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INTRODUCTION GENERALE

~

La radurisation est une technique nouvelle qui consiste a utiliser les rayonne-
ments ionisants pour stériliser des substances destinées & l'alimentation humaine ou
animale. Cependant un certain nombre de problémes physiologiques et de facteurs psycho-
logiques liés & l'énergie nucléaire ont obligé les chercheurs en ce domaine & entamer
des travaux ayant pour but de démontrer l'innocuité des composés radiolytiques néofor-

més [63, 6L, 129, 130].

Les études toxicologiques sont en général entreprises par le biais d'expériences
de nutrition animale et complétées par l'identification et le dosage des produits de ra-
diolyse et par l'analyse de leurs effets sur un micro-organisme constituant un test bio-

logique simple et d'emploi rapide.

C'est dans cet esprit et suivant ces méthodes qu'a commencé au Service de Radio-
agronomie une série de recherches sur le comportement sous irradiation d'un polysaccha-
ride naturel bien connu, l'amidon, qui a le triple avantage d‘@&tre un composé alimen-
taire trés répandu, la substance de réserve par excellence des végétaux et un modéle

chimique relativement simple [166].

Outre la toxicologie, les différents volets de l'étude concernent les domaines
suivants : microbiologie, technologie, économie. En microbiologie, l'objectif est de dé-
finir les doses d'irradiation permettant d'obtenir une diminution réelle du nombre gde
germes polluants initiaux [45, 46, 72, 73, 168]. En technologie, 1'expérimentation a
pour but d'évaluer par le biais de micro-fabrications au laboratoire l'incidence de
l'irradiation sur les techniques de fabrication : tenue au frocid, au chaud, viscosité
etc... L'économie et la technologie de l'irradiation pourront &tre précisées gréce a

1'étude et & la réalisation d'un irradiateur pilote.

La toxicologie constitue la partie la plus difficile mais aussi la plus longue :
le travail de base consiste en des essais d'histologie et de physiopathologie sur rats
et sur souris. Cette démarche est complétée par l'identification et le dosage des pro-
duits de radiolyse par diverses techniques : chromatographie sur couche mince, en phase
gazeuse, sur colonne, spectrométrie de masse, colorimétrie, marquage des carbones des
résidus glucosesdu polysaccharide [6, 13 & 18, 43, 127]. Paralldlement & une dépolyméri-
sation de la chalne amylacée, des résidus 4 un ou plusieurs carbones se forment au cours

de l'irradiation (Tableau 1).



TABLEAU 1

PRODUITS DE RADIOLYSE DE L'AMIDON
ETAT D'AVANCEMENT DES RECHERCHES LE 2 FEVRIER 1975

PRODUITS IDENTIFIES

CONCENTRATION EN MHg/g Mrad
irradiation sous oxygéune,
teneur en eau de l'amidon 12-13 %

ALDEHYDES
Formaldéhyde
Acétaldéhyde
Acétone
Malonaldéhyde
Glycolaldéhyde
Glyoxal
Glycéraldéhyde + dihydroxyacétone
Hydroxyméthylfurfural
Méthylglyoxal
Diacétyl
Acétofne
Furfural

£
[oNe)

(jusqu'a 800 krad)
(au-dela de 2 Mragd)

1
W v

- -
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AN AV RN
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ACIDES
Formique
Acétique
Glyoxilique
Lactique
Pyruvique
Glycolique
Maligue
Oxalique
Uroniques

ESTERS
Formate de méthyle
Gluconolactone

traces
en cours de détermination

ALCOOLS
Ethylique

" Méthylique

variable, présent dans les &chantil-
lons témoins

2,8

SUCRES
Glucose
Maltose
Polyméres > maltose
Galactose
Mannose
Fructose
Ribose
Xylose
Arabinose
Erythrose

terminés
"

5,8
9,8
non d4é

"
éterminé

éterminé

a2

Il faut ajouter

a cette liste le peroxyde d'hydrogéne qui apparait

.

a partir de

100 krad lorsgue tout l'anhydride sulfureux initialement présent a été oxydé. De 100 a

400 krad, sa concentration augmente proportionnellement & la dose & raison de 6,6 Ug



par 100 krad puis la courbe s'infléchit (fig. 1). Au-~deld de 1 Mrad, les résultats ne

sont plus reproductibles ce qui peut &tre imputé i une décomposition rapide du peroxyde.

H,0,
s0,

20440

(VU Y Y Y $m e e

100 200 300 00 500 600 700 800

Dose en Krad

Figure 1 - Formation de peroxyde d'hydrogéne et disparition de l'anhydride sulfureux
en fonction de la dose. Amidon & 13,75 % d'humidité, irradié en présence
d'air, & la température ordinaire [17].

Mg de peroxyde d'hydrogéne par gramme d'amidon.
esee Hg d'anhydride sulfureux  par gramme d‘amidon.

En ce qui nous concerne, nous avons essayé de répondre aux trois questions sui-
vantes : l'amidon irradié est~il toxique pour un micro-organisme ? Quelles molécules

radioformées sont plus particuliérement dangereuses et & quel niveau agissent-elles ?

A cet effet, nous avons entrepris une étude systématique du phénoméne en sériant
les différents paramétres pour lesquels ont été enregistrées des anomalies de croissance.
A partir de 13, l'analyse des résultats nous a permis de supposer que le peroxyde d'hy-
drogéne était le principal produit toxique, hypothése que nous avons confirmée avant de

conclure sur le rdle et le mécanisme d'action de cette molécule.



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

L'objectif est ici de résumer d'une maniére critique les effets physiologiques
de diverses substances irradiées, quel que soit le systéme biologique utilisé, en pre-

nant pour base et pour modéle les études bibliographiques déja réalisées [12, 97, 170].

A. - DPROCARYOTES

I1 nous faut éliminer tout d'abord les expériences pour lesquelles les produits
irradiés servant de milieux de culture aux micro-organismes sont extrémement complexes
et variables : plants de tabac [92], tubercules de pommes de terre (résultats différents
selon le stade de germination : [50, 104]), aliments [116].

Les premiéres expériences & partir de milieux simples reproduisent avec de 1l'eau
oxygénée 1l'effet inhibiteur de solutions de sucrose irradiées sur Staphylococcus aurcus .
Bien que criticable, cette méthode a néanmoins permis d'impliquer cet oxydant comme
principal responsable de la toxicité enregistrée [191, 192, 206]. C'est seulement par
l'utilisation de la catalase, enzyme réduisant le peroxyde d'hydrogéne, que les cher-
cheurs ont vérifié cette hypothése [132]. Il faut citer ici les travaux de SCHUBERT et
WATSON [175 & 179, 202] qui ont observé que les composés toxiques formés dans des solu-
tions de sucrose irradiées pouvaient &tre des hydroxyalkylperoxydes (ROOH) ou des dial-
kylperoxydes (ROOR) dérivés de l'interaction du peroxyde d'hydrogéne radiolytique avec
des composés carbonylés issus du sucrose. La croissance de Salmonella typhimurium est
ainsi inhibée par des solutions aqueuses de sucrose irradiéec sous oxygéne et & un degré
moindre lorsque l'irradiation se fait sous hélium. D'aprés les auteurs, dans le premier
cas ce sont les dialkylperoxydes résistant & la catalase qui se forment préférentielle-
ment tandis que dans le second cas seuls les hydroxyalkylperoxydes, plus sensibles a
l'enzyme, sont formés. Ils montrent d'autre part que RO,H peut se transformer en ROOR
sous l'action de la chaleur ce qui rendrait compte de la haute toxicité des solutions
irradiées puis chauffées ainsi que la faible activité de la catalase sur ces solutions.
Ils observent le méme effet inhibiteur sur S.typhimurium lorsqu'ils ajoutent du pe-
roxyde d'hydrogéne a d'autres composés carbonyliques présents dans les solutions de su-
crose irradiées : formaldéhyde, glycéraldéhyde, glycolaldéhyde, dihydroxyacétone. Le de-
gré d'inhibition est fonction du rapport des concentrations de l'eau oxygénée et des
composés carbonyliques; aucune toxicité ne se manifeste si 1'on mélange le peroxyde

d'hydrogéne avec des compcsés voisins : formiate, acétate, glycolate. C'est la présence
simultanée de ces composés dans le milieu irradié qui rendrait compte de la formation
des peroxydes organiques complexes.



En ce qui concerne les autres travaux en ce domaine, les résultats globaux font
apparaitre un effet toxique (inhibition de croissance) ou mutagénique (augmentation du
taux de mutation ou de réversion) des milieux de culture plus ou moins complexes, irra-
diés aux rayons ultraviolets, X ou gamma [11, 22, 23, 34, 36, 186, 187]. Ceci se traduit
par des modifications dans les synthéses de 1'ADN, des ARN et des protéines [74, 158].
C'est souvent au niveau de la définition du ou des produits en cause que les conclusions

des auteurs divergent pour ne s'accorder que sur le peroxyde d'hydrogéne.

Avant de terminer ce paragraphe, il faut citer les quelques expériences qui ont
permis de conclure & une non-toxicité ou méme A un effet stimulateur des substrats irra-
diés. Hormis les travaux de A. LWOFF et coll. [118] puis de BUGYAKI et coll. [27] qui
ont montré que les milieux peptonés irradiés n'induisent pas la production de bactério-
phages chez les bactéries lysogénes, ces‘études se présentent le plus souvent comme des
cas spéciaux : dilution excessive du milieu entrainant une dilutiqn concomitante des
produits toxiques, attente trop importante entre l'irradiation et les expériences ce qui
peut laisser le temps & des composés fragiles de disparaftre [77], étude d'un milieu
complexe et mal défini dans le temps {(pommes de terre sur une année) [49] ou mesure de
la germination des spores, formes trés résistantes des cellules bactériennes [99]. No-
tons aussi les résultats contradictoires de BANDIERA et coll. en fonction des souches

d' Escherichia ecoli utilisées [8].

B. -~ EUCARYOTES UNICELLULAIRES

Le taux de croissance de Saccharomyces cerevisiae  diminue dans le cas de cultures
en solution aqueuse de sucrose ou de gélatine irradiée aux rayons U.V., inhibition attri-
buée & la formation de substances toxiques non volatiles [153, 205]. Pour certains au-
teurs, il s'agit de peroxyde d'hydrogéme, compte tenu du paralléle qui peut étre fait
entre son activité cytotoxique et celle de substrats irradiés sur Neurospora [47, 89,
201], démarche déji rencontrée et critiquée & propos des cellules procaryotes. Ce sont
4 nouveau des expériences basées sur l'action enzymatique de la catalase qui ont permis
de confirmer ce point de vue sur des systémes tels que des Protozoaires [24, 196] ou des

spermatozofdes d'oursin et de néréis (9, 58 a 60].
Seuls M.L. FIELDS et coll. sur Aspergillus oryzae [62], M. BANDIERA et coll. sur

4. nidulans L8] et H. IIZUKA et coll. [86] sur Saccharomyces cerevisiae  signalent une

activation de croissance due principalement & des sucres irradiés au cobalt 60.

C. -~ CULTURES DE TISSUS

Il s'agit 14 d'un domaine particulier puisque les organismes utilisés se situent
au carrefour de systémes simples (bactéries, unicellulaires) en contact direct avec le
milieu toxique et de ceux, beaucoup plus complexes (droscphiles, organismes supérieurs)

pourvus d'une barriére de détoxication telle que l'appareil digestif. Chez les premiers,



les effets sont la plupart du temps trés importants tandis que chez les seconds ils de-

viennent quasiment nuls.

