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Abstract—In thyroidectomized rats, 3,5,3"-triiodo-thyroformic (TF;), 3,5,3 -triiodo-thyroacetic (TA;) and
3,5.3'-triiodo-thyropropionic (TP;) acids, which are structural analogs of 3,5,3'-triiodo-L-thyronine (LT5),
counteract the decrease of mitochondrial glutamate dehydrogenase (GIDH) activity and the increase
of mitochondrial isocitrate dehydrogenase (ICDH) and cytoplasmic alcohol dehydrogenase (ADH) ac-
tivities in liver. The effect of TA; is similar to that of LT,, those of TP; and TF; being, in this
order, lower. TF,;, TA; and TP; have no effect on heart mitochondrial ICDH activity, an activity
which does not appear to be influenced by thyroidectomy. In vitro, TF;, TA; and TP, inhibit GIDH,
ICDH and ADH activities when tested either on liver subcellular fractions or on pure enzymes: the
effects are more pronounced on GIDH than on ADH or on ICDH. The three iodinated derivatives
present differences in the competitive character of the inhibition they exert against the substrate or
cosubstrate involved in the differeet enzyme reactions investigated.

L’activit¢ de plusieurs enzymes et notamment de
nombreuses deshydrogénases a effecteur métallique
dépend de Iétat thyroidien [1-3] et est influencée par
un traitement hormonal [4-6]. L’activité de I'alcool
deshydrogénase hépatique cytoplasmique est nette-
ment stimulée chez Tanimal hypothyroidien alors
qu’elle est freinée aprés administration de r-T;[7].
Selon certains auteurs, la thyroidectomie ou I'hy-
perthyroidie n’affecteraient pas la glutamate deshyd-
rogénase mitochondriale [1], tandis que pour
drautres, elle serait diminuée dans I’hypothyroidie et
accrue chez 'animal rendu hyperthyroidien 8, 9].

Les résultats apparaissent également contradic-
toires avec lisocitrate deshydrogénase des mitochon-
dries hépatiques et cardiaques puisque le traitement
par les iodothyronines augmenterait I'activité de 'en-
zyme dépendant de NAD et diminuerait celle dépen-
dant de NADP[1,10].

Les effets produits par les hormones thyroidiennes
in vitro sur les enzymes purifiées sont cependant plus
homogenes. On observe dans tous les cas une inhibi-
tion de lactivité enzymatique, mais celle-ci est plus
ou moins importante. L’isocitrate deshydrogénase
isolée du coeur de porc et l'alcool deshydrogénase
de foie de cheval ou de levure, sont inhibées de 50°,
pour des concentrations relativement élevées en L-
thyroxine [ 11-13] (de l'ordre de 10~ *M), tandis que

la glutamate deshydrogénase de foie de bovins l'est
pour une concentration beaucoup plus faible:
107°M [14-16].

Par ailleurs, de nombreux analogues structuraux
des iodothyronines possédent des activités thyromim-
étiques [17, 18], mais lintensité de leurs réponses
dépend souvent de P'essai physiologique. Ainsi nous
a-t-il semblé intéressant de comparer les effets de plu-
sieurs composés in vitro sur les enzymes sensibles
aux hormones thyroidiennes afin d'une part de
préciser le role des différentes fonctions des iodothyro-
nines sur les inhibitions enzymatiques et d’autre part
de situer, dans ce domaine, I'intérét des essais in vitro
pour la compréhension des effets constatés in vivo.
Les substances utilisées au cours de notre travail sont
des dérivés dans lesquels le reste alanine de la triiodo-
3,5,3 L-thyronine (L-T3) est remplacé par une chaine
carboxylique non aminée. Ce sont les acides triiodo-
3,5.3" thyroformique (TF,), triiodo-3,5,3" thyroacéti-
que (TAj3) et triiodo-3,5.3" thyropropionique (TP;) qui
ne différent entre eux que par la longueur de leur
chaine latérale. Nous avons étudié in vivo et in vitro
I'nfluence de TF;, TA; et TP; sur trois deshydro-
génases différentes, toutes trois a effecteur cationique,
mais de localisation différente. Il s’agit de la NAD-
glutamate deshydrogénase (EC 1.4.1.3) mitochon-
driale hépatique [19,20], de l'alcool deshydrogénase
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(EC 1.1.1.1), oxydoréductase a cation Zn** présente
dans la fraction soluble de la cellule [21, 22], étudiée
dans le surnageant final de centrifugation de I'homo-
génat hépatique, et de [lisocitrate deshydrogén-
ase [23, 24] (EC 1.1.1.42) enzyme activée par Mn?*;
il existe plusieurs isocitrate deshydrogénases; nous
avons étudié celle dépendante de NADP, présente
dans la mitochondrie cardiaque et dans la mitochon-
drie hépatique.

