
Journal cf Labelled Compounds - October-December - Vol. I, No. 4. 

PrCparation et purification d'actin~mycine-D-~H 
par me mCthode spkifique 

N. GROSSE, R. CARDINAUD et P. FROMAGEOT 

Service de Biochimie - Departement de Biologie - Centre d'Etudes 
Nucleaires de Saclay - B. P. No 2 - Gif-sur-Yvette - S. et 0. - France. 

(Manuscrit r e y  le 5 octobre 1965). 

SUMMARY 

Actinomycine-D has been tritiated by exposure to tritium gas. 
Among the various conditions tested the use of a catalyst made of 
palladium deposited on alumina, and of an amount of tritium gas 
corresponding to a gas pressure of 20 torrs and to a radioactivity 
of 2 Ci f o r  5 mg of actinomycine results in the highest specific 
radioactivity of about 200 mCilmM. The activation of the tritium 
gas by a high frequency electric discharge increases the specific radio- 
activity only in the absence of the catalyst. Xhepurijication of the label- 
led actinomycine is achieved by formation of a complex with DNA.  
This complex carries a labelled by-product which is subsequently 
separated by thin layer chromatography. 

Parmi diverses conditions de tritiation de l'actinomycine- D, on 
obtient les activite's spkc$ques les plus devkes (en viron 200 mCilmM) 
sur un support constituk de palladium sur alumine, avec une pression 
de gaz tritium de 20 torrs environ et une quantite' de 2 Ci de gaz pour 
5 mg d'actinomycine. Un apport d'hergie sous forme d'une de'charge 
dectrique de haute frkquence exerce un e fe t  positif important 
seulement en absence de catalyseur. L'extraction et la purification 
dc! la fraction non de'gradke peut Ctre rkuliske en une seule e'tupe 
par formation d'un complexe avec I'acide dksoxyribonucle'ique. 
Une seule impurete' radioactive facile h skparer par chromatogra- 
phie sur couche mince est entrahe'e dans ce complexe. 
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INTRODUCTION. 

La prtparation de moltcules tritites par exposition simple au gaz tri- 
tium (l) ou l’une des variantes avec une source d’Cnergie exttrieure (2, 3 7  49  

5), se heurte toujours A deux difficultCs majeures : 
l o  Les activitts sptcifiques obtenues sont faibles, 
20 La purification doit Ztre trbs pousste pour garantir une purett radio- 

De nombreux essais ont tte faits pour accroitre l’activitt sptcifique, 
soit en divisant la substance A l’ttat solide (6, ’), soit en utilisant un catalyseur 
(*). NCanmoins l’exptrience montre que les meilleurs rtsultats ne peuvent 
Stre obtenus que par une Ctude prkliminaire de quelques conditions de tri- 
tiation, les parambtres qui contr6lent ce type de rtaction d’tchange Ctant 
trop nombreux et trop peu connus pour qu’on puisse dtfinir a priori les condi- 
tions optimales de rtaction. 

De plus, la tritiation de substances complexes pour lesquelles la mtthode 
proposte reste seule applicable, ntccssite toujours de trbs longues optrations 
de purification (lo) pendant lesquelles la substance peut subir des degradations 
suppltmentaires si elle est fragile. Dans le cas de molCcules douees d’activiti 
biologique, on se heurte B une complication supplimentaire : compte tenu 
de la faible proportion de moltcules effectivement marquees et de l’imprt- 
cision des mesures d’activitt biologique il est pratiquement impossible d’as- 
surer que les molCcules contenant le traceur ont conservC l’activitt biologique. 
On peut, en effct, imaginer que ces moltcules complexes ont perdu l’activitt 
biologique du fait de la tritiation tout en conservant celles des propriitts 
physico-chimiqucs utilisCes pour leur purification. De tels proctdCs de puri- 
fication reviennent donc B collecter ensemble deux types de molecules, les 
unes biologiquement actives mais non marqutes, les autres radioactives mais 
sans activite biologique. Ceci pourrait conduire a de strieuses erreurs d’inter- 
prttation si toutes les precautions ntcessaires ne sont pas prises au cours 
de l’exptrience avec de telles substances. 

