6s marqude, de la concen- 
tration de I'ADN transfonnant : une mfime concentration de ribouucldase est d'autant 
plus active que la concentration de I'ADN transformant est plus faible. 

S'il s'agissait d'une action de la ribonucl6ase sur les cellules, on s'attendrait ~ ce 
que l'effet d6pende essentiellement de la concentration de la ribonucl6ase. Que l'effet 
d6pende tr&s largement de la concentration en A D N  sug@re une interaction RNase-  
AD N  (complexe ?). 

3. La comparaison des deux parties de l'exp('rienee (off la r4action des bact6ries 
comp6tentes se produit, respectivement, "5. 37 ° et k 22 °) montre que l'effet est au moins 
aussi prononc6 k 22 ° qu'k 37 °. Ceci sugg6re que l'activit6 enzymatique de la ribo- 
nuclfase - - d o n t  le co6ffieient de temp6rature est de l'ordre de 5 ---ne joue aucun r61e 
dans l'effet observ6. 

L'exp6rience suivantc est destin6e k voir si la ribonucldase du milieu peut  encore 
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produire son effet inhibiteur lorsque la r6actio~ entre les bact6ries comp6tentes et 
I 'ADN libre du milieu a 6t6 pratiquement bloqu6e par dilution. La Fig. I montre 
que ce n'est pas le cas. Ce r6sultat renforce - -  sans la prouver --l 'hypoth~se selon 
laquelle l'effet inhibiteur de la ribonucl6ase r6sulte d'une interaction (complexe?) 
avec I 'ADN libre du milieu. 
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Fig. I. Absence  d 'effe t  inh ib i t eur  de la  r ibonu-  
cl6ase apr~s l ' i n t e r rup t ion  de la r6act ion ides 
bact6r ies  comp6 ten t e s  avec  I ' ADN libre du 
mil ieu.  Les  bact6r ies  comp6 t en t e s  son t  dilu6es 
(i : i) au  t e m p s  o dans  du  mi l ieu  frais c o n t e n a n t  
5 / zg /ml  ADN.  A u x  t e m p s  indiqu6s  en abscisses ,  
la r~act ion des  bact~ries  comp6 ten t e s  avec  
I 'ADN libre du mi l ieu  es t  p r a t i q u e m e n t  inter-  
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Fig. 2. Effe t  de la r ibonucl6ase  sur  l '6tabl isse-  
mer i t  de la comp6tence .  La  comp6tence  a ~t6 
suivie  en  ionct ion  du t emps ,  en  u t i l i s an t  la  
t e chn ique  de dilut ion,  dans  t ro is  cu l tures  paral -  
l~les. La  premiere  (X) es t  une  cu l ture  t6moin,  
la seconde (O) con t i en t  2 m g / m l  l y sozyme  et  
l a t r o i s i~mecon t i en t  2 m g / m l  R N a s e  (Armour) .  

r o m p u e  pa r  d i lu t ion (ioo lois) dans  du mi l ieu  frais  c o n t e n a n t  o (× ) ,  500 (O) ou 3000 ( e ) / ~ g / m l  
R N a s e  (Armour) .  E n  ordonn6es ,  les nombres  de t r a n s f o r m a t i o n s ,  rappor t~s  ~, I ml  de cul ture  

comp6 ten t e  non  dilu6e. 

Effets de l'albumine et de la ribonucl~ase sur l'dtablissement de la competence 

Le succ~s des transformations du Pneumocoque d6pend, entre autres, de la 
pr6sence d'un facteur que HOTCHKISS ET EPHRUSsI-TAYLOR 11 ont pu identifier 
l'albumine; les milieux utilis6s pour les transformations de Pneumocoque sont touj ours 
additionn6s de serum ou d'albumine purifi6e. Nous avons observ6 pr6c6demment 9 
que l'effet principal de l'albumine porte sur l'6tablissement de la comp6tence: si 
l'albumine est ajout6e ~ la culture de comp6tence avec un retard croissant l'ordre de 
comp6tence apparatt du plus en plus tard. 