METHODES EXPERIMENTALES ET RESULTATS
I Produits chimiques et biologiques

La triiodo-3,5,3 L-thyronine, l'acide triiodo-3,5,3'
thyroacétique et l'acide triiodo-3,5,3 thyropropioni-
que sont fournis par les Laboratoires Sigma. L’acide
tritodo-3,5,3" thyroformique est un produit Pfaltz-
Bauer. Les coenzymes NAD et NADP sont des pro-
duits Boehringer. La thréo-p-isocitrate NADP oxydo-
réductase cardiaque cristallisée de porc d’activité
égale 8 2 U. x mg~! de protéine et I'éthanol NAD
oxydoréductase hépatique cristallisée de cheval titrant
50 U. x mg~' de protéine sont des préparations
Boehringer. L’alcool deshydrogénase lyophilisée de
levure (200 U. x mg™') est une enzyme Koch-Light.
La L-glutamate deshydrogénase hépatique cristallisée
de boeufl (34 5 U. x mg™' de protéine) est fournie
par Sigma. La protéinase bactérienne “Nagarse” est
fournie par les Laboratoires Nagarse et Co., Ltd,
Osaka, Japon. Le triton x 100 est fourni par Koch-
Light.

I1 Expérimentation in vivo

(1) Traitement des animaux. Les expériences sont
réalisées sur des rats Wistar madles. Hormis les
témoins, ces animaux sont thyroidectomisés chirurgi-
calement 4 un poids de 60 a 80 g. L’installation de
I'’hypothyroidie qui demande plusieurs semaines aprés
lopération est surveillée par la mesure du métabo-
lisme de base grace & un analyseur d’oxygéne Beckman
modele 777 et par la courbe de poids des animaux
en fonction du temps. Au cours d'un premier essai,
des lots de 8 rats thyroidectomisés sont traités respec-
tivement par L-T5, TF;, TA; et TP; administrés par
voie intrapéritonéale a raison de 3 ug (soit environ
5 nmoles) pour 100 g de poids corporel, par jour, en
solution rendue isotonique par NaCl. Le traitement
dure 21 jours. Un lot de 8 rats thyroidectomisés non
traités et un lot de 8 rats normaux servent de témoins.
Pour le seconde expérience destinée a mettre en
évidence les effets & court terme des substances
employées a doses élevées, le traitement des animaux
thyréoprives est conduit en 3 jours a raison de 30
ug/100 g de poids/jour. Enfin, une troisiéme
expérience est effectuée sur des rats thyroidectomisés
chez lesquels 'administration des thyromimétiques est
mise en oeuvre avant que la thyroidectomie ait pu
produire une hypohormonémie préalable. Le traite-
ment par L-T; et TA; est institué immeédiatement
aprés l'ablation de la glande et dure 21 jours a raison
de 10 pg/100 g de poids corporel. Les témoins sont
constitués par un lot de 8 rats non traités qui ont
été thyroidectomisés a la méme date que les animaux
traités et par un lot de rats normaux.

Dans tous les cas, les animaux sont sacrifiés 18h
aprés la derniére injection. On préléve le coeur et le
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foie qu'on homogénéise au Potter pour isoler les frac-
tions subcellulaires suivant le protocole décrit plus
loin. Les préparations sont conduites séparément
pour chaque rat, ce qui permet de connaitre les
valeurs individuelles des activités enzymatiques et de
calculer pour chaque lot les valeurs moyennes et les
écarts-types.

