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Sumnary : 

I n  order  t o  labe l  p ro te ins  w i t h  t r i t i u m  i n  h igh s p e c i f i c  a c t i v i t y ,  we 
synthesized 3H-formaldehyde w i t h  a s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  about 15 Ci/mnol 
(555 GBq/mnol). The method i s  s u i t a b l e  f o r  the  synthesis o f  about 100 m C i  
(3.7 GBq) of t r i t i a t e d  formaldehyde d i r e c t l y  used f o r  the reduc t ive  methy- 
l a t i o n  o f  prote ins.  

KEY WORDS : t r i t i a t e d  formaldehyde ; reduct ive  methy lat ion ; t r i t i a t e d  
pro te ins  . 

Les prote ines marquees par  des rad io isotopes sont des o u t i l s  experimentaux 
importants en p a r t i c u l i e r  pour l e s  dosages radioimnunologiques ou 1 'etude des 
recepteurs. L ' iode  125 e s t  un isotope de choix par  sa r a d i o a c t i v i t e  speci f ique 
@levee. Cependant, il presente cer ta ins  inconvenients : autoradio lyse rap ide 
due aux e f f e t s  des rayonnements primaires, t a i l l e  de l 'atome d ' iode  pouvant 
m o d i f i e r  l a  conformation de l a  prote ine iodee e t  son a c t i v i t e  b io log ique.  

Pour l e  marquage des proteines, l e  t r i t i u m  e s t  donc une a l t e r n a t i v e  i n t e r e s -  
sante, ii cond i t ion  d ' o b t e n i r  une a c t i v i t e  speci f ique suf f isante,  fac teur  essen- 
t i e 1  ii l a  s e n s i b i l i t e  de l a  n@thode. En e f f e t ,  l ' a u t o r a d i o l y s e  e s t  moins impor- 
tan te  e t  l a  conformation a i n s i  que l ' a c t i v i t e  b io log ique de l a  p ro te ine  marquee 
sont conservees. 

0362-4803/88/080921-05W5.OO 
0 1988 by John Wiiey & Sons, Ltd. 

Received December 21, 1987 



922 M. Coppo, B. Rousseau and J .  P .  Beaucourt 

Parmi l e s  m6thodes de marquage par  l e  tritium, l a  methy lat ion reduc t r i ce  des 
groupements amine des residus l y s y l e s  de l a  p ro te ine  par l e  formol ou l e  cyano- 
borohydrure t r i t i e s  (1 )  e s t  in teressante,  En e f f e t ,  e l l e  ne mod i f ie  pas l a  
charge portee par l a  chaine de l a  l ys ine ,  ce qui  e s t  impor tant  compte tenu de 
l ' i n f l u e n c e  des i n t e r a c t i o n s  ioniques sur l a  s t a b i l i t e  de l a  conformation des 
p r o t e i  nes . 

Cependant, l ' a c t i v i t e  specif ique des prote ines marquees obtenues r e s t e  f a i -  
b l e  : quelques m C i  (MBq) par p o s i t i o n  marquee a p a r t i r  de formol t r i t i e ,  l a 
2 C i  (30 a 70 GBq) par p o s i t i o n  marquee a p a r t i r  de cyanoborohydrure marque. 

L ' u t i l i s a t i o n  du formol t r i t i e  a haute a c t i v i t e  speci f ique permet t ra i t  d'aug- 
menter sensiblement l ' a c t i v i t e  speci f ique des prote ines marquees au t r i t i u m .  

A no t re  connaissance, l e s  methodes ac tue l les  d 'ob ten t ion  du formol t r i t i e  
(echange par 1 'eau t r i t i e e  ou carbonylat ion d'hydroxyde de calcium t r i t i e  (2 ) )  
conduisent a des a c t i v i t e s  speci f iques ne depassant pas 50 a 70 mCi/mMol. 

( 1 3  a 2,6 GBq/mMol). 

Resultats : 

Nous avons u t i l i s e  une methode deja d e c r i t e  (3)  pour l a  preparat ion de f o r -  

maldehyde I 4 C  ou 13H par  reduct ion c a t a l y t i q u e  de cyanure de sodium en m i l i e u  
acide (Schema 1) .  Cette methode simple e t  rap ide permet d ' o b t e n i r  des quant i tes 
importantes de formaldehyde t r i t i e ,  de l 'o rd rede p lus ieurs  centaines de m i l l i -  
cu r ies  avec une f o r t e  a c t i v i t e  specif iquc! vo is ine  de 15 Ci/mMol (555 GBq/mMol) 
e t  une purete s u f f i s a n t e  pour une u t i l i s a t i o n  u l t e r i e u r e  (env i ron 90%). 

Schema 1 

3H2 > 3HC3H0 
H+ 

KCN ___ > (HCN) 
Pd/BaS04 

A l ' a i d e  d'une pompe Toepler, l e  cyanure en s o l u t i o n  aqueuse e s t  r e d u i t  par 
du pal ladium sur s u l f a t e  de baryum prealablement sature par l e  t r i t i u m  gaz. La 
s o l u t i o n  obtenue e s t  ensui te  f i l t r e e  sur une res ine  echangeuse d ' ions Dowex 
50 WX8 e t  1x8 puis  l e  formol t r i t i e  e s t  t rans fer t i  sous vide. 

La quant i te  de formol t r i t i e  obtenu e s t  maximale au bout de 2 heures puis  
d e c r o i t  rapidement pour devenir n u l l e  au bout de 20 heures ( tab leau 1) .  



