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AMINO-9 ACRIDINES PAR LES ACIDES AMINRS 
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Perpignan (Fmnce) 

(Requ le 24 novembre 1980 ; rhvi& le 3 mars 1981) 

L’addition de tryptophane ou dhistidine 6 des solutions aqueuses ou 
hydroalcooliques de diverses amino-9 acridines provoque une diminution de 
l’intensit6 de fluorescence de ces fluorophores. 

Pour les aminoacridines dont la d&e de vie de fluorescence est suffi- 
samment longue, l’extinction de la fluorescence se produit g la fois par un 
processus dynamique et par un processus statique lorsque l’inhibiteur est le 
tryptophane. L’extinction de fluorescence se produit uniquement par un 
processus dynamique lorsque l’inhibiteur est l’histidine. 

Pour les aminoacridines dont la dur6e de vie de fluorescence est courte, 
l’inhibition de la fluorescence se produit uniquement par un processus 
statique. 

Il semble que, dans le cadre de cette btude, le phdnol puisse reptisenter 
la tyrosine. Cet acide arnin6 aurait alors un comportement analogue & celui 
du tryptophane. 

Les processus statiques sont interptitks sous forme de complexation 
dans 1’6tat fondamental. Les processus dynamiques sont contr61& par 
diffusion. 

The addition of tryptophan or histidine to aqueous or water-alcohol 
solutions of some substituted 99min oacridines results in a decrease in the 
intensity of the fluorescence of these fluorophores. 

Depending on the lifetime of the fluorescence of the a&dines, the 
quenching process by tryptophan is either a static process alone or, when 
the lifetime is sufficiently long, a mixture of static and dynamic processes. 
A dynamic process alone is involved when histidine is used as a quencher. 
As long as phenol can be supposed to mimic tyrosine, this amino acid seems 
to have the same hind of effect as tryptophan. 

The dynamic processes are found to be diffusion controlled and the 
static processes are interpreted in terms of complexation in the ground state. 
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1. Introduction 

Les techniques de spectrofluorhn&ie sont souvent utilisbes pour Studier 
les interactions entre molecules fluorescent-es et macromohkules biologiques 
telles que protiines ou acides nuclkiques. 

C’est ainsi que d’intk-essantes propri&% d’ordre biologique pr&enties 
par des d&iv& de l’acridine (proflavine, acridine orange ou amino-9 acridine) 
ont 4th mises en evidence, en particulier leur aptitude 5 former des interac- 
tions spkcifiques avec l’acide d&oxyribonucl&que et quelques nuclbotides 

r1 -p1* 
Rkemment plusieurs &udes ont eu pour thGme les interactions entre 

certaines macromolkules biologiques ou certains composants cellulaires et 
la (NJV-di~thylamino-4 mkthyl-1’ n-butylamino)-9 m&hoxy-2 chloro-6 
acridine (commurkment appelee atebrine) ou des composes voisms, en raison 
de l’int&iX biologique de ce type de substances [ 5 - 81. 

Dans un travail pr&kdent [9, 101 nous avons montr4 que l’amino-9 
acridine, l’amino-9 chloro-6 a&dine et l’amino-9 m&hoxy-2 chloro-6 acridine 
(qui peut 8tre consid& comme un modZle simplif% de l’atibrine) s’associent 
A la s&urn albumine humaine pour former un complexe de type 1: 1. 

Pour ces trois acridines, qui toutes poddent un groupement amino en 
position 9, l’ensemble des rksultats relatifs & cette association prkente de 
fortes analogies. 

Dans le but d’obtenir des renseignements sur le site actif de la protime 
et sur le r61e joue par les differents substituants du cycle acridine, nous avons 
entrepris une etude systGmatique des interactions entre les divers acides 
amin& et l’ensemble des molkules reprkmties sur la Fig. 1. 

