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SUMMARY 

This paper describes the labeling at high specific activity 

(1,000 - 1,200 pCi/vg) by 1251, the purification and the study of the 

storage conditions of 3-5, 3'-5', tetraiodo-1-tyrosyl-1-tyrosine. 

RESUME 

Nous dEcrivons le marquage B haute activitE spEcifique 
(1.000 - 1.200 
de conservation du 3-5, 3'-5', tetraiodo-1-tyrosyl-1-tyrosine. 

pCi/pg) par IZ5I, la purification et l'stude des conditions 

Mots clss : 3-5, 3'-5', tetraiodo-1-tyrosyl-1-tyrosine, iodination, 

conservation. 

INTRODUCTION 

Lors de travaux antsrieurs, un groupe de chercheurs de notre 

laboratoire a pu mettre en Pvidence, sous  certaines conditions d'hydrolyse, 

la prssence dans la glande thyroide d'un dipeptide iod6, le tEtraiodc 3-5, 

3'-5',1 tyrosyl-1-tyrosine (I Tyr-I Tyr) qui a 6t6 is016 et identifis 2 partir 
de la thyroglobuline bovine (I). Depuis l'hypothsse de Harrington, la diodotyrosine 
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( I  Tyr) est consid6r6e comme le pr6curseur de la thyroxine. Nous avons pens6 que 

l'a s6quence pourrait jouer un r6le dans la synthzse des hormones thyroidiennes. 
2 

En effet, nous avons pu montrer que ce dipeptide donnait lieu, in vitro, B 
la formation d'hormones thyroidiennes par un m6canisme de synthsse diffsrent 

de celui mettant en jeu la I Tyr ( 2 , 3 , 4 , 5 ) .  2 
Par ailleurs la pr6sence de ce compos6 a 6t6 constat6e 1 l'6tat 

de traces dans le sang circulant chez l'homme lors de certaines dysthyroidies. 

Cette constatation permet de penser que le dosage du dipeptide pourrait jouer 

un rale important sur le plan du diagnostic et de la pathoghie des 

dysthyroidies. 

I1 6tait particulisrement int6ressant de mettre au point le dosage 

radioimmunologique de I Tyr - I Tyr. Ce dosage ngcessitait le marquage B haute 

activit6 sp6cifique par 1251 de ce compos6. Cette note d6crit 

du dipeptide par 1251, la purification du produit marqu6 et l'6tude des 

conditions optimales de conservation. 

2 2 
le marquage 

DISCUSS I O N  

Nous avons choisi comme technique de marquage le proc6d6 B la 

chloramine T qui est le plus souvent utilis6 pour les peptides et prot6ines 

contenant de la tyrosine (6). Dans notre cas particulier, il s'agissait de 

r6aliser la r6action suivante : 
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I1 es t  donc n g c e s s a i r e  de  s a t u r e r  en  iode  l a  mol6cule de  

1 ty rosy l -1  t y r o s i n e .  La p r o p o r t i o n  thCor ique  pour o b t e n i r  l e  dCrivC t C t r a i o d 6  

e s t  de  4 I- p a r  mole. Cependant nous avons c o n s t a t 6  que dans  c e s  c o n d i t i o n s  

il se fo rma i t  p r inc ipa lemen t /* l e  d 6 r i v 6  t r i i o d 6 .  Un excSs de  2 0  % p a r  r a p p o r t  

1 l a  s toech iomEt r i e  donne e n v i r o n  50  Z de  t 6 t r a i o d 6 .  C e t t e  p r o p o r t i o n  peu t  

encore  augmenter avec  un excss  d ' i o d u r e  p l u s  grand .  Avec 8 I- p a r  molgcule  

de  1 t y r o s y l -  1 t y r o s i n e  on o b t i e n t  e n v i r o n  80 % de  t 6 t r a i o d 6 ,  mais avec une 

a c t i v i t 6  s p 6 c i f i q u e  deux f o i s  p l u s  f a i b l e  que dans  l e  c a s  pr6c6dent .  Pour 

o b t e n i r  1 l a  f o i s  un rendement rad iochimique  s u f f i s a n t  e t  une a c t i v i t 6  

s p 6 c i f i q u e  > IOOO vCi/pg, nous avons u t i l i s 6  un execs  de  20 Z p a r  r a p p o r t  

1 l a  s toech iomEt r i e .  