Dans certains cas (11) il est possible d’utiliser le comportement sptci- 
fique dont dtpendent les proprittis biologiques, comme technique de puri- 
fication. Dans le present travail de preparation de l’actinomycine D-3H, 
cette methode simplifie considkrablement les optrations de purification et 
fournit un produit pur, de radioactivitk sptcifique suffisante. 

chimique acceptable. 

PARTIE EXPERIMENTALE. 

Prkparation des kchantillons. - Dans chaque branche du tube a tritiation 
(9) (tube en Y), sont dtposCs le support ttudit, puis 2,5 mg d’actinomycine-D 

Pour une substance de poids molkculaire 100.000 marqute a I’activite specifique 
de 10 pCi/mg, la proportion de molecules effectivement marquees est 1/35. 
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(AM-D) (produit RhGne Poulenc) en solution dans 0,5 ml d’acetone. Aprbs 
30 minutes, le solvant est tvaport sous pression rtduite. Les tubes sont adap- 
tts A une rampe d’introduction du gaz tritium et I’ensemble est Cvacut jus- 
qu’A pression rtsiduelle infdrieure A 5.10-4 torr. 

Le tritium (CEA-96 %) est introduit en quantitts variables selon les 
tchantillons et soumis B une dkharge de haute frtquence pendant des temps 
divers selon le plan d’exptrimentation donne dans le tableau I. Les conditions 
de rtftrence sont : soit absence de support, soit absence de dtcharge de haute 
frtquence. L’un des tubes (no 14) conticnt de l’actinomycine X,. 

L’opCration terminte, le tritium est repris a la pompe Toepplcr jusqu’k 
pression rtsiduelle constante de lo-, torr. 

Extraction des 3H labiles. - Pour la strie 1 B 6, chaque khantillon du 
tube en Y est traitt 6 fois de suite par 1 ml de methanol a 25 % avec enlbve- 
ment du solvant par cryosublimation entre chaque apport. Pour la dcuxibme 
strie (tchantillon 7 B 14), chaque tchantillon est traitt par du mtthanol a 
25 % (1 fois 1 ml; 3 fois 0,5 ml) par de I’eau distillte (3 fois 1 rnl) puis une 
fois encore par 1 ml de methanol a 25 %. 

Extraction de l’actinomycine et purification. - Chaque tube est extrait 
par quatre fois 1 ml d’acttone (jusqu’a extraction quasi totale de I’AM). 
Le solvant est hapore et 1’AM remise en solution dans 1 ml d’eau est extraite 
par six fois 1 ml de benzbne. Le benzbne est tvapor6 par cryosublimation 
et I’AM mise en solution dans une solution de NaCl 0,3 M. 

A ce stade la fixation sptcifique (I2) de 1’AM sur l’acide deso- 
xyribonucleique de thymus de veau (ADN) est utiliste comme mtthode 
de purification pour &parer l’actinomycine des produits secondaires forte- 
ment marquts. 

4 ml d’une solution 
d’ADN B 1 mg/ml dans NaCl 0,3 M. Le complexe ADN-AM form6 est 
prtcipitt par addition de 8 ml de dioxane pur et see (I3). Le precipitC 
fibreux est lavt sur une micro colonne par passage d’un mClange dioxane- 
ethanol (1 : 1) puis redissout dans I’eau et I’AM extraite par le benzbne (trois 
fois 1 ml). Le solvant est elimine par cryosublimation. 