Fig. 1. IXrivb de l’acridine: amino-9 acridine (9 AA), RI = H, Rz = H, R3 = H; amino-9 
chloro-6 acridine (ACA), RI = Cl, R.J = H, R3 = H; amino-9 m&boxy-2 chloro-6 acridine 
(ACMA), RI = Cl, Rz = H, R3 = OCH3 ; n-&hylamino-9 mkhoxy-2 chloro-6 acridine 
(ECMA), RI = Cl, Rz = C2He, R3 = OCH3 ; n-butylamino-9 m&boxy-2 chloro-6 acridine 
(BC$IA), R1 = Cl, R2 = (CH2)3CH3, R3 = OCH3; (N,Ndi&.bylamino-4’ m&hyl-I’ 
n-butylamino)-9 m&hoxy-2 chloroS a&dine (atebrine), RI = Cl, Rz = CH(CH3)(CH2)3- 
N(C2H5)2, R3 = OCHB. 

2. Partie expkimentale 

Les diff6rent.s acides amin& essay& comme inhibiteurs de fluorescence 
(D,L-alanine, L-arginine, L-cystiine, D-glutamine, D,L-lysine, D,L-phkyl- 
alanine, D,L-proline, D,L-histidine, D,L-tryptophane) ainsi que l’indole, le 
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7-azaindole, l’imidaxole et le ph6nol sont tous des produits commerciaux et 
ont Bti utilis6s sans purification suppl&mentaire. 

La 9 AA et l’atibrine sent 6galement des produits commerciaux (Fiuka 
et Sigma respectivement). Les au&es produits fluorescents ont &6 synth&i& 
et purifiQs au Laboratoire du Docteur Pierre Jacquignon (Institut des 
Substances Naturelles, Gif sur Yvette). 

Lorsque les deux substances en pr6sence sont suff isamment solubles 
dans l’eau, nous travaillons en solution purement aqueuse tamponn&e si pH 7. 
Dans le cas oti l’un des deux composes n’est pas soluble dans l’eau, nous 
utilisons des solutions hydroalcooliques bgalement tamponn6es Zi pH 7 (10% 
ou 20% d’6thanol selon le cas). 

La solution tampon pH 7 utilis&e (commerciali&e par Merck) est com- 
pos6e d’un m6lange de phosphate de potassium et de phosphate de sodium. 

La molarit des solutions est de l’ordre de 10e6 - 6 X 10s6 mall-l. 
Pour de telles concentrations en produit, l’intensiti de fluorescence est 
directement proportionnelle 5 la concentration. 

Les spectres de fluorescence ont Ct6 enregistr& & l’aide d’un spectro- 
fluorim&re Safas 1800 dont le bloc d’excitation est constitue par une lampe 
xenon haute pression &ram XBO 450 W associee 1 un monochromateur & 
r&eau; la stabilite de la lampe est contr816e en cows de manipulations. Pour 
chaque produit, la longueur d’onde d’excitation (entre 430 et 400 nm) est 
choisie dans la premiere bande du spectre d’excitation (bande de plus forte 
intensit6). 

Pour les mesures de dur6e de vie, la fluorescence est excitie par un laser 
& azote (Avco 3000) et envoybe sur un photomultiplicateur (IP 28 de RCA) 
reli6 & un oscillographe & 6chsntillonnage coup16 avec un enregistreur UV 
rapide. 

Les mesures de dur6e de vie et d’intensit8 de fluorescence sont effect&es 
i la temp&ature ambiante (25 “C) sur les m@mes solutions satur6es en 
oxyg&ne. 

3. M&hode 

Si, B une solution de l’un des produits &udi&, on ajoute des quantitis 
croissantes de certain8 acides amin&, en conservant con&ante la concentra- 
tion en produit, on constate une diminution de l’intensiti de la fluorescence 
sans modification du spectre. 

La Fig. 2 illustre l’effet de l’addition de tryptophane i une solution 
d’ACA. 

Au pH auquel nous travaillons (pH 7) tous les composes 9tudihs sont 
sous forme de monocation [ 11,123. Comme, d’une part, nous utilisons des 
solutions tamponn6es et comme, d’autre part, l’addition d’acide amin 
provoque uniquement une extinction de h fluorescence sans aucun dbplace- 
ment du spectre, cette addition ne peut provoquer une simple reaction de 
protonation ou de d&protonation de la molCcule consider&e. 
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430 470 510 bnm 

Fig. 2. Inhibition de la fluorescence d’unesolution d’ACA (10e6 M; solvant, 10% bthanol- 
90% eau) par l’histidine. La longueur d’onde d’excitation est h = 400 nm. 