1. =~ Tissus végétaux

A cBté d'effets activateurs généralement observés pour des irradiations i faible
dose ou avec des substrats irradiés mais stockés avant expérience, les résultats globaux
indiquent une nette activité toxique des sucres traités par rayonnements ionisants :
inhibitions de croissance de jeunes pousses, de méristémes isolés, de tissus tumoraux ou
normaux, embryonnaires ouw non (53, 84, 90, 105, 119, 121, 122, 137, 145, 169, 171]. les
aberrations et les cassures chromosomiques, les retards de phase dans la méIose ou les
mitoses, l'apparition de micronucléi ou la polyploidie sont aussi des anomalies fréquem-

ment rencontrées [37, 38, 93, 95, 98, 140, 141, 193].

2. =~ Tissus animaux

Les résultats sont similaires 4 ceux obtenus sur cellules végétales : inhibition
d'étalement et de croissance de fibroblastes de poulets ou de cellules cancéreuses de
souris, inhibition des mitoses de leucocytes et de lymphocytes humains [21, 85, 9%, 115,

182, 183], fragmentation de chromosomes, formation de micronucléi [83] etc...

BERRY [21] a démontré que le composé toxique n'est pas dans son cas le peroxyde
d'hydrogéne car la catalase est sans action sur 1l'inhibition de croissance occasionnée
par le fructose ou le dextrose irradié. il attribue la toxicité au glyoxal ce qui enga-
gea une polémique autour de ce produit. En effet, STEWARD et coll. avaient suggéré que
l'oxydation du formaldéhyde en acide formique était responsable de la cytotoxicité ob-
servée dans son systéme [190] mais HILLS et BERRY [83] montrérent que le formiate de so-
dium n'exergait aucun effet cytotoxique méme aux concentrations 10 fois plus élevées que
celles utilisées par STEWARD et que, de plus, le glyoxal peut &tre converti en acide
oxalique comme le formaldéhyde est converti en acide formique. L'acide oxalique étant
lui-méme trés toxique, le glyoxal est seul en cause én ce qui concerne la toxicité. Ce-
pendanf 1'incertitude demeure car la concentration de glyoxal dans les solutions de su-
¢res irradiées est en réalité beaucoup plus faible que celle mentionnée par ces auteurs
[ 75]) et aussi parce que les deux groupes de dhercheurs ne travaillaient pas sur le méme

systéme biologique.

D. -~ DROSOPHILES

Les effets mutagénes de substances irradiées (sucrose, DNA etc...) ont &té é&tu-
diés sur Drosophila melancgaster par le biais de mutations liées au sexe ou autosomales
létales. Les expériences de M.S. SWAMINATHAN et coll. [194] qui ont augmenté le taux de
mutation d'un facteur 4 avec du milieu de culture irradié, ont été repétées sans succés
par d'autres auteurs [97]. En général, les résultats indiquent des augmentations du nom-

bre de mutants assez faibles ce que les chercheurs ont tenté d'expliquer par des varia-



tions du taux de catalase dans la cavité abdominale de l'insecte [96, 138, 160]. En ef-
fet, aprés les travaux de SOBELS [184, 185] montrant que la catalase des drosophiles
annule l'activité mutagénique des peroxydes organiques, ces derniers sont généralement
impliqués dans la toxicité des substrats irradiés sur drosophile. I1 est cependant pos-
sible de mettre aussi en cause les changements métaboliques du milieu irradié dans 1
tractus digestif de 1l'insecte [35].

E. -~ RATS ET SOURIS

En ce qui concerne ces animaux supérieurs, nous laisserons de cdté les expérien-
ces qui concluent 3 l'innocuité des rations alimentaires irradiées, y compris celles od
les lésions observées ne sont pas statistiquement caractéristiques du traitement [28,
41, 81, 82, 87, 88, 103, 125, 152, 154, 158, 159, 162, 197]. Nous limiterons notre é&tude
a4 quelques cas particuliers dignes d'intérét bien que portant sur\un nombre de travaux

beaucoup plus restreint.

Ainsi pour L. BUGYAKTI et coll. [26], les rations contenant 50 % de farine de blé
irradiée & 5 Mrad provoquent chez les souris C57BL adultes une augmentation de la fré-
quence des tumeurs mammaires, des altérations significatives des chromosomes en méiose
(figures de translocation, ponts chromosomiques) ainsi qu'une mortalité plus élevée des
souriceaux. Cependant l'augmentation des cancers reste faible et n'est pas significative

compte tenu de leur fréquence spontanée élevée.

J. MOUTSCHEN et M. MOUTSCHEN-DAHMEN [139] observent une multiplication par un
facteur 2 4 3 des fréquences de morts intra-utérins lorsque les animaux de la lignée pa-
rentale sont soumis tous deux a un régime irradié 4 5 Mrad. L'accroissement ne porte en

fait que sur la classe des embryons qui meurent avant implantation.

L. EHRENBERG et coll. [54] notent une baisse de 15 & 20 % du nombre de lympho-
cytes dans le sang circulant chez des rats nourris avec des rations synthétiques irra-
diées de 3 &4 9 Mrad (y ®°Co). L'effet est comparable & celui d'une irradiation corpo-
relle de 20 rads ou d'une exposition chronique de 1 rad par jour. LOFROTH et coll. [116]
confirment ces résultats aussi bien avec une ration synthétique qu'avec de l'eau irra-
diée 4 6 Mrad. Les extraits de produits irradiés ne renferment ni formaldéhyde ni per-
oxyde mais par contre, des acides et des composés oxydés peuvent y é&tre dosés. D'autre

part, un apport d'acide folique fait diminuer la chute du taux de lymphocytes.

Un cas intéressant est signalé par A.K. DE et al. [144] qui suivent l'action 4n
vitho et 4n vivo des solutions de sucrose irradiées (500 krad - ©°Co) sur les systémes
enzymatiques du rat. La fraction toxique inhibe 1'oxydation succinique et la phosphory-
lation dans les mitochondries du foie. Les synthéses de DNA, de lipides, et de protéines
sont également diminuées sans doute par manque d'ATP. Il faut enfin noter que pour
P. FOURNIER et M. FORESTIER [ 65], l'irradiation des rations données aux rats carencés

en calcium est bénéfique puisque les signes de rachitisme disparaissent rapidement sous
l'effet de l'ingestion de glucose irradié.



I1 convient d'ajouter que les résultats provisoires des essais de toxicité et de
reproduction effectués sur des rats nourris avec des rations crues ou cuites contenant
62 % d'amidon irradié & 300 et 600 krad (Y du ®°Co) ne font pas apparaitre de manifesta-

tions d'ordre toxicologique imputables a l'irradiation [167].

F. - HOMMES

Deux expériences de nutrition humaine ont été réalisées sur des volontaires aux
Etats-Unis. Ni 1l'une, ni l'autre n'a fait apparaitre d'effets toxiques quelles que

soient les caractéristiques étudides [146, 147].

En conclusion, il est tout d'abord possible de constater que plus les systémes
biologiques utilisés sont complexes, moins les substrats irradiés ont d'effet toxique

sur eux, résultat attendu du fait des barriéres de détoxication des organismes supériewrs.,

D'autre part, il faut surtout signaler le manque de définition de certaines condi-
tions expérimentales, parfois trés différentes d'un auteur &4 l'autre : conclure & la
toxicité ou a4 l'innocuité d'un composé irradié donné ne peut se faire que sur des expé-
riences suffisamment précises pour éviter les confusions entre un véritable effet
toxique et un artefact dd & un paramétre mal contrdlé (pH, atmosphére, concentration

etCeea)e

Enfin l'unanimité n'est pas encore réalisée sur l'identité des produits respon-
sables des phénoménes observés : glyoxal, formaldéhyde, acides organiques, radicaux 1li-
bres et peroxydes y sont tour & tour impliqués. Cependant ces derniers, et notamment le

peroxyde d'hydrogéne, sont les plus cités et les mieux caractérisés.



MATERIEL ET METHODES

A. - MICRO-ORGANISMES

Les expériences ont été réalisées avec les souches suivantes :
— Escherichia coli A22k4 prototrophe, souche "Monod" de la Collection de 1'Institut
Pasteur;
— E. coli X12 322 HfrH A~ B, , don de M. le Professeur BELAISH® (CNRS, Marseille);

— E.coli” K12 8B1157 F,” A" B Iac” Ara” Xyl® Gal™ Thr~ Leu” Pro” His™ Arg™ Str\,
don de M. le Professeur GUILLAUME® (Institut Pasteur, Lille);

— E.coli KMBL ou GY140 F A* Lac* Mal™ AF uvr 216 su I;

— E.coli GY521 F Thr, Leu 8 Thi, lLac y, Galt Ma1® ton A Str 2049 sup.II.

Ces derniéres souches utilisées pour des expériences d'induction de phages nous ont &té
données par M. le Professeur DEVORET" (CNRS, Gif-sur-Tvette).

— Bacillus subtilis prototrophe, don de M.J. VELLARD® (CERTIA, Lille);

— Pseudomonas putida 128 prototrophe de la "National Collection of Marine Bacteria"

(Aberdeen);
— Lactobacillus pZantarum IM 1810;
—— Stneptococcus faecalis IM 1807;
- Enterobacter sp. atypique, souche isolée sur sourié OF, aux Oncins (1970);
Ces trois derniéres souches nous ont été données par le Docteur COQUET" de 1'Institut
Mérieux (IFFA-CREDO, les Oncins) '
~— Saccharomyces cerevisiae prototrophe;
— S. cerevisiae wmutant "petites colonies"
Ces deux souches de levure nous ont été données par le Docteur M. MURGIER® (CNRS,

Marseille)

~— Phage A induit de la souche 4d' E, coli KMBL21

S " - " - - " = " = -

* Je remercie ici ces personnes pour la gentillesse avec laquelle elles m'ont fait
don de ces souches.
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B. -~ MILIEUX DE CULTURE : COMPOSITION

1 - Milieu M63 pour E.coli

Le milieu de base est le suivant : NayHPO,, 12H,0 : 14,7 g; KH;POy : 3 g ;
NH4Cl : 1 g ; NaCl : 5 g ; CaCly, 2H,0 : 0,015 g ; MgSO,,7H,0 : 0,25 g ;

D (+) glucose : 4 g ; H,0 tridistillée : 1 1. A ce milieu sont rajoutés, le
cas échéant, les composés suivants pour les souches auxotrophes ou résistan-
tes : Vitamine B, (chlorhydrate de thiamine) : 10~° g ; DL-thréonine :
75+10~° g ; DL-leucine : 60-10"° g ; L-Histidine : 20-10™° g ; L-Arginine :
60-10"% g ; L-Proline : 30-10™° g ; Streptomycine : 10~* g. Le pH final de

ce milieu est de 7.

2 - Milieux pour l'induction des phages

— Milieu BT : NaCl : 5 g ; Bactotryptone Difco : 5 g ; Nutrient Broth Difco -:
3 g 3 HyO tridistillée : 1 1.

~— Milieu BT-TU : Thymine 2 g/1 ; 20 ml ; Uracile 2 m/1 : 20 ml ;5 milieu BT

ci-dessus : 1 1.

-~ Agar mou : Agar-agar : 7,5 g ; H,0 tridistillée : 1 1.

-e

— Milieu GT Str : Bactopeptone Difco : 8 g ; Bacto tryptone Difco : 5 g ;
NaCl : 5 g : Agar-agar : 15 g ; Streptomycine 4 100 g/1 : 2 ml ; H,0 tri-
distillée : 1 1.

3 - Milieu de dilution (pH 7)

Les tubes & dilution sont emplis avec 9 ml de 1la solution suivante :
NagHPO, , 12H,0 @ 14,7 g ;3 KL,PO, : 3 g ; NaCl : 1 g ; H,0 tridistillée : 1 1.