(2) Préparation des fraction subcellulaires. (a) Mito-
chondries  hépatiques—Les mitochondries  sont
séparées selon la méthode de Beattie [25] par centri-
fugation différentielle et lavages répétés 3 fois (centri-
fugeuse Sorvall type RC2B) en milieu saccharose
025M amené & pH =74 a laide de Tris 2mM.

(b) Mitochondries cardiaques—Les mitochondries
cardiaques sont préparées par la méthode de Chap-
pell et Hansford [26]. Le milieu de suspension: man-
nitol 0,21 M, saccharose 007M, Tris-HCl pH =
7.5:5mM, EGTA 1 mM est additionné d’une enzyme
protéolytique (Nagarse 0,5 mg/g coeur). Cette prépa-
ration est effectuée dans des condjtions de tempéra-.
ture trés strictes (0°).

La qualit¢ de la suspension mitochondriale est con-
trolée par un essai oxygraphique (oxygraphe Gilson
type GME équipé d’une électrode vibrante) et d’autre
part, par la détermination de la contamination micro-
somale objectivée par l'activité de la NADPH cytoch-
rome ¢ réductase [27], marqueur enzymatique de cette
fraction (moins de 3%, de contamination microsomale
par la méthode de Beattie).

(c) Dosage des protéines mitochondriales—Les
protéines mitochondriales sont dosées par la méthode
colorimétrique du biuret [ 28], en présence de cholate
de sodium a 4%, (p/v) pour accélérer la lyse des mem-
branes.

(d) Fraction cytoplasmique soluble hépatique—L’
homogénat de foie de rat en milieu saccharose 0,25M
tamponné a pH =74 a laide de Tris 2mM est
soumis a une centrifugation d’'une heure a 105,000 ¢
dans une centrifugeuse réfrigérée sous vide (Beckman
Spinco type L2, rotor 50). Le surnageant final est
recueilli pour I'étude de Pactivité alcool deshydro-

génasique.
(3) Mesure des activités enzymatiques. (a) NAD-glu-
tamate deshydrogénase mitochondriale hépati-

que—Aprés centrifugation de la suspension mito-
chondriale hépatique, le culot est repris par une solu-
tion de saccharose 0.25 M contenant 1%, (p/v) de
Triton x 100 (0,5 ml/mg de protéine mitochondriale)
permettant la solubilisation totale des protéines. L’ac-
tivitt enzymatique est déterminée uniformément 15
min aprés 'addition de Triton afin d’éviter les effets
de Pinactivation progressive due au détergent (4%, en
une h). La réduction enzymatique de NAD (0.4 mM)
en présence de glutamate de potassium (15 mM) en
tampon phosphate de potassium 0,2 M de pH = 7.6
est suivie par spectrophotométrie U.V. 4 340nm
grice a un spectrophotomeétre Beckman DB [29]. Les
résultats sont exprimés en nmoles d’acide glutamique
transformé par minute et par mg de protéine mito-
chondriale.

(b) NADP-isocitrate deshydrogénase mitochon-
driale hépatique et cardiaque—L’activité de la prépa-
ration mitochondriale cardiaque obtenue dans les
mémes conditions que la précédente, est mesurée en
suivant a 340 nm la réduction de NADP (0.42 mM)
en présence d’isocitrate de sodium (I mM) comme
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Tableau 1. Effets du traitement de rats thyréoprives par L-T;, TF;, TA; et TP, sur les activités enzymatiques: NAD-
glutamate deshydrogénase mitochondriale hépatique (GIDH (1)), NADP-isocitrate deshydrogénase mitochondriale hépa-
tique (ICDH (2a)) et cardiaque (ICDH (2b)) et NAD-alcool deshydrogénase hépatique cytoplasmique (ADH (3))

Activités enzymatiques

Séries d’animaux {nmoles. mn~'. mg™ )
Etat Nombre GIDH ICDH ICDH ADH
thyroiden Traitement d'animaux (1) (2a) (2b) 3)