En effet, dans le cas de la 9 AA et de l’ACA, les spectres de fluorescence 
6mis par les formes protont5es et d6proton6es se situent g des longueurs 
d’onde bien distinctes [ 10,133. Dans le cas des autres molkules l’intensitk 
de fluorescence de la forme dGproton6e est, dans nos conditions exphrimen- 
tales, sup&ewe i celle de la forme protonhe. Dans tous les cas les deux 
spectres de fluorescence, forme acide et forme basique, sont excit6s 6 400 nm. 

Si I’action de l’acide amin peut dtre exprimke en terme d’association 
moGculaire, l’inhibition de la fluorescence des diverses molecules peut @tre 
examinee sur la base du processus suivant: 

e 

k+* 
A* +Q + 

k_* 

kf 

k+ 
A +Q e 

(AQ)* 

AQ 

L’acide amin Q peut r6kgi.r avec A (mokhle fluorescente) pour 
former le complexe AQ dans l’btat Blectronique fondamental; cet acide 
amink peut aussi r6agir avec la molkcule A* dans son premier &tat sir&et 
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excite pour former le complexe AQ* dans P&at exciti. A ces complexes 
respectifs peuvent &re associbes les con&&es de stabilitk 

K, = k+ 
k_ 

et 

k+* 
K, = - 

k_* 

Dans le schema cidessus E et Ed reprckntent les coefficients d’extinction 
molaire de la molkule A et du complexe AQ, kf et kf” les con&antes de 
d&activation par fluorescence et ki et kit les con&antes de d&activation non 
radiatives des espkes excit&s A* et AQ*. 

Dans les conditions expkimentales choisies l’acide amin Q n’est pas 
excite. Le spectre d’absorption ne subit aucune modification mGme en 
ptisence d’un fort ex&s d’acide amin&; par con&quent t = E, quelle que soit 
la longueur d’bnde excitatrice. 

Les mesures de du&e de vie montrent que la dQcroissa.nce de la 
fluorescence reste monoexponentielle quelle que soit la qua&t& d’acide 
amirk ajoutk Comme d’autre part, le spectre de fluorescence ne subit aucun 
ddplacement; il semble que le rendement quantique de la molkule li& soit 
dans tous les cas nul ou n@ligeable par rapport 6 celui de la molkule like. 
Dans un tel cas de forte inhibition plusieurs auteurs [ 14,151 ont month que 
la variation de 1’intensitB de fluorescence pouvait s’exprimer en fonction de 
la concentration [Q] en acide amine par la relation 

IQ a 
-= 
10 3. + k+%[Ql 

IQ et I0 &nt respectivement l’intensiti de la fluorescence mesurtk en p&- 
sence et en absence d’inhibiteur et a = [A] / [A] o rep&e&ant la fraction de 
molkules A non complexbes. 

Deux cas doivent alors &re consid&&. 
(1) 11 n’y a pas d’interaction dans l%tat fondamental, done (r = 1 quelle 

que soit la concentration en acide amin& L’extinction de la fluorescence 
v&ifie la loi de Stem-Volmer [ 16 ] : 

IQ 
- = 1+ k+*q,[Q] 
IQ 
(2) 11 se prod& une interaction dans l’&at fondamental, comme 

1 
a= 

1+ KJQI 
On a done 

2 = (1 + ~,[Q1)(1 + k+%,[Q]) 



208 

et la loi de Stem-Volmer n’est v&ifiGe que si k+* = 0 alors 

IO 
- =l+KJQ] 
IQ 

Pour obtenir la valeur de la con&ante k+* nous avons mesur6 la dur6e 
de vie de chaque produit en absence (re) et en ptisence (rQ) d’inhibiteur, 
Comme 

1 
70 = 

kf + ki * 

et 

TQ = 
kf + ki + k+*[Ql 

il existe done une relation lin&re entre rO/rQ et [Q] : 

70 
- = 1 + k+*TOIQ] 
78 

Pour d&erminer le processus intervenant lors de l’inhibition de la 
fluorescence des d&iv& de l’amino-9 a&dine par les acides amin&~, processus 
statique, dynamique ou les deux B la fois, nous avons confront6 nos rkrltats 
expkirnentaux aux quatre relations p&&dentes. 