L - Milieu de comptage

Les populations bactériennes sont comptées sur le milieu "Standari I Nutrient
Agar" Merck de composition suivante : Bactopeptone : 15,6 g ; Extrait de le-
vure : 2,8 g ; NaCl : 5,6 g ; D(+) glucose : 1 g ; Agar-agar : 12 g ; H,0
tridistillée : 1 1.

5 ~ Milieu de sélection des révertants

Les révertants pour les marqueurs His, Arg, Leu et Thr sont sélectionnés sur
boites de Petri avec un milieu M63 dont la concentration en amino acide étudid
est 100 fois plus faible que la concentration normale et auquel on ajoute

12 g/1 d'agar-agar.
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6 ~ Milieu EMB Agar pour les mutants lac

10 -

1 -

12 -

Sa composition est la suivante : Bactopeptone Difco : 10 g ; Lactose : 5 g
Saccharose : 5 g ; KxHPO, : 2 g ;3 Agar-agar : 13,5 g ; Eosine Y : 0,4 g ;
Bleu de méthyléne : 0,065 g.

Milieu pour B.subtilis

Le milieu mis au point au laboratoire est : KH,POy : 2,7 g ; K,HPO, @ 7 g
Citrate de sodium : 0,5 g ; (NH;)aso4 : 1,3 g 5 MgSO04,7H,0 0,25 g ;3 Extrait

1

de levure "Merck" : 1,5 g ; glucose : 1 g ; HyO tridistillée : 1 1 (pH final:

7,2). -

Milieu pour L. plantarum

Le milieu mis au pecint au laboratoire est : Extrait de levure "Merck" : 6 g
Bactotryptone Difco : 5 g ; KHL,PO, : 2 g ; Tween 80 (Polysorbate 80) :
0,1 g 5 D(+) glucose : 5 g; H O tridistillée : 1 1 (pH final : 6,5).

Milieu pour S. faecalis

Le milieu de pH 6,9 mis au point au laboratoire est : K,HPO, : 4 g ; KH,PO,

1,5 g 3 NaCl : 5 g ; Bactotryptone Difco : 10 g ; Glycérol : 100 g ; Glucose:

5g ; H0 tridistillée : 1 1.

Milieu pour Enterobacter

Le milieu mis au point au laboratoire a pour composition : K;HPO; : 0,6 g 3
KH,PO, : 0,4 g ; (NH4)ESO4 : 2g ; NaCl : 2 g ; Glucose : 3 g ;3 H,O tridis-
tillée : 1 1l. Son pH final est de 6,7. '

Milieu pour 5. cerevisiae

Il comprend : KH,PO, : 10 g ; NayHPO,,12H,0 : 1,2 g ; MgS0,,7H,0 : 0,5 g ;
Bactotryptone Difco : 0,5 g ; Extrait de levure "Merck" : 1,5 g ; H,0 tri-
distillée : 1 1. Les concentrations en D(+) glucose sont respectivement de
1 g/l et de 3 g/l pour les souches normale et "petitescolonies". Le pH est
ajusté & 5,8. Pour les précultures, ce méme milieu est complété par de la

terramycine 4 1 g/1 afin d'éviter les contaminations bactériennes.

Milieu de conservation des souches

Les couches sont conservées au réfrigérateur en tubes étanches, bouchés &

.
k]

vis, dans le milieu suivant : Nutrient Broth Difco : 8 g ; Agar-agar : 7,6 g;
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Thymine & 2 mg/ml : 40 ml ; H,0 tridistillée : 1 1.

13 - Milieu de culture : stérilisation

Tous les milieux liquides sont en général stérilisés par passage sur filtre
"Millipore" de 0,25 4 et les milieux solides par autoclavage a 120°C. Cepen=-
dant lorsque les constituants de ces derniers sont susceptibles d'étre dégra-
dés‘par la chaleur (Vitamine B1 par exemple), on ajoute, avant de couler les
boites de Pétri, la fraction fragile, deux fois plus concentrée, préalable-
ment filtrée sur Millipore de 0,25 H, a4 de l'agar-agar double concentration

stérilisé seul a4 l'autoclave.

C. - AMIDON

Le polysaccharide, fourni par les Etablissements Roquette (Lille) et toujours
utilisé & une humidité de 13,0 * 0,5 % peut subir le cas échéant deux types de prétrai-

tements avant irradiation :

— Un lavage par 4 agitations successives de 1h30 d'une suspension de 250 g
d'amidon dans 500 ml d'eau distillée puis séchage doux -jusqu'a la teneur en

eau initiale.

— Une délipidation sur Soxhlet par 3 extractions 4 reflux de 4 h dans 1'alcool,

1'éther puis & nouveau l'alcool suivies d'un lavage analogue au précédent.

D. - TRRADIATION : MOYENS ET TECHNIQUES*

L'amidon est irradié de 2 fagons différentes selon ia quantité utilisée : par
lots de 10 g dans les tubes & essais en Pyrex de 20 x 200 mm fermés, avec une source de
2 000 Ci de Cobalt 60 (®°°Co) qui délivre un débit de dose de 90 f 2,5 krad/h; par lots
de 100 g ou plus dans les boites cylindriques en aluminium de 60 x 200 mm fermés, avec
une source de 12 000 Ci de ®°Co qui délivre un débit de dose variable généralement fixé

a4 180 £ 5 krad/h.

E. -~ EXTRACTION DES PRODUITS DE RADIOLYSE

Les substances solubles formées au cours de l'irradiation sont extraites et sté-
rilisées par passage, sur verre fritté puis sur filtre "Millipore" de 0,45 U équipé

d'un préfiltre, d'une suspension de n g d'amidon dans 2 n ml d'eau tridistillée.

- o T 8 S A T - Tt P o o T o o o T

»Je remercie MM. DANIEL et SAURIN pour Leun collaboration technique efficace en ce qui concerne
la manipulation de ces moyens d'irradiation.
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F. - CULTURES

Quel que soit le mode d'extraction, le milieu de culture est toujours reconstitué

4 partir des solutions concentrées afin d'obtenir les concentrations adéquates des di-

vers composants puis ensemencé & partir d'une préculture en phase exponentielle de

croissance de telle sorte que la concentration bactérienne finale soit d'environ 10°
bactéries/ml.
G. - TECHNIQUES PARTICULIERES

1 - Détermination de la teneur en eau de l'amidon

5 g d'amidon sont séchés dans une czpsule Chopin tarée, & 130°C pendant 4 h
(poids constant) puis pesés. La différence exprimant la teneur en eau est

rapportée 4 100 g d'amidon.

Dosage des réductones et de 1l'eau oxygénée

Les réductones (acides dicétoguloniques, aldéhyde énoltartronique, acide

ascorbique) sont dosées par le 2,6-dichlorophénol indophénol [1 et 161].

Le peroxyde d'hydrogéne et, dans une certaine mesure, ses dérivés supérieurs
(peroxydes organiques) sont dosés par le sulfate de titane ou par le thiocya-

nate d'ammonium [52].

Hydrolyse du diacétal de 1'aldéhyde malonigque
CH,-0 0 — CH, H 0
| | gt | 4%7
CH~CH, — CH + 2H;0 /C - CH2 - C + L4CH;0H
CH,~O 0 — CH, ) H

Le diacétal est hydrolysé 30 mn 4 30°C avec HCl 0,6 M.

Ultrafiltration

L'appareil comprend une cellule d'ultrafiltration Amicon et une membrane
Diaflo Amicon UMO5 au travers de laquelle est filtré sous pression (4 bars
d'argon) l'extrait d'amiden irradié. Au pH utilisé, cette membrane retient
20 % des molécules de poids moléculaire supérieur & 200, 70 % de celles de
poids moléculaire supérieur a 300 et 95 % de celles de masse moléculaire su-

périeure 4 1 000.
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5 - Enzymes

a. Catalase

La préparation utilisée est une catalase bactérienne de Misrococcus Lys0-
deiktious réduisant 2 000 UM de peroxyde d'hydrogéne par mn et mg et tes-

tée par la méthode de titration iodoméirique [39].

b. Peroxydase

L'enzyme est extrait du raifort et utilisé avec du NADH comme coenzyme.

Son activité est de 140 unités purpurcgalline [35].

c. Lactate deshydrogénase
Cet enzyme catalyse la réaction :
CH, — C — CO,H + NADH' + H' === CH, — CHOH — CO,H + NAD®
]
0

et permet de doser la quantité d‘'acide pyruvique se trouvant dans un mé-

lange réactionnel par mesure de la disparition du NADH® & 340 mu [39].

6 ~ Induction de phages

&« Comptage des phages

A partir d'une culture de la souche lysogéne GY140 sur milieu BT (avec ou
sans extrait d'amidon irradié), il faut effectuer une dilution appropriée,
en prendre 0,1 ml et le mélanger avec 0,3 ml de la culture de la souche
indicatrice GY¥52%1. Ce tube est abandonné sans agitation & 37°C pendant

20 mn puis complété avec 2,5 ml d'agar mou et étalé sur une boite de Pétri
contenant du milieu GT-Str. Ce dernier milieu élimine les bactéries GY140
Strd qui n'asuraient pas été lysées. Ces boites sont incubées A 37°C pen-
dant 24 h.

b. Induction de phages

A partir d'une préculture "overnight" de GY140 lysogéne dans du milieu BT,
on effectue une dilution au 50éme dans du tampon stérile. A partir de
cette dilution, 1 ml sert & ensemencer 100 ml de BTTU (avec ou sans ex-
trait d'amidon irradié) qui sont ensuite incubés a 37°C. On préléve des
parties aliquotes a différents intervalles de temps pour compter les bac-

téries ou pour compter les phages libres.

7 - Mutagénése

Des parties aliquotes de culture en phase exponentielle de croissance, avec

ou sans agent supposé mutagéne, sont prélevées et étaldes sur des boiltes de
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Pétri contenant du milieu M63 solide avec tous les aminoacides sauf celui
pour lequel on cherche la réversion. Ce dernier est seulement ajduté a 1l'état
de traces (environ 1072 Mg/1l) : les révertants apparaissent comme de grosses
colonies sur un fond de petites colonies. Ces mutants sont vérifiés par la
méthode des répliques sur velours de LEDERBERG et coll. [113].

. + P ins
Les révertants Lac sont caractérisés sur milieu "EMB Agar".

H. -~  JUSTIFICATION ET CHOIX DES TECHNIQUES ET DES PARAMETRES DE MESURE

Y

. Notre travail va consister a suivre la croissance de nombreuses cultures bacté-
riennes en présence d'extraits d'amidon irradié dans diverses conditions et de la compa-
rer & celle de témoins : il s'agit donc de choisir une technique rapide et un paramétre
caractéristique et facilement mesurable. Notre choix s'est porté sur deux méthodes com-
plémentaires : soit la néphélémétrie avec des cultures de 8 ml dans des cuves thermoré-
gulées & 30°C ou 37°C d'un biophotométre Bonet-Maury modifié de telle maniére qu'un bul-
lage d'oxygéne ou d'air constant soit maintenu en cours de croissance (fig. 2); soit des
séries de comptages sur boites de Pétri & partir de cultures de 100 ml agitées, placées

dans un bain-marie a 30°C ou 37°C.

Figure 2 ~ Biophotométre Bonet-Maury modifié :

A : filtre Millipore "in line" E : électrovannes
B : répartiteur de pression F : cuves de culture
C : saturateur en eau G : biophotométre
D : arrivée d'air ou d4'Q, H : enregistreur
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Parmi les trois phases principales de la croissance bactérienne —— latence,
croissance exponentielle et maximum stationnaire -— notre choix s'est porté sur la pre-
miére. En général lorsqu'un milieu est ensemencé & partir d'une préculture en phase ex-
ponentielle et cultivée dans les mémes conditions physico-chimiques, il est possible
d'observer une croissance exponentielle immédiate. Cependant, dans certains cas, une
période transitoire appelée phase de latence peut s'écouler avant que s'établisse un
taux de croissance constant [134]. Cette latence représente le temps nécessaire soit a
la synthése des enzymes inductibles (adaptation), soit au développement des mutants fa-
vorisés par le nouveau milieu (sélection), soit enfin & la restauration des systémes
enzymatiques altérés par le vieillissement de la préculture. En turbidimétrie, elle peut
aussi étre due a une diminution du nombre de bactéries viables, l'appareil enregistrant
4 la ligne de base des densités optiques, un palier d'autant plus long que le taux de
mortalité est plus élevé.

