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Leberfeldbestrahtung (Serie I-II) 

Relatives Lebergewicht 
(100 × Lebergewicht/K6rpergewicht) 
~,Vassergehalt der Leber (%) 
Gr6sse der Mitochondrienfraktion (totaler N- 
Gehalt der Fraktiou in % desjenigen des Ge- 
samtgewebes) 
Succinodehydrase-Aktivit/tt 
(ram a O~/h/mg N des Totalhomogenats) 
Pyruvatoxydat ion 
{ram z O~/h/mg N der Mitochondriensuspension). 
Ext inkt ion der 1:50 verdfinnten Mitoehondrien- 
suspension (Mannit isoton.) 

Kontrotle 
( 12 Tiere) 

3,35 4- 0,11 
70,0 4- 0,3 

28,1 4- 1,1 

729,0 4- 51,1 

187,6 :t: 6,4 

0,589 4- 0,018 

Relative 
Test  Abwei- 

(12 Tiere) ehung yon 
der Norm 

3,67 :t= 0,09* +10% 
69,8 4- 0,3 - 

27,7 4- 1,6 - 

731,3:1:46,2 0 

165.9 4- 5,7 - 12% 

,0,572 ± 0,014 - 

Totalbestrahlung (Serie III) 

Relative 
Kontrolle Test Abwei- 
(6 Tiere) (6 Tiere) ehungv. 

d. Norm 

3,21 4- 0,09 
69,6 4- 0,4 

29,3 4- 1,4 

722,0 ~ 36,9 

182,6 4- 8,0 

0,588 4- 0,00( 

3,52 4- 0,21 + 1 0 %  
70,1 4- 0,3 - 

29,3 4- 1,5 - 

726,8 ~ 38,3 0 

163,3 4- 4,9 - 11% 

0,555 4- 0,033 - 

* Statistische Auswertung yon Serie I - I I :  Die beim relativen Lebergewicht und der Pyruvatoxydation auftretenden Abweichungen von 
der Norm sind im t-Test nach STUDENT als signifikant befunden worden (p 0,05). Angegebcn sind jeweilen Durehschnitt und mittlerer 
Fehler des Mittelwertes. Bel der Analyse des vorliegenden Versuehsmaterials lassen sich zun~ichst keine gesicherteu Unterschiede zwi- 
schen Bestrahlung durch Betatron (Serie I) und RSntgenrShre (Serie II) erkennen. Eine Abh~ngigkeit der beobachteten Bestrah- 

lungseffekte v o n d e r  Zeit ist innerhalh des gepriiften Bereiches nicht nachweisbar. 

werden,  dass  die hier  im t3ereich des Lebers tof fwechse ls  
beobach te t en  StOrungen ffir den  le ta len  Ausgang  bei 
der T o t a l b e s t r a h l u n g  al lein Itir sich n ich t  wesent l ich  
sind, dass  sie indessen als Ausd ruck  eines d i rek ten  
S t rah lungsschadens  bewer t e t  werden  mfissen. 

H.  t{YSER, H. AEBI und  A. ZUPPlNGER 

RSntgeninstitut und Medizinisch-Chemisches inst i tut  
der Universitdt Bern, den 8. Februar 7954. 

Summary  
A s t u d y  was m a d e  of  t he  inf luence  of local  (liver field) 

and t o t a l  i r rad ia t ion  (1,000 rl) on the  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  
of i so la ted  l iver  m i t o c h o n d r i a  f rom adu l t  ra ts .  Whi le  
the succ inodehydrogenase  a c t i v i t y  r emains  una l te red ,  
the o x y d a t i o n  of p y r u v a t e - a s  well  as the  s t ruc tu ra l  
s tab i l i ty  of  t he  m i t o c h o n d r i a - a r e  found to  be reduced,  
entai l ing a decrease in the  o x y d a t i v e  phosphory la t ion .  
These va r i a t ions  r e m a i n  the  same  even  af te r  t o t a l  or  
local i r radia t ion .  