Aprss  l e  marquage, l ' i o d u r e  n ' a y a n t  pas  r 6 a g i  a 6 t 6  6 l imin6  s u r  

une p e t i t e  co lonne  de r 6 s i n e  DOWEX 50  W X 4 (200-400 mesh) e t  l e  p r o d u i t  

marqu6 a 6 t 6  p n r i f i 6  s u r  co lonne  de  Biogel  P 2 Q00-400 mesQ p a r  l a  t echn ique  

de Thomopoulos ( 7 ) .  L e  rendement rad iochimique  en  p r o d u i t  d 'une  p u r e t 6  

s u p 6 r i e u r e  1 95 Z e s t  de  20 1 25 %. L ' a c t i v i t 6  s p 6 c i f i q u e  de  l ' a n t i g s n e  

marqu6 a Et6 mesurge p a r  l a  m6thode radioimmunologique de  Hales  e t  Randle (8) .  

Nous avons t rouve  d e s  v a l e u r s  de  IOOO 1 I200  vCi/pg. 

Ayant ob tenu  l ' a n t i g s n e  marqu6 avec  une p u r e t 6  rad iochimique  e t  

une a c t i v i t 6  s p 6 c i f i q u e  s a t i s f a i s a n t e s ,  il 6 t a i t  n 6 c e s s a i r e  de  possEder un 

m i l i e u  de c o n s e r v a t i o n  dans l e q u e l  l e s  p ropr i6 tGs  an t ig6n iques  s o i e n t  p r6se rv6es  

l e  p l u s  longtemps p o s s i b l e .  La f i g u r e  I montre l a  d6c ro i s sance  de l a  c a p a c i t 6  

de l i a i s o n  du p r o d u i t  marqu6 1 un a n t i c o r p s  en f o n c t i o n  de  s a  p u r e t 6 .  

4 Capac i t6  de  l i a i s o n  ' T  
Figure  I 

I I I I I I I I I I I I I ,  

9 7  9 6  9 5  9 4  9 3  9 2  9 1  9 0  8 9  8 8  8 7  8 6  8 5  p u r e t 6  Z 
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On voit d'aprss cette courbe qu'un produit pur B 97 % ayant une capacit6 de 

liaison de 42 % voit celle-ci chuter B 30 % lorsque la puret6 de l'antigsne 

marqu6 n'est plus que de 87 %. Cette valeur de la capacit6 de liaison est 

encore compatible avec des dosages radioimmunologiques de bonne pr6cision. 

Nous avons donc test6 la radiolyse et la conservation du IZ5I2Tyr- 12Tyr 
dans diff6rents milieux : 

I25 

La chromatographie sur colonne de Biogel P 2 donne le produit 

marqu6 en solution dans un tampon phosphate 0,05 M pH 7,5. Ce milieu est peu 
favorable 1 sa conservation et n6cessite l'addition d'un radioprotecteur. La 
radiolyse d'un peptide iod6 conduit principalement 1 sa dgsiodation et B une 
rupture de la liaison peptidique. L'hydrolyse du dipeptide est grandement 

favoris6e par le fait qu'il se trouve en solution aqueuse, cependant la vitesse 

de cette &action diminue avec la tempgrature. Compte tenu de ces donnEes, nous 

avons test6 trois milieux de conservation : 

I) Tampon phosphate 0,05 M pH 7,5 + 6thylSne glycol 30 % come 

radioprotecteur et antigel, maintenu 1 - 20' C .  

2) Tampon phosphate 0,05 M pH 7,5 + 6thanol I0 % come radioprotec- 

teur maintenu B 4' c. 
3 )  Tampon lyophilis6, dans le but de diminuer l'hydrolyse de la 

liaison peptidique, maintenu 1 - 20" C. 
Dans chacun des trois milieux une aliquote du produit marqu6 a 6t6 

analys6e 1 diff6rents temps B l'aide des techniques d6crites dans la partie 
expsrimentale. 

La figure 2 montre la dgcroissance du I Tyr-I-Tyr, l'apparition de 2 L 
diiodotyrosine et d'iodures en fonction du temps dans les troig milieux de 

conservation. D'aprPs la figure 2a, on voit que le milieu le plus favorable est 

1'6thylsne glycol 30 % 1 - 20' C. En effet, au bout de 35 jours de conservation 

il reste 87 % de produit intact lorsqu'il e8t conserv6 dans 1'6thylSne glycol 

30 % 1 - 20' C, 77 % lorsqu'il est conserv6 dans 1'6thanol I0 % B 4" C et seule- 

ment 68 % lorsqu'il est conserv6 B - 20' C 2 l'6tat lyophilis6. La figure 2b 

montre l'apparition d'iodures en fonction du temps. D'aprss cette courbe, on 

voit qu'8 l'6tat lyophilis6 la d6siodation est de 24 2 au bout de 35 jours alors 
qu'elle ne d6passe pas 4 et 8 % dans les deux autres milieux. La figure 2c 