L'effet de la ribonucl6ase sur l'6tablissement de la comp6tence a 6t6 6tudi6 de la 
mani~re suivante: Des cultures de comp6tence sont ensemenc6es simultan6ment, 

Biochim. Biophys. . / lcta,  4 ° (196o) 5o-6 i  



5 0 R. THOMAS 

le milieu de culture a 6t6 additionn6 pr6alablement de o - I  volume de solution saline 
(Nat1 o.I4 M) eontenant ou non 2o mg/ml RNase (Armour). Apr~s diff6rents temps 
d'incubation, la comp6tence est d4termin6e par dilution (IOO fois) dans du milieu 
frais contenant de l'albumine (2ooo vg/ml) et 5 ~g/ml ADN, incubation de 75 m i n k  
37 ° et 6talement en g61ose k la streptomycine. Dans ces conditions la ribonucl6ase 
n'agit probablement que sur l'6tablissement de la comp6tence. I1 a 6t6 v6rifi6, en effet, 
qu'5. la concentration d'ADN utilis6 (5/Lg/ml) la concentration rdsiduelle de la 
ribonucldase apr~s la dilution (2o/xg/ml) est insuffisante pour que l'effet de complexion 
soit sensible. La Fig. 2 montre le r6sultat d'une telle expdrience, oh l'effet de la 
ribonucl6ase a dte, en outre, compar6e k celui d'une concentration 6gale de lysozyme. 
On voit que l'6tablissement de la comp6tence se trouve retard6 trbs sensiblement en 
pr6sence de ribonucl6ase, alors que la culture contenant du lysozyme se comporte 
exactement comme la culture t6moin; le retard occasionn6 par la pr6sencc de RNase 
cst assez constant d'une expdrience 5. l'autre. 

Nous n'avons pas 6tudi6 la question de savoir si des concentrations croissantes 
d'enzyme d@lacent le pic de comp6tence de mani{ere graduelle ou continue. La spdci- 
ficit6 de cet effet de la RNase n 'a pas davantage 6t6 approfondi. L'absence d'effet 
du lysozyme, dont la masse mol6culaire et la basicit6 sont voisines de celles de la 
ribonucl6ase, sugg{~re qu'il ne s'agit pas d'un effet g6n6ral des petites prot6ines 
basiques. 

La signification de cet effet nous 6chappe au m~me titre que la nature m~me 
de la compdtence. 

E~et favorable des protdines du milieu sur le rendernent de la rdaction estre les bact&ies 
compdtentes et I 'ADN transformant. 

I. Nous avons vu que la pr6sence d'albumine influence de mani0re ddcisive l'6ta- 
blissement de la compftence. 

L'idfe que l'albumine joue aussi nn r61e ult6rieurement s'est impos6e lorsque 
nous avons r6alis6 qu'une assez forte dilution des bact6ries dans du milieu frais sans 
albumine peut r6duire d'un facteur de plusieures unit6s le rendement de la trans- 
formation. Ce r6sultat est imputable, plut6t qu'5. la dilution elle-mfime, 5. une con- 
centration r6siduelle trop faible de l'albumine. La question de savoir si cet effet est 
spfcifique de l'albumine ou s 'ftend au contraire k d'autres prot6ines ou, plus gfn6rale- 
ment, 5. d'autres macromolfcules n 'a pas 6t4 6tudi6e. Un effet favorable de la ribo- 
nuclfase se manifeste dans des conditions oh les deux effets inhibiteurs sont 61iminfs, 
mais le m6canisme de cet effet pourralt ~tre diff6rent de celui de l'albumine. 