La phase exponentielle est définie au moment ol le temps de division bactérienne
devient constant pour certaines conditions de pH, de température ou de concentration des
métabolites. Cependant, dans le cas qui nous préoccupe, les taux de croissance des bhac-
téries cultivées en présence d'extraits d'amidon irradié ne sont pas strictement identi-
ques & ceux des témoins (glucose ou amidon non irradié) et parfois méme différents d'une
dose & l'autre. Une explication plausible est la compétition entre les produits de ra-
diolyse toxiques et les vitamines ou les aminoacides contenus dans l'amidon, compétition
"dépendant des concentrations propres de ces produits qui sont elles-mémes variables. Il
nous a donc paru inopportun de prendre comme critére de mesure un paramétre aussi mal

défini.

Enfin, la phase stationnaire qui correspond & un épuisement du facteur de crois-
sance n'a pas été retenue car la seule information gu'elle peut apporter se situe au ni-
veau de l'action de métabolites issus de l'amidon, irradié ou non sur la faible augmen-
tation de la croissance totale. Méme dans ce cas, le probléme ne pourrait &tre traité
sous l'angle du rendement pondéral ou moléculaire que si la totalité des produits de

radiolyse était identifide et dosée.

En conclusion, parmi toutes les méthodes de mesure, les techniques de néphélémé-
trie assorties de numérations sur boites de Pétri sont les plus adaptées 4 notre pro-
bléme et, parmi les paramétres de croissance mesurables et relativement stables, le plus

représentatif est ce que nous désignerons dans ce cadre de recherche comme une phase de

latence. Celle-ci est reliée a une diminution de la population bactérienne initiale me-
surée par comptage ce qui permet d'employer, tout au moins dans un but de simplification,
les latences comme un moyen d‘'évaluer la 1létalité (fig. 3 et 4). Par définition, ce
temps de latence sera mesuré graphiquement pour une densité optique moitié de celle de
la phase stationnaire par rapport & un témoin pour lequel l'extrait est remplacé par un

volume égal de milieu de culture.
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MODE D'ACTION DES EXTRAITS D'AMIDON IRRADIE
SUR LA CROISSANCE DES MICRO-ORGANISMES

L'objectif est ici d'étudier les paramétres qui conditionnent la toxicité des
extraits d'amidon irradié. Nous analyserons dans un premier temps le comportement phy-
siologique des micro-~organismes cultivés en présence de ces extraits lorsqu‘'on fait va-
rier les conditions d'irradiation, les caractéristiques de l'amidon, les traitements
physico-chimiques qu'il subit aprés irradiation et les méthodes de culture. Dans une
seconde étape et pour une méme série de variables, nous comparerons les courbes de for-
mation des divers produits de radiolyse dosés au laboratoire et les courbes de latence

rapportées ici afin de caractériser un ou plusieurs composés cytotoxiques.

A. - RESULTATS EXPERIMENTAUX

1 -« Influence des conditions d'irradiation

a. Dose
De zéro & 1 Mrad, le temps de latence croit proportionnellement & la dose
) avec un léger infléchissement des points pour 1 Mrad; au-delad la forme
générale de la courbe est exponentielle et la reproductibilité des expé-

riences décroit fortement surtout 4 2 Mrad (fig. 5).
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Figure 5 - Relation entre le temps de latence et la dose d'irradiation.
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Débit de dose

Les irradiations ont été effectuées 4 la dose de 1,75 Mrad ol la répomnse
des croissances bactériennes vis-a-vis des extraits d'amidon irradié est
trés sensible. Malgré la faible reproductibilité, il est possible de con-

clure que les temps de latence diminuent quand le débit de dose augmente

(fig. 6).

«©

Latence [hl
o

H

N

A ] ] ] 1
01 0,2 0,3 0,4 0,5

Débit de dose [Mrad /h]

Figure 6 - Variations des latences bactériennes
en fonction du débit de dose.

¢. Composition de 1'atmosphére

Avant d'étre irradié & la dose de 1,75 Mrad, l'amidon est soit balayé
pendant 15 mn par un flux constant du gaz utilisé, soit placé sous vide

(20 mm de mercure pendant 15 mn).

Le temps de latence est pratiquement nul lorsque l'irradiation est effec-

tuée en présence d'azote, de gaz carbonique ou sous vide; il est de 1l'or-

dre de 10 h pour une atmosphére d'oxygéne soit le double de celui enregis-~
tré pour 1l'air (fig. 7). I1 faut ajouter que le volume d'air présent dans

le tube au moment de l'irradiation ainsi que le tassement de l'amidon qui

détermine la quantité d'air intergranulaire, ont une grande influence sur

ltaction physiologique de l'extrait. Il s'agit 14 de 1l'un des nombreux

paramétres, peu contrdlables, qui conditionnent la reproductibilité des

résultats.
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Figure 7 - Effet de la composition de l'atmosphére d'irradiation
sur l'allongement des temps de latence.

d. Température d'irradiation

Les irradiations & 1la dose de 1,75 Mrad scnt effectuées avec une source de

2 000 Ci de ®°Co thermorégulée entre -80°C et 60°C.

L'influence de la température d'irradiation sur les temps de latence appa-
rait & partir de 10°C et devient trés importante entre 10 et 50°C (fig.8):

c'est pour les températures dites ambiantes que la pente de la courbe est

la plus forte.
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Figure 8 -~ Effet de la température d'irradiation
sur l'augmentation des temps de latence.
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2 - Influence des caractéristiques de 1‘'amidon

8. Teneur en eau

Les temps de latence augmentent avec la teneur en eau & partir d'une va-

leur voisine de 10 %, et ceci d'autant plus que la dose est plus élevée

(fig. 9).
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Figure 9 - Effet de 1'humidité de 1l'amidon
sur l'augmentation des phases de latence.

A: 1,75 Mraa ® : 0,50 Mrad

b. Nature et composition

L'origine des amidons (mafs, froment, pomme de terre, manioc), leur date
de fabrication (numéro du lot) et surtout leur traitement chimique (esté-
rificaticn, éthérification, oxydation) ont une influence sur les latences
mesurées. Il est par conséquent nécessaire de conserver un méme lot d'ami-

don au cours d'une série de travaux afin d'améliorer la reproductibilité
des résultats.

D'autre part, afin d'évaluer la toxicité des produits formés & partir de
la fraction lipidique de 1l'amidon (par exemple, des peroxydes & longue
chaine) on a comparé la létalité exercée par un extrait d'amidon délipidé
irradié a celle d'un extrait d'amidon lavé irradié. Il n'y a aucune diffé-
rence entre ces deux extraits ce gqui permet de conclure que les résidus

lipidiques ne sont pas en cause dans l'effet bactéricide.
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3 - Influence des traitements de l'amidon aprés irradiation

a. Température de stockage

La toxicité d'un amidon irradié & 1,5 Mrad et stocké & -50°C, 5°C et 37°C
diminue d'autant plus rapidement que la température est plus élevée : &

37°C, la 1étalité disparait entre le 2éme et le 7éme jour alors qu'il faut
attendre 86 jours pour obtenir le méme effet & 5°C ou -50°C (fig. 10) ;
aprés 56 jours de conservation l'activité bactéricide a diminué de moitié
4 5°C mais reste inchangée & -50°C. Il est possible de conclure que les

produits de radiolyse en cause disparaissent rapidement surtout aux tempé-

ratures voisines ou supérieures a la température ambiante.
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Figure 10 - Diminution de la 1létalité bactérienne en fonction du temps de stockage de
l'amidon irradié & différentes températures. (La 1étalité est mesurée comme
lt'inverse du pourcentage de survivants dans une culture de 4 h).

b. Autoclavage

L'effet bactéricide d'un amidon irradié a4 1,5 Mrad puis autoclavé & 120°C
diminue rapidement pour des traitements thermiques allant de 5 & 30 mn.
Au-deld, les temps de latence augmentent pour atteindre le niveau initial
aprés 90 mn & 120°C (fig. 11) : les composés formés sous l'action de 1la
chaleur & partir de la chaine amylacée affaiblie par 1l'irradiation ou &
partir des molécules néoformées sont aussi toxiques que les produits de
radiolyse initiaux. D'autre part, il n'y a pas de différence entre les
témoins autoclavés ou non, ou entre l'amideon irradié et l'amidon autoclavé

puis irradié.
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Figure 11 - Effet d'un autoclavage de 1l'amidon irradié
sur les temps de latence.

¢. Techniques d'extraction des produits de radiolyse

La toxicité des extraits d'amidon irradié ne dépend pas des conditions
d'extraction : durée, composition de l'atmosphére (air, Ny, CO,, O;), na-
ture du solvant (eau, tampon, milieu de culture sans vitamine ni glucose).
Par contre, elle est trés fortement diminuée par des traces d'ions fer-

reux (fig. 12).
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Figure 12 - Différence de 1létalité induite par_ des extraits d'amidon (irradié & 1,50
Mrad) dans un milieu contenant 10™2 M de FeSO, (&) ou dans de l'eau dis-
tillée (%).
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d. Conditions de conservation de l'extrait

Les extraits aqueux conservés 24 h § 37°C, 5°C et ~50°C ne perdent pas
leur pouvoir bactéricide initial sauf dans le cas d'une extraction en pré-
sence d'ions ferreux. Un stockage de 24 h & 5°C 4 des pH extrémes (fig.13)
ou une ébullition de 5 & 15 mn détruisent irréversiblement les composés
toxiques : ces derniers sont donc instables aux pH inférieurs & 3 ou supé-

rieurs & 8 et thermolabiles.
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Figure 13 - Variation du taux de survivants aprés une heure de culture en fonction du pH
de conservation d'un extrait d'amidon irradié A 1,5 Mrad.
(Pour cette expérience, des extraits d'amidon irradié amenés au pH désiré
sont abandonnés 24 h & 4°C puis ramenés & pH 7 avant de servir de milieu
de base pour une culture bactérienne).

4 - Influence du genre de micro-organisme, du nombre de germes et du milieu de

culture

8. Bactéries

En ce qui concerne E.col? , la létalité diminue lorsque la population
initiale augmente, probablement par simple compétition stcechiométrigue

avec les molécules toxiques du milieu (fig. 14).
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Figure 14 - Diminution de la 1étalité par variation du volume de 1'ensemencement.

De 1l'extrait de levure (2,8 g/1) ou du bouilion peptoné (8 g/l1) annulent
l'activité bactéricide des produits de radiolyse vis-d-vis d' E.col<

(fig. 15). La comparaison des latences de divers micro-organismes est ren-
due ambigué par cette détoxication car la réaction entre le milieu de cul-
ture et les produits de radiolyse nous empéche de faire la part de ce qui

est dfi & la bactérie et de ce qui est dll au milieu lui-méme.

