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50 ANS DE MARQUAGE ISOTOPIQUE EN BIOCHIMIE
(DE LA RECHERCHE FONDAMENTALE
AUX ANALYSES MEDICALES DE ROUTINE)

PAR

Etienne CHAROLLAIS '

RESUME

Si le concept de marquage isotopique revient certainement a G. Hevesy, les premiéres applications a
I’étude des métabolismes (1935) sont avant tout 'eeuvre de Schoenheimer et Rittenberg. Cet apergu his-
torique, limité a 'utilisation des traceurs en biochimie, souligne le développement d’une technique qui pure-
ment académique au départ a rapidement offert des possibilités exceptionnelles. Les découvertes simul-
tanées de méthodes physiques d’identification et de mesure des isotopes radioactifs ou non ont permis de
comprendre la plupart des mécanismes d’élaboration, de transformation, de régulation et d’élimination des
constituants de la matiére vivante. Certaines altérations des métabolismes, le mode d’action de médicaments
ont pu étre compris. I’application aux dosages de substances nombreuses et variées, tant dans la recherche
que dans la routine des laboratoires biomédicaux, est sans doute I'aspect actuel le plus marquant.

SUMMARY

If the concept of isotope labelling is certainly due to G. Hevesy, the first applications to the studies of
metabolism (1935) are the work of Schoenheimer and Rittenberg. This historical survey, limited to the use
of tracers in biochemistry, emphasizes the growth of a method which although initially of academic interest
only, rapidly offered outstanding possibilities. The simultaneous discoveries of physical methods for iden-
tification and measurement of isotopes, radioactive or stable, have allowed us to understand most
mechanisms of synthesis, transformation, regulation and excretion of the components of living matter. Ab-
normal metabolic paths and the method of drug action have been explained. The use for quantitative
analysis of many and varied substances, as much in research as in the routine biomedical laboratories, is cer-
tainly at the present time the most outstanding aspect.

1. INTRODUCTION

L’identité chimique entre un élément et ses isotopes (radio-actifs ou non) permet
d’utiliser ceux-ci comme traceurs et de suivre le devenir de I’élément ou de la molécule
alaquelle il est lié. Le terme de traceur indique que la quantité pondérale de substance
marquée est suffisamment faible (trace) par rapport a la masse de la substance a étu-
dier afin que le métabolisme de cette derniére ne soit pas perturbé.

' Université de Genéve, Pavillon des Isotopes, 20, boulevard d’Ivoy, CH-1211 Genéve 4.
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Dans le domaine biochimique, au cours de ces 50 derniéres années I’emploi des
traceurs a fourni des résultats spectaculaires. En effet les isotopes des éléments de base
de la matiére vivante (hydrogéne, carbone, azote, oxygeéne, phosphore, soufre...) per-
mettent la préparation de molécules marquées, dont la complexité augmente au cours
des années.

Cette méthode irremplagable a certainement révolutionné la biochimie moderne.
D’innombrables informations n’auraient pu étre obtenues a I’aide d’autres techniques
expérimentales.

De date récente, la radioimmunologie, qui associe la haute sensibilité du traceur
radioactif a 'extraordinaire spécificité des réactions immunologiques est certainement
la méthode ayant permis le développement le plus spectaculaire de I’analyse bio-
chimique et médicale moderne.

Enfin la résonance magnétique nucléaire pour détecter certains noyaux atomiques
ainsi que leur localisation dans la molécule, est en passe de devenir un outil précieux
de la recherche biochimique.

Lorsque en 1932, UREY, BRICKWEDDE et MURPHY [1] découvrent le deutérium,
premier isotope lourd de I’hydrogéne, I’idée de marquage isotopique de molécules était
déja pressentie. En effet Georg (Gyorgy) von Hevesy et plusieurs collaborateurs
avaient, en 1923 déja [2], étudié la fixation du Plomb chez les végétaux a I’aide du «tho-
rium B» (isotope radio-actif du plomb: ?'?Pb) alors que les problémes de pollution par
cet élément n’étaient pas encore d’actualité!

A l’aide du concept de dilution isotopique, en 1934 [3] Hevesy et Hofer peuvent
calculer le volume d’eau du corps humain en utilisant le deutérium (sous forme de
D;0). La méme année McDougall ef al. [4] font les mémes études chez le rat.