Un premier type d'exp6riences 6tait destin6 5. localiser dans le temps l'effet de 
l'albumine. Une premiere dilution, darts du milieu contenant de I'ADN, interrompt 
l'6tablissement de la compftence et dfclenche en In6me temps la r6action des bact6ries 
avec I'ADN. La seconde dilution a lieu 5. diff6rents temps dans du milieu contenant 
la m~me concentration d'ADN et une concentration finale d'albumine, soit de 2000 
/xg/ml, soit de 2/xg/ml. Les r6sultats d'une telle expfrience sont repr6sent6s par la 
Fig. 3. On voit qu'une seeonde dilution k diff6rents temps, dans du milieu contenant 
la m6me concentration d'ADN et une concentration 61ev6e d'albumine n 'a pas d'effet 
sensible sur la transformation, quel que soit le moment de cette dilution, Au contraire, 
aussit6t apr~s la premibre dilution, une seconde dilution dans du milieu contenant 
toujours la m~me concentration d 'ADN mais une concentration finale d'albumine de 
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2 vg/ml seulement, r6duit le nombre de transformation d'un facteur 2 ; si cette seconde 
dilution est diff6r~e, la r6duction du nombre des transformations diminue pour dis- 
paraitre ~ partir d'un intervalle de IO rain entre les deux dilutions. Les paliers des 
deux courbes sont 6gaux. 

0 
0 x 

0 
x o.. ,~-° ~ . ~  ~ c 

5,It) ~ 

0.1; 5 
2'0 , 3'0 0 1~0 t e m p s  ( r n f n u t e s )  

Fig. 3. Localisation dans le temps de l'effet favorable de l'albumine sur le rendement de la r~action 
entre les bact~ries comp~tentes et I'ADIN transformant. Une culture comp~tente est dilute 
(io fois) au temps o dans du milieu frais sans albumine ajout6e (la concentration r~siduelle de 
l'albumine est donc de 200 #g/ml), et contenant 5 #g/ml ADN. Aux temps indiqu~s en abscisses, 
des aliquotes sont dilu6es (ioo fois) dans du milieu contenant la m~me concentration d'ADN et, 
soit 2000/,g/ml albumine (O) soit pas d'albumine ajout6e ( x ), ce qui m~ne ~ une concentration 

r~siduelle d'albumine de 2/~g/ml. 

Le besoin d ' a lbumine  se localise donc, dans  les condit ions utilis~es, pendan t  les 
d ix  premi6res minutes  qui  suivent  le contac t  des bact6ries avec I 'ADN.  Plus pr~cis~- 
ment ,  on peu t  mont re r  que ce besoin se l imite  ~ la p6riode de la  r6action des bact~ries 
comp~tentes  avec I 'ADN libre du mil ieu:  si cet te  r~action est bloqu~e pa r  une forte 
d i lu t ion dans  du milieu sans ADN,  la presence ou l ' absence  d ' a lbumine  dans  le 
milieu de di lut ion n ' influence pas  le nombre  des t ransformat ions  (Fig. 4). 

I1 pa ra l t  donc ra isonnable  d 'envisager  un effet de l ' a lbumine  soit sur  la  r~activit~ 
des bact6ries  comp6tentes  avec I 'ADN soit sur  le main t ien  de l '~ ta t  de competence,  
les deux possibili t~s ne s ' exc luant  du reste pas. Si la seconde ~ventuali t~ in tervient ,  
la  concentra t ion  de l ' a lbumine  dans  le milieu de di lut ion doit  influencer le r~sultat  
de la  t r ans format ion  m~me si I 'ADN n 'es t  pas  encore present .  L 'exp~rience suivante ,  
d6crite pa r  la  Fig. 5, mont re  qu ' i l  en est bien ainsi. 

Les trois  courbes de la Fig. 5 doivent  8tre compar~es deux ~ deux.  Les condi t ions 
qui  fournissent  les courbes A '  et B ne different qu 'en  ce qui concerne la  concent ra t ion  
de l ' a lbumine  avan t  l ' add i t ion  de I 'ADN t rans fo rman t ;  en revanche  les condit ions de 
la r~action entre  les bact~ries comp~tentes  et  I 'ADN sont  identiques.  L ' examen  de 
ces deux courbes pe rme t  donc de comparer  l ' a l lure  de la chute  de competence  dans  des 
mil ieux con tenan t  respec t ivement  2 t~g/ml et 2000 i~g/ml d 'a lbnmine .  On voit  qu 'en  
presence d 'une  forte concentra t ion  d 'a lbumine ,  la chute  de la comp6tence est ne t te -  
men t  ralentie.  