A cet effet, I’AM en solution saline est ajoutde 

ContrGle de purete‘ radiochimique. - La purete du produit ainsi obtenu 
est vtrifite par chromatographie sur couche mince de silicagel (14). Ces plaques 
sont prtparCes avec du gel de silice en suspension dans l’acttone, sdchtes 
a l’air puis activtes 30 minutes 1000 et conservtes jusqu’i l’emploi en rtci- 
pient fermC garni de chlorure de calcium anhydre. Le solvant de dkveloppe- 
ment (15) est : isopropanol, acttate d’tthyle, eau (2 : 5 : 1). La distribution 
de la radioactivitt sur les chiomatogrammes est enregistree par un lecteur 
de radioactivitt compteur a circulation donnant dcs radiochromatogrammes 
tels que ceux des figures 2 et 3. 
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L’activitt spkifique est calculte A partir d’une dttermination spectro- 
photomttrique A 2400 A et d’une mesure de radioactivit6 .I d’une solution 
dans le methanol. 

ContrGle de l’activite‘ biologique. - L’activitt biologique du lot ainsi 
trait6 a it6 vtrifit par comparaison des activitts inhibitrice du lot tritit et d’un 
lot d’AM intact vis-84s de 1’ARN polymtrase de E. Coli. 

la quantitt d’AMP 14C incorporte dam 1’ARN 
synthttist d’une part dans un milieu ttmoin sans AM-D, d’autre part dans 
un milieu contenant des quantites croissantes d’AM-D et d’AM-D-3H. L’ac- 
tivitt inhibitrice pour chacun de ces tests est le pourcentage d’activitt AMP- 
14C incorport en prtsence d’AM-D par rapport B l’activitk incorporte par le 
tCmoin sans AM. La rtaction est faite dans le milicu suivant et compost dans 
l’ordre : 

eau (quantitt suffisante pour un volume total de 150 pl), ADN (48 mp 
moles P dans 20 pl), AM-D ou AM-D-3H, solution prtparee extemporant- 
ment (phosphotnolpyruvate 0,325 M;  MnC1, 0,0125 M;  MgCl, 0,05 M; 
p Mercaptotthanol 0,15 M; tris 0,7 M) 20 pl, solution des nucltotides (ATP 
0,004 M; GTP 0,005 M; CTP 0,005 M; UTP 0,005 M; ATPJ4C 57.000 Ipm/ 
10 p1; tris 0,05 M) 10 p1; phosphotnolpyruvate kinase (Boehringer et Soehne 
GmbH, Mannheim) 5 p1 (50 pg); ARN polymtrax de E. Coli 20 p1 (environ 
0,5 unitt). 

Aprks incubation de 25 minutes B 370 C ,  le milieu est refroidi rapidement 
B Oo et additionnt de 20 pl d’ATP 0,02 M et 200 pl d’une solution d’ARN 

Pour cela, on a mesurt 

x- o - - _ _ _  

I 30 4 0  SO 60 
10 20 

FIG. 1. - En ordonnke, mesure de l’activitt inhibitrice de l’actinomycine-D, vis-8-vis de 
1’ARN-polymkrase exprimke en % d’incorporation par rapport L la radioactivitk incorporke 

(ATPJ*C) par Ie tkmoin sans actinomycine. En abscisse. AM/nucltotide en pg/pM. 

Appareil Packard 314 Ex. Compteur 8 scintillateur liquide, rendement 28 % pour 
un Cchantillon de 0,l ml de mkthanol dans 14 mi de solution scintillante; composition de 
la solution scintillante PPO : 4g/l; POPOP : 0,l g/l dans le toluene. 
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de levure (20 mglml). L’ARN form6 et l’entraineur sont prtcipitts par 2.5 ml 
d’acide trichloracttique B 5 % glace, puis stparts par centrifugation 3 minutes 
B 2000 g. Le prtcipitt est lave trois fois encore avec la mCme quantitt d’acide 
trichloracktique puis avec un melange ethanol-ttkr 3 : 1. Aprks centrifu- 
gation, le prtcipitt est remis en solution dans 0,5 ml d’acide formique, dCpost 
sur coupelle et comptt au compteur Geiger Miiller. 

