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GENETIQUE BACTERIENNE. — « Episome & ARN » porté par  ADN d’Esche- _
richia coli sauvage et showdomycino-résistant. Note (*) de M. Mirko Beljanski,

"Mme Monique Beljanski ct M. Pierre Bourgarel, présentée par M. Jacques

- Tréfoudl. S : : o

La gendse brusque d’ARN non complémentaires de 'ADN chez lés bactéries (E. coli) showdomy- .
cino-résistantes s’explique du fait de la présence dans les bactéries sauvages d'un épisome¢ &4 ARN
riche en nuckotides puriques. Cet épisome porté par 'ADN ne devient fonctionnel que daas certaines

+* conditions. Chez les mutants showdomycino-résistants il commande la synthése des ARN non

- complémentaires de I'ADN, . . . .o . -

. L’hypothése que nous avions formulée (*) sur Pexistence chez E. coli d’un épi-’
some 3 ARN nous semblait seule 3 méme d’expliquer I’apparition soudaine én pré-
sence de showdomycine ’ARN riches en purines et non complémentaires de PADN.

Nous montrons ici queffectivement PADN tant des bactéries sauvages que
* mutantes Sho-R porte des fractions ’ARN non complémentaires de PADN et que
. Pune d’elles posséde un potentiel génétique propre (pouvoir transformant). La trans- .
- “cription rapide de cet épisome déclenchée dans certainescoiiditions permet la genése o
des ARN intracellulaires riches en nucléotides puriques et celle de certaines fractions .
@’ARN excrétés possédant le méme. potentiel génétique (2) que I’épisome. La figure 1 -
- schématise les fractions ARN portées par PADN. ' Sl “
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"~ Fig. 1. — Préscatation schématique des ARN portés par PADN -

L ISOLEMENT ET PURIFICATION DE L’ADN PORTEUR DE L’ARN-EPISOME. —
L’ADN est isolé & partir de bactéries sauvages d’E. coli Hfr H ainsi que du mutant
"M 500 Sho-R (*). 11 ést déprotéinisé a plusieurs reprises par le phénol et le chloro-

- forme et les fibres formées en présence d’alcool sont prélevées et dissoutes dans du -
25SC (") contenant 20 pg de RNase pancréatique par millilitre. Contact 30 mn i 340,
Déprotéinisé par le chloroforme, le surnageant est traité 3 nouveau par la RNase "

* (20 pg/ml) et par la RNase T, (5 ng/ml) pendant 1 h; déprotéinisé ct précipité par
l'alcool, PADN cst dialysé contre 2 SSC. 1l a subi encore 2 ou 3 fois Paction des
RNases puis plusieurs déprotéinisations et dialyses. Ces traitements ne peuvent cepen-
dant pas arracher de PADN (« ADN trés purifié ») certaines fractions ’ARN qui
sont manifestcment protégées deT'action des RNases o

WD ARN'fortemenilie & 'ADN. .- I A
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, nucleoudcs des ARN ("‘ZP) est reallsec a l'aide d'une colonne de « Dowex » (‘)
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) IDENT]FICAI‘ION DES ARN ATrAcnm A L'« ADN PURITIE ». — La prcscnce-
d’ARN dans les préparations d’ADN est contrblée par le dosage colorimétrique du
ribose (*) ou par I'isolement des ribonucléotides sur colonne de « Dowex » apres traite-
_ment par le KOH. Eventuellement, ces ARN peuvent étre détachés de TADN par les
DNases pancréatiques et de Micrococcus, et dans ce cas, déprotéinisés et dialysés.
L’ADN chargé en ARN ‘est dialysé contre T'urée 2 M ; les ARN sont séparés- en
présence de lauryl sulfate par elcctrophoresc sur gel d’acrylamide 4 9 9, ('ADN ne
- :1nigre pas sur ce gél). La position des ARN est déterminée par densitométrie ou radio-

.. activité (uracile 14C). Chaque fraction d’ARN est éluéc du gel d’acrylamide, dialysée B ’