Il est rare qu’une découverte importante ne soit précédée de nombreux essais dans
diverses directions. Aussi s’accorde-t-on généralement pour considérer, peut-étre arbi-
trairement, ’année 1935 comme celle ou débutérent les premiers travaux systématiques
de marquage isotopique. Cette technique a pris, durant ces 50 ans, un tel essor qu’il
nous semble intéressant d’en retracer les grandes étapes qui ont permis le développe-
ment de la biochimie moderne.

Deés que le deutérium fut accessible en quantité importante la « Rockefeller Foun-
dation» créa un fonds destiné a approfondir les connaissances dans le domaine de la
biochimie en utilisant cet isotope lourd de I’hydrogéne. C’est ainsi que dans le groupe
de Urey au département de biochimie de la «Columbia University» (New York), David
Rittenberg vint collaborer avec Rudolf Schoenheimer dont les recherches portaient
alors sur le métabolisme des stéroides. C’est dans ce groupe que se développa I’idée
d’utiliser le marquage isotopique pour Iétude du métabolisme intermédiaire.
Jusqu’aux années 50 la biochimie prit un essor considérable avant tout grace a cette
technique.

Quatre manuscrits [5, 6, 7, 8] regus le 26 juin 1935 sont publiés dans le Journal of
Biological Chemistry de la méme année (fig. 1). Schoenheimer et Rittenberg décrivent
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la méthodologie du marquage isotopique au deutérium en vue de I’étude du métabo-
lisme de lipides: acides gras et stérols. Il est a noter que «Science» publie le 16 aoiit 1935
[9] une note préliminaire de ces mémes auteurs, probablement regue avant les quatre
premiers articles fondamentaux (fig. 2).

L’analyse historique des premiers développements de cette technique des traceurs
jusque vers 1947 a été effectuée par un des pionniers déja cité: G. Hevesy [10].

2. 1935-1950: PREPARATIONS D’ISOTOPES LOURDS OU RADIOACTIFS.
DECOUVERTE DE L’EQUILIBRE DYNAMIQUE
DES CONSTITUANTS CELLULAIRES. ETUDE DES METABOLISMES

2.1 ISOTOPES LOURDS ET EQUILIBRE DYNAMIQUE

Les études par marquage isotopique vont de pair avec d’une part, les possibilités
de préparation des isotopes a I’état pur (ou du moins enrichis), sous une forme facile-
ment utilisable pour la synthése de précurseurs, d’autre part, avec le développement
instrumental permettant une mesure précise (sensible et spécifique) du traceur.

C’est ainsi qu’apres ['utilisation du deutérium, celle du carbone-13 puis celle de
I’'azote-15 devinrent possibles.

R. Schoenheimer, D. Rittenberg, V. du Vigneaud, K. Bloch entre 1939 et 1941
poserent les bases du métabolisme des acides aminés et de protéines ainsi que de cer-
tains produits azotés d’excrétion. Des résultats précis, grace au double marquage ('*N
et ’H p. ex.) mettent en évidence un phénoméne jusqu’alors inconnu, I’équilibre dyna-
mique des constituants cellulaires. En d’autres termes, tous les composants de la cellule
se dégradent et se résynthétisent en permanence, chaque constituant a sa propre durée
de vie biologique; ceci protége I'organisme contre les agressions extérieures. A cette
époque, ceci est bien démontré pour les acides gras, les protéines, les anticorps, les
nucléotides et méme pour des éléments figurés tels que les hématies. Cela se générali-
sera par la suite.

A l'aide de techniques identiques (double marquage '*C/'*N), le métabolisme
d’unités monocarbonées est éclairci. Il en va de méme pour les divers modes de fixation
de I’'azote par les plantes et micro-organismes.

L’oxygene-18 est surtout utilisé pour déterminer les mécanismes réactionnels
(p. ex. hydrolyse d’esters).

Au point de vue expérimental on utilise surtout la spectrométrie de masse (encore
peu développée) mais également de délicates mesures de densité de I'eau de combustion
lorsque le deutérium est utilisé comme traceur [6].