La figure 1 montre que le lot tritit poasbde la mCme activite inhibitrice 
v is-b-vis de 1’ARN polymerase. Ceci traduit le fait que l’tchantillon dans 
son ensemble n’a pas subi d’importantes dtgradations, mais ne renseigne 
pas sur la purett radiochimique du produit obtenu. Ce point sera examine 
dans la discussion. 

RESULTATS ET DISCUSSION. 

l o  ZnPuence des conditions de tritiation. - Deux stries de tests ont i t t  
faites successivement. Dans la strie 1 B 6 (tableau I), des conditions varites 
ont donnt unc premihe indication sur les conditions optimales autres que 
pression et quantitt de gaz tritium. 
- L’activitt sptcifique obtenue sur support (( inerte n : quartz (no 2-2’), 

Norite (no 3-3’) diffbre peu de celle qu’on peut obtenir en l’absence de sup- 
port, le quartz Ctant peutdtre un peu plus efficace en dtpit d’une surface 
sptcifique probablcment trbs inftrieure. 
- Le palladium se montre trbs bon catalyseur lorsqu’il est sur alumine, 

mais est sensiblement moins efficace sur charbon. L’effet inhibiteur du charbon 
vis-a-vis de certaines reactions a dtjB CtC observe (9) et se trouve confirme 
ici. 

Dans la deuxibme strie, le mCme support a Ctt employ6 en faisant varier 
la pression et la quantitt de gaz tritium d’une part, le temps d’excitation du 
gaz d’autre part. 
- L’activitt sptcifique maxima est obtenue pour une quantitt de gaz 

tritium de 2 Ci correspondant B une pression de 20 torrs. On remarquera 
que cette pression est sensiblement plus faible que celles qui sont couramment 
r6alisCes pour ce type de marquage. 
- La quantitt de tritium adsorb6 varie dans le mCme sens que la pres- 

sion de gaz admis dans le tube de rtaction, et il est inttressant de noter tgale- 
ment qu’il n’y a pas de proportionnalite directe entre la quantitt adsorbte 
sur le support, donc b priori proche de la substance, et l’activitt sptcifique 
obtenue. 
- L’activitk spCcifique passe par un maximum pour un temps d’exci- 

tation de 20 minutes avec des variations peu sensibles. L’excitation du gaz 
donne un effet positif important lorsque le support est inerte ou inhibiteur 
(Cchantillon sur norite) et pratiquement nu1 lorsque le support est un cata- 
lyseur efficace. 



TABLEAU I. Conditions de tritiation et activites specifiques 

NO 
khantillon* 

1 
1‘ 

2 
2‘ 

3 
3’ 

4 
4‘ 

5 
5’ 

6 
6’ 

7 
7’ 

8 
8‘ 

9 
9’ 

10 
10’ 

11 
11’ 

12 
12’ 

13 
13’ 

14 
14’ 

Support*’ 

- 
- 

Qu 
Qu 

No 
No 

Pd/al 
Pd/al 

Pd/ch 
Pd/ch 

No 
No 

Pd/al 
Pd/al 

Pd/al 
Pd/al 

Pd/al 
Pd/al 

Pd/al 
Pd/al 

Pd/al 
Pd/al 

Pd/al 
Pd/al 

Pd/al 
Pd/al 

Pd/al 
Pd/al 

* chaque branche c 
labiles. 