montre l'apparition de diiodotyrosine n6e de l'hydrolyse de la liaison peptidi- 

que. On voit d'aprss cette courbe que les deux milieux aqueux favorisent plus 

cette coupure que le milieu lyophilis6. Cependant, au bout de 35 jours dans 

1'6thylSne glycol 30 % 1 - 20a C ,  moins de 5 X du dipeptide est hydrolys6 en 
diiodotyrosine. Ces mesures montrent que ce dernier milieu est le plus favora- 

ble 1 la conservation du produit marqu6 qui pr6sente un taux de desiodation 
trPs faible et une hydrolyse moddr6e. Par contre le fait de lyophiliser le 
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IIa - DGgradntion 

du 1,Tyr -. I Tvr - 2 -  

9 0  

8 0  

7 0  0 

e '  t 
5 0  -. I I I 1 I * 

5 10 1 5  211 2 5  3 0  3 5  4 0  

I 1 0  1 5  2 0  25 3 0  3 5  4 0  Jours 

IIc - Apparition 

de I Tpr 2 

FIGLRF TI - 

1 0  - 

5 1 0  1 5  2 0  25 3 0  3 5  4 0  Jours 

Dggradation du I Tyr - I Tyr par d6siodation et 2 2 

hydrolyse tans les trois milieux de conservation : 

0: Ethylgne - glycol 30 Z 0: Ethanol I0 % 

0: Lyophilise 
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tampon place le produit dans des conditions trPs dcfavorables de conservation, 

car 2 l'gtat sec, bien que l'hydrolyse soit trSs faible, la dgsiodation est 

considgrable. 

Ces rgsultats montrent d'aprPs la figure I que le produit conserv6 
dans 1'6thylSne glycol 30 Z B - 20' C est utilisable pendant 35 jours alors 

qu'il ne l'est que pendant I1 jours lorsqu'il est conservC dans l'cthanol 
I0 Z 2 4" C et pendant 6 jours lorsqu'il est conservg lyophilis6 2 - 20' C. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

I) Produits utilisgs : 

1251 Na nous a 6tG fourni par le Commissariat 2 1'Energie Atomique 

(Saclay-France). Son activitg spEcifique est de I7 Ci/mg. I1 est conservE 

Sans rCducteur 2 pH 8-10. Le 1 tvrosyl-1-tyrosine provient de Serva (Heidel- 
berg - RFA), la chloramine T, 1271 Na et 1'6thylPne glycol proviennent de 

Merck (Darmstadt, RFA). Les rgsines DOWEX 50 W X 4 (200-400 mesh) et Biogel P 2 
(200-400 mesh)proviennent de Biorad (Richmond, USA). 

2) Marquage du dipeptide : 

La rgaction est rgalisge dans la fiole conique contenant l'iodure 

radioactif. Les rEactifs utilisEs sont dissous dans un tampon phosphate 

0,25 M pH 7,5 aux concentrations suivantes : 
- 1 - tyrosyl-1-tyrosine : 5 x I O - ~  M. 
- Chloramine T : 2,2 x I0 M. 

- 1 2 7 ~  Na : 2,5 x IO-~ M. 
- Na HS03 : 2,2 x 10-2 M. 

-2 

Dans la fiole contenant 5 mCi de 1251Na, on ajoute successivement 

I0 1-11 de la solution de 1-tyrosyl-1-tyrosine, puis I0 1-11 de solution de 
chloramine T, on agite I5 secondes, puis on ajoute I0 1-11 de solution de 
1271Na. Au bout de I minute d'agitation, on ajoute 50 1-11 de solution de 

Na HSO pour bloquer la rgaction. Toute l'opcration est men6e B la tempErature 

ambiante. 
3 

3) Purification du produit marqu6 : 

Le milieu rgactionnel est placE au sommet d'une petite colonne de 

rgsine Dowex 50 W x 4(200-400 mesh)(hauteur 4 cm, diambtre 0,5  cm) qui est 

Slu6e par I0 cm3 d'eau distillEe pour Eliminer l'iodure n'ayant pas rgagi, 

puis par 5 cm' de NH OH 0,5 N qui Glue l e  produit marqug. 

Une chromatographie sur couche mince de cellulose avec HCl 

d'acstate d'gthyle montre que le produit radioactif contient environ 50 Z de 

4 
0,OI N saturE 
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dEriv6 t6traiod6, le reste 6tant constitug de d6riv6s partiellement iod6s et 

d'iodotyrosines. 