A cette €poque, il est remarqué a plusieurs reprises qu’un effet isotopique dii & une
masse plus élevée du traceur peut se manifester, tout spécialement dans le cas du deuté-
rium dont la masse est le double de celle du proton.
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2.2 ISOTOPES RADIOACTIFS

C’est également en 1935 qu’un des premiers isotopes radioactifs artificiels (le
phosphore-32 fut découvert) [11]. Il s’agit d’un important traceur au point de vue bio-
chimique puisqu’il intervient dans presque tous les métabolismes, qu’il est facile de le
détecter avec un compteur Geiger-Muller ordinaire et que sa demi-durée de vie phy-
sique (T,,, = 14,3 j.) est suffisamment longue. Ici encore on doit a G. Hevesy les pre-
miers essais qui confirment I’équilibre dynamique de cet élément.

A l'aide du *?P les études furent ensuite menées sur les tissus durs (squelette, dents)
puis plus tard avec d’autres radio-éléments: Calcium-45, Strontium-89, Sodium-24,
Carbone-11... Il fut possible de localiser ces éléments grace aux techniques autoradio-
graphiques. On peut noter qu’en 1924 déja, Lacassagne et Lattes utilisérent des émul-
sions photographiques pour étudier la distribution du Polonium chez ’animal.

Au niveau biochimique, I'utilisation du *?P permit de démontrer le rle important
des esters phosphoriques organiques dans le métabolisme des acides nucléiques et des
phospholipides. Des noms prestigieux tels que G. Hevesy, O. Meyerhof, J. K. Parnas,
H. Kalckar, F. Lipmann, E. Chargaff sont liés a ces études. On remarque déja que le
renouvellement de ’ARN est plus rapide que celui de TADN et que ces processus sont
perturbés dans les tissus cancéreux.

Bien que découvert en 1936, le Soufre-35 n’est utilisé en biochimie qu’en 1939 pour
I’étude d’acides aminés soufrés.

Des isotopes de I'iode, oligo-élément en apparence peu important, dont Iutilisa-
tion, nous le verrons plus loin, va prendre un essor considérable dans ’analyse biochi-
mique moderne, sont préparés en vue de ’étude de la fonction thyroidienne. Le premier
isotope radioactif accessible en 1938, '**I [14, 15] (T'/2 = 26 min.) est peu pratique, il
est vite remplacé par I'iode-131 (1939-40) encore utilisé aujourd’hui [16, 17, 18].

Enfin citons divers radio-éléments artificiels qui ont surtout, a cette époque (dés
1943), permit des études préliminaires de quelques métabolismes: **Mn, *¢ < **Co,
55 et SQFC‘

En 1939-1940 une étape fondamentale dans I’histoire du marquage isotopique va
étre franchie grace a la préparation de deux radio-éléments de base de la structure de
la matiére vivante: le tritium (hydrogene-3) et le Carbone-14.

Le tritium est découvert en 1939 par P. W. Alvarez et R. Cornog [19]. Une premiére
méthode de préparation du '*C est décrite par S. Ruben et M. D. Kamen en 1940 [20,
21]. C’est essentiellement grace au tritium, '*C, **P et **S que les mécanismes des trans-
formations biochimiques les plus simples comme les plus complexes pourront étre élu-
cidés.

Au point de vue instrumental, les méthodes de mesure vont se développer consi-
dérablement car il est vite évident qu’un simple compteur Geiger-Muller ou propor-
tionnel, qu’une simple chambre d’ionisation, s’avérent d’un emploi assez limité, méme
en les couplant avec diverses méthodes chromatographiques développées dans les
années 50.
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Les isotopes alors utilisés en biochimie étant essentiellement des émetteurs 3
d’assez faible énergie, les radioactivités mises en jeu dans la phase terminale de
I’'analyse étant faibles, il fallait disposer d’'une méthode appropriée. Ici encore la colla-
boration avec la physique des particules élémentaires et I’électronique s’est révélée fon-
damentale.

La production de lumiére visible liée a la radioactivité, dans certaines conditions,
était connue dés le début du siecle; il fallut cependant attendre 1945 pour qu’une élec-
tronique convenable permette d’amplifier ’émission de photons (photomultiplicateur)
et rendre cet effet utilisable. Quelques années plus tard (1949-1950), la scintillation
liquide [22, 23, 24] pour les émetteurs B~ de faible énergie devenait accessible a tous les
types de recherches avec ces radio-éléments (*H, '*C, *?P, **S...). Les premiers appareils
commerciaux sont disponibles dés 1954.