** voir texte. 

SH 

. torrs 
~ 

6 4  

8,4 

8,4 

8,4 

8,4 

8,4 

8,O 

12,o 

20,o 

35,O 

12,o 

12,o 

12,o 

12,o 

Activa- 
tion**** 

emps min.: 

20 

20 

20 

20 

20 

- ( l o o h )  

20 

20 

20 

20 

5 

60 

- ( 2 9  

20 

Activites spkifiques + 
mCilmM 

5,62 
437 

9,84 
6,26 

6,48 
4,70 

71,54 
94,36 

22,54 
24,62 

1,76 
0,87 

95,O 
110 

174 
160 1 
224 
212 1 
158 
136 1 

160 
165 1 
172 
188 I 
159 
158 1 

ibe est traitke separkment sauf pour 

6,53 
- 

10,17 
- 

6,37 
- 

77,86 
- 

34,09 
- 

1,60 
- 

- 
4,97 

- 
8,83 

- 
4,76 

- 
93,60 

- 
24,67 

- 
0,60 

‘enlkvement de 

H labile** 
mCi 

154 

332 

(399) 

881 

325 

3 24 

355 

315 

iydrogbes 

*** fibre de quartz purifiee (Qu); Norite (No); Palladium 10 % sur alumine (produit 

**** les tubes 6-6‘ et 13-13’ n’ont pas ete actives. Pour les autres, excitation du gaz par 

+ 

Engelhardt) (Pd/al) ; Palladium 5 

decharge de haute frequence. 
(AM)‘ activitt specifique mesuree apres formation d’un seul complexe. 
(AM); activite specifique d’une deuxiime fraction purifiie dans des conditions iden- 

tiques a (AM)l. 
(AM): activite specifique d’une deuxieme fraction aprks formation de deux complexes 

successifs. 

sur charbon (Produit Engelhardt) (Pd/ch). 
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I1 semble que cette conjonction des activitts spkifiques obtenues par 
deux techniques difftrentes indique l’existence d’un tquilibre pour des condi- 
tions de pression donntes. 

20 Evaluation du procPde‘ de purification. - La tritiation par ce proctde 
non sptcifique forme toujours de nombreux produits secondaires trbs forte- 
ment marquts. Les purifications par des mtthodes classiques (extraction 
par divers solvants) donnent un mtlange trbs complexe selon les chromato- 
graphies sur couche mince (Fig. 2 4 .  Aprbs formation du complexe ADN- 
AM on ne retrouve plus que le pic de radioactivitt correspondant ZI l’actino- 
mycine et sur certaines prtparations un deuxibme pic qui peut Ctre trbs impor- 
tant (tchantillon 4-4’) (Fig. 2b). Ce second pic de radioactivitt migre plus 
vite que l’actinomycine avec le solvant utilist. Aprbs tlution de la zone corres- 
pondante ZI 1’AM et chromatographie dans le mCme solvant ou un solvant 
difftrent l, on ne trouve plus qu’un seul pic radioactif centre sur la tache 
d’AM. 

FIG. 2. - Radiochromatrogrammes de contrBle de puretC radiochimique de l’AM-D-3H 
A : Actinomycine brute avant purification - B :*Actinomycine purifiCe par formation 

d’un complexe sur ADN : Complexe (AM)’. 
a) Cchantillon tritie sans support - b) Cchantillon tritiC sur Pd. A1,0, - c) Cchantillon 

tritiC sur Pd-charbon. 
En grisC position de l’actinomycine sur le chromatogramme. 

La stabilitt du produit form6 a Ctt tprouvte de faGon compltmentaire 
par l’exptrience suivante : 

L’ADN est fix6 sur DEAEccellulose (produit Serva) en suspension dans 
une solution de NaCl 0’05 My et le tout plact sur une colonne de poudre de 
cellulose de 10 rnm de hauteur servant de fdtre support. 20 pg de AM-3H (acti- 

Butanol-1, mkthanol, eau (10 : 1 : 3, v/v) (Is). 
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vitt sptcifique 1?9,7 pCi/mg) dans 1 ml de solution de NaCl 0,05 M sont 
alors passts sur la colonne qui est ensuite lavte avec la meme solution saline. 
L’AM est alors extraite par l’acttone, le solvant d’extraction est cryosublim6 
et le rtsidu sec est remis en solution dans le mtthanol pour dttermination 
de radioactivite sptcifique. La valeur trouvte est de 132,2 pCi/mg. La difft- 
rence est de l’ordre de grandeur des erreurs exptrimentales, ce qui confirme 
que le produit prtpart a une radioactivitt stable. 

