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PHOTO-RESTAURATION DE BACTERIES
DEPOURVUES DE PORPHYRINES

par Raysonn LATARJET et Mirko BELJANSKI (*).

[Services de Radiobiologie et de Biochimie cellulaire
de Ulnstitut Pasteur] (**)

La photo-restauration de lésions cellulaires produites par les
rayons UV est un phénoméne irés fréquent, dont le mécanisme
reste encore inconnu. On ignore notamment quels sont les chro- .
mophores mis en jeu. Les rares spectres d’action obtenus a ce
jour, dans des conditions expérimentales assez grossiéres (et
qui semblent d’ailleurs différer d’une espeéce cellulaire & une
autre) ne permetlent pas de se faire une opinion motivée sur la
nature de ces chromophores. Toutefois, Kelner [1] a suggéré que
le pigment photo-sensible, 4 'origine du processus restaurateur,
pourrait éire, dans cerfains cas au moins, une porphyrine.
L’observation que nous présentons ici exclut cette hypothése dans
le cas de la bactérie Escherichia coli. Elle montre que deux
mutants incapables de synthétiser la proto-porphyrine et ses
précurseurs porphyriniques sont aussi photo-restaurables que les
souches sauvages originelles.

SOUCHES BACTERIENNES.

A partir des souches B et ML d’E. coli, les mutants H inca-
pables de synthétiser I’hémine ont été isolés selon le procédé
décrit par Beljanski %2] Ces mutanits poussent en eau peptonée
glucosée non aérée. Sur peptone gélosée a 37°, ils donnent en
deux jours des petites colonies aisément dénombrables. Ils ne
présentent pas trace décelable de catalase, de cylochromes, ni
méme de molécules & noyau porphyrinique. La lumiére ne favo-
rise pas leur croissance. Celle-ci est en revanche accélérée par
la présence d’hémine; les enzymes respiratoires apparaissent
alors, mais la culture ne recouvre pas pour autant toutes les
propriétés de la souche d’origine.

(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 octobre 1955.
(**) Ce trawail a bénéficié de subventions de la « Jane Coffin Child
" Foundation » et de la « Rockefeller Foundation ».
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Le conienu des bactéries en porphyrines éthéro-solubles a été
déterminé par la méthode suivante : la poudre acélonique bacté-
rienne (1,7 g) est mise en suspension dans 20 cm® d’eau addi-
tionnée de 20 ¢cm® d’HCl concentré. On hydrolyse a reflux pen-
dant trente minutes au bain-marie bouillant. Les porphyrines sont
alors extraites 4 I’éther [3], puis a I’acide . chlorhydrique normal.
L’extrait - chlorhydrique est abandonné pendant vingi-qualre
heures a la température du laboratoire et & l'obscurité. L’expé-
rience nous a montré qu’au cours de ce séjour, les porphyrines
restent intacles, tandis que d’autres substances colorées (flavines

02
&
—O
2
o, |-
\ . .
L 1 | ) . 5 L
380 390 400 410 ) Om 43¢
. . H
Fic. 1. — Spectres d'adsorption : I. Extrait de coli ML, souche normale:

Il. Extrait de coli ML, mutant Il ; 11I. Solution d’hématoporphyrine de référence.

par exemple) se détruisent. La solulion est finalement examinée
quant 2 ses spectres de fluorescence et d’absorption.

Pour rechercher la .présence éventuelle d’uroporphyrine inso-
luble dans I'éther, nous avons utilisé la méthode de Rimington [4].
L’efficacité de cette méthode fut vérifiée sur des hydrolysats de
mutants H additionnés d’uroporphyrine ou de méthyl-uropor-
phyrine.

Les spectres d’absorption (fig. 1) montrent que I’extrait chlor-
hydrique des bactéries normales contient des porphyrines, .avec
leur maximum caractéristique a4 403 mp, alors qu’aucune bande
n’apparait chez D'exirait du mutant H. La spectroscopie de
fluorescence confirme ce fait : la bande caractéristique des por-
phyrines, centrée sur 590 mp, est nettement dessinée chez
I’extrait dés bactéries normales, mais n’est pas décelable dans
Pextrait du mutant H. ‘
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iLes spectres' de fluorescence et les mesures d’activité catala-
sique permeltent d’affirmer que, si les mutants H contiennent des
noyaux porphyriniques, ce contenu est inférieur au 1/500 du
contenu des bactéries normales.

IRRADIATIONS.

A chaque expérience, trois cultures étaient étudiées dans des
conditions identiques : la souche sauvage, le mutant H corres-
pondant, et ce dernier cultivé en présence d’hémine (20 ug/cm?).
Ces bactéries poussaient sans aération en milieu synthétique 56
additionné de 1/20 d’eau peptonée a 1 p. 100.

