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The interaction of Actinomycin C| (AM) with purine nucleosides was investigated by circular dichroism. While
dG and dGMP show identical interactions, rG, rGMP and 8-aza-GMP show lower tendency for complex formation.
ara-G shows no complex formation. 6-Thio-GMP shows the strongest affinity for AM in accordance with previous
results. Substitution on N-7 (methylation, protonation) or C-8 (8-Br-rG, 8-SH-rG) eliminate completely the com-
plexing capacity. Another type of weaker complexes is formed by dA, dAMP and 1IMP, indicated by the appearance
of a positive band at 440 nm. It is concluded that in these complexes both the electron donor capacity of the purine
base as well as the steric flexibility of the sugar around the glycosidic linkage determine their complexing capacity.

1. Introduction

La structure des paires G-C et diaminopurine-T au
sein d’un polydésoxyribonucléotide 4 deux brins, per-
met la fixation spécifique de actinomycine [1-3].
Des associations non spécifiques entre 1’actinomycine
et les nucléosides ont aussi été mises en évidence [4].
La dispersion optique rotatoire permet de distinguer la
fixation de I’actinomycine au DNA natif de celles
avec dG ou avec le DNA dénaturé. En effet, ’amplitude
de tous les effets Cotton de ’actinomycine est accrue
dans le complexe actinomycine - DNA [5—7] alors
que dans les complexes entre ’actinomycine et dG ou
le DNA dénaturé, 'amplitude du minimum 4 400 nm
est la seule a étre considérablement augmentée. Dans la
région 450—500 nm, le complexe avec dG ne provoque
que des modifications discrétes de I'activité optique de
P’actinomycine. Nous avons étudié ces modifications
par dichroisme circulaire. En effet, si le pouvoir rota-
toire et le dichroisme circulaire (DC) sont deux aspects
différents d’un méme phénomeéne [8,9], le dichroisme
circulaire ne mesure que des différences d’absorption et
élimine ainsi, dans le visible, la contribution du nuclé-
oside. On peut étudier alors les seules modifications
spécifiques de l'activité optique de I’actinomycine.
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2. Matériel et méthodes

1G, dG, 5'tTGMP, 5'dGMP, 5'tIMP, 8-aza-GMP
sont des produits Biochemicals Inc. Le 7-méthyl-
guanosine (7-MrG) est un produit de la Cyclochemi-
cal Corporation. Le 8-bromo-guanosine (8-Br-rG) et
le 8-mercapto-guanosine (8-SH-rG) ont été préparés
au laboratoire par J.F.Chantot. L’arabinosyl-guanine
(ara-G) est un don du Dr. Privat de Garilhe. Le 6-thio-
GMP a été préparé par J.L.Darlix. L’actinomycine C;
(AM) est un don de Rhone-Poulenc.

Tous ces composés ont été dissous dans un tampon
cacodylate 10~2 M, EDTA 10~4M, NaCl 0,25 M 2
pH 7,2. Toutes les expériences ont été faites 4 la tem-
pérature ordinaire grice a un Dichrographe Roussel
Jouan 1I dans des cellules Opticell de parcours optiques
différents.

3. Résultats et discussion
Dans la fig. 1, on a porté les spectres DC de I’actino-
mycine libre et liée 4 dG et au DNA [5] . Pour obtenir

une concentration optimale du complexe avec dG, on
a utilisé un rapport molaire AM/dG de 1/25 [10,11].
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Fig. 1. Spectres DC de I’actinomycine seule (———) 4 la con- Fig. 2. Spectres de I'actinomycine seule (———) 4 la concentra-
centration de 0,31 10~* M 4 pH 7; de Pactinomycine en pré- tion de 0,78 10—* M; de P’actinomycine en présence de dGMP
sence de DNA (——— —— ) avec un rapport AM/DNA = 1/15; (AM/AGMP = 1/250) (- - - -) et 4 la méme concentration:
de 'actinomycine en présence de dG (- - - -) avec un rapport 5'GMP, 8-aza-GMP (—.—.—); 5'dAMP, 5’AMP, 5'IMP (.. . .. ):
AM/dG = 1/25. de I’actinomycine en présence de araG (AM/araG = 1/10) *

La fixation de dG sur Pactinomycine induit la forma-
tion de nouvelles bandes DC dans le spectre du pig-
ment. Le minimum de 378 nm est trés peu déplacé,
mais son amplitude est augmentée. A 448 nm, la bande
négative du pigment fait place a une bande positive
dans le complexe. En raison du faible facteur de dis-
symétrie (g'(A) = Ae(N)/e(N)) de I'actinomycine libre

a cette longueur d’onde, on ne peut dire si la bande
positive du complexe résulte de la superposition de
bandes positives nouvelles dissimulant 1a contribution
négative observée avec le pigment libre, ou de I'inver-
sion de cette derniére contribution. Une inversion ana-
logue de I’activité optique de I’actinomycine dans cette
région s’observe en effet par dissolution du pigment
dans I’éthanol [12] . Le maximum de la bande positive
est alors vers 455 nm, au lieu de 448 nm en présence
de dG. Dans cette région du spectre, il apparait que
dG et le DNA conduisent i des activités optiques de
signe contraire. Cette résolution apportée par les
mesures de DC nous a conduits & comparer I'activité
optique de l'actinomycine en présence de divers nu-
cléosides et nucléotides.