['HI Formaldehyde 

Temps de 
reacti on 

Quantite 
de formol 

3H 

923 

2h 3h30 5h 6h 20h 

300 mCi 120 mCi 110 mCi 110 mCi 0 mCi 
(11 GBq) (494 GBq) ( 4  GBq) ( 4  GBq) 

Tableau 1 : variation du rendement en formol- 3 H avec le temps de reaction. 

Pour des raisons de simplicite, nous avons prefer@ contraler le formol tri- 
tie en le faisant reagir sur une amine dans les conditions habituelles de methy- 
lation reductrice. Nous avons choisi la naphtylamine qui, traitee par le formol 
tritie en presence de borohydrure de sodium, conduit a un Milange contenant de 
la mono-et de la di-methylnaphtylamine. Ces produits de reactions sont purifies 
et caracterises. 

Leur analyse en spectr&trie de masse (impact electronique) permet de 
determiner l'activite specifique du f o w l  de depart, activite qui est 
voisine de 15 Ci/nMol (555 GBq/mMol) pour tous les essais. Nous n'avons 
pas observe de variation de l'activite specifique en fonction des con- 
ditions experimentales utilisees. 

Par contre, nous avons constate que la purete du formol tritie influe 
fortement sur le rendement de la methylation reductrice (Tableau 2). Nous 
avons tent@ deux types de purifications : 

1)  filtration de la solution aqueuse de formol tritie sur resine mixte 
echangeuse d'ions du type AG 50WX8 et AG 1x8. 

Ce traitement ne p e m t  pas d'augmenter le rendement en naphtylamine me- 
thylee ; i.1 subsiste environ 40% d'impuretes tritiees tres polaires. 

2) filtration de la solution aqueuse obtenue preciidemnent, suivie d'un 
transfert sous vide du formol tritie. 

Dans ces conditions, le pourcentage de recuperation du formol est voisin 
de 100% et l'obtention de naphtylamine tritiee devient pratiquement quantitati- 
ve (10% seulement d'impuretes radioactives polaires). 
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FORMOL 3H 

Brut 

Tableau 2 : influence de la purete du formol tritie sur le rendement en methyl- 
3H naphtyl ami ne 

3 Methyle- H naphtyla- Impuretes polaires 
mine 

60% 40% 

I I I 1 

Apres passage sur 
colonne Dowex et 
transfert sous vide 

90% 

I 60% 1 40% 1 Apres passage sur I colonne Dowex 
I I I 

I I t 

PARTIE EXPERIMENTALE : 

La reduction est effectuee a l'aide d'une pompe Toepler. Dans un ballon 
de 5 ml muni d'un septumron place : 

- 10 
- 0,9 ml d'eau 

ml de Pd/BaS04 ti 5% 

0,l ml de methanol 

Apres avoir realise le vide dans l'installation,on introduit 50 Ci 
(1850 GBq) de tritium gaz. Le catalyseur est sature sous vive agitation 
pendant 20 mn puis on introduit par le septum 0,4 ml d'HC1 0,06N. 

Apres avoir gele la solution, on introduit par le septum 0,3 ml d'une 
solution chlorhydrique (pH = 1,7) contenant 13 mg de KCN. Le vide est ensuite 
realis6 dans le ballon afin d'eliminer les traces d'oxygene dues aux differentes 
introductions. Puis la solution est agitee pendant 2 heures sous atmosphere de 
tritium gaz. 

Apres filtration de la solution sur un filtre 0,5 pm, cette derniere est 
passee sur une microcolonne (0,5 ml) de resine Dowex AG 1x8 et AG 50 WX8. On 
recueille environ 1 ml de solution qui est transferee sous vide statique pour 
donner 1 ml de solution aqueuse contenant entre 80 et 120 mCi de formol tritie 
(2,9 et 4,4 GBq). 
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Une pa r t i e  al iquote (0,2 ml) de l a  solut ion aqueuse de formol t r i t i e  es t  
ajoutee a 0,13 m l  d'une solut ion 3N d'acide sulfurique. On ajoute ensuite 
14 mg de naphtylamine dans 0,6 m l  de THF. 

Apres 1 mn d'agi tat ion,  on i n t r o d u i t  0,6 m l  d'une so lu t ion  de THF contenant 
14 mg de NaBH4 e t  on poursuit l ' a g i t a t i o n  pendant 10 mn a 0°C. 

Apres add i t ion  de 40 mg de soude, l a  so lu t ion  aqueuse es t  ex t ra i t e  par du 

dichloronkthane. 

Les phases organiques sont rassemblees puis portees sec. Le m5lange es t  
rep r i s  2 f o i s  par 5 m l  d'ethanol puis evapore a f i n  d 'e l iminer l es  atomes de tri- 
tium lab i les .  

Le m61ange obtenu es t  p u r i f i e  par chromatographie preparative sur couche 
mince. Apres extract ion des produits par de 1 'ethanol, 1 ' a c t i v i t g  specif ique 
de l a  monom@thylnaphtylamine es t  determinee par spectr&tr ie de masse, c e l l e  
de l a  dilnethylnaphtylamine &ant mesuree par dosage U.V. e t  comptage par scin- 
t i  11 a t i on  1 iquide. 

L ' a c t i v i t e  specifique, par ces deux techniques e t  sur d i f fe ren tes  prepara- 
t ions  de f o m l  t r i t i e ,  a toujours e t e  comprise entre 13 e t  15 C i / m M o l  (480 
e t  555 GBq/mMol ) . 
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