Inhibition s~lective de quelques enzymes 
respiratoires chez Escherichia eoli 

Dans  un m~moire  p receden t  1, nous  avons  m o n t r 6  que  
grhce/k un procOd6 phys ique  d ' i n h i b i t i o n :  la  pression,  il 
6tait  possible de dissocier  des fonc t ions  phys io log iques  
d 'un  microbe  tel les  que  son pouvo i r  de prolifOration, sa 
respira t ion,  6 v e n t u e l l e m e n t  sa mobilitO. Des pressions 
qui  abaissent ,  pa r  exemple ,  cons idOrablement  les 
IacultOs de pro l i fe ra t ion  du microbe  la issent  pers is ter  
une ac t iv i t6  resp i ra to i re  notabte .  

Darts le cas des e n z y m e s  de  la  respi ra t ion ,  nous  avons  
recherch6 les pressions l imi tes  qu i  e n t r a i n e n t  l ' i nh ib i t ion  
tota le  ou quas i  to t a l e  des e n z y m e s  oxyda t i f s  de dia- 
cides: acides  suceinique,  fumar ique ,  ma l i que  e t  oxal -  
acOtique e t  de monoac ides  : acides p y r u v i q u e  e t  acOtique. 
Notre  matOriel  expOr imenta l  6 ta i t  Escherichia coli, 
souche Monod.  

1 p. VIGNAIS, ]V[. MACttEBOEUF et J. BASSET, J. Chim. Phys. 
(1953) (sous presse). 

S ignalons  que  JOHNSON e t  EYRING 1 o n t  recherch6 
c o m m e n t  6vo lua i t  sous de faibles pressions une  rOaction 
e n z y m a t i q u e  (lucifOrase-lucifOrine) chez des bactOries 
luminescentes .  No t r e  6rude est  d i f f~rente :  les bactOries 
h l 'Otat  non prolifOrant son t  s o u m i s e s  en  absence de  
subs t r a t  ~ de hau tes  pressions p e n d a n t  un t emps  tr~s 
cou r t  puis  ramenOes ~ la  press ion a tmosphOrique ;  on 
recherche  alors les altOrations subies pa r  d ivers  sys t~mes 
cnzyma t iques .  

Protocole expdrimental. L'Otude des activitOs enzy-  
m a t i q u e s  s ' e f fec tue  sur  des bactOries £ l 'Otat  non prolifO- 
rant .  L a  cu l ture  qui  ser t  h la  prOparat ion de ces bactOries 
es t  ob t enue  de la fagon s u i v a n t e  : Un  inocu lum bactOrien 
p r o v e n a n t  d ' u n e  gOlose n u t r i t i v e  ser t  ~ en semence r  10 ml  
d ' e a u  peptonOe. Apr&s que lques  heures  (8 g 10 h) de 
prolifOration ~, 37°C, on pr61~ve d e u x  gou t t e s  pour  en- 
s emence r  50 ml  de mi l ieu  nu t r i t i f  (un l i t re  de ee mil ieu 
c o n t i e n t :  10 g de pep tone  VAILLANT, 5 g de phospha te  
bipotass ique,  100 ml d ' e x t r a i t  de l evure  SPRINGIER, 
le p H e s t  a jus t6  ~t 7). Un  inocu lum de 5% en v o l u m e  
p r o v e n a n t  de la  derniOre subcu l tu re  est  a jou t6 /k  300 ml  
de mi l ieu  nu t r i t i f  con tenus  dans  une  fiole de FERNBAClt 
de 2 1 de capaci t6 .  L a  cu l tu re  est  agitOe sur  une m a c h i n e  

secousses A 3 7°C;  la  prolifOration s 'op~re ainsi  dans  des 
condi t ions  d 'aOrat ion o p t i m u m .  De plus, les r ep iquages  
successifs a s su ren t  une popu la t i on  homog&ne. Au b o u t  
de 5 h, I ts  bactOries son t  recueil l ies p a r  cen t r i fuga t ion  
2500 t . /min .  Les suspensions ob tenues  apr~s 2 l avages  
successifs ~t l ' eau  bidistilMe suivis  de cen t r i fuga t ion  ten-  
f e r m e n t  8 A 10 m g  de bactOries (poids sec) pa r  mil l i l i t re .  