Les chromatographies indiquent que 1’AM n’est pas la seule substance 
fixte de faqon sptcifique sur I’ADN. Le pic de radioactivitt trouvt sur le 
front de dtveloppement se retrouve sur les chromatographies faites avec une 
fraction complexie deux fois de suite sur I’ADN (Fig. 3). La quantitt relative 
de cette substance secondaire tritite varie avec les traitements subis par la 
substance initiale mais Cgalement d’un lot d’AM A l’autre l. En outre, si on 
soumet B la tritiation de 1’AM-X,, on observe la prtsence d’une radioactivitt 
beaucoup plus importante au niveau de cette substance secondaire. S’il s’agit 
d’un produit de tritiation ntoformt (produit secondaire), il doit se trouver 
en quantitts extrkmement faibles et avoir une radioactivitt sptcifique tr6s 
tlevte, ce qui semble etre le cas. Cette substance pourrait Etre un produit 
de rtduction de I’AM-X, (par exemple, rtduction au niveau de la cttopro- 
line) qui se trouverait comme impurett dam le premier lot d’AM-D. 

d 

B 

FIG. 3. - Fixation sur I’ADN d’un produit secondaire de tritiation. Radiochromatogrammes 
de contrble. 

A : Actinomycine aprlts formation d’un seul complexe avec 1’ADN : (AM): (voir 

B : Actinomycine aprks formation successive de deux complexes avec I’ADN (AM):. 
a) Cchantillon tritiC sur Norite. b)  Cchantillon tritiC sur Pd Al,O,. c) Cchantillon tritiC 

En grid position de l’actinomycine sur les chromatogrammes. 

texte). 

sur Pd-charbon. 

1 Les Cchantillons 1 a 6 ont Ctk prCparCs a partir d’un lot different de celui utilisk pour 
7 B 13. 
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La purification par adsorption sur 1’ADN pourrait mettre en evidence 
des phenomknes de fixation non sptcifiques ainsi qu’il a dCji CtC observC (ll). 
S’il en ttait ainsi, on devrait avoir une diminution de la radioactivitk spCci- 
fique obtcnue par la formation successive de complexes sur l’ADN, Climinant 
progressivement les produits tritiCs fixes de faGon non sptcifique aprks for- 
mation d’un complexe (AM)l par rapport h celle qu’on obticnt aprks deux com- 
plexes successifs (AM):. I1 n’apparait gCnCralement pas de difference supCrieure 
aux fluctuations normales dues aux erreurs exPCrimentales. Ce systkme montre 
donc une remarquable absence de fixation non spkcifique. 

En conclusion, la mtthode CtudiCe conduit 2 un produit d’activitt spC- 
cifique convenable pour de nombreuses Ctudes. Cifferi et a1 (I7) ont decrit 
une prkparation biosynthetique dans laquelle des acides amines marques 
sont incorporks au milieu de culture de Streptomyces V 187. Ce procCdC 
fournit un produit marque sur les positions correspondant aux prtcurseurs 
avec une activitt spCcifique de l’ordre de 17 h 20 mci/mM. La mCthode pro- 
poke  ici apparait donc comme complementaire en fournissant des activitks 
spkifiques plus ClevCes. 

Nous remercions la Firme Rh8ne-Poulenc pour plusieurs dons d’actino- 
mycine D, le Dr E. Reich, Institut Rockefeller, New-York, qui nous a fourni 
un echantillon d’actinomycine X,, et le Dr A. Sentenac qui a rtalise le contrale 
de l’activitt biologique. 
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