Parallélement, les scintillateurs solides permirent la détermination des émetteurs
v. La préparation par Hofstadter des cristaux de Na I «dopés» au thallium (1948) [25]
a permis 'utilisation comme traceurs de nombreux émetteurs y d’intérét biologique
(Iode, Calcium, Fer, Cobalt...). Leffet Cerenkov redécouvert en 1934, mais déja
observé en 1926 [26, 27], ne fut guére exploité avant 1965 et sur une plus faible échelle
que la scintillation liquide. Il est vrai que les mesures «en Cerenkov» ne sont appli-
cables qu’aux radio-éléments émetteurs de particules chargées de haute énergie dont la
vitesse est supérieure a celle de la lumiere (p. ex. *?P, ?°Sr/°°Y).

3. QUELQUES GRANDES ETAPES DE LA BIOCHIMIE (1942-1958)

Le choix de trois champs de recherches: biosynthése du cholestérol, photosyn-
thése et naissance de la biologie moléculaire, bien qu’arbitraire, tente de montrer la
variété des applications de la technique des traceurs. Cette méthode peut étre mise en
ceuvre pour élucider une biosynthése classique, débrouiller un ensemble complexe de
réactions ou méme permettre le développement d’une nouvelle discipline devenant
autonome.

3.1 BIOSYNTHESE DU CHOLESTEROL (ou élaboration d’une molécule complexe)

Il s’agit de la premiere molécule complexe dont la biosynthése a pu étre précisée
grace a I’utilisation de traceurs. Cette étude débute par les travaux de Bloch, Rittenberg
et divers collaborateurs (1942) [28], mais aujourd’hui encore il subsiste quelques points
de détails qui ne sont pas totalement éclaircis. Ces auteurs utilisant le double marquage
isotopique montrerent que le cholestérol était synthétisé dans 'organisme a partir de
'acétate:
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méthyle
= carboxyle.

13
m

CH,——'co0™ | "

I1 est bien évident que pour retrouver I’emplacement des atomes de carbone dans
la molécule de cholestérol (fig. 3) une dégradation chimique longue et complexe de la
molécule est nécessaire. Nous verrons plus loin que des techniques modernes per-
mettent aujourd’hui d’éviter ce travail fastidieux.

m, _m_
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m | | _m
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\‘./ \c/
FiG. 3.

Origine des atomes de carbone du cholestérol.
m = méthyle de I’acétate
¢ = carboxyle de 'acétate

3.2 PHOSPHOSYNTHESE (ou étude d’un processus complexe)

La photosynthése classique, c’est-a-dire 1a fixation du CO: par les plantes qui uti-
lisent I’énergie solaire est un processus complexe dont ’étude a pu étre entreprise simul-
tanément par Calvin et Benson en Californie [29] et Gaffron et Fager a Chicago [30]
dés 1948 grace au marquage isotopique. Quelques tentatives avaient été faites en
1939-40 par le groupe de S. Ruben [31] a'aidede ''C (T'/2 = 20,5 min.) sans beaucoup
de succes, car I’analyse instrumentale d’alors était insuffisante.

Aujourd’hui a I’échelle des ultrastructures cellulaires et au niveau moléculaire plu-
sieurs mécanismes de réaction ne sont pas encore clairs. L’emploi des traceurs reste
indispensable.

En étudiant la fixation de CO: radioactif ('*C) par des algues photosynthétiques
du genre Chlorella ou Scenedesmus, ces auteurs montrérent que le premier produit
formé (en quelques secondes!) était le 1-'*C-phosphoglycérate:

“COOH

|

H—C—-OH

|
CH, O—PO,~
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On sait aujourd’hui que le CO: est fixé au niveau d’un systéme enzymatique com-
plexe sur un pentose important: le ribulose 1,5 diphosphate.