Sur  ces bactOries ~ l '~ ta t  non prolifOrant  on 6 tudie  
Fac t ion  inhib i t r ice  de la  pression. L a  t e c h n i q u e  utilisOe 
a 6t6 exposOe dans  un mOmoire antOrieur  2, La  suspen-  
sion microb ienne  est  i n t rodu i t e  darts des sacs de caout -  
chouc , p a r a  pur~ e t  soumise pendant 5 rain ~ des pressions 
qui s'dchelonnent entre 7600 et 3600 kg/cm*. L a  t e m p e r a -  
tu re  ~ l ' intOrieur des presses es t  stabi | isOe A 37°C. Les  
montOes en  press ion e t  les d~compress ions  s ' e f f ec tuen t  

1 F. H. JOHNSON, H, EYRING, R. STEBLAY, H. CHAPLIN, C. HU- 
BERet G. GHERARDI, J.  Gen. Phys.  28, 463 (1945). - F. H. JOHNSON 
et H. ERRING, Ann. N. Y. Acad. Sci. 49, 376 (1948). 

2 I ). VIGNAIS, E. BARBU, 13¢I. MACHEBOEUF et J.  BASSET, Bull. Soc. 
Chim. Biol. 34, 43 (1952), 
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lentement ;  leur dur~e est de l 'ordre d 'une  minute  par 
1000 kg/cm *. 

A leur sortie de presse on fitudie Ie m6tabolisme oxy- 
dat if  des bact~ries vis-a-vis des diff6rents substrats :  sel 
de sodium des acides ac~tique, pyruvique,  oxalac~tique, 
succinique, fumarique et malique. Les solutions de ces 
dLff~rents sels sont prepares extemporan~ment .  Pour  
chaque substrat  la consommation d 'oxygSne est 
mesur~e par la m6thode manom~tr ique de WARBURG, sa 
valeur est obtenue apr~s d6duction de la respirat ion 
endog~ne. Chaque fiole de l 'apparei l  de WARBURG 
cont ient :  

dans la cupule : 1 ml de suspension microbienne, 0,1 ml 
de t ampon  phosphate  M/15 de pH 7,2; 

dans le divert icule lat6ral:  ~ventuel lement  0,2 ml 
de solution M/20 du substra t  (soit 10 / ,M); 

dans le godet central  : 0, 2 ml de lessive de potasse 5. 20 %. 
On ajuste ~ 2 ml avec de l 'eau bidistilMe. 

Rdsultats expdrimentaux 
1 ° Pressions limites d'inhibition complete. Nous avons 

recherch6 les pressions qui  d6terminent  chez les bact6- 
ries une inhibit ion presque totale de leur activit~ oxy-  
dat ive  vis-a-vis des diff6rents substrats  6num6r6s plus 
haut.  

Nous avons choisi comme norme une inhibition supd- 
rieure ~ 90% apr~s un contact de 700 rain ~ 37°C avec 10 
/ ,M de substrat .  (Nous avons constat6 qu 'au  de l l  de ce 
temps, l 'oxydat ion  n '6voluait  p ra t iquement  plus.) 

Le tableau su ivant  montre que le seuil des pressions 
qui  ent ra tnent  cet te  inactivation l imite est bien difI6- 
rent  pour  chaque substrat .  

Tableau I 

Pressions entrainant une Substrat inactivation sup6rieure ~ 90% 

Acetate 
Pyruvate 
Oxatac~tate 
Malate oufumarate. 
Succinate* 

1900 kg/cm * (5 min) 
2200 kg/cm ~ (5 rain) 
2200 kg/cm ~ (5 rain) 
2800 kg/cm ~ (5 rain) 
3600 kg/cm ~ (5 rain) 

* Darts le cas du succinate le seuil d'inhibition n'est pas net: pour 
~500 kg/cm ~ l'inhibition est de 87%; elle ne d6passe 90% qu'A partir 
de 3600 kg/cm ~. 