C'est ainsi que pour Bactllus subtilis 1le temps de latence est une fonc-
tion linéaire de la dose d'irradiation (fig. 15) et 1l'effet bactéricide
est total a4 10 Mrad. Ce bacille parailt donc plus résistant aux produits de
radiolyse qu' E.coli cultivé dans le milieu minimum M63 mais plus sensible

que cette derniére bactérie en présence d'extrait de levure.
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Figure 15 - Relation entre le temps de latence et la dose d'irradiation
pour différentes bactéries.
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Notons d'autre part qu'aprés coloration de Gram de B.subtilis  cultivé en
présence d'extraits d‘'amidon irradié, aucune forme monstrueuse ni pléTo-
morphisme du bacille n'a été détecté et que le milieu toxique ne favorise

pas la sporulation.

Par ailleurs, il était intéressant de comnaltre le comportement d'une mi-
croflore intestinale sortie de son biotope naturel et cultivée en présencs
de produits radiolytiques. Nous avons utilisé a cette fin des souches ser-
vant & l'ensemencement de rats axéniques servant aux essais de toxicité de
1'amidon irradié : Lactcobacillus plantarum présente de faibles latences
qui croissent avec la dose d'irradiation jusqu'd 2 Mrad (fig. 15); pour
Enterobgcter 1 souche prototrophe, 1l'effet toxique augmente de fagon liné-
aire avec la dose d'irradiation jusqu'a 2 Mrad; la croissance de Strepto-

coccus faecalis n'est pas affectée aux doses inférieures ou égales & 2 Mrad.

L'extrapolation de ces résultats obtenus {n vitro au comportement de ces
bactéries dans le tube digestif des rats nourris avec de l'amidon irradié
4 300 et 600 krad parait hasardeuse : le chyme qui les contient est en ef-

fet trés différent des milieux de culture utilisés ici.

Levures

Le choix des levures a été principalement motivé par le fait qu'il s'agit
1a de procaryotes qui posseédent par définition un systéme membranaire en-
tourant le noyau, les mitochondries, sites des enzymes respiratoires, et
différents micro-organites. Nous avons choisi deux souches de Saccharomyces
cerevisiae : une souche sauvage et un mutantpetites colonies", anaérobie
obligatoire par déficience respiratoire, qui a la particularité d'étre
incapable d'utiliser l'oxygéne et qui doit donc dégrader le glucose par

voie purement fermentative.

Dans le cas des levures, la toxicité des extraits d'amidon irradié ne se
traduit pas par la mort des micro-organismes mais par la diminution du
taux de croissance : lorsque la dose croit, le temps de doublement de la
population augmente d'une quantité beaucoup plus importante pour la souche
sauvage aérobie que pour la souche mutante "petites colonies". En d'autres
termes, pour une dose d'irradiation donnée, la vitesse de croissance de 1la
souche sauvage diminue plus rapidement que celle de la souche mutante

la premiére est plus sensible aux produits toxiques que la seconde.

En posant :

t : temps de doublement de la levure cultivée en présence d'extraits

d'amidon irradié & la dose D,
to : tewps de doublement de la levure pour la dose O,

T =t - to, accroissement du temps de doublement lorsque la dose passe
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de 0 & D, et en portant log T en fonction de la dose D, nous obtenons pour
chaque souche une courbe caractéristique dont la seconde partie est liné-

aire (fig. 16).
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Figure 16 - Courbe de log T en fonction de la dose d'irradiation
pour les 2 souches de levure utilisée.

Nous pouvons écrire d'aprés SCHUBERT [174] pour la partie droite de la

courbe :
dT = A T 4D

ol dD est 1l'accroissement de dose d'irradiation provoquant une augmenta-
tion AT de T et X une constante de proportionnalité fonction de la souche

utilisée. En intégrant nous obtenons :

/0, = o\

ou log T = D + log T,

A
2,303

avec Ty, : valeur de T pour une dose nulle. La courbe réelle de T en fonc-
tion de la dose D ne répond & cette loi qu'd partir de la dose de 2 Mrad
(fig. 16). T, devient alors la valeur de T trouvée par extrapolation de
la partie droite de la courbe pour une dose nulle. On constate que T, est
identique pour les 2 souches de levures (fig. 16) et égal a 5,6 mn. De la
méme maniére on obtient A, pour la souche sauvage égal & 0,435 Mrad™' et
hp pour la souche "petites colonies" égal & 0,191 Mrad~! : la souche aéro-
bie est plus affectée que les produits de radiolyse toxiques que les mu-

tants 4 déficience respiratoire.
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B. - ANALYSE DES RESULTATS

Nous avons comparé les courbes de dosage des différents produits de radiolyse
établies en fonction des divers paramétres par G. BERGER et coll. au laboratoire et les

courbes de latence bactérienne obtenues dans les mémes conditions (13 & 18).

En ne considérant tout d'abord que les variations de la dose d'irradiation, nous
observons que l'acidité totale des extraits d'amidon irradié (fig. 17) et les latences
(fig. 5) suivent des lois voisines alors que les autres composés radiolytiques dosés
jusqu'a présent augmentent de fagon linéaire jusqu'a 2 Mrad, sauf l'eau oxygénée dont le
dosage n'est plus reproductible & partir de 800 krad.
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Figure 17 - Acidité libre (—— & —), esters (—————), et acidité totale (—— y —)

libérée en milieu basique, en fonction de la dose d‘'irradiation.
Humidité 13 %. Irradiation sous oxygéne.

Si 1l'on examine le paramétre température d'irradiation, seules les courbes de do-
sage des acides (fig. 18) et du peroxyde d'hydrogéne (fig. 19) présentent quelque simi-
litude avec la figure 8. La quantité d‘'aldéhyde malonique décroit avec la température
d'irradiation, celle de l'aldéhyde formique devient stationnaire & partir de 20°C et
les concentrations d'acétaldéhyde, d'acétone et de méthanol ne varient pas de fagon si-

gnificative entre O et 50°C =—— sauf celle de l'acétone qui augmente faiblement.
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Figure 18 - Acidité libre (—— @® —), acidité totale libérée en milieu alcalin (— s —)
et esters ( ), en fonction de la température d'irradiation.
Dose d'irradiation 2 Mrad. Irradiation sous oxygéne.
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Figure 19 - Influence de la température d'irradiation sur la quantité
de peroxyde d'hydrogéne formé.

La présence d'oxygéne au moment de 1l'irradiation favorise la formation de pero-
xyde d'hydrogéne, d'acides libres et, dans une moindre mesure, celle des esters. Il est
intéressant de constater que dans ces conditions les phases de latence augmentent aussi

avec la teneur en oxygéme de l'atmosphére d'irradiation (fig. 7).
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Lorsque la teneur en eau de l'amidon augmente, l'acidité totale diminue alors
que la quantité d'eau oxygénée et les latences augmentent (fig. 2 et 20). Ces derniéres

ne sont donc pas imputables aux acides radioformés.

10 20
Pourcentage d humidité de l'amidon

Figure 20 - Influence de l'humidité de 1l'amidon sur la quantité totale de peroxyde
d'hydrogéne formé au cours de l'irradiation (300 krad).

Cette conclusion est confirmée par les études en fonction de la température et du
temps de stockage : si les acides totaux sont quasiment stables, les peroxydes diminuent
d'autant plus vite que la température de stockage est plus élevée, tout comme l'effetl

1étal mesuré (fig. 10).

De plus, les produits toxiques sont thermclabiles, aussi bien & 1l'intérieur de
1'amidon lui-méme (fig. 11) que dans l'extrait porté & ébullition, caractéristiques
qu'ils partagent avec l'eau oxygénée et les peroxydes organiques. Enfin, 1l'instabilité

aux pH extrémes est aussi commune aux peroxydes et aux produits de radiolyse toxiques.

Nous avons vu, par ailleurs, que l'effet bactéricide d'un amidon irradié puis
autoclavé passe par un minimum pour un temps de 30 mn d'autoclavage puis qu'il croit ré-
gulidrement pour atteindre le niveau initial pour 90 mn & 120°C (fig. 11). Ces résultats
corroborent ceux de J. SCHUBERT et J.A. WATSON [178] qui observent qu'un choc thermique de
longue durée augmente considérablement l'activité bactéricide des solutions de sucrose
irradiées. D'aprés ces auteurs, cette augmentation serait due & la transformation par la
chaleur des hydroperoxydes formés par 1l'interaction du peroxyde d'hydrogéne radiolytique

avec des composés carbonylés de dégradation, en dialkylperoxydes selon le schéma :

(. ) P "
R, —-? - 0~0-H + C =0 ———> R, -C—-0—-0-C - OH
| l
R, Ry Ry Rs

N o

malgré l'instabilité de certains de ces peroxydes aux pH physiologiques [124].
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Nous expliquons enfin la résistance particuliére de S.faecalis par 1le
fait que cette bactérie compense l'absence de catalase par l'association fonctionnelle
de deux enzymes flaviniques, une NADH,-oxydase et une NADH;-peroxydase et réduit l'eau

oxygénée selon :
NADH + HY + H,0, ——> NAD" + 2H,0

Ces observations sur les phénoménes respiratoires corroborent les résultats obtenus
avec les deux souches de levure ol nous avons vu que le mutant anaérobie obligatoire

était le plus résistant aux produits de radiolyse toxiques.

En conclusion, 1l'étude comparative des dosages chimigues et des courbes de la-
tence bactérienne montre que le peroxyde d'hydrogéne, seul ou en synergie avec d'autres
produits de radiolyse mineurs, est le principal responsable de la toxicité mesurée.

Nous allons maintenant essayer de confirmer cette hypothése.
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‘ROLE DE L'EAU OXYGENEE ET DES PEROXYDES ORGANIQUES

Au vu des expériences précédentes, les peroxydes issus de la formation de radi-
caux libres 4 partir de 1l'amidon, de l'eau et de 1l'oxygéne de l'air paraissent &tre les
principaux responsables de la létalité et des latences bactériennes. Nous pouvons cepen-
dant penser que d'autres produits de radiolyse, encore inconnus, peuvent répondre aux
mémes caractéristiques générales et donc induire les mémes effets antibiotiques. Les

expériences qui suivent ont pour but de lever cette incertitude.

Dans une premiére série, nous essayerons d'éliminer 1l'eau oxygénée ou ses proches
homologues supérieurs des extraits d'amidon irradié en utilisant les ions ferreux ou des
enzymes connus pour leur activité peroxydasique : la catalase et la peroxydase. Si les
peroxydes sont les principaux produits toxiques, ces agents réducteurs seront efficaces
et les extraits ainsi traités perdront tout pouvoir bactéricide. Dans le cas contraire,

il nous faudra orienter les recherches sur d'autres composés radiolytigques.

Afin de définir le rdle de certains peroxydes organiques de haut poids molécu-
laire, des expériences seront réalisées aprés ultrafiltration des extraits d'amidon

irradié.

Enfin nous reconstituerons artificiellement un extrait d'amidon irradié & 1 Mrad
4 partir des produits purs du commerce pour mettre en évidence celui ou ceux qui sont
plus particuliérement toxiques pour E.coli et pour comparer la létalité observée a

celle obtenue avec de véritables extraits.

A. - RESULTATS EXPERIMENTAUX

1« = Action des ions ferreux

Ltaction des ions métalliques est liée & une chaine d'oxydo-réduction procédant

par 1'intermédiaire de radicaux libres [76, 200] et initiée par des réactions du type :

HO — OH + Fe'l ———— HO" + HO™ + Fe™t (aG 6 kcal/M)

RO—0OH + Fe'm ———= RO" + HO™ + Fe™ (aG

i

20 3 40 kcal/M)

LATARJET et coll. [112] constatent que des concentrations de 101 M/1 d'ions ferreux

suffisent pour catalyser l'oxydation de 1‘hydroquinone. D'aprés ces auteurs,
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"this explains the variability observed among daily experiments on DNA when the purity

of water and the clearliness of glassware were not strictly controlled"™ [110].

Dans un premier temps, nous avons extrait les produits de radiolyse avec un mi-
lieu contenant 102 M/1 de sulfate ferreux et nous avons observé que de tels extraits

sont moins toxiques que ceux obtenus dans les conditions habituelles.

