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Abstract-The effect of a new thyroid component, recently isolated from bovine thyroglobu- 
lin. on the respiration and swelling of rat liver mitochondria. has been studied. This product 
is an iodinatcd pcptidc. 3.5 diiodo-L-tyrosbl 3.5 dliodo-L-tyrosinc (TT,I) and its action is 
quite different from that of iodothyronines which act as uncouplers and inhibitors of mito- 
chondrial respiration. 3.5 diiodo-L-tyrosyl 3.5 diiodo-L-tyrosine is an inhibitor of mitochon- 
drial respiration. It acts on the three coupling sites of oxydo-phosphorylations with various 
intensities. Furthermore. it is able to prevent mitochondrial swelling induced by thyroxine. 
It seems that the hypothesis that this compound has thryoximimetic properties is incorrect 
since its peripheral effects are quite different from those of thyroid hormones. 

L’ACTIOK sur les oxydophosphorylations des mitochondries de nombreux composks 
de structures trks diffkrentes a suscitk d’importantes recherches.lP4 C’est ainsi que 
les phinols iodCs et tout particulikrement les iodothyronines ont retenu l’attention5.6 
car ces substances interviennent comme rCactifs privikgiCs des oxydophosphoryla- 
tions en agissant sur la respiration des mitochondries de faGon ilective mais non spC- 
cifique. Cette action Clective et le fait qu’il existe dans la thyro’ide certains phlnols 
iod& de structure voisine de celle des hormones thyroi’diennes (T,, T4) ou de leurs 

prkurseurs (MIT. DIT) nous ont conduit ii ktudicr I’action de l’un d’entre CLIX sur 
les mkanismes d’oxydophosphorylations. Un groupe de chercheurs de notre labora- 
toire a pu mettre en kvidence sous certaines conditions d’hydrolyse, la prisence dans 
la thyroi’de d’un dipeptide iodC, le diiodo-3.5-L tyrosyl diiodo-3,5-L tyrosine ou 

TT,I’ I2 dont la formule est domlle sur la Fig. 1 et l’a extrait B partir de la thyroglo- 
buline bovine. 

La prksence de ce nouveau composC iodl dans la glande thyro’ide mais lgalement 
dans le sang circulant dans certains ltats de dysthyro’idies13 et son r61e iventuel dans 
la biosynthise des hormones thyroldiennes nous a amen6 A Studier, dans diverses 
conditions expkimentales, son action sur la respiration des mitochondries hkpati- 
ques de rat que les hormones thyro’idiennes influencent de faGon complexe:’ celles-ci 
accClt5ent. h faible concentration, la respiration des mitochondries plades dans l’ltat 
contr616 et h forte concentration jouent le r6le d’inhibiteurs. Dans l’itat actif, on con- 
state toujours une inhibition respiratoire. Les iodothyronines provoquent d’autre 
part une fixation active de I’cau, entrainant le gonflement de ces organites. 
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.S,i7rthAx~ rilr T&i. Lx TT,i Cst prL;jwrL; par iodatinn du 1. t>1-05!1 1. tyrosine. A la 
solution agide de 02 mM de L tyrosyl-r_ tyrosinc. 7Hz0. dans I ml d”ammoniayuc 
concentr&, on a_ioute goutte a goutte une solution de ,700 mg d’iode dans I’&her. 
L’agitation est maintenue pendant 24 h. Le miiieu r6actionnel est ensuite &vapor6 6 
set; Ie risidu dissous dans le minimum d’eau est ajust& B pH 3 par addition d’acide 
chlorhydrique 0,l N. Cette solution est ensuite relargu& par I’acCtate de sodium jus- 
qu’au pH 5, point isoCIectrique du produit. Aprts centrifugation. le pr&pitC est Iav6 
B piusieurs reprises B I’eau afin d’eliminer les iodures puis B I’lthanol. Finalement, 
Ie TT,I est &chC; sous vide en prisence de P,O,. Le rendcment de l’iodation est de 
75 pour cent. 

P~~;~?~~~.~f~(~~~ &JS /iliro~hcirldl.i(~,s. Lcs mitochondries h@patiques de rats n&s de 
souche Wistar sent prtparCes par la technique de Schneider Eg&emcnt modi- 
f&+.1 5.16 Les mitochondries sont conserve& cn suspension dans du sac&arose 
0.25 M B 0-e 

Dosuyc~ dc~s pmr&~ws. Les protdi’nes mitochondriales sont do&s par la mCthode 
au biuret en p&ewe de cholate de sodium. 