Lorsque des bact6ries sont soumises ~ des pressions 
inf6rieures aux pressions l imites d ' inhibi t ion complete, 
elles conservent  une activit6 oxyda t ive  partielle. Ainsi, 
une pression d 'une  cer ta ine valeur  peut  entrainer  pour. 
un syst~me enzymat ique  une inhibi t ion tota le  ou sub- 
totale et  pour d 'au t res  une inhibit ion part iel le;  par  
exemple, des suspensions bact6riennes qui  ont  6t6 
comprim6es ~ 2200 kg/cm 2 n 'oxyden t  plus l 'ac6tate  de 
sodium, n i l e  pyruvate ,  ni l 'oxalac6tate  alors qu'elles 
m6tabolisent encore no tab lement  le malate,  le fumarate ,  
le succinate. 

Grace ~ un proc6d6 physique d ' inhibit ion,  il devient  
donc possible de bloquer ~ un stade quelconque les 
r~actions d 'une  cha~ne m~tabolique. 

2 ° Pressions d'inhibition partielte. En 6tudiant  pour  
chaque syst~me enzymat ique  l ' influence de pressions 
de valeurs diff6rentes, on peut  se faire une id6e de 
l '6volution de i ' inhibi t ion en Ionction de la pression. 
L ' inhibi t ion partielle porte : 

sur la vitesse d 'oxyda t ion  du substra t ;  
sur la quanti t6 totale de substrat  oxyd~; 

sur l ' ap t i tude  de l ' enzyme ~ oxyder  imm6diatement  
le substrat .  

a) Vitesse d'oxydation. Les vitesses d 'oxyda t ion  se 
caleulent faci lement d'apr~s la pente des courbes de 
consommation d 'oxyg~ne - la pente est mesur6e dans 
la r6gion de la courbe off la vitesse d 'oxyda t ion  est 
maximum.  Mais il arrive que chez les bact~ries endom- 
mag~es par la pression, l 'act ivi t6 r~siduelle n'apparaisse 
qu'apr~s un certain temps de contact  avec le substrat;  
darts ce eas on t ient  compte de la pat t ie  de la courbe qui 
suit  le temps de latence. Les figures 1 ~ 5 illustrent 
Fact ion plus ou moins inhibante des diff6rentes pressions 
sur les vitesses d 'oxyda t ion  enzymat ique.  Dans le 
tableau I I  nous avons not6 les pourcentages d ' inhibi t ion:  
P i - P ~ f P ,  × 100 off PI et P~ repr~sentent respective- 
ment  les pentes des courbes d 'oxydat ion  pour les bac- 
t~ries t6moins et press~es. 

Tableau I I  

1600 lflO0 2200 2500 3100 
kg/cm 2 kglcm ~ kg/'em 2 kg/cm ~ kg]cm 2 

% % % % % 

Ac6tate . 77 95 97 
Pyruvate 73 93 98 
Oxalacdtate 36 84 96 
Fumarate 30 58 73 
Succinate 50 66 83 

b) Quantitd totale de substrat oxydd. Des baet6ries qui 
ont  6t6 soumises ~ une certaine pression peuvent  con- 
server la facult6 d 'oxyder  la m~me quanti t6 de substrat 
que le t~moin (fumarate:  t6moin et  1600 kg/cm2). Mais 
souvent  l 'oxydat ion  d 'un  substra t  par  des bact6ries 
,press6es>) tend vers une limite qui  reste notablement  
inf6rieure 5. ceile des t~moins. 

O~ ~ 

dO0 

200 f 

0 50 

I 
PY, WUVx~TE : ,*@2M 

J 
TEMOIN 

/~ ~IrE/cm ~ 

100 /50 ml~vtss 

D'au t re  part,  bien que les inhibitions por tan t  sur les 
vitesses d 'oxyda t ion  et  sur les quanti t6s de substrat 
oxyd6 augmenten t  avec la pression, il n 'exis te  pas de 
corr61ation tr~s stricte entre ces 2 processus. 

c) Aptitude de l 'enzyme ~ oxyder immddiatement le 
substrat. Certains syst~mes enzymat iques  de bact6ries 
,press6es ,, oxydent  leur substrat  d~s que les bact~ries sont 
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mises ~ son contact.  D'autres  prdsentent  une inhibit ion 
totale pendan t  les premiers ins tants  et  ne mdtabolisent 
le substra t  qu'apr~s un temps de latence de plusieurs 
minutes. Ainsi, des bactdries comprimdes ~ 1900 kg/cm~ 
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puis rnises au contact  du pyruvate  n 'oxyden t  ce dernier 
qu'apr~s 15 min ;  le mSme phSnom~ne a 6t6 mis en 
6vidence dans le cas de l 'oxalacdtate et de l 'ac~tate. 