Une autre série d'expériences a été menée comme suit :

~— extraction des produits de radiolyse avec un milieu de culture sans sulfate

ferreux,

-~ addition au temps O de sulfate ferreux afin d'avoir une concentration finale
de 10-2 M/1,

~— agitation au bain-marie thermorégulé & 30°C,

— ensemencement successif d'heure en heure & partir d'une préculture différente,

en phase exponentielle, de maniére & obtenir les mémes populations initiales.

I1 apparait que ces cultures perdent progressivement leurs propriétés bactérici-
des alors que nous n'observons rien de semblable si la méme expérience est effectuée

sans ions Fe't (fig. 17).

=

Extrait sans prétraitement
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Figure 17 - Diminution de la toxicité des extraits d'amidon irradié en fonction du temps
de prétraitement au sulfate ferreux avant ensemencement.

Dans les deux cas, le produit toxique a été réduit par les ions métalliques ce

qui nous conduit & penser qu'il s'agit bien de peroxydes.
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2. = Action de la catalase

Cet enzyme catalyse la réaction :

B0 + B0 O: + 2H,0

Il peut aussi utiliser comme substrats des peroxydes de poids moléculaire plus élevé que

l'eau oxygénée, par exemple MeOOH et EtOOH.

La constante de vitesse k; est de 6.10° M™* s™! pour la réaction :

ky
Cat (OH)4 + H,0p ~————» Cat (OH)300H + Hp0

Elle passe & 8,5.10° M~' s-! pour MeOOH et & 2.10* M~! s~! pour Et00H [7].

Au cours de nos expériences, nous avons ajouté, 15 mn avant ensemencement, des
concentrations croissantes de catalase 4 des extraits d'amidon irradié préalablement
tamponnés : l'effet 1létal des produits de radiolyse diminue progressivement lorsque les
concentrations d'enzyme augmentent (fig. 18). Ce phénoméne varie cependant d'une maniédre
considérable d'une expérience 3 l'autre et toute une gamme de réponses peut &ire enregis
trée. Néanmoins, l'effet global reste qualitativement analogue : disparition de la léta-
1ité par action de la catalase sur les composés radiolytiques qui peuvent dés lors étre
identifiés comme des peroxydes.
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Figure 18 - Action de la catalase sur l'effet 1létal d'extraits d'amidon lavé irradié a
1,5 Mrad. L'enzyme est employé aux concentrations suivantes :

O o0 yg/m 10 pg/ml O 100 pg/ml
® 0,5 pg/ml ¥ 50 pg/ml

en pointillé : témoin glucose.
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Nous attribuons le manque de reproductibilité & la formation éventuelle de pero-
-xydes organiques plus complexes, formés secondairement & partir de l'eau oxygénée, et
pour lesquels l'enzyme a moins d'affinité, comme nous le montre l'examer des constantes

de vitesse.

3. =~ Dosage de la réductone

Certains auteurs ont montré que l'aldéhyde énol-tartronique, une "réductone" de
formule CHO-CO-CO H, est toxique pour des bactéries irradides et que cette toxicité est

trés nettement diminuée par la catalase [2, 31].

Afin d‘'éliminer cette hypothése et, malgré la coexistence peu probable d'un agent
aussi oxydant que le peroxyde d‘'hydrogéne et d'un réducteur tel que la "réductone', nous
avons dosé ce produit [1, 158]. Ces dosages révélent des quantités de "réductone'", acide
ascorbique et autres agents réducteurs de ce type; inférieures & 3 Mg par ml d'extrait
d'amidon irradié & 1,50 Mrad. Cette concentration, statistiquement non significative,

est trés différente du taux actif sur E.col? K12 : 1 mg/ml environ.

L, - Action de la peroxydase

Cet enzyme, tout comme la catalase, est capable de décomposer le peroxyde d'hy-
drogéne mais a plus d'affinité pour les peroxydes complexes comme le montre le tableau
des constantes de vitesse de la réaction :

ky
Per OH + RO H —————» (Per OOH)I + ROH (avec R = H-,Et-,Me-)

Substrat V:ieﬁfld:_fl
H;0; 9.10°
Me OOH 15.10°
Et OOH 3,6.10°

Dans nos expériences, nous avons utilisé la peroxydase du raifort a la concentra-
tion de 100 Hg/ml avec de l'ascorbate de sodium (100 UM/ml) ou du NADH (50 pM/ml) dans
les mémes conditions que la catalase : aprés traitement, les extraits d'amidon irradié a

1,5 Mrad ne sont plus toxiques pour FE,coli

La reproductibilité des expériences est ici meilleure que dans le cas de la cata-
lase ce que nous imputons & la plus grande affinité de la peroxydase vis-a-vis de pero-

xydes de masse moléculaire élevée.
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Ces expériences nous montrent que le peroxyde d'hydrogéne et ses proches homolo-

gues supérieurs sont impliqués dans la toxicité des extraits d'amidon irradié.

5. =~ Action de la serumalbumine

Afin de montrer que la détoxication obtenue avec les enzymes n'est pas due a une
action protectrice de la structure protéique (groupemernt - SH etc...), nous avons ajouté
"a des extraits d'amidon irradié & 1,5 Mrad des concentrations de serumalbumine identiques
4 celles de la catalase et de la peroxydase : la protéine n'exerce aucune protection
vis-d-vis des produits toxiques et l'activité réductrice de la catalase et de la peroxy-

dase est bien le fait de leurs propriétés enzymatiques.

6. -~ Ultrafiltration

Ces expériences oi les extraits d'amidon irradié sont préalablement filtrés sur
une ultramembrane avant leur ensemencement, ont été effectués avec S. cerevisiqe dont le
taux de croissance est modifié par les produits de radiolyse. Avec de tels extraits, il
n'est pas possible de noter une variation significative de la vitesse de croissance par

rapport 4 des extraits d'amidon irradié non traités.

I1 apparait donc que le ralentissement de la croissance de la levure est dfl a des
molécules trés petites du type H;Op ou ses proches homologues supérieurs moins facile-
ment dégradables par la catalase mais de toutes fagons, de poids moléculaire inférieur
4 300. '

7. - Reconstitution d'un extrait d‘'amidon irradié

~ Nous avons ici reconstitué artificiellement un extrait d'amidon irradié a 1 Mrad
a4 partir des produits purs de commerce et des concentrations données par l'analyse chi-
migque [12 & 18, 127, 128].

TABLEAU 2

COMPOSITION DE L'EXTRAIT D'AMIDON IRRADIE (1 Mrad) RECONSTITUE

Produits Hg/ml Produits ug/ml
Peroxyde d'hydrogéne . 5 Mannose scececcscesecs 0,23
Formaldéhyde eeeeevess 9,23 X710S€ seecvsvesccsns 2,67
Actone .ceeeescencoes 0,70 RibOSE .evevecscoscsece 5,69
Acide formique cereeen 32,38 ErythroSe eeesesacecs 6,29
Acétaldéhyde cecscesnee 6,86 GalactoSe ecssesscnsss 5,68
Malonaldéhyde eeesoascs 0,65 MaltoSe ssecececsccens 12,69
Méthanol cvesssccscaas 1,71 GlUCCSE esseccecnsanes 52,69
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Nous avons testé au point de vue toxicité toutes les combinaisons possibles des

7 derniers sucres indissociés et des 7 premiers composés seuls ou en mélange.
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Figure 20 - Comparaison de la toxicité d'extraits d'amidon irradié a 1 Mrad
et des différents prcduits de radiolyse du tableau 2.

@ : Témoin glucose et mélange de tous les composés sauf l'eau
oxygénée et le formol.

Formol seul ou mélange de tous les composés sauf 1l'eau
oxygénée.

Extrait d'amidon irradié a 1 Mrad.

e

O
V¥V : Eau oxygénée seule ou en mélange avec les autres composés du
tableau 2 y compris le formaldéhyde.

La figure 20 fait apparaitre les faits suivants :

—— Tous les mélanges contenant le peroxyde d'hydrogéne provoquent la méme 1létalité que

ce dernier.

—— Tous les extraits artificiellement reconstitués ol se trouve le formaldéhyde sans

eau oxygénée ont le méme pouvoir toxique que 1'aldéhyde seul.
~ Aucun composé autre que le peroxyde d'hydrogéne et le formol n'est toxique.
-~ La toxicité provoquée par le peroxyde masque celle due au fermaldéhyde.

—— Le peroxyde d'hydrogéne seul, 4 la concentration calculée équivalente & 1 Mrad,est
beaucoup plus toxique que l'extrait d'amidon irradié a cette dose mais les deux
courbes ont la méme pente initiale ce qui permet d'établir une analogie entre l'eau
oxygénée et le principal produit de radiolyse toxique. Nous pouvons supposer que
dans le cas de 1l'extrait d'amidon irradié, l'action de l'esau oxygénée est compensée
soit par un autre produit de radiolyse ne figurant pas sur la liste du tableau 2
(par exemple des dextrines pouvant réagir secondairement avec l'eau oxygénée), soit
par un composé résiduel de l'amidon favorisant la croissance bactérienne (amino-

acides, vitamines etc...), soit par les deux a la fois.
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B. -~ CONCLUSION

Lieffet toxique des extraits d'amidon irradié est principalement 4fi au peroxyde
d'hydrogéne. I1 est cependant possible que dans les extraits d'amidon irradié, une par-
tie de cette eaun 6xygénée se combine avec des mélécules organiques plus complexes, au-
tres que celles étudiées jusqu'ici, pour donner des alkylhydroperoxydes (ROOH) ou des

alkylperoxydes (ROOR) tout aussi toxiques pour la bactérie.

R R’ R
\ o | ) |

H—0 + C=—0——»!H~-0~C=0 —» H—=-0-0-—C = OH
| / | | |
H—0 R H—0 R R

L'existence de ces peroxydes complexes fournit une explication aux différences de
réactivité obtenues avec la catalase qui réduit le peroxyde d'hydrogéne mais beaucoup
plus difficilement ses homologues supérieurs. Les expériences d'ultrafiltration nous ont
cependant montré que ces peroxydes complexes ne sont pas des sucres porteurs de groupe-

ments HOy-.

Ltautre composé toxique présent dans Ees extraits est le formaldéhyde bien connu
pour son activité sur les groupements aminés des protéines et des acides nucléiques
(57, 66 a 70, 146, 188]. Il faut, d'autre part, noter que LOVELESS, en étudiant 1l'acti-
vité radiomimétique d'un certain nombre d'agents estérifiants et alkylants sur Vicia fabg,
a suggéié que le formaldéhyde peut agir par 1l'intermédiaire de la formation d'un pero-

xyd% organique & partir de l'eau oxygénée naturellement produite [117].

Cette hypothése s'accorde avec les conclusions ci-~dessus puisque les réactions en

cause seraient alors :

H H H
+ _ ‘ l
H ——— C =0 =— H-0—-C~-0} =——HO—-0-C~-—0H
| / I

"HO H H-0 H H

bien que ce dernier produit paraisse trés instable aux pH physiologiques [124].



MODE D'ACTION DU PEROXYDE D’HYDROGENE ET
DES EXTRAITS D’AMIDON IRRADIE SUR E.COLI

Les extraits d'amidon irradié sont toxiques pour E.coli et nous avons montré que
cette toxicité est principalement due au peroxyde d'hydrogéne radioformé. Au niveau du
métabolisme bactérien, de irés nombreuses réactions peuvent &tre modifiées par 1'oxydant

puissant qu'est l'eau oxygénée.