‘et son pouvoir transformant est ensuite contrdlé comme décrit (). L'analyse des

- =" . RNAPORtés parleDNA (TEMOIN)

no280nm -
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) F'g 2 — Tracés dens:tométnqu&s des ARN détadx&s de’ I’ADN
et séparés par élecuophorése sur gel d'acrylmmdc (bacrém sauvages)

RESULTA'IS — ARN liés a PADN. —a. Clzez Ies bacténes sam'ages d’E colx
: Hﬁ' H : La quantité d’ARN encore présents dans I'« ADN trés purifié » varie de 6.3 .
- .10 %. Ces ARN sont séparables de TADN (en 2 SSC) aprds traitement par le lauryl

sulfate, Purée ou-par la DNase. Nous avons mis en évidence I'existence de plusieurs
“fractions ’ARN (%) (fig. 2) dont le rapport des bases (G + A/C -+ U # 2)-différe
fortement de celui des autres ARN synthétisés par ces mémes bactéries (tableau II).

hs ' Aprés dlalyse de PADN contre P'urée, les ARN détachés ne contiennent pas de quan--
tité détectable de résidus ’ADN: Parmi ces fractions 'ARN une seule (ARN 6 S)

possede le « pouvoir transformant » sur les bactéries sauvages utilisées : E, coli Hfr H
et Agrobacterium tumefaciens B (tableau I). Le pouvoir transformant qui s’exprime
- en présence de DNase et non en présence de RNase est décrit ailleurs *;il se traduit
‘par P'apparition des ARN endogénes riches en AMP et GMP, 'ARN non comple-

" mentaires de PADN (tableau ). L’existence d’un épisome 2 ARN porté par PADN |
_d’E. coli et possédant un potentiel génétique propre se trouve donc confirmée. Sa

répllcatlon conduit a la synthesc des protéines modifiées [(*), (2)]

b. ‘Chez les bactenes mutantes M 500 Sho-R : « L’ADN trés punﬁc » des bacté-

ries mutantes Sho-R porte également différentes fractioris d’ARN (fig. 3). Par leur
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. 2738 — Série D ' €, R. Acad. Sec. Paris, t. 272 (24 mal 1971)
‘ composition globale en nucléotides (G 4 A/C 4+ U % 2) les’ARN liés A PADN des
bactéries mutantes ne se distingqent pratiquement pas des ARN ribosomiques. de
PARN a marquage rapide, ni des ARN excrétés que synthétisent le mutant Sho-R [(%),.
(*)). Toutefois il faut noter certaines différences des masses moléculaires et Ia réparti- ~
tion quantitative trés différentc entre les fractions d’ARN portées par PADN des .
bactéries sauvages ou par celui des bactéries mutantes (fig.2¢t3). - ’
e T RNA porés par le DNA (MUTANT) )
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“Fig. 3. — Tracés densitométriques des ARN détachés de PFADN <.
.".et séparés par élcctrophorése sur gel dacrylamide (mutant M 560 Sho-R)
' Aprés traitement par la DNase oit par 'urée et Ie Jauryl sulfate, I'épisome 3 ARN, -
. arraché de PADN des bactéries mutantes présente trois fractions ’ARN dont une - .
- S scule (ARN 6 S) pdsséc!e sur les baqgéries sauvages Hfr H (tableaux I et I1I) un pouvoir
D e LD AT Coeoove e Tme e tn \ RN '7_"’ o ‘
SRR S Tapteawl oL S '
R ET R - Transformation des bactéries sauvages de différentes souches ’
.- par 'ARN-épisome détaché de « TADN trés purifié » (E. coli) .
[ " Souches. Source d’ARN-épisome Ribose/ultra-  Différence
S réceptrices HfrHsguvag'g ' violet , (%)
T sans - 0,63 -
Hfc H sauyage [ +03ug 0,82 - 30 . -
s +0,6pg 083 - 31 . R
. o ; ' Sans 064 —_ ;
B O L TR R R
p +0,6ug 0,83 - 29
Source d"'ARN-épisome
.. o0 Hfr H M 500 Sho-R ST .
) Hir H sauvage . Sans -0,63 ~ —
. +0,3 ug. - 0,87 39 -
! + 0,6 pg . 0,88 40
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- ~*...._.ARN. non.complémentaires.dec ’ADN. .Chez les bactéries sauvages préexiste un -
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' Rapport des bases de I'épisomne ¢ ARN des bactéries sduvages (o))