Les condi t ions  des courbes A et A '  ne diffOrent qu 'en  ce qui  concerne la  concentra-  
t ion de l ' a lbumine ,  k pa r t i r  du moment  de l ' add i t ion  de I 'ADN.  Chacune de ces deux 
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courbes donne une image de la chute de comp~tence dans le milieu contenant 2/xg/ml 
d'albumine; comme on dolt s 'y attendre, la d6croissance est parallt, le. Les hombres 
absolus de transformations different, de la courbe A k la courbe A', d'un facteur qui 
repr~sente l'effet de l'albumine aprbs l'addition d'ADN. Ce point peut 8tre expliqu(~, 
du moths partiellement, par l'effet de l'albumine sur la chute de la comp~tence. En 
effet, la compStition entre la chute de la comp~tence (r(;action I) et la rdaction des 
bact~ries encore compStentes avec I'ADN (rSaction 2) est un facteur d(~terminant 
du rendement de la transformation"~; aussi, tout ralentissement de la chute de la 
competence au cours de la r~action des bact~rie,~ avec I'ADN doit-il am(:liorcr le taux 
de la transformation. 

I1 est vraisemblable cependant, que des facteurs autres que le maintien de la 
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Fig. 4. Absence d 'effet  f avorab le  de [ ' a l bumine  
apr~s l ' i n t e r r u p t i o n  de la  r6act ion des bac t6r ies  
comp~ten tes  avec  I 'ADN l ibre  du mil ieu .  Une 
cul ture  compdten te  es t  dilu6e IOO lois ( temps o) 
dans  du mi l i eu  sans  a tbumine  ajoutde,  c o n t e n a n t  
5 ]~g/ml ADN. Aux t e m p s  indiquds  en absc isses  
la  r~act ion  des bact6r ies  comp6ten te s  avec  
I 'ADN l ibre  du mi l i eu  est  i n t e r r o m p u e  pa r  
d i lu t ion  ( ioo Iois) dans  du mi l i eu  sans  AI)N, 
c o n t e n a n t  so i l  2oo0 /~g/ml a l b u m i n e  (O),  soit  
pas  d ' a l b u m i n e  a jout6e  ( × ), ce qui  donne une 
concen t ra t ion  res idue l le  d ' a l b u m i n e  de 2 / t g / m l .  

. \  

,o I ; To i~ 
t e m p s  ( m i n u t e s )  

Fig. 5- Effets  de l ' a l b u m i n e  sur la  chute  de la  
comp6tence  apr~s d i lu t ion  et  sur la  r6aet ion 
des bac t6r ies  comp6 ten t e s  avec  I 'A1)N. Une 
cu l tu re  compdten te  est  dilu6e ] oo0 fois (~) dans  
du mi l ieu  sans a t b u m i n e  (concent ra t ion  r~siduel-  
le en a lbumine :  "2 ],g/ml), (2) dans  du mi l ieu  
c o n t e n a n t  20oo/~g/ml  a lbumine .  La chute  de 
la  compdtence  dans  les deux  cu l tures  dilu6es 
est  suivie  en fonct ion du t e m p s  pa r  t r ans fe r t  
d ' a l i quo t e s  dans  des t ubes  c o n t e n a n t  I ' A D N  
t r a n s f o r m a n t  (concent ra t ion  finale : o.5 [ ,g/ml).  
Les  t ro is  courbes  co r responden t  r e s p e c t i v e m e n t  
a u x  condi t ions  su ivan t e s  : A ( >( ) alictuotes de la  

d i lu t ion  (I), t ransf6r~es dans  des t u b e s  ne c o n t e n a n t  que I 'ADN;  A'  (O) a l iquo tes  de la  d i lu t ion  (I), 
t ransf~r6es dans  des t ubes  con t enan t ,  ou t re  I 'ADN, suf f i samment  d ' a l b u m i n e  pour  que la  r6act ion  
des bac t6r ies  comp6ten te s  avec I ' A D N  ai t  l ieu  en prdsence de 2ooo p g / m l  a l b u m i n e  ; B (O) a l iquo tes  