N* 0 8 135+ 9 71 4+ 10 483 + 86 8,1+ 06
THX* 0 8 98 + 5% 135 + 31% 525 + 104 14,2 + 0,41
THX L-T, 8 144 4 6§ 78 £ 178 463 + 93 6,6 + 07§
THX TF, 7 126 + 10§ 138 + 401 691 + 65 13,2 + 1,22
THX TA, 7 140 + 11§ 85 + 15§ 547 + 59 84 + 0,58
THX TP, 8 127 + 9§ 83 + 22§ 520 + 1067 10,8 + 1,0§

Les rats sont traités pendant 21 jours par chacun des dérivés iodés & raison de 3 ug/100 g/jour (=~ 5 nmoles/100
g/jour).

*N = animaux normaux.

T THX = animaux thyroidectomisés.

1P < 0,01 par rapport &8 N.

§ P < 0,01 par rapport 3 THX.

Tableau 2. Effets du traitement de rats thyréoprives par L-Ts, TF;, TA; et TP, sur les activités enzymatiques:
NAD-glutamate deshydrogénase mitochondriale hépatique (GIDH (1)), NADP-isocitrate deshydrogénase mitochondriale
hépatique (ICDH {2a)) et cardiaque (ICDH (2b} et NAD-alcool deshydrogénase hépatique cytoplasmique {ADH (3))

Activités enzymatiques

Séries d’animaux {nmoles. mn™*.mg~ ')

Etat Nombre GIDH ICDH ICDH ADH
thyroiden Traitement d’animaux (1) (2a) (2b) (3)

N* 0 8 154 + 10 76 + 9 580 + 37 73408
THX*t 0 7 115 + 5% 115 + 11% 576 + 42 134 + 0,5¢
THX L-T; 8 136 + 7§ 91 + 6§ 473 4+ 36 7.1+ 0,68
THX TF, 7 119 + 14 121 + 11 647 + 52 139 + 1,1
THX TA; 8 135 + 10§ 97 + 12§ 561 + 74 10,1 + 0,9]
THX TP, 8 124 + 13 105 + 11 611 + 88 11+ 06)

Les rats sont traités pendant 3 jours par chacun des produits iodés & raison de 30 ug/100 gfjour, (~ 50 nmoles/100
g/jour).

* N = animaux normaux.

TTHX = animaux thyroidectomisés.

1P < 0,01 par rapport 4 N,

§ P < 0,01 par rapport & THX.

| P < 0,05 par rapport 3 THX.

Tableau 3. Effet du traitement de rats thyroidectomisés de 24 h par -T; et TA, sur les activités enzymatiques: NAD-
glutamate deshydrogénase mitochondriale hépatique (GIDH (1)), NADP-isocitrate deshydrogénase mitochondriale hépa-
tique (ICDH (2a)) et cardiaque (ICDH (2b)) et NAD-alcool deshydrogénase hépatique cytoplasmique (ADH (3))

Activités enzymatiques

Séries d’animaux (nmoles.min~'.mg™ 1)

Ftat Nombre GIDH ICDH ICDH ADH
thyroidien Traitement d'animaux (1) (2a) (2b) 3
N* 0 8 159 + 11 86+ 8 511 + 47 84 4+ 06
THX? 0 8 118 + 9% 108 + 9% 503 + 38 12,5 + 0,5
THX L-Ty 8 176 + 8§ 76 + 6§ 408 + 31 7.9 + 0,38
THX TA, 8 183 + 12§ 72 + 88 390 + 26 8,1 &+ 0,38

Les rats sont traités pendant 21 jours & raison de 10 ug/100 gfjour (=17 nmoles/100 gfjour).
*N = rats normaux.

t THX == rats thyroidectomisés.

1P < 0,01 par rapport &4 N,

§ P < 0,01 par rapport a THX.
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substrat, et de MnCl, (0,58 mM) dans un tampon
phosphate de potassium 0.2 M de pH = 7.4[30].
Les résultats sont également donnés en nmoles sub-
strat transformé x min~' x mg~' de protéine.