© Séric D — 2735

et mutantes M 500 Sho-R (M) ainsi que des ARN ribosomiques (T) et )

el des « transformés » (Ir.) "

-

Moles pour 100 moles de nucléotides analysés

qués,

K

transformant identique & celui de I'épisome 3 ARN des bactéries sauvages ou 2 celui

- décrit pour les ARN excrétés (2) qui ne sont en fait que la réplication par identité de

‘cet épisome.

Nous pouvons maintenant proposer Pexplication du processus de mutation '

.
3. -

-

H A~ —
' B R "ARN ;
-ARN " 'ARN ° ~ ARN T 23S +168)
- porté ARN 23S +168S) - portt  ~ ARN " Tr (par
: . par (23S +16S) Tr(par ARN-. par’ (23S + 16S) ARN-
‘Bases - PADN T T épisomeT) PADNM = M - épisome M)
A iiiniiine. 297 245~ - -31.2 325 - 315 . 30,9
[ I 35,2 27,8 33,8 35,1 © 34,7 357 -
C.vennnnn 17,6 24,2 18,9 158 17,2 17,1
U....... vees - 115 235 . 161 . . 156 16,2 L1630
" G+A/IC+U 186" - " LI0- . . 18 . . 207 1,98 19
T GH+CA+U.. 111 R LA [ I X A X ‘1,11

¥

massive s’cxprimant par P'apparition d’ARN endogénes riches en AMP et GMP,

ARN-épisome qui, dans les conditions physiologiques normales ne s’exprime pas.

"% Pour devenir fonctionnel ct imposer la synthé¢se des ARN endogénes comme lui
‘riches en AMP et GMP (%) il doit étre « dégagé ». In vivo, le réveil de I'épisome 3 ARN '

des bactéries sauvages devient possible soit en présence de showdomycine (activation

- d’une protéine enzymatique ?) soit ’ARN transformants (épisome détaché ou ARN
excrétés) qui pourraient, avant d’étre transcrits, s’intercaler et coopérer avec les

autres ARN associés 2 TADN. Ainsi apparaissent les mutants particuliers (*) ou les
« transformés stables » (%) qui, & leur tour excrétent un ARN & pouvoir transformant,

() Stance du 3 mai 1971, Sl
*+ (5 M. Bewianskl, P. BOURGAREL et M™¢ M. BELJANSKI,

copic de ARN-épisome. Déclenché, le processus devient jrréversible.

e

Proc. Natl. Acad. S¢. U, ., 68, 1971, p. 491.

" (3 M. BELIANSKY, Mme M, BELJANSKI et P. BOURGAREL, Comples rendus, 272, Séiie D, 1971, p. 2107,

:(®) M. BELJIANSKI, M@me M., BELIANSKT,

1969, p. 240,

(9 M. PLawEcki et M. BﬂJA;iSﬁ! (en préparation).

" (5) Sans toutcfois affirmer si les 3 fractions font partic intégrante de lfébisome a ARN.

P. BOURGAREL et J. CHASSAGNE, Compfes rendus, 269, Séric D, .

-~

Service de Biochimie Cellulaire, Institut Pasteur,

- harCR Ty
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" Lerapport G + A/C + U de PARN-épisome porté par « PADN trés purifié » des bactérics sauvages varie
selon 1a préparation de 1,65 4 2,04. Transformés : bactéries sauvages transformées par les ARN indi- -