de la  d i lu t ion  (2), t ransf6r~es dans  des t ubes  e o n t e n a n t  I 'AI)N.  
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comp6tence, puissent contribuer k l'effet favorable de l 'albumine. Si l 'albumine 
n'agissait que sur la comp6tition entre les r6actions I et 2 on s 'attendrait ,  en effet, k 
ce que l'effet disparaisse aux concentrations saturantes d'ADN, oh la vitesse de la 
r6action 2 est suffisante pour que tous les sites comp6tents aient eu le temps de r6agir 
avant  de perdre la comp6tence. I1 ne semble pas que tel soit le cas. 

2. Deux effets de la ribonucl6ase sur la transformation ont 6t6 d6crits plus haut. 
Le premier r6sulte vraisemblablement de la formation d'un complexe ADN-RNase 
et se traduit par une inhibition, qui peut ~tre complete de la transformation. Le 
second, dont la signification nous 6chappe totalement, consiste en un retard de l '6ta- 
blissement de la competence. 

Lorsque l 'on utilise des conditions telles que ces deux effets soient 61imin~s ou 
minimis6s, on observe que la pr6sence de ribonucl6ase peut am61iorer sensiblement 
(d'un facteur de l'ordre de 3) le rendement de la transformation. 

Dans une premiOre s6rie d'exp6riences, les bact6ries comp6tentes ont 6t6 dilu6es 
IO lois dans du milieu frais contenant ou non une forte (2000/~g/ml) concentration de 
RNase (Armour). Apr~s un s6jonr de 3 rain, saul mention d'une autre durde, dans ce 
milieu, les cultures sont dilu6es 40 lois (ce qui donne une concentration r6siduelle de 
50 ~g/ml RNase) dans du milieu frais contenant diff6rentes concentrations d'ADN. 
Ces conditions 61iminent l'effet de la RNase sur l '6tablissement de la comp6tence. 
D'autre  part,  on peut s'attendre, d'apr~s les r6sultats repr6sent6s par le Tableau I, 
k ce que la concentration r~siduelle de RNase (50/~g/ml) soit ou non, selon la concen- 
tration de I 'ADN, suffisante pour produire une complexion appr6ciable. Effective- 
ment, aux concentrations faibles d 'ADN (0.5 ou 0.05 ~g/ml) l'inhibition de la trans- 
formation est nette; k la concentration de 5 t~g/ml d 'ADN l'effet favorable de la 
ribonucl6ase se manifeste. Dans certains cas la dur6e du traitement k la ribonucl6ase 
et le temps choisi pour interrompre par dilution l'6tablissement de la comp6tence ont 
6t6 vari6s, sans effet sur l'am61ioration du taux de transformation par la ribonucl~ase. 
I1 parait  clair, en particulier, que la chute de la comp6tence n'est pas retard6e par 
la pr6sence de RNase. Le palier de la courbe dormant la fr6quence de la transformation 
en fonction de la concentration d 'ADN est le m~me, que les bact6ries comp6tentes 
aient ~t6 ou non trait6es par la ribonucMase. Ceci sugg~re que l'effet de la RNase, n'est 
pas d 'augmenter  le nombre des bact6ries transformables mais d'accroitre la vitesse 
de leur r6action avec I'ADN. 

Dans des conditions off l'effet favorable n'est pas intentionnellement dissoci6 de 
l'effet de complexion on peut observer, selon les concentrations de RNase et d'ADN, 
toute la gradation depuis une forte inhibition jusqu'k un accroissement sensible du 
taux de transformation. L'effet de complexion domine aux fortes concentrations de 
ribonucl6ase, de l 'ordre de IOO/zg/ml. Aux concentrations plus faibles de RNase 
l'effet favorable peut l 'emporter si la concentration de I 'ADN est appropri6e. Ajoutons 
que diff6rentes pr6parations commerciales de ribonucl6ase se comportent diff6rem- 
ment en ce qui concerne l'effet complexant ou, au contraire, activateur, d'une con- 
centration donn6e. 