(c) Alcool deshydrogénase cytoplasmique -L’acti-
vité alcool deshydrogénase du surnageant a 105,000
g est déterminée par la mesure spectrophotométrique
4 340 nm de la réduction de NAD (0,7 mM) dans
un tampon pyrophosphate de sodium (0,1 M) de pH
= 8.5 en présence d’éthanol 10mM et de chlorhyd-
rate de semicarbazide 2 9, (p/v) [31]. L’activité¢ s’ex-
prime en fonction de la teneur en protéines du milieu.

Les Tableaux I, 2 et 3 rassemblent U'ensemble des
résultats.

111 Influence sur les activités enzymatiques subcellu-
laires

Des préparations de mitochondries lysées hépati-
ques et cardiaques et de fraction cytoplasmique sol-
uble, obtenues, dans les conditions décrites plus
haut, & partir de rats normaux non traités, sont uti-
lisées pour établir I'inhibition produite “in vitro” par
l'addition respective de L-T;, TF;, TA; ou TPy sur
les activités de la glutamate deshydrogénase, de I'isoci-
trate deshydrogénase et de I'alcool deshydrogénase.

La réaction enzymatique est réalisée dans des con-
ditions de concentration, de pH et de tampon, identi-
ques a celles décrites dans le paragraphe précédent.
Les inhibiteurs iodés sont ajoutés a concentrations
croissantes et la réaction déclanchée par I'addition du
substrat. Les courbes des Figs. -3 représentent le
pourcentage de diminution de 'activité enzymatique
en fonction du logarithme des concentrations en inhi-
biteurs.

IV Influence sur Pactivité des enzymes pures

Les activités de L-T;, TF;, TA, et TP, ont enfin
été testées sur les enzymes suivantes: L-glutamate des-
hydrogénase hépatique cristallisée de boeuf; isocitrate
deshydrogénase cardiaque cristallisée de porc; alcool
deshydrogénase de levure lyophilisée et alcool des-
hydrogénase hépatique cristallisée de cheval.
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Fig. I. Effetsde L-T; (@—®@), TF; (x -+ x), TA; (O0—0)

et TP, (*—*) ajoutés in vitro a concentrations variables

sur la GIDH mitochondriale hépatique de rat. La valeur

100 représente Pactivité enzymatique en I'absence d’inhibi-
teur.
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Fig. 2. Effets de L-T; (@—@-). TA; (O—0) et TP, (*—*)

ajoutés in vitro a concentrations variables sur 'ADH

cytoplasmique de foie de rat. La valeur 100 représente I'ac-
tivité enzymatique en l'absence d’inhibiteur.

Les essais sont conduits dans les conditions décrites
précédemment en utilisant au moins cing con-
centrations differentes de chaque effecteur amenant
une baisse de l'activité enzymatique comprise entre
20 et 80%,. Chaque détermination est répétée 5 fois
avec un écart inférieur a 3%,

La représentation graphique des pourcentages d’in-
hibition en fonction du logarithme des concentrations
d’inhibiteur, nous permet de calcular la valeur I,
représentant la concentration de la substance qui
réduit de 509, Pactivité enzymatique dans les condi-
tions expérimentales choisies.

Le parallélisme des résultats obtenus in vitro, d'une
part avec les enzymes pures et d’autre part avec les
enzymes des préparations mitochondriales lysées et
de la fraction cytoplasmique, nous autorise & pour-
suivre nos essais avec les premiéres afin d’établir les
caractéres de compétitivité de chacun des inhibiteurs
vis-a-vis du substrat et du cosubstrat.

La méthode graphique de Lineweaver et Burk [32]
est utilisée, chaque point expérimental étant la
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Fig. 3. Effets de L-T; (@—@), TF; (x - x), TA; (O-0)
et TPy (*—*) ajoutés in vitro a concentrations variables
sur I'ICDH mitochondriale de foie de rat. La valeur 100
représente Iactivité enzymatique en I'absence d’inhibiteur.
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Fig. 4. Inhibition de lactivit¢é GIDH hépatique de boeuf
par TA; pour des concentrations variables de NAD. Re-
présentation en double inverse de Lineweaver-Burk.

moyenne des valeurs obtenues aprés cinq détermina-
tions identiques.