2,s mg de prot&nes mitochondriales, sent additionn& ik I ,S ml de miiicu ;I pH 7.4 
de composition suivante: H,KPU, 3 mM. HK,PO, I.3 mM. NaCI 15 mM, KC1 5X 
ml’vl. NaF 12 mM. MgC1,6 mM. A chuque cssai. Ia quaIitP dcs mitochondries est 
v&if?& par la mesure de leur contrhle respiratoirc et de leur rapport PD. 

~~~,.s~~~~~ &r ~~~~~~~~~~~~~~~~~~ &s rlrift)c.hotrd~it~.s, LL‘ gollll~i~ien t cks nlitochoildries cst suivi 
par I’etude de la variation de I’cxtinction E, ii 520 nm avcc un photom&re Beckmann. 
Le milieu ~i!~~ub~~tioil, mainte]lLl ii 20“. conticnt 5 ml d’rtn m@fange Tris- HC‘I. 0.02 M 
et KC‘1 0. 125 M B pH 7.4. La yuantit6 de mito~hon~iries cst choisie pour qttc ia den- 
sit2 optiqw. ;lvant toute addition d’agent gonflant. soit dc 0.80. cc qt~i correspond 
li environ 1 mg de protii’nes mito~hondri~lles. 
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Riactions de coup&e de t’dnergie: 
C, red + C,ox + I ti C2 red _ I -k Ct ox (1) 

C2 red 5 I + X F? C2 red -t- X 5 1. (2) 
R&actions de transfert de l’tkwrgie: 

X -I+P*X-P-+-I (3) 
X-P+ADPsATP+X. (41 

C1 et C2 sent des transporteurs d”Clectrons voisins sous la forme rPduite ou oxy- 
dte. I et X sont des interl~~di~~ires de couplage dont la nature n’est pas encore di-ter- 
minCe. 

~~~~~?.s clu ~r~~sl41. kt ~.~.spj~~~~j~~~ rlurrs l’ckrt ~~llr~~l~ 4 et I‘ck udf3. Quatre sub- 
swats i~t~rven~~nt it des points di~~rents de la chaine respiratoire et &vers i~~hibjt~urs 
respi~~toires ont Ctd utilisks” le (I hydroxybuty~te 13 mh4 et le mClange glutamate 
6,7 mM malate 3 mM en prknce de malonate 3 mM, le succinate 6 mM en prCsence 
de r&&none 1.5 $vf et le mClange t~tram~thylphenyI~nediamine (TMPD) 0.15 m&I, 
ascorhate 33 mM en prkence d’antinly~ine A. 

L’itat 3 est obtenu par addition d’ADP 250 yM. 
Le TT,I est dissous dans NaOH 0.02 M. A chaque essai, un tCmoin est r6alis6 avec 

la m&me quantitC du solvant utiiisC pour la mise en solution du produit, 
Les moyennes des vitesses respiratoires obtenues dans l’ltat 4 et l’ktat 3 en pr&- 

ence de quantitis variables de TTJ font I’objet des Tableaux 1 et 2. 
Les courbes des Figs. 2 et 3 indiquent la moyenne des pourcentages de respiration 

calculCe en f&ant le rapport des vitesses respiratoires en prCsence et en absence du 
dipeptide iodl. 

La respiration est EgPrement inhible dans I’Ctat contrbli pour trois des substrats: 
~-hydroxyl~utyrate. glut~l~~te-rn~~l~~te et succinate. Aucune ill~libition n’est mise en 
ividence pour lc mllange T~PD-~~s~orbate. II faut noter que I”effet freinateur respir- 
atoire est plus intense avec les substrats NAD Ii& pour lesquels malgrt tout, Enhibi- 
tion r~spir~~t~~ir~ n‘c‘st jamais supdrieure It 30 pour cent. 

l’L:t:tt :\ctif cst trL;s ~1111~1~11~~ lwr la pr~scnc~ du dipcptidc iode: Ic r~~i~~~tiss~~~~~~~t 
do’ la r~s~~ir~~t~~~l~. plus il~ll~ort~lnt clue dnns I’ktat 3. est d‘autant plus grand quc le sub- 
strat utilisc toute la chaine rospiratoirc: l’activit2 il~llibitri~e de 50 pour cent avec les 
suhstrats NAD Ii& est de 10 $M en prCsence de ~~-hydroxybutyrate et de 40 !tM awe 
le mtlangc glut~tmatc-mnlate. Pour le succinate. I’activitci- inhibitri~e de 50 pour cent 

malate 
TMPD-ascor- 

0. t 3.1 -i_ 0,006 0,086 & Q.003 

bate 0.409 J_ 0.048 
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FIG. 2. Influence du TT,I SLIT I’activik respiratoire, cn pour cent de I’activik! initialc, des mitochondrles 

plact;es dans I’&t 4 en presence de diffkents substrats: (A) glutamate-malate: (0) [I hydroxybutyrate; 

(01 \uccinatc: (A) TMPD. ascorhate. 

correspond A une concentration d’inhibiteur de 100 PM et pour le mklange TMPD- 
ascorbate. elle est supkrieure A 200 LLM. 