DISCUSSION 

I. L 'un des effets de la ribonucl6ase sur les transformations du Pneumocoque se 
traduit par une inhibition, qui peut 6tre quasi-totale, du ph~nom6ne. Les experiences 
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d6cri tes  sont  compat ib les  avec l ' id6e que cet effet r6sulte de la format ion  de complexes  
ent re  I 'ADN et la RNase.  La  format ion  de tels complexes a 6t6 d6crite "k diverses 
reprises.  Citons la d6mons t ra t ion  par  MAC DONALD (communicat ion  personnelle) d 'une  
inhibi t ion  de l ' ac t iv i t6  enzymat ique  de la RNase  par  I 'ADN.  Dans  ce cas, le con- 
s t i t u a n t  suscept ible  d 'un  dosage d ' ac t iv i t6  biologique est la r ibonucl6ase et l ' agent  
inhib i teur  est I 'ADN,  de sorte que la s i tuat ion est, en quelque sorte, symdtr ique  de 
celle qui est  d fc r i te  dans  le p r f sen t  t ravai l .  Un complexe RNase---ADN a aussi 6t6 
mis en 4vidence par  61ectrophor4'sO 2. On peu t  imaginer  que ce type  de complexes  
est  peu sp6cifique, et semblable  ~t celui que I 'ADN formera i t  avec n ' impor t e  quelle 
prot6ine basique;  le prdsent  t r awd l  ne contient ,  cependant ,  aucun renseignement  it 
cet 6gard. Rappe lons  que l ' ac ide  apur in ique  (produi t  de la d6gradat ion  acide m6nagde 
de I 'ADN) est rendu aeidosoluble non seulement  pa r  la RNase  la mais  aussi pa r  
d ' au t r c s  prot6ines basiques x4. 

On peu t  se demande r  pa r  quel m6canisme la format ion  d ' un  complexe entre 
I 'ADN t r ans fo rman t  et la RNase  emp4che l '6 tabl issement  de la t ransformat ion .  Une 
agr6gat ion des mol6cules d ' A D N  aura i t  pour  cons6quence une d iminut ion  du nombre  
de par t icules  t r ans fo rmantes  et, v ra i semblab lement ,  des difficult6s accrues de pan& 
t ra t ion  de l ' agen t  t r ans fo rman t  dans  les bact6ries.  I1 n 'es t  pas  exclus, cependant ,  que 
des mol6cules d 'ADN,  m6me combinfes  h une ou plusieurs mol6eules de ribonucl6ase,  
puissent  n6anmoins p6n6trer  dans  les bact6ries;  dans  ce cas, on peut  concevoir  que la 
t r ans fo rmat ion  6choue parce que la  RNase,  in t rodui te  dans  la cellule par  ce proc6d6 
du  type  "cheva l  de Troie" ,  i n t e r rompt  l 'une  des 6tapes de la t rans format ion  on, plus 
b ru ta lement ,  tue  la  cellule*, I1 a 6t6 montr6  dans  une s6rie de c a s q u e  la RNase  peut ,  
effect ivement ,  tuer  les cellules dans  lesquelles elle r6ussit  b~ p6n6trer  (revue BRACHETI~). 

2. L'effet  favorable  qui peut  ~tre mis en 6vidence dans  eertaines condi t ions  peut  
p robab l emen t  ~tre a t t r ibu6,  lui aussi, it la na ture  basique de la RNase.  Ainsi  que nous 
l ' avons  vu  plus haut ,  tout  se passe comme si la r fae t ion  entre  I 'ADN et les bact6ries 
eomp6tentes  t ra i t6es  ~t la RNase  6ta i t  accfl6r6e. La  r6duction de la charge ne t te  
ndgat ive  des cellules pour ra i t  intervenir .  Une in te rpr6 ta t ion  plus pr6cise de ce 
phfnom+ne sera dans  doute  fournie pa r  le d6veloppement  des observat ions  r6eentes 
selon lesquelles diverses substances  basiques,  telles que les po lyamines  troux'des dans  
les bact6r iophages,  et diverses prot(dnes basiques,  peuven t  dans certaines condi t ions  
am61iorer le r endement  des t r ans format ions  (GooD{;AL, communica t ion  personnelle;  
MARMUR, communica t ion  personnelle).  