Pour la L-glutamate deshydrogénase hépatique de
pour des concentrations en glutamate de potassium
variant entre 1 et 15 mM, les autres paramétres, con-
stants, reproduisant ceux du paragraphe TI. L’é¢tude
de la compétitivité vis-a-vis du cosubstrat seffectue
pour des concentrations en NAD échelonnées de 0,05
mM a 0,5 mM.

Pour ce qui concerne l'alcool deshydrogénase de
vis du substrat et du cosubstrat sont établis respec-
tivement pour des concentrations en éthanol com-
prises entre 2 et 20 mM, et pour des concentrations en
NAD de 0,1 a | mM. Dans le cas de lisocitrate
deshydrogénase de coeur de porc, les concentrations
varient de 0,05 & 1 mM pour le substrat et de 0,025 a
0,5 mM pour le cosubstrat NADP.

Un exemple de représentation graphique selon
Lineweaver—Burk est donné par la Fig. 4. Par ailleurs
les représentations graphiques selon Dixon [33] sont
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Fig. 5. Inhibition de Tlactivité de la GIDH hépatique de

boeuf en fonction de doses croissantes de TA; en présence

de diverses concentrations en NAD. Représentation de
Dixon.

utilisées pour la détermination du K, La Fig. 5 en
fournit un exemple. Le tableau IV rend compte de
I'ensemble des résultats déduits des représentations
précédentes.

DISCUSSION DES RESULTATS
(1) Effets de TF,, TA;, TP; et L-T in vivo

La thyroidectomie provoque des modifications
dans les propriétés des enzymes hépatiques étudiées.
Nous avons observé qu’elle se traduit au niveau du
foie par une baisse de plus de 25% de lactivité de
la glutamate deshydrogénase mitochondriale, ce qui
est en accord avec les résultats de Clot, Baudry et
Michel [8] mais s'oppose a ceux de Lee et Lardy [1]
et par une trés forte augmentation des activités
NADP-isocitrate deshydrogénase mitochondriale et
alcool deshydrogénase cytoplasmique, effets déja sig-
nalés par Kadenbach [10] et Hillbom [7]. A opposé
l'isocitrate deshydrogénase de la mitochondrie cardia-
que n’est pas affectée de fagon significative.

Tableau 4. Inhibitions provoquées par L-T; et ses analogues formique, acétique et propionique sur diverses deshydro-
génases cristallisées et pures

Compétitivité et

valeur du K; (M) Compétitivité

Iso par rapport par rapport

Enzyme Inhibiteur M) au cosubstrat au substrat
Glutamique deshydrogénase L-T, 6,5 x 107° NC*  82x 107° NC
hépatique de boeuf TF, 20 x 107° NC 3,1 x 107° NC
NAD:K,, = 30 x 107*M TA, 9,1 x 107° NC 40 x 107° NC
TP, Sx 107° C* 2,8 x 107° NC
Alcool deshydrogénase L-T, 58 x 107° C 19 x 107° NC
de levure TF, 1,0 x 107¢ C 46 x 107° NC
NAD:K, = 25 x 107*M TA, 55x 1073 C 2,4 x 107° I*
TP, 91 x 1073 C 45 x 107° NC
Alcool deshydrogénase L-Ty 9.5 x 107° C 24 x 107° NC
hépatique de cheval TF, 8,0 x 1074 C 1,9 x 1077 NC
NAD = K,, = I,I x 107*M TA, 64 x 107# C 1.8 x 1077 NC
TP, 7.2 x 107% C 1,9 x 1073 NC
Isocitrate deshydrogénase L-T; 20 x 1074 NC 35 x 107° C
cardiaque de porc TF, 1,5 x 107* NC 7.2 x 1077 C
NADP:K,, = 1.1 x 107°M TA; 1,9 x 1074 NC 2,6 x 107° C
TP, 21 x 107°* C 90 x 1079 C

* C = compétitif; NC = non compétitif; I = intermédiaire.