4. Rksultats 

4.1. Intemction des aminoacridines avec 1 Yhistidine 
Sur la Fig. 3 est repkentie la variation de l’intensit6 de la fluorescence 

d’une solution d’ACA en fonction de la qua&t& d%istidine ajoutke. Dans ce 
cas la loi de Stem-Volmer est v&ifiee. L’inhibition de la fluorescence est 
done provoqu&e par un processus unique soit dans l’&at fondamental, soit 
dans l%tat excitk (k+* = 0 ou o[ = l), et la pente (35 1 mol-‘) de la droite 
lo/& = f ( [Q]) est egale soit i Kg, soit i k+*TO. 

Sur la m6me Fig. 3 est 6galement repr&enGe la variation de la du&e de 
vie de la fluorescence de I’ACA en fonction de la quantiti d’histidine ajouthe. 
On deduit la valeur k+*rO = 35 1 mol-’ du graphe r&Q = f ( [Q]). L’inhibition 
de la fluorescence est done uniquement due & un processus dynamique dans 
1’8tat excit.6 (0L = 1). 

La mesure de la dur&e de vie de fluorescence en absence d’histidine 
(TV = 15 ns) permet d’atteindre la con&ante de vitesse k,*(k+* = 2,3 X 10’ 1 
molel s-l). 

Les r&ultats obtenus de facon analogue pour les diffbrents produits 
Qtudihs sont rassemblds dans le Tableau 1. 

4.2. Xntemction des aminoacridines avec le tryptophane 
La Fig. 4 reprkente la variation de l’intensit6 de fluorescence d’une 

solution d’ACA en fonction de la qua&it6 de tryptophane ajoutke. La non 
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5. to-3 10-2 PI 
Fig. 3. Graphes repr6sentant les variations de 1 ‘inkwit et de la dur@e de vie de fluorescence 
de I’ACA en fonction de la concentration en histidine (mollS1). La concentration en 
ACA est de 10m5 M (solvant, 10% Ethanol-90% eau). La longueur d’onde d’excitation est 
h = 400 nm; l’intensit6 de fluorescence est mesa-&e $ x = 465 nm. 

Fig. 4. Graphesre&xzntant les variations de l’intensit6 et de la dude devie de fluorescence 
de I’ACA en fonction de la concentration en tryptophane (mollwl). La concentration en 
ACA est de 1,2 x 10 -5 M (solvant, 10% Bthanol-90% eau). La longueur d’onde d’excita- 
tion est X = 400 nm; l’intensit8 de fluorescence est mesurhe d x = 456 nm. 

linkitk du graphe lo/& = f ( [Q]) indique que l’inhibition de la fluorescence 
se produit & partir de deux processus: un dans 1Ytat fondamental et un dans 
l’ktat excitk (a < 1 et k+* # 0). 

Comme d’une part 

- = (1 + J&JQl)U + k+*To[Ql) 
IQ 

et d’autre part 

70 - = 1 + k+*q,[Q] 
TQ 

il vient 

10 rQ -- 

IQ 70 
= 1+ &IQ1 

Le graphe reprkentant la fonction IorQ/IQ~o = f ([Q]) doit dtre une 
droite de pente K,. La Fig. 5 montre la bonne linkrit~ des r&ultats expk- 
mentaux (I& = 45 1 mol-l). 

La mtme m&hode nous a permis d’obtenir les rCsultats indiqu& dans 
le Tableau 1 concemant les interactions entre le tryptophane, la 9 AA et 
1’ACMA. 

L’extinction de la fluorescence des autres produits par le tryptophane 
vkifie la loi de Stem-Volmer (Fig. 6). ParalElement, nous n’avons d&e& 
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5.w3 lo-* [Q] 

Fig. 5. Variation de la fonction ZQTQIZQTO lomqu’on ajoute den qua&it& croimantes de 
tryptophane (mall-l) a une aolu tion d’ACA de concentration 1,2 x 10Bs M (solvent, 10% 
&hanol-90% eau). 