3. Nous n ' avons  aucune indica t ion  en ce qui concerne la signification du re ta rd  
de l '6 tabl issement  de la comp6tence en pr6sence de RNase.  Rappe lons  que le lyso- 
zyme,  don t  la masse mol6culaire et la basici t6 sont  voisines de celles de la RNase,  
est  sans effet. 

4. En ce qui concerne l 'effet de l ' a lbumine  soit  sur l '6 tabl issement  de la com- 
p6tence,  soit  aux  s tades  ult6rieurs,  on pen t  faire deux remarques :  (a) L ' id6e que les 
p ro top las tes  bact6r iens  seraient  capables  d ' abso rbe r  de I 'ADN du milieu dans  des 
condi t ions  oh les cellules normales  ne peuven t  le faire ----en d ' au t res  termes,  que la 

* t~emarquons qu'un tel m6canisme pourrait concilier deux points de vue ell apparence COlltra- 
dictoires : (a) la d6monstration par LERMAN I~T TOL~aACH ls de la spdcifidit6 de l'6tat de comp6tence 
vis-a-vis de I'ADN. ~t l'exclusion de I'ARN (et, a ?orliori, des prot6ines). (b) I.a suggestion u selon 
laquelle la DNase pourrait bien p6n6trer clans les cellules compdtentes. Selon le mdcanisme du 
"cheval de Troie", la l)Nase p6n6trerait darts les celhflcs comp6tentes ~ la faveur de leur fixation 
sur une mol6cule d'AI)N. 
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paroi cellulaire est l 'obstacle majeur de la transformation - -do i t  ~tre tr~s r6pandue, 
si l 'on en juge par  le hombre de t ravaux en cours, tendant ~ transformer des proto- 
plastes ou ~ les infecter avec des pr6parations d 'ADN de phage. (b) L'albumine est 
un facteur de stabilit6 des protoplastes, ou du moins de certaines pr6parations 1~, 18. 
I1 serait absurde d'assimiler les bact6ries comp6tentes k des protoplastes, car aucune 
tendance ~ la formation de telles structures ne s'observe au microscope lots de 
l '6tablissement de la comp6tence. On peut n6anmoins se demander si certaines 
propri6t6s de la surface des bact6ries comp6tentes ne pourraient pas ~tre, ne ffit-ce 
que localement, voisines de celles des protoplastes. Deux observations, l 'une favora- 
ble, l 'autre d6favorable k cette id6e, peuvent 6tre cit6es ici: (a) I1 existe une certaine 
corr61ation entre la chute de viabilit6 d'une population de Pueumocoque soumise au 
choc osmotique et son degr6 de comp6tence. (b) Lorsqu'une culture comp6teute est 
fortement dilu6e dans du milieu frais le titre viable n'est pas diff6rent selon que ce 
milieu contient ou non de l 'albumine (THOMAS, observations non publi6es). 

R~SUM~- 

La ribonucl6ase interfere, ~ trois niveaux au moins, avec les transformations bact6- 
riennes. On observe: 

I. Un effet inhibiteur, dfi vraisemblablement ~ la formation d'un complexe 
entre l'acide d6soxyribonucl6ique et la ribonucl6ase; 

2. Un d61ai sensible de l'6tablissement de la comp6tence; 
3. Dans des conditions qui excluent les deux effets pr6cit6s, le rendement de la 

transformation peut ~tre am61ior6 d'un facteur 2 ou 3 en pr6sence de ribonucl6ase. 
• L'albumine joue un r61e dans l'6tablissement de l '6tat de competence, et inter- 

vient 6galement ~ un second niveau, vraisemblablement en prolongeant la dur6e de 
la comp6tence. 
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