Les réactions des peroxydes avec d'amutres espéces chimiques sont de deux types :
les réactions non radicalaires (substitutions nucléophiles d'ordre 2, réarrangements
électroniqﬁes, B-éliminations, processus cycliques) et les réactions radicalaires. Pour
ces derniédres, il y a initiation de la chalne de réaction soit par des ions métalliques,
. comme nous l'avons vu plus haut, soit par des rayons U.V. de longueurs d'onde inférieures
a 380 nm.

B0, + Fe'' — = HO* + HO™ + Fe'tt
hy
HyOp ——— 2HO® [181]

La chalne de réactions radicalaires ainsi initiée peut se propager en fonction de l'ac-

tivité des espéces adjacentes.

HO® + HyO,

HO; + HO] ———— H;0; + O

HO% + HO

&
o
+

N

HOZ —_— ' o+ O

I1 faut noter que le radical HO, est relativement peu réactif en comparaison de HO® et

que la réaction :

HO; + Hs 02

H,O + 0, + HO®

ne peut se produire que si la concentration en H;0, est importante. Ces réactions peu-

vent aller jusqu'a disparition compléte de l'eau oxygénée et des radicaux formés.

Par ailleurs, des radicaux organiques peuvent réagir directement avec l'oxygéne

atmosphérique ou provenant d'une réaction radicalaire pour donner un radical peroxy-
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organique :

Des réactions de ce type peuvent se réaliser lorsque des peroxydes se trouvent dans un
contexte favorable & quantités de réactions ce qui est notamment le cas dans le milieu
intracellulaire. Nous allons briévement passer en revue la réactivité des sucres, des

-

lipides, des acides nucléiques et des protéines vis~a-vis des peroxydes.

En ce qui concerne les polysaccharides, les auteurs observent des dépolymérisa-
tione (dextrane, cellulose, amidon) tandis que pour leurs monoméres, les phénoménes no-
" tés sont des scissions de chaines, des oxydations de résidus. Cependant l'interaction de
H,0, avec les carbohydrates dépend de trés nombreux facteurs tels que la température, la
concentration, le pH, le temps de réaction et la présence de catalyseurs [25, 79, 80,

135, 136, 1L3].

Les interactions des lipides et des peroxydes sont extrémement complexes pour
deux raisons : tout d'abord les acides gras s'oxydent avec beaucoup de facilité par un
mécanisme maintenant bien connu et d'ol il ressort que l'initiation de la chaine radica-
laire dépend de la formation de radicaux libres résultant, selon le cas, d'un traitement
thermique, d'urne irradiation ou de la catalyse par des ions métalliques. Par la suite,
ces acides gras peroxydés deviennent eux-mémes des initiateurs de chaines [19, 163 a

165, 204].

Les recherches concernant l'action des peroxydes sur les protéines ou leurs compo-
sants remontent a 1912. A cette époque, EFFRONT concluait que "par l'action de 1l'eau
oxygénée en milieu alcalin sur les matiéres albuminoides et les acides aminés, on abou-
tit & une désamination intégrale" [51]. En fait, les résultats les plus souvent rencon-
trés font état d'une modification des résidus méthionine et des groupements thiols : les
enzymes traités au peroxyde d'hydrogéne perdent leur activité ou méme se dénaturent. Les
expériences & ce sujet sont nombreuses et divers systémes protéiques ont été utilisés :
Chymotrypsine de KOSHLAND - Trypsine et RNase par KASSER et par NEUMANN - Subtilisine -
Lipoxygénase - Cytochrome C - etc... [9, 20, 48, 91, 100, 101, 123, 124, 131, 133, 142,
144, 155, 195, 203].

Enfin l'action des peroxydes sur les acides nucléiques se situe & deux niveaux :
une dégradation du polymére et de ses constituants d'une part, une peroxydation de cer-
taines bases & l'intérieur ou &4 l'extérieur du polymére d'sutre part. La littérature &
ce sujet est trés importante et l'on peut en retenir des modes d'action généraux du
peroxyde d'hydrogéne sur le DNA [3, &, 29, 30, 32, 33, 4o, L2, 55, 567

— libération des 4 bases de l'ordre de 1 4 2 % (jamais des nucléosides) dans
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l'ordre T > A > C > G, due a4 l'oxydation du désoxyribose par un radical libre

(180, 181];
— rupture des liaisons phosphodiesters [156, 157];

-~ altération des bases pyrimidiques se traduisant par une diminution d'absorp-

tion;
— peroxydation de la liaison 5-6 des pyrimidines [106 & 112].

Parmi la multitude de sites susceptibles d'étre affectés par le peroxyde d'hydro-
géne, nous avons choisi d'étudier 1'ADN et les groupements thiols. L'ADN nous a paru im-
portant car il s'agit 14 de molécules de base liées & la vie cellulaire et dont nous
essaierons de mettre en évidence des modifications (mutations, induction de phages). Les
groupements thiols sont des fonctions réductrices —— donc particuliérement sensibles &
l'eau oxygénée —— nécessaires au foncticnnement normal du métabolisme (respiration, for-
mation d'ATP). Nous avons ainsi été amenés & nous intéresser 4 l'interaction entre 1le
peroxyde d'hydrogéne et des molécules capitales pour ce métabolisme : les acides a-cé-

toniques et plus particuliérement 1'acide pyruvique.

A. - MODE D'ACTION DU PEROXYDE D'HYDROGENE ET DES EXTRAITS D'AMIDON IRRADIE SUR L'ADN

L'hypothése de travail consiste ici & rendre compte de la toxicité des extraits
d'amidon irradié et plus particuliérement de 1'eau oxygénée par une éventuelle dégrada-
tion de 1'ADN. Nous avons vu, en effet, que le peroxyde d'hydrogéne altére les différen~
tes bases constituant cet ADN et il est possible de supposer que toute altération se
traduira par une augmentation du taux de mutation ocu peut-&tre par l'induction de pro-

phages chez des bactéries lysogénes.

Nous avons, par ailleurs, comparé la létalité en fonction de la concentration de

peroxyde & une courbe théorique dont nous avons fait l'analyse.

Enfin, nous avons essayé d'isoler des mutants résistants &4 l'eau oxygénée ou aux
produits de radiolyse toxiques afin de repérer un éventuel site de résistance sur le

chromosome bactérien et d'en effectuer l'analyse génétique.
y g q

1. - Mutagénése

Chez E.coli c¢ultivé en présence d'extraits d'amidon irradié 4 1 et 5 Mrad ou
dans des milieux contenant 5 et 10 Hg/ml d'eau oxygénée, nous avons mesuré le taux de
réversion pour les marqueurs : Thr, Leu, Arg, Pro, His, Lac. Nous observons qu'une irra-
diation de l'amidon & la dose de 1 Mrad ou que la présence de peroxyde d'hydrogéne n'ont
qu'une faible influence sur ce taux de réversion (augmentation d'un facteur de 2 a 3
pour les marqueurs Thr, Leu et Arg). Notons en passant que l'amidon irradié & 5 Mrad

contient des produits mutagénes solubles agissant notamment au niveau du site Thr dont
le taux de mutation spontanée est déjd trés important (tableau 3).
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TABLEAU 3

NOMBRE DE REVERTANTS (x 10°%) APPARAISSANT DANS UNE CULTURE EN PHASE EXPONENTIELLE

DE E.coli CULTIVE EN PRESENCE DE DIFFERENTS COMPOSANTS

Amidon Amidon H 0 H, 05

Marqueurs | TEMOIN 1 Mrad 5 Mrad 5 ug/ml | 10 vg/ml
Thr 60 110 2400 126 170
Leu 3 b4 7 4 8
His 5 5 0 10 (o]
Arg 5 5 10 15 7
Pro # 0 0 o o 0
Lac # 0 o 0 o] o]
2. = Induction de phages chez une bactérie lysogéne

L'activité inductrice de base est mesurée en mettant en présence d'une part la
souche lysogéne GY140 cultivée avec des extraits d'amidon irradié & 1 et 5 Mrad ou de
1'eau oxygénée a 5 et 10 Pg/ml et d'autre part une souche indicatrice GY521, puis est
comparée a l'activité inductrice de base d'une culture témoin (voir "Matériel et métho-
des").

Quelles que soient les conditions de culture, il n'y & aucune production de pha-
ges induits par les produits de radiolyse de 1l'amidon ou par le peroxyde d'hydrogéne.
De plus, le nombre de phages libres dans la culture décroit en présence d'extraits d'a-
midon irradié &4 5 Mrad ce qui tendrait 3 montrer que les virus sont eux-mémes affectés

par ces produits de radiolyse.

I1 apparait donc que l'eau oxygénée ne va pas toucher les sites d'induction du
prophage sur 1'ADN bactérien : il est bien entendu difficile de conclure par 1lid que le
peroxyde d'hydrogéne ne va pas modifier ce dernier. Cependant l'expérience rapportée
ici, associée & la recherche de révertants, nous permet de penser que la macromolécule

d'ADN n'est pas le site principal d'action du peroxyde.

3. - Etude de la 1étalité en fonction de la concentration en eau oxygénée

En admettant que 1'ADN constitue une cible d'attaque pour H,0;, un organisme
ayant n cibles possibles est tué lorsque chacune de ses n cibles regoit au moins un
coup; c'est seulement lorsque toutes les n cibles sont touchées que l'organisme meurt.

Ltéquation pour ce modéle est :

- n

8/50 =1 - (1-¢%)
ol S, est le nombre d'organismes avant l'action du produit, S le nombre d'organismes
survivants aprés action du produit & la concentration C. @ est une constante caractéris-

tique de la taille de la cible. La courbe de survie de ce modéle est une sigmoide :
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pour obtenir n il faut procéder par extrapolation 4 C=0 de la partie droite de la courbe

d'équation :

8/80 = n e~ °C

Lorsque le DNA seul est touché, on obtient n=2 pour une bactérie (fig. 21).
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Figure 21 - Courbe de 1étalité de cellules bactériennes en fonction de la dose quand les
deux molécules de DNA sont simultanément touchés. (La courbe théorique reste
la méme s'il s'agit d'un produit toxique employé & la concentration C).

LY

La courbe obtenue pour des concentrations de peroxyde allant de O a 10 Hg/ml est
trés différente de la courbe ci-dessus proposée pour le DNA : elle est constituée d'une
partie 3 pente importante suivie par une partie & pente moins élevée (fig. 22). Donc au
regard de la théorie énoncée ci-dessus, ce ne sont pas les deux molécules de DNA qui

sont affectées par l'eau oxygénée.
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Figure 22 ~ Pourcentage de survivants dans une culture de 3 h
en fonction de la concentration en eau oxygénée.
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Ce type de courbe rappelle la situation décrite par POWERS et TOLMACH [150] avec des
cellules de lymphomes de souris Zm vivo ot la partie & pente élevée caractérise la me-
sure d'une population de cellules aérobies tandis que la partie & pente faible repré-

sente celle d'une petite fraction de cellules anaérobies.

L, -~ Résistance aux produits de radiolyse et & 1l'eau oxygénée

Le but de ces expériences est de trouver des mitants d' E.coli résistants aux
produits de radiolyse toxigues de l'amidon irradié, c'est-a-dire des bactéries qui ne
présentent plus les phénoménes de 1létalité observés auparavant. Les mutants éventuels,
capables par un moyen ou par un autre de décomposer l'eau oxygénée, nous auraient permis
de localiser sur le chromosome bactérien un site important pour l'explication du méca-

nisme de toxicité.