Des cultures de trente-six heures étaient repiquées dans du
milieu frais non aéré. Lorsque la densité de ces nouvelles
cultures atteignait environ 10® germes/cm®, on les diluait cin-
quante fois dans un tampon phosphate (milieu 56 sans sucre), et
on les irradiait en couche mince (1 mm) constamment agitée. La
source était une lampe germicide étalonnée [5]. Les doses utilisées
variérent de 500 & 2 000 ergs/mm?. Aussitot aprés Dirradiation, .
ces échantillons étaient dilués dix fois en tampon, puis illuminés
pendant une i cinq minutes & 10 cm d’une lampe a vapeur de
mercure 4 haute pression, de 500 watts, a enveloppe de verre.
Les échantillons plongeaient dans un bain refroidi qui empéchait
tout échauffement. La composition epectrale de la lumiére et les
doses administrées ont ét¢ déja indiquées {6]. Aprés l'illumina-
nation, on étalait sur peptone gélosée et on dénombrait les
colonies aprés deux jours d’incubation a 37°.

RESULTATS.

1° Toutes les expériences montrent que la restaurabilité des
mutants H est la méme que celle des souches normales. Dans
le cas du coli ML, qui est moins restaurable que le coli B, peut-
étre parce qu’il est colicinogéne inductible, les trois cultures se
comportent identiquement (fig. 2), tant & ’obscurité¢ (méme sensi-
bilité aux UV) qu’aprés illumjnation de cinq minutes (méme res-
taurabilité). : :

Avec le coli B, la situation.apparait un peu plus complexe’ (fig. 3)
du fait que le mutant H résiste plus aux UV que le type sauvage.
La sélection de ce mutant par de fortes doses de streptomycine 2]
enrichit probablement la population en types B/r résistants aux
radiations, dont il existe environ 1 p. 100 dans toute culture
de B, et dont il semble exister plus de 10 p. 100 chez le mutant H.
En effet, les résistances aux radiations et aux antibiotiques sont
fréquemment couplées. Quoi qu’il en soit, la restaurabilité de ce
mutant est aussi grande que celle des deux aulrés cultures.
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Fic. 2. — Courbe de survie de coli ML A l'obscurité (lrait plein)
et aprés photorestauration (pointillés).
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_2° La dose d'illumination (cinq minutes) utilisée dans les expé-

riences précédentes est élevée ; elle produit une restauration
proche de la saturation. On peut se demander si les deux souches
alteignent aussi aisément celte saturation, c’est-a-dire si le
mutant H répond aussi bien que le type sauvage a de faibles
doses de lumiére. L’expérience répond par laffirmative & cette
question. Parfois méme, le mutant H est plus rapidement res-
tauré, ainsi qu'en témoigne le tableau I relatif & une expérience.
sur le coli ML irradié avec 1300 ergs/mm? d’UV.

TasLeEau L.

RAPPORT DES NOMBRES DR COLONIES
. Lumiére/Obscurité
DUREE DE L'ILLUMINATION

Souche sauvage ML Mutant H

{1 minute . . . e e e e e e s 2 8
2 minutes. . . . . . . .. e e e . 8 15
3 minutes. . - . . . . .. ... . 1 20
S minutes. . . . . . ... .. . .. 16 28

CONCLUSION.

Tes molécules & groupement porphyrique n’influencent pas la
photo-restaurabilité des bactéries E. coli étudiges. Ce fait entraine
deux conséquences, valables pour ces bactéries au moins :

a) Les porphyrines ne représentent pas, de maniére appré-
ciable, des chromophores mis en jeu dans la photo-restauration.
Tl conviendra de discuter de ce fait lorsqu’on sera en posseesion
d’un spectre d’action suffisamment précis de la lumiére sur
E. coli.

b) Les enzymes A activités catalasiques et peroxydasiques n’inter-
viennent pas non plus de maniére décelable dans le processus de
photo-restauration. Celui-ci reste encore indéterminé (Cf. [7)),
mais nous pouvons dire qu’il ne concerne pas des lésions consé-
culives aux aclions de peroxydes photo-formés. La photo-restau-
ralion semble donc procéder trés différemment de la restauration
par la catalase, laquelle consiste essentiellement en une action
peroxydasique [8].

Ce travail a bénéficié de 'aide lechnique de M. Bernard Muel
et de M™ Gilberte Hierncaux. Nous les remercions bien since-
rement.
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Suanany.

Molecules containing porphyric groups do not influence the
pholo-restoration of E. coli strains studied by the authors. In
consequence, in the case of these strains :

a) The porphyrins do not appreciably act as chromophores in

the photo-restoration process. This fact should be discussed
as soon as a sufficiently precise action spectrum of light on
E. coli will be available.
, b) The catalase and peroxydase enzymes do not appreciably
participate in the photo-restoration process, which remains inde-
finile. 'We can only state that this process does not apply to
lesions due lo the activity of photo-formed peroxydes. So it
seems that photo-restoration is very different from restoration
by catalase, which is an essentially peroxydase process.
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