La fig. 2 donne les spectres DC de ’actinomycine
en présence de concentrations égales de GMP, dGMP,
dA, dAMP, IMP et 8-aza-tGMP. Le Thio-GMP et le
araG sont utilisés 4 une concentration inférieure
(AM/6-Thio-GMP = 1/8 et AM/araG = 1/10).

(+ + + +), et de 6-thio-GMP (AM/6-thio-GMP = 1/8)
(=)

dG, dGMP et rtGMP apportent le méme type de
modification au spectre DC de ’actinomycine; cepen-
dant, 'amplitude du minimum a 378 nm est un peu
plus petite en présence de rGMP, ce qui peut refléter
la différence d’affinité existant entre tGMP et dGMP
vis-3-vis du pigment [10] . L’aza-rGMP se comporte
exactement comme le tGMP. Le spectre du complexe
AM-6-Thio-GMP parait un peu différent des
précédents. On doit penser qu’a pH 7.1, le 6-Thio-GMP
présente une bande d’absorption 4 341 nm et Pactivité
optique positive correspondante interfére dans toute
cette région du spectre. dA, dAMP, et rIMP dont
Paffinité a 'égard de P’actinomycine est faible [4]
accroissent 'amplitude de la bande 4 378 nm de
l’actinomycine complexée et induisent 4 440 nm une
bande positive de faible amplitude. dA, dAMP et
rIMP constituent ainsi un groupe de dérivés puriques
formant avec I’actinomycine un complexe différent
de ceux auxquels conduit la guanosine et ses dérivés,

Un troisiéme groupe est constitué parle 8-Br-tG
(1/250), le 8-SH-rG (1/250), le 7-M-rG (1/250),
ParaG (1/10). Ces nucléosides sont incapables de
modifier le spectre DC de 'actinomycine dans les
rapports molaires indiqués. En conséquence, ces ana-
logues de la guanosine ne forment pas de complexes
avec ’actinomycine.
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Kersten [4], Puilman [13] et Muller [11] ont
suggéré que les associations entre actinomycine et
monomeéres puriques pourraient résulter de la forma-
tion de complexes de type 7, le cycle phénoxazine
ayant une capacité acceptrice d’électrons, et les purines
des propriétés de donneur d’électrons. Un ordre dans
Iaffinité des purines nucléosides et de leurs dérivés a
I’égard de I’actinomycine a été établi par spectroscopie
d’absorption. Cet ordre est paralléle aux capacités de
donneur d’électrons des purines considérées. Nos
résultats sont en bon accord avec 'ordre indiqué par
Pullman; ainsi le 6-Thio-GMP présente 1’affinité la plus
forte.

Il est intéressant d’observer que le 8-aza-GMP se
comporte comme le rGMP, Le 7-MrG et la guanosine
protonée [S] possédant une charge positive en N7
ont des capacités de donneur d’électrons réduites et
ne forment pas de complexes avec I'actinomycine. Le
8-Br-rG et le 8-SH-rG ne forment pas non plus de com-
plexe. Cette incapacité peut résulter d’un effet induc-
tif négatif exercé par le brome sur le cycle imidazole
comme le pK trés bas (inférieur 4 1) semble le mon-
trer, avec pour conséquence une capacité réduite pour
former un complexe. Il est possible aussi que le brome
et le SH en 8 créent un encombrement stérique suf-
fisant pour empécher la formation d’un tel complexe.
Cet encombrement modifie la position respective de
la base et du sucre [14,16]. Or, on pense que la dif-
férence d’affinité, vis-a-vis de I’actinomycine, de rG
et de dG, résulte d’une différence dans I’association
entre les chaines polypeptidiques du pigment et les
sucres [1]. I est possible que dans le cas du 8-Br-rG
et du 8-SH-rG la position du ribose soit telle que son
association avec les chaines peptidiques de I’actinomy-
cine soit impossible. L’absence de complexe entre
Pactinomycine et ara-G supporte ce point de vue, en
raison de Pempéchement de libre rotation de I’ara-
bisone autour de la liaison le reliant au cycle purique
[15].

Si I’on peut associer la modification du spectre
DC de I’actinomycine & des variations dans la distri-
bution électronique du chromophore et dans I’orien-
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tation des chaines peptidiques, il apparait que la
formation des complexes entre monomeéres puriques
et actinomycine, résulte d’une mutuelle adaptation
des partenaires avec des associations au niveau de la
base purique et des sucres qu’elle porte.

Les résultats du présent travail font partie d’'une
Thése de Doctorat d’Etat és-sciences physiques de
I’un des auteurs (Y.C.) - Orsay, 1969.
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