Iciencore les résultats obtenus étaient limités par les possibilités instrumentales de
I’époque: chromatographie sur papier, cinétique rapides... ainsi que par le niveau des
connaissances en biochimie générale. Le cycle des pentoses phosphates (vers 1953), le
transfert de I’énergie des photons dans des liaisons chimiques telles que celles de 'ATP
indispensables a la photosynthése étaient encore inconnus. Cette photophosphoryla-
lation n’est découverte par Arnon qu’en 1954,

3.3 NAISSANCE DE LA BIOLOGIE MOLECULAIRE *

Ce qu’on désigne aujourd’hui sous le nom de «Biologie moléculaire», est un
champ de recherche de la biochimie qui, assez t6t, s’en est détachée pour faire le pont
entre diverses disciplines de la biologie, la microbiologie ou méme la médecine fonda-
mentale. Elle évolue actuellement vers le «génie génétique» grand consommateur de
radio-isotopes.

Au départ, dans les années 50, I’utilisation des traceurs a permis d’aborder ’étude
des mécanismes de biosynthése et de dégradation des acides nucléiques et des protéi-
nes, c’est-a-dire les bases moléculaires de la génétique telles qu’elles furent énoncées
dans le livre célébre de J. D. Watson: «Molecular biology of the gene» [33]. Lénoncé
du «dogme central» de la biologie moléculaire (Crick 1958) [34]:

( ADN — ARN » protéines
A A (dont enzymes)

Replication Transcription Traduction

a été précédé de toute une série de découvertes difficilement imaginables sans 'emploi
de traceurs:

— Découverte des polymérases

— Découverte de PARN qui transfére les acides aminés

— Etude structurale et moléculaire des ribosomes

— Ribosomes comme lieu de biosynthése des protéines...

On peut noter qu’en 1958, a la suite des hypothéses émises par Crick et Watson sur
le mode de replication de PADN, une brillante démonstration de la replication dite
semi-conservative, de ’ADN par Meselson et Stahl [35] constitue un exemple désor-
mais classique de marquage isotopique sortant des voies habituelles.

* Les biologistes moléculaires s’accordent en général pour faire coincider les débuts de cette nouvelle
discipline avec la parution d’un article de O. T. Avery et al. [32] qui a d’abord passé relativement inapergu!
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Centrifugation dans un
g:.adient de densité (CsCl)
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FiG. 4.

Expérience de Meselson-Stahl.

D’apres le schéma (fig. 4) actuellement prouvé, de la replication de ’ADN (la pre-
miére fois chez un micro-organisme: Escherichia coli ou colibacille) on voit que si ’'on
fournit a la bactérie une source d’azote léger ('*N) ou d’azote lourd ('*N) pour élaborer
son ADN, on pourra observer au cours des générations soit la formation d’ADN lourd
(contenant surtout du '*N), d’ADN léger (contenant surtout du '*N) ou d’ADN semi-
lourd (contenant '*N et '*N a parts égales). Des techniques raffinées d’ultracentrifuga-
tion décrites la premiére fois par Claude en 1946 [36] puis Hogeboom, Schneider et
Palade en 1947 [37] permettant de séparer ces molécules d’aprés leur densité, dans un
gradient de densité obtenu par centrifugation a haute vitesse.
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4. LES METHODES DE DOSAGE PAR LIAISON:
RADIO-IMMUNO-ASSAYS (RIA) ET METHODES APPARENTEES 1959-1985...

Dés les débuts d’utilisation des marqueurs isotopiques I’attention des chercheurs
s’est portée sur le phénomeéne de I’effet isotopique. En d’autres termes, le remplacement
d’un atome par un de ses isotopes dont la masse differe notablement peut entrainer des
modifications dans le devenir de la molécule qui renferme cet isotope.

Ceci n’est sensible pratiquement, que lors de I'’emploi du deutérium ou du tritium
dont les masses sont respectivement le double ou le triple de celle de I’hydrogene.

C’est sans doute pour cela qu’on a longtemps hésité a marquer des molécules avec
des atomes étrangers. Un premier essai avait cependant été tenté par Franz Knoop en
1904 [38] qui ayant eu I'idée de marquer des acides gras par un groupe phényle a I’extré-
mité hydrocarbonée avait eu la chance de pouvoir tirer des conclusions correctes en
proposant un schéma de dégradation par B-oxydation. Il y a ici un effet de marquage
qui n’est plus un simple effet isotopique.