Ces rkultats tendent B prouver que le TT,I influence les trois sites de phosphory- 
lations avec des intensitk diffkrentes. Les rapports P/O ne sont pas affect& par la 
presence de l’inhibiteur. D’autre part. tous les cssais de 1evPe d’inhibition de I’&at 
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Flti. .3. Inllucncc du TT,I SLIT I’actlvltti rcspiratolrc. cn pour cent de I’acti\itG inltulc. dc\ mitochondrlcs 
pIa& dans I’Ctat 3 cn lwknce de dilErents suhstrats: (A) ~lutnmnto-mLllatc: (0 I /j hydroxbbut!ratc: (01 

wccin:ltc: (AI TMPD. a\corhatc 
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actif. par Ie 2.4 dinitr(?ph~nol (DNP) ant Ctk nCgatii’s co yui cxclut unt it~t~r~~I~tioi1 
de ce produit sur les itapes de trunsfert de 1’Pnergie mais suggkre plutcit we action 
au niveau des &apes de couplage dc I’lnergie. 

A partir des vitesses rcspiratoires initiales. B des concentrations variables de suc- 
cinatc (I mM, 1.5 mM, 2 mM, 3 mM et S mM) et dc T’T,I (Xj&I. SOjrM). now 
avons traci les courbcs de Lincwwver Burke (Fig. 4). Pear chaquc c.\pL;ricnc’c. nous 
avons dii-termind ies droites de r~!yrcssion par les moindres oarrds. C‘~‘ttc anal>se 
montrc une corr~l~~tio~l t&s ncttc dcs points ~i’itlt~~-~~~t;~~ii des cniirbes sur 1”nxc &s 
ordonnkes aux dcux ~oi~~~~~tr~~ti~~ils dc TT,I utilisks. L’~l~llibition ob~ervL;c dans 
I’ktat 3 succinate est done de nature co~l~p~titiv~ avec le suhstrat, ce que I‘on prut 
expliyuer par une colnI~~titio1~ au niwau d’un tr~~tispor.t~~ir ~~lectrot~s i~~t~[.vell~nt 
dans I’oxydation du sLl~cil~~te. ~~r~~b~lbl~rn~ilt la succinodcsk~dro~~l~~is~. 

Des cssais idel~tiques conduits awe le ~~-ll~drox~but~r~~te comme substrat et Ic 
TT,I h doses inhibitrice~ ~~o~ennes (5 @I, 10 ,I~M) montrent qu’il n’y a pas d’inhibi- 
tion ~oinp~titive entre co suhstrat et le dipeptidc iodk L~iIillibition est done compiti- 
tivc :fvec le site II et non avec Ie sire I. 
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DNP 
I/IM) 0 

Vltesse respiratoire (/fMO,.sec mg) 
TT,I (jih’l) 

20 SO 100 200 

15 0.520 f 0,030 0,439 * 0.009 0,400 i 0.014 0,259 f 0,017 0.113 * 0,017 

50 0.810 * 0.040 0.567 + 0,029 0,460 k 0.026 0.272 + 0,021 0,105 * 0,020 

1*&t 4 dkouplk par le DNP en prksence de succinate 6 mM. Le ralentissement res- 
piratoire est idcntiquc. que le TT,I soit ajouti avant ou aprts le DNP. Le point d’in- 
tcr\cntion du TT,I cst done situ& en amont ou au niveau de celui du DNP. c’est-;I- 

dire sur les tous premiers intermidiaires de couplage. 
La similitude du comportement du TTJ dans 1’Ctat 3 et l’ltat 4 dkoupll par le 

DNP exclut dlfinitivement un effet de ce produit sur les ktapes de transfert de I’kner- 

gie. 
Des essais effect& en prksence d’acide triiodothyroacitique (TA,) utilisi h dose 

acct%ratrice de l’ktat 4 (20 ;IM) montrent egalement un effet freinateur respiratoire 
important du TTJ, une concentration en inhibiteur de 100 /rM supprimant totale- 
ment l’effet acc&rateur de TA,. 