Fig. 6. Variation &on la Ioi de Stem-Volmer de l’intenait4 de fluorescence d ‘une solu- 
tion d’athbrine (5 x 10m6 M) en fonction de la concentration en inhibiteur (mollB1): 
o, indole; 4 7-azaindole; l , tryptophene. La longueur d’onde d’excitation ed X = 420 nm; 
l’intensit6 de fluoreecence est mesurhe B A = 500 nm. 

aucune variation de la dur6e de vie mais pour des mesures aussi courtes 
(7 = 4 ns) nous approchons des limites de l’appareillage utilis& Toutefois 
la linkit& du graphe IO/IQ = f( [Q]) montre que m&me si un processus 
d’inhibition intervenait dans 1’6tat exciti son effet serait nhgligeable devant 
celui intervenarit dans l’&at fondamental. 

5. Discussion 

Diff&ents chercheurs ont mont& que la fluorescence de plusieurs com- 
pods aromatiques (naphtalanes et indoles par exemple) subissait une extinc- 
tion en pr6sence de molkules aussi diverses que des c&ones aromatiques 
[17], le diackyl [18], la N,Ndim&hylformamide [19] et diverses di&nes 
[ZO] ou amines [21]. 

Ce sont ces r&n&ats et la volonti d’obtenir un large 6ventail de rensei- 
gnements sur les interactions aminoacridines-acides amin6s qui nous ont 
conduit $ Btudier l’influence de tous les acides amin6s suff rsamment solubles 
dans l’eau sur la fluorescence de chacune des a&dines. 

L’alanine, lkrginine, la cystSine, la glutamine, la lysine, la ph&nylalanine 
et la proline sont sans effet sur la fluorescence des d&iv& de l’amino-9 
acridine. $euls l’histidine et le tryptophane ont un r61e d’inhibiteur pour la 
fluorescence de l’ensembb ou d’une partie des compos& 6tudi6s. 

Par conskquent, les techniques de spectrofluorimkrie ne permettent de 
mettre en Gvidence aucune interaction entre un acide amin 
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7 
R-FooH 

NH2 

et les divers aminoacridines lorsque le groupement R est constitue par 
- une chaine aliphatique comprensnt ou non un ou plusieurs h&&o- 

atomes; 
- un cycle aromatique ne comprenant pas d’hetiroatome; 
- un cycle non aromatique comprenant un hetkroatome d’axote. 
Par contre, ces miZmes techniques permettent de mettre en kvidence une 

interaction se produisant dans 1’Btat excite et (ou) dans l’&at fondamental 
lorsque le substituant R de l’acide amin comprend un h&&ocycle aromati- 
que. 

I1 semble done que ce soit la pr&ence de cet hktirocycle type indole 
dans le cas du tryptophane ou type imidazole dans le cas de l’histidine qui 
soit & l’origine du phknomene observe. 

Aussi avons-nous Btudie la fluorescence de l’ensemble des aminoacridines 
en presence d’indole, de 7azaindole et d’imidazole. Les resultats fiient 
dans le Tableau 1 et sont analogues & ceux observ& pour le tryptophane 
d’une part, pour l’histidine d’autre part. 

Ainsi, avec l’imidazole nous observons comme dans le cas de l’histidine 
uniquement une interaction avec I%tat exciti de la 9 AA, de 1’ACA et de 
1’ACMA. Le fait qu’une telle interaction ne se produise pas avec les autres 
aminoacridines peut Gtre rapproche de la faible d&e de vie de la fluorescence 
de ces molecules. 

Avec l’indole et le 7-azaindole nous observons, comme dans le cas du 
tryptophane, une interaction dans l’ktat fondamental et une interaction dans 
l’etat excite de la 9 AA, de I’ACA et de I’ACMA et uniquement une inter- 
action dans l’etat fondamental avec les autres aminoacridines. 

La tyrosine, pour laquelle le groupement R est composk d’un cycle 
benzenique substitue par un OH, n’est pas suffisamment soluble pour que 
son effet sur la fluorescence des produits puisse Gtre 6tudie directement. 
Aussi apres avoir vkrifik que l’indole et l’imidazole ont respectivement un 
comportement tout $ fait analogue 2 celui du tryptophane et de l’histidine 
avons-nous Btudie l’influence du phknol sur la fluorescence des d&iv& de 
l’acridine afin d’en dGduire le type d’interaction qu’ils pourraient donner 
avec la tyrosine. 