Vers les années 60, deux groupes de chercheurs imaginent une méthode de dosage
des substances d’intérét biologique entiérement nouvelle. Yalow et Berson [39]
marquent I'insuline a I'lode radioactif (radio-élément étranger a la molécule) et

.....

.....

cipe voisin, soit 'utilisation d’une protéine liante servant au transport physiologique

de I’hormone thyroidienne.

Ces deux méthodes combinées et celles qui en dérivent constituent a ’heure
actuelle 'immense majorité des dosages cliniques de routine. Elle s’est étendue égale-
ment au dosage des médicaments circulant dans 'organisme.

Chaque laboratoire d’analyse médicale doit donc s’équiper d’un appareillage de
mesure aussi simple et polyvalent que possible et ce n’est sans doute pas par hasard que
le radio-isotope le plus utilisé, méme dans la recherche, est I'iode-125.

La technique de ce qu’on peut appeler le «dosage par liaison» avec marquage iso-
topique, a pris a I’heure actuelle une telle importance, dans les domaines des sciences
biologiques, biochimiques, pharmaceutiques, médicales... qu’il est nécessaire d’en
retracer ici les principes de base.

Toute molécule organique dont on veut envisager le dosage par liaison:

— doit pouvoir étre marquée par un radio-isotope (souvent I'iode 125).

— doit correspondre a une structure protéique spécifique avec laquelle elle forme un
complexe peu dissociable. Cette protéine peut étre un anticorps, une protéine de
transport, un récepteur membranaire, un systéme enzymatique plus ou moins
modifié... (ces diverses méthodes portent d’ailleurs chacune un nom particulier. Cf.
tableau I).
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Appellation

Composés dosés

Exemples

Anticorps

Radioimmuno-assay

(RIA)

Hormones polypeptidiques
"

protéiques

" stéroides

" thyroidiennes
Nucléotides cycliques
Antigenes

Enzymes

Protéines diverses

Petites molécules

Insuline, ACTH, peptides cérébraux...
Gonadotropes. ..

Aldostérone, hormones sexuelles...
Ty Ty -no

c-AMP, c-GMP ...

de tumeurs, viraux

TBG, albumine, Ig,
facteurs de coagulation ...

Prostaglandines, vitamines, dérivés
d'acides aminés, médicaments ...

Protéines liantes

Protein-binding-assay

(PBA)

Hormones thyroidiennes
" stéroides

Vitamines

Nucléotides cycliques

Eléments traces

Ty Ty eee
Cortisol, hormones sexuelles ...
’12' D, folate ...

c-AMP, c-GMP

Fer

Récepteurs membranaires

Radioreceptor-assay

Hormones polypeptidiques

ACTH, LH, TSH ...

(RMA)

(RRA)
Enzymes Radioenzymatic-assay Vitamines Folates ...
(REA) Nucléotides cycliques c=AMP, c-GMP
Microorganismes Radiomicrobiology-assay Vitamines Folate

Réactifs inorganiques

Métaux traces

Hg, Pb, Cd, Fe ...

Techniques diverses Radioallergosorbent-test Allerg2nes Tests d'allergie
(RAST)
Enzyme-1inked-Immmo-
sorbent-assay Anticorps Anticorps de la rubéole ...
(ELISA)
TABLEAU 1.

Quelques substances d’intérét biochimique, pharmaceutique ou médical dosées par la méthode de liaison.

Le principe de laréaction repose a la fois sur la formation réversible d’un complexe
type antigéne (Ag) — anticorps (Ac) et sur la dilution isotopique:

Ag + Ac
Ag* + Ac = Ag* —— Ac

1=

-
-

Ag —— Ac

Ag* représente la molécule marquée. K et K* sont les constantes d’affinité du
complexe qui doivent étre identiques et élevées.
La figure 5 précise cette réaction. Comme en général le marquage a I'iode-125
modifie quelque peu la molécule a doser, il est nécessaire de s’assurer qu’il n’y a pas
d’effet de marquage, ce qui n’est pas toujours le cas.
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L Complexe spécifique
Antigéne a mesurer (Ag)

ceemte, K _—
COMPETITION 4 ¢ -
.......... v
3 =
Ag* . Ag*-Ac
Anticorps (Ac)

Antigéne radioactif (Ag*)
en quantité connue

Ag + ACK:Ag-Ac

K*
Ag* + Ac/—= Ag*- Ac

Fi1G. 5.