Le produit I purifier est plac6 au sommet d'une colonne de 

Biogel P 2 (hauteur 50 cm, diamPtre 0,9  cm) prgalablement 6quilibr6e par 

passage de 3 I 4  volumes de tampon tris-mal6ate 0,05 M pH 5,3. La colonne est 

6lu6e par 80 cm3 de tampon tris-mal6ate 0,05 M pH 5,3 qui d6sorbe dans l'ordre 

l'iodure, la monoiodotyrosine, le monoiodotyrosyl - tyros ine ,  la diiodotyrosine, 

puis par 60 cm3 de tampon phosphate 0,05 M pH 7,5 qui d6sorbe dans l'ordre, 

les di, tri et tstraiodo-tyrosyl-tyrosines. De cette fafon, le produit marqu6 

est r6cup6r6 dans un volume de 3 I 4  ml de tampon. La figure 3 montre un 

exemple de chromatogramme r6alisG dans ces conditions. 

Activit6 pCi 

1 5 0  

1 0 0  

5 0  

Figure 3 

2Tyr-I Tyr 2 

1 0  5 0  8 0  10 20 30 Fractions 

L'6luat contenant le produit radioactif est soit additionn6 de I0 Z d'6thanol 

et plac6 B 4" C, soit de 30 Z d'6thylGne glycol et plac6 B - 20' C ,  soit 

lyophflis6, en vue d'gtudier diff6rentes conditions de conservation. 

4 )  Verification de la puret6 du produit marque : 

Le I Tyr-I Tyr froid a 6t6 pr6parC dans notre laboratoire en 
utilisant la technique d6crite par Blanquet et Meyniel qui ont 6galement 

6tudi6 son comportement chromatographique dans diffsrents systPmes (9). Nous 

disposions donc de cette fafon d'un standard de ref6rence ; 

2 2 

- V_Grification chromato_gr_aph_ique_. 
Nous avons utilis6 une chromatographie sur couche mince de 

cellulose dans les systPmes HC1 0,OI N satur6 d'acetate d'ethyle et tert- 
ButanoLNH4 OH 3 Z (3 : I V/V). Les R f  des diffsrents produits iod6s sont les 

suivants : 
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I Tyr-I Tyr 2 2 

Partiellement iodCs 

5TYr 

I Tyr 
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Hcl 0,OI N/Ac6tate d'6thyle 

0,24 

0,25 - 0,55 

0,60 

0,74 

I 
- 

0,92 

Tert butanol/NH4 OH 3 Z 

O,I4 

O,I8 - 0,57 

0,2I 

0 , 3 4  

0,95 

- Hydrolyse enzymatique : 
L'incubation du produit marqu6 en prssence de 0,5 mg de produit 

..................... 

froid avec I mg de pronase 2 pH 7,5 pendant 6 heures montre, aprPs chromato- 

graphie sur couche mince de cellulose avec HC1 0,OI N satur6 d'ac6tate 

d'Pthyle, la prGsence, aux c6tEs d'une trace de dipeptide non hydrolys6, de 

diiodotyrosine i l'exclusion de tout autre produit. 

5) Mesure de l'activits specifique : 

Soit Co l'activit6 du complexe antigsne marquP-anticorps en l'absence 

d'antigsne froid et Ci l'activit6 du complexe antigPne marqu6-anticorps en 

Pquilibre avec une concentration i en antigPne froid. Hales et Randle (8) ont 

montr6 que le rapport C /C est une fonction lingaire de i. Pour mesurer 

l'activit6 spscifique d'un antigsne marqu6, il suffit de tracer la courbe 

C /C. en fonction de I. L'intersection de cette droite avec l'axe des abscisses 

donne la concentration en antigPne marque. Cette valeur permet de calculer son 

activit6 sp6cifique. 

o i  

0 1  

CONCLUSION 

La technique que nous avons dscrite permet de marquer le 

I Tyr-I Tyr avec une activit6 spscifique de 1000 2 I200 

de purification par double chromatographie s u r  DOWEX 50 WX 4 (200-400 mesh) et 

Biogel P 2 conduit 2 une puretE radiochimique > 95 %. La conservation du 

produit marqus 2 pH 7,5 dans 1'6thylSne glycol 30 % maintenu 1 - 20' C permet 
une utilisation correcte pour les dosages radioimmunologiques pendant 35 jours. 

uCi/pg. La m6thode 2 2  
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