Les result&s figurant au Tableau 1 font appara?tre dans le cas du phenol 
(et done dans le cas de la tyrosine) une interaction avec I’&& fondamental 
et 1’Btat excite de la 9 AA, de I’ACA et de 1’ACMA et uniquement une 
interaction avec l%tat fondamental des autres a&dines. 

L’ensemble des r&ultats expkimentaux met en evidence le r6le particu- 
her joue par le tryptophsne et la tyrosine vi&i-vis des composes etudiks 
puisque c’est uniquement avec ces deux acides amin6s que ces molkules 
s’associent dans l’etat fondamental. 
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I1 est B noter que lors d’une Btude par spectroscopic d’absorption 
Fujimori [ 223 a mis en &vidence la formation de complexe entre le trypto- 
phane d’une part, l’acridine et divers ptiridines d’autre part. Lee con&antes 
de stabiliti de ces complexes sont du m&me ordre de grandeur que celles 
obtenues au cows de cette &de. 

La lecture du Tableau 1 montre que les diffknts substituants des 
diverses amino-9 a&dines ne semblent pas jouer un rBle ~prGpond&ant dans 
les interactions de ces produits avec les acides amink car l’absence d’inter- 
action dans 1’6tat excitk des composk type at&brine peut n’&re qu’une 
con&quence de la faible du&e de vie des mol&ules. 

Les diffkentes valeurs obtenues pour la co&ante k+* sont toujours de 
I’ordre de grandeur de la con&ante de vitesse dZlne &action contrWe par 
diffusion. 

Or la con&ante deSvitesse kf d’une telle r&action est li& $ la viscositi 
du milieu par la relation 

k+* = 
8RT 

3oooq p 

r) &ant la viscositi du solvant, R la con&ante du gaz parfait, T la temp&ature 
absolue et p mesurant l’efficaciti d’une collision. 

Nous awns mesuti la constante k+*, pour les sytimes 9 AA-phenol et 
9 AA-tryptophane, dans des solutions de diff&entes concentrations en 
sucrose. La Fig. 7 montre que dans ces deux cas la con&ante k+* varie de 
faGon Iin&ire avec l’inverse de la viscositk. C’est done la preuve que les 
interactions acides amin&-molkules btudihes dans l’&at exciti se produisent 
selon un processus contr81G par diffusion. La droite k+* = f (l/q) permet 
d’atteindre l’efficaciti d’une collision soit p = 0,6 dans notre cas. 

Fig. 7. Variation de la con&ante k+* (1 mar’ ) en fonction de l’inverse de la viscositi 
(cP1 ) dam le cas dee interactions 9 AA-tryptophane (a) et 9 AA-phenol (0). 

6. Conclusions 

Parmi tuus les acides amirks seuls le tryptophane, 1 ‘histidine et semble-t-il 
la tyrosine ont un rale d’inhibiteur sur la fluorescence des diverses amino- 
acridines &udi&s. 
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L’inhibition de la fluorescence de la 9 AA, de 1’ACA et de 1’ACMA par 
l’histidine se produit par un processus dynamique tandis qu’elle se produit 
& la fois par un processus dynamique et par un processus statique lorsque 
l’inhibiteur est le tryptophane ou la tyrosine. 

L’inhibition de la fluorescence des autres aminoacridines, qui ont une 
faible dur6e de vie de fluorescence, se produit uniquement par un processus 
statique. 

L’influence de la viscosite sur l’extinction de la fluorescence nous a 
permis de montrer que les processus dynamiques son& contr616s par diffusion. 

L’inhibition de la fluorescence par processus statique a Bti interpr6tie 
sous forme de complexation. A cet kgard les resultats relatifs au tryptophane 
et B la tyrosine semblent pr6senter un int&% tout particulier puisque c’est 
uniquement avec ces deux acides amirk que les a&dines etudikes forment 
un complexe dans l’ktat fondamental. Il est possible que ce type d’interaction 
intervienne lors d’interactions specifiques entre ces mgmes produits et certai- 
nes prot6ines. 
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