&fTks & T T,l SIII. Ic gor~jferrwr~t tics rllitocl~orldrirs procoyuc~ pw IN tl~~wsi~w (TJ. 
Lc ~ontlcment. Audi6 L’II prkcnce de glutamate 5 mM. malatc I mM ct malonate 
1 mbl. L‘SI induit par addition dc T,lO /IM. apk 3 min d’incubation des mitochon- 

dries a~cc lc TT,I. La valcur de l‘cxtinction E cst lue toutes les minutes. La courbe 
1 (Fig. 5) reprisente le gonflement en absence de TTJ. Les courbes 2 B 4 illustrent 
le gonflement des mitochondries en prdsence de quantitk variables de TTJ. Nous 
notons une inhibition progressive du gonflement, pratiquement totale pour une con- 
centration de 200 /IM, ce qui est Cgalement en faveur d’une intervention du TTJ 
awnt le deuxitme intermidiaire de couplage. 
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FIG. 5. tll’et\ du TT,I sur le gonllcmont dch mltochondrles en pr&encc de glutamate 5 mM, malate I mM 
et malonatc I mM. En ordonnCe figure I’extmction E normaliste h 100 et en abscisse le temps en minute. 
(‘haquc point rcprL‘wntc la moycnne de IO dCtcrminations. Courhc I en ahwnce de TT,I. courbes 2. 3 

ct 1 cn pr’:wnce de TT,I 50 /tM, 100 !tM L‘I 700 1tM. 
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CONCLl!SIQN 

Un rwuveau dipeptide iodd, ~~c~~~~~r is& de la ~~~r~g~~~~~~~~ bovine, le 
diiodo-3,.5-t tyrosyl diiodo-.3,5-i, tvrosinc ou TT41 entraine, en pr&ence de dif%rents 
substrats, une inhibition respirato& kibk des i~litochondric~ hlpatiques de rat d:ms 
i’Ctat contr6lC m&z beaucoup @us imporkmtc dans I’@tat 3 ou f’etat 4 acti& par des 
dkouplants. Le fait igatement que fe TT,I inhibc le ~on~crncn~ induit par T,, sug- 
gkre yue ce prod& a%& ies trois sites de ~hos~hor~~~tio~~s et agit ~I.~~i~crnbl~bl~- 
ment SW tes int~rrn~d~~ires de coupkge d~rect~rn~~~t Ii& aux tr~n~~ortcurs d’itec- 
trans. II se distingue d”un in~jbit~Llr r~s~j~~toirc vrai comma le i~l~~~on~~tc car I’inhibi- 
tion de l’e’tat 4 n’est que particlle et dcs i~lhibit~~~rs des ~hosphor~l~Itions tels I’aligo- 
mycine dent i’inh~bition est Ievte par Je DNP. 

Naus nous trouwns, avee le TT41a en prPsence d’un effecteur respiratoire dent t’ac- 
tion di%re nettemznt de c&e des iodothyronines, qui sont a la fois des inhibiteurs 
et des dCcoupIants des oxydophosphor~l3tions n~itochondri~Ics~~~ II semble que Ie 
remplacement de la liaison &her-oxydc pr6sente dans Ia thyroxine par une liaison 
peptide modifie c~nsid~r~~bIcrn~~lt les propriCtPs de la mol&zule. 

En fait. le diiodo-3,5-r_ tyrosyf diiodo-3.5-r. tyrosir~e posstde, commc l’amytal uti- 
Ii& ii faiblcs c~~~~~r~t~~~ti~~~s. U~I caracttke d’inhibiteur particl de 1~ respirntion mito- 
chondrinlc. 

L’ens~mble de ces mkanisnrcs &action ne Iwraisscnt pas \Grifkr I’h! pothke selon 
laquelle Ie TTJ serait douC de propriktks thyroximitnktiques.” 
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couplage des ~xydop~~(~sp~~oryi~~tions. avec des intensitks diff&entes; en outre, it est capable 
dc s‘opposer au gonflcment des mitochondries prnvoqut: par la thyroxine. II ne sembte done 
pas que I’hypothbse envis@e par certains d’entre now quant B une action thyroximim~ti- 
que de ce nouveau composi thyro~dien. soit vdrifiCe. Ses effets p~riph~riques sont en effet 
essentiellemetlt diffkrents de ceux des hormones thyro~d~ennes. 
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