Discussion.i  ° Les seuils de pression qui entra~nent une 
inhibition complete rendent  compte d ' un  effet global 
sur les syst~mes enzymatiques d'Escherichia coil; dans le 

....... i F UMA.,~A TE ."/O~M 

I00 

_] 1,.#00 k.o/cm "~ 

/ 
/ 

// 
50 /ffff 15ff m/hu/e* 

cas off l 'oxydat ion d ' un  substra t  donn6 met  en jeu 
s imultandment  plusieurs syst~mes enzymatiques  l ' in- 
hibition totale porte sur l 'ensemble de ces syst~mes. 

2 ° Certaines pressions provoquent  des inhibit ions 
partielles mais cependant  irrdversibles, l 'oxydat ion  du 

subs t ra t  n '6voluant  pas au dell, d 'une  limite bien d6finie. 
On peut  penser que pour les substrats  6tudi6s (mono- et 
diacides) qui cons t i tuent  une chafne m6tabolique nor- 
male chez E. coli, l ' inhibi t ion totale por tant  sur Foxy- 
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100 I 
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dation d'un m6tabo]ite retentit sur l'oxydation des 
autres de fa~on partielle mais irr6versible. 

3 ° Plusieurs interprdtat ions peuvent  ~tre donndes 
pour exptiquer le temps de latence qui prdcbde parfois la 
reprise d 'act ivi t6 enzymatique.  
- - L a  pression aurai t  une action ddnaturante  partietle- 
men t  rdversible sur la (~structure secondaire~ des pro- 
tdines enzymatiques.  La reprise d 'activit6 correspon- 
draft au rdarrangement  de cette s tructure et h la re- 
const i tut ion des moldcules sous leur forme native. 
- - I1  est possible 6galement que des bactdries possddant 
une quant i t6  d 'enzyme suffisante pour mdtaboliser un 
substra t  peuvent  ndanmoins au contact  de ee subst ra t  
synthdtiser de nouvelles moldcules d 'enzyme. Cette 
(cndogdn~se~ pourrai t  s 'effectuer ~ par t i r  de pr~eurseur s 
prdsents dans la cellule bactdrienne. Elle est normale- 
ment  masqude par l 'activit6 de l 'enzyme constitutif,  mais 
pourrai t  apparattre si ce dernier 6taft inhibd. 
- - E n f i n ,  il n 'es t  pas impossible que la bactdrie endom- 
magde puisse utiliser apr~s un certain temps d ' adap ta t ion  
une voie accessoire de mdtabolisme lorsque la voie 
normale se trouve couple. 

Nous tenons ~ remereier J. BASSET qui a misses presses ~ notre 
disposition et G. J. LEPESi~UEUR qui effectua de nombreuses raises 
en pression. 

PAULETTE VIGNAIS et P. VIGNAIS 

Service de Chimie biologique, Inst i tut  Pasteur, Paris,  
le 30 novembre 1953. 

Summary  
I t  is possible to dissociate the ac t iv i ty  of different 

enzymatic systems of the bacter ium Escherichia coli by 
the action of high hydrostat ic pressures. This act ivi ty  
is studied in the microbes af ter  having been subjected 
to high hydrostat ic  pressure. Each enzymatic  system is 
inhibited at  different pressures. The enzymes of the 
bacteria submit ted  to pressures lower than  the inhibi t ing 
l imit  show a residual enzymatic  act iv i ty ;  sometimes this 
act ivi ty appears after a phase of lag. 

20* 