En fait, des cultures successives d'F.colZ dans des extraits d'amidon irradié a
1 et 5 Mrad ou en présence de peroxyde d'hydrogéne a 5 et 10 Ug/ml, ensemencées & partir
de précultures effectuées dans les mémes conditions ne font apparaitre aucun mutant de

résistance 4 ces produits. Nous avons obtenu les mémes résultats avec S. cerevisiae

En conclusion de cette étude sur 1'ADN bactérien, nous pensons que les extraits
d'amidon irradié & 1 Mrad ou l'eau oxygénée A des concentrations équivalentes i cette
dose ont une faible action sur la macromolécule. Cet effet est hors de proportion avec
la 1étalité observée et ne rend pas compte de la toxicité observée auparavant. Cependant
la dégradation du chromosome bactérien ne peut é&tre considérée comme nulle surtout pour

des doses d'irradiation plus élevées (Réversion Thr & 5 Mrad).

B. - MODE D'ACTION DU PEROXYDE D'HYDROGENE SUR CERTAINS INTERMEDIAIRES METABOLIQUES

Les nombreux travaux concernant l'oxydation des groupements thiols par le péroxyde
d'hydrogéne nous ont amenés a vérifier sur la cystéine, le glutathion et l'acide lipoIque
(acide 6-8 thioctique) les résultats signalés. L'intégrité des fonctions —SH est en ef-
fet primordiale pour le métabolisme cellulaire car de nombreux enzymes contiennent des
radiacaux —SH libres & leur centre actif ou comme facteur de structure. Au surplus, ‘
l'acide lipofque, par son rdle de coenzyme au niveau du transfert de l'acétate actif du
pyruvate au coenzyme A, est essentiel 4 la mise en oeuvre du cycle de KREBS, noeud vital
de ce métabolisme et son bloquage sous forme oxydée peut &tre fatal 3 la bactérie {fig.
23).
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Figure 23 - Glycolyse et cycle de KREBS.

C'est en essayant de court-circuiter 1'étape de formation de l'acétyl-coenzyme A
‘que nous avons cultivé E.col? sur des milieux contenant de 1'acide o-cétoglutarique et
que nous avons mis en évidence un autre type de protection des bactéries contre l'effet

toxique de 1l'eau oxygénée.

1+ =~ BR8le de 1la cystéine, du glutathion et de 1'acide lipofque

Alors que la cystéine 1072, 10™° et 10™* molaire ajoutée & un milieu de culture
contenant de 1'eau oxygénée a la concentration de 5 ou 10 Ug/ml n'offre aucune protec-
tion aux bactéries, le glutathion aux mémes concentrations permet la croissance 4'E.

coli malgré le peroxyde. Il apparait qu'en dépit de leur structure chimique voisine se
traduisent par des potentiéls d'oxydo-réduction analogues, ces deux réducteurs ont des

réactivités différentes vis-a-vis du peroxyde d'hydrogéne.

Nous avons vérifié que cette protection contre les effets oxydants de 1l'eau oxy-

génée était due A une réaction {n vitro dans le milieu de culture et non dans le cyto-
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plasme bactérien. En effet, les dosages au thiocyanate d'ammonium et sulfate ferreux fomt
apparaitre une rapide disparition du peroxyde d'hydrogéne en présence du glutathion et
en l'absence des bactéries.

La réaction étudiée est donc :

2G—=58H + H0Op G=8-8—-—G + 2HO

Le méme phénoméne peut aussi s'observer avec l'acide lipoIque employé a la concentration
de 10~* M/1 :

/SH /s
La + H0 La + 2 HO
~ Hp Oz \\l o
SH S

Cette réaction d'oxydoréduction qui a lieu en quelques minutes dans le milieu de
culture consomme le peroxyde d'hydrogéne ajouté ou produit par l'irradiation de l'amidoa:
il s'agit donc 13 d'une protection in vitro qui ne nous permet pas de faire une hypo-
thése sur le site d'action du peroxyde. Néanmoins il n'est pas interdit de supposer
qu'une réaction mise en évidence dans le milieu de culture puisse également avoir lieu
dans le systéme intracellulaire et par 14 bloquer certains métabolismes ol les groupe-

ments thiols sont mis en jeu.

2. - Rble des acides a-cétoglutarique et pyruvigue

L'objectif est ici de vérifier que le peroxyde d'hydrogéne bloque l'acide lipof-
que sous sa forme oxydée et empéche ainsi le passage de l'acétate actif du pyruvate aun
coenzyme A. Pour cela, nous avons cultivé des bactéries sur un intermédiaire métabolique
situé aprés 1'étape blogquée : les résultats font apparaitre que des croissances d'E. cold
en présence d'acide w-cétoglutarique 10~* molaire et d'eau oxygénée & 10 ug/ml se com-
portent comme des croissances témoins. Cependant les dosages d'eau oxygénée montrent
qu'elle réagit directement sur l'acide o-cétoglutarique <n vitro &vant de pénétrer dans

la bactérie.

Le peroxyde d'hydrogéne oxyde donc les acides o-cétoniques par un mécanisme que

nous décrirons comme une décarboxylation oxydative :

I
R—~C=—COH + HO,

R c/ Co, H,0
- + +
AN

oH

Nous avons observé les mémes résultats avec un autre acide 0-cétonique bien comm,
l'acide pyruvique. Le dosage simultané du peroxyde 4'hydrogéne par le thiocyanate d'am-
monium et par le sulfate ferreux et de l'acide pyruvique par la lactate deshydrogénase
dans un milieu contenant ces deux réactifs nous a apporté lo preuve de la réaction di-

recte {n vitno du peroxyde sur llacide a-cétonique (fig. 24).
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Figure 24 - Cinétique de disparition du pyruvate de sodium
en présence d'eau oxygénée (3,6 PM/ml).

Pour é&viter cette réaction im vitro, nous avons cherché une technique qui per~

mette au pyruvate de pénétrer dans la bactérie avant d'étre oxydé par l'eau oxygénée,

ou qui, en d'autres termes, n'autorise la réaction peroxyde-pyruvate qu'a 1l'intérieur
du cytoplasme bactérien.

Pour cela, nous avons cultivé E.coli pendant plusieurs générations dans des

milieux sans glucose et sans peroxyde, avec le pyruvate comme seule source de carbone et
dténergie. Ces bactéries, rapidement lavées deux fois dans du tampon froid et reprises
sur un filtre "Millipore!" ont servi a ensemencer des milieux de culture glucosés conte~
nant des quantités croissantes d'eau oxygénée. En ce qui concerne les témoins, nous
avons effectué les mémes opérations & partir de bactéries cultivées uniquement sur du
glucose. Les résultats montrent que les bactéries dont le pool de pyruvate a été arti-
ficiellement augmenté par des précultures continues en présence de ce produit ont une

plus grande résistance vis-a-vis de l'eau oxygénée que les bactéries témoins (fig. 25).
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Figure 25 - Rapport du nombre de bactéries dans une culture contenant x Mg/mi de peroxyde
d'hydrogéne au nombre de bactéries dans une culture contenant O Kg/ml de ce
produit aprés 3 h 30 de croissance en fonction de la concentration en peroxyde
d'nydrogéne.

La réaction que nous avons dosée in vitro se déroule aussi {n vivo et l'eau oxy~

génée oxyde le pyruvate intracellulaire et le détruit irréversiblement.

En conclusion de cette étude sur l'interaction de certains intermédiaires du mé-
tabolisme bactérien et du peroxyde d'hydrogéne nous avons moniré que les groupements
thiols et les acides o-cétoniques sont dégradés in vitro par l'eau oxygénéde. Ces réac-
tions qui se déroulent in vithc peuvent aussi s'effectuer {un vivo comme le démontre
l'expérience od le seul lieu possible de rencontre du pyruvate et du peroxyde est le
cytoplaéme bactérien. Dans ce cas il apparalt que l'ensemble glycolyse-cycle des acides
tricarboxyliques est bloqué par décarboxylation oxydative de l'acide pyruvique et de
ltacide o-cétoglutarique. Cette voie métabolique étant le nceud vital du métabolisme
bactérien, toute perturbation peut entrainer un arrét total de la vie cellulaire ce qui

rend compte de la toxicité des extraits d'amidon irradié contenant ce peroxyde.
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CONCLUSIONS GENERALES

L'évaluation toxicologique représente une démarche essentielle dans toute re-
cherche sur l'irradiation des denrées. Elle est abordée au Service de Radioagronomie
sur l'exemple de l'amidon de mafs par des essais sur rats et souris et par des cultures
bactériennes effectuées & partir d'extraits du polysaccharide irradié. Ce second volet
de 1'étude, rapporté ici, a été entrepris en raison de la facilité de manipulation d'un

micro-organisme et de la rapidité des résultats acquis sur plusieurs générations.

Aprés avoir mis au point les techniques capables de mesurer les phases de la-
tence ou la létalité A' Escherichia coli cultivée en présence de produits de radiolyse,
nous avons pu, dans un premier temps, déterminer avec assez de précision les counditiouns
pour lesquelles la toxicité des extraits d'amidon irradié était maximale ou minimale
donc de maitriser tous les paramétres influencgant les résultats. Cette premiére partie
a aussi permis de dégager, parmi les différents composés radiolytiques dosés au labora-

toire, le peroxyde d'hydrogéne comme principal produit toxique.

Nous avons vérifié l'hypothése de l'activité bactéricide de 1l'eau oxygénée ou de
ses proches homologues supérieurs par différentes techniques. Il faut toutefois souli-
gner que le principal composé toxique n'est pas directement issu de la chaine carbonée
de l'amidon mais provient de la radiolyse de l'eau et de l'action de l'oxygéne dissous
ou de la coupure homolytique de cette eau par les radicaux libres radioformés. Il semble
cependant possible que le peroxyde d'hydrogéne forme avec d'autres molécules radiolyti-
ques des peroxydes organiques carbonylés du type radioalkylperoxydes (ROOR) ou radioal-
kylhydroperoxydes (ROOH).

Enfin, et comme il faut s'y attendre de la part d'un oxydant aussi énergique que
1l'eau oxygénée, plusieurs sites intracellulaires peuvent étre affectés par ce composé.
Si 1'ADN parait relativement peu modifié -— pas d'induction de phages, pas de muta-
tions — d'autres molécules du type des acides a-cétoniques intervenant dans le métabo-
lisme bactérien sont complétement dégradées. Il en est de méme pour certains groupements
thiols qui, oxydés en pont disulfure, deviennent incapables d'assurer les cycles d'oxydo-

réduction nécessaires au métabolisme.

A ce titre, un lieu d'action privilégié de l'eau oxygénée est constitué par 1l'en-
semble glycolyse~cycle de Krebs qui se trouve blogué non seulement par oxydation irré-
versible de l'acide lipofque mais aussi par décarboxylation oxydative des deux princi-

paux intermédiaires : les acides pyruvique et ®-cétoglutarique. Nous rappelons ici que
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cette voie métabolique étant en quelque sorte le noeud vital du métabolisme bactérien
tant au point de vue formation d'énergie (ATP & partir du NADH, produit) qu'au point de
vue synthése des acides aminés et de certains acides nucléiques, toute perturbation peut

entrainer un arrét total de la vie cellulaire.

Le peroxyde d'hydrogéne, principal produit de radiolyse toxique de l'amidon,
posséde donc une réactivité multisite, c'est-d-dire qu'il bloque le métabolisme cellu-
laire en de nombreux points vitaux dont les plus importants sont le cycle des acides

tricarboxyliques et la glycolyse.

Toutefois, avant d'utiliser ces résultats pour d'autres organismes plus complexes,
il est nécessaire de se rappeler que les bactéries sont des cellules baignant dans un
milieu toxique et ne possédant pas toutes les étapes de détoxication que l'on trouve
chez des étres plus évolués. L'extrapolation globale de ces résultats aux organismes
supérieurs est d'autant plus problématique qu'il arrive parfois qu'au contraire ces der-
niers transforment en substance toxique des produits sans action sur les bactéries. Les
résultats que nous avons présentés ici peuvent cependant servir a orienter les futures

recherches dans ce domaine.
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