Le dosage final exige une séparation quantitative des molécules liées (B) (Ag-Ac
ou Ag*Ac). Il peut s’agir d’une précipitation, d’une centrifugation, d’une adsorption,
d’une électrophorese...

Enfin la mesure de radioactivité de la fraction B ou F, ou des deux permet de cal-
culer la concentration de la molécule originale Ag (voir fig. 6).

La sensibilité de cette méthode peut atteindre 10-'? & 10-'° mole, c’est-a-dire que
I'on est en mesure de doser pratiquement tous les constituants de la matiére vivante. Le
tableau I, loin d’étre exhaustif, montre quelques domaines d’application de la méthode
de liaison.

/ '
000000 B 14
000000 =
+ 000000 + DEED S| /F Ov
900000 I
B
REACTION SEPARATION MESURE

FiG. 6.

F = antigéne (Ag ou Ag*) libre. B = antigéne lié.
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5. ISOTOPES ET RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE
(SPECIALEMENT "*C-RMN)-1966-1985...

Si I’on se reporte a ’étude de Bloch (1942) sur la biosyntheése du cholestérol [28],
exemple parmi beaucoup d’autres, on constate que cette méthode est trés ardue. Car s’il
est facile de procéder a I’incorporation du carbone 13 ou 14 chez un organisme vivant
al’aide de précurseurs appropriés, il est extrémement compliqué de dégrader une molé-
cule aussi complexe pour déterminer 'origine de chaque carbone.

En 1966, M. Tanabe et G. Detre [41] eurent I’idée d’utiliser un des aspects de la
RMN du proton ('H) et du carbone-13 pour I’étude de la biosynthése d’une substance
naturelle complexe, la griséofulvine (antifungique) (fig. 7).

ACETATE

(CARBOXYLE 1 ]c)

polycétide C' C"’ griséofulvine
FiG. 7.

Schéma de la biosynthése de la griseofulvine.

Sans entrer dans le détail, disons que le noyau de '*C (spin nucléaire = '/) est
physiquement différent du '*C (spin nucléaire = O). Seul le "*C est détectable en
RMN, son déplacement chimique et le nombre de raies (couplages) dépendent de la
nature et de la position des autres noyaux qui I’entourent, si bien que méme dans une
molécule complexe il est théoriquement possible de localiser chacun des atomes de
carbone pour autant qu’il s’agisse de '*C, car dans la nature cet isotope est toujours
présent, a raison de 1,11%.

Le principe d’étude d’une biosynthese est simple. Il suffit d’administrer des pré-
curseurs supposés, enrichis en '*C (concentration supérieure a 1,11%), d’isoler le pro-
duit formé et d’identifier I'emplacement du '*C dans la molécule. La biosynthese
d’innombrables substances naturelles a ainsi pu étre débrouillée avec certitude et rapi-
dité. Cette méthode (utilisable pour d’autres noyaux atomiques) a en outre de nom-
breuses applications dans le domaine de ’étude des mécanismes de réaction en chimie
organique et en biochimie. Elle serait, en principe, idéale si ce n’était le cofit des appa-
reils souvent hors de portée de bien des laboratoires!
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6. CONCLUSION

On utilise facilement le terme de «Révolution» dans une Science lorsqu’une
découverte fondamentale permet une explosion des connaissances. La découverte et
I'utilisation des Isotopes (radioactifs ou non), I’étude de leur comportement physique
constitue certainement une révolution dans la biochimie de ces 50 dernieres années
(1935-1985). Intentionnellement, nous nous sommes limités a quelques applications
biochimiques, dans le sens large du terme, mais il est bien clair que la contribution des
isotopes en médecine, par exemple, est tout aussi considérable. Des milliers de
«Curies» ou plutdt des milliards de « Béquerels» utilisés chaque année dans les labora-
toires de recherche biochimique ou médicale perpétuent la mémoire de pionniers qui
au départ ne recherchaient qu’une connaissance intime de la matiére.
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