e 24498 C
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Le traitement par L-T5; compense tous les effets de
la thyroidectomie sur les enzymes hépatiques et son
influence peut aller au dela d’'une simple compensa-
tion puisque chez l'animal rendu hyperthyroidien
aprés traitement chronique par L-T;, les activités
enzymatiques apparaissent augmentées pour la gluta-
mate deshydrogénase et diminuée pour I'isocitrate et
l'alcool deshydrogénases au niveau du foie. Il est in-
téressant d’observer que l'influence des analogues for-
mique, acétique et propionique de la L-T; est qualita-
tivement similaire & celle de 'hormone iodée, mais
en général plus faible et surtout d’intensité trés dif-
férente de I'un & l'autre. L’analogue acétique posséde
lactivité la plus proche de L-T; avec cependant une
influence nettement moindre que celie de cette der-
niére sur l'alcool deshydrogénase hépatique. TF; est
beaucoup moins actif: cest ainsi qu'a la dose de
5nmoles/100 g pendant 21 jours, ce produit sest
révélé inactif sur l'isocitrate deshydrogénase et lal-
cool deshydrogénase hépatiques. A cet égard TP,
occupe une position intermédiaire entre TA; et TF;.
On peut en outre remarquer que si l'intensité des
effets varie selon le protocole expérimental, les rap-
ports d’activités des substances testées restent. quant
a eux, inchanggés.

(2) Effets de TF;, TA;, TP; et L-Ty in vitro

Les différences de structure chimique entre L-T;
d’une part et TF;, TA;, TP; de lautre se traduisent
par des changements d’ordre qualitatifs et quantitatifs
des effets inhibiteurs d’enzymes: tous les produits
iodés se comportent comme des inhibiteurs vis-a-vis
des enzymes pures ¢tudiées et ceci permet de noter
que la fonction amine, présente au niveau de la chaine
latérale des iodothyronines, n’est nullement indispens-
able & cet ¢gard et que de surcroit, la longueur de
la chaine ne constitue pas un parameétre essentiel.

Leffet frénateur est cependant assez différent d’'une
enzyme & l'autre, et pour une méme enzyme, les divers
inhibiteurs iodés testés sont loin de provoquer la
méme réponse. Cest la glutamate deshydrogénase qui
est la plus sensible a 'effet de L-T; et de ses analogues
puisque des concentrations de 'ordre de 107¢ M suf-
fisent pour Pinhiber partiellement. Par contre, il faut
des concentrations de 5 x 107* M pour obtenir le
méme effet avec les deux autres deshydrogénases. En
outre les caracteres de compétitivité vis-a-vis du sub-
strat ou du cosubstrat ne sont pas uniformes. Ainsi
L-T; comme ses analogues sont compétitifs de NAD
vis-a-vis de l'alcool deshydrogénase, mais ils sont, a
Iexception de TP, inhibiteurs non compétitifs de
NAD et NADP respectivement vis-a-vis de la gluta-
mate et de I'isocitrate deshydrogénase.

Par ailleurs, les effets de L-T; et de ses analogues
de structure sur les activités enzymatiques des mito-
chondries lysées ne différent pas trés sensiblement de
celles obtenues sur des enzymes pures. Les substances
iodées se comportent ainsi comme des inhibiteurs
enzymatiques dont l'effet n’est pas modifié par la
présence des autres protéines solubilisées en présence
de Triton X100, & partir de la mitochondrie.

On observe cependant que la courbe représentative
de leffet de L-T; vis-a-vis de GIDH des mitochondries
hépatiques lysées est différente de celles des autres
dérivés triiodés: il n’est pas impossible que dans les
conditions particuliéres de la détermination, les con-
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centrations en L-T; soient suffisantes pour amener
une dissocation de l'enzyme en sous-unités selon le
mécanisme envisagé par Wolf [34].

(3) Comparison des effets de TF, TA; et TP5 in vivo
et in vitro

Alors qu’ in vivo L-T; et ses analogues TA;, TP,
et TF; se classent dans un ordre uniforme d’activité
décroissante vis-a-vis de toutes les enzymes essayées,
il n’en est pas de méme in vitro. On note dans ces
conditions que lactivité de L-T; est plus intense que
celles de TA; ou TF; sur PADH tandis quavec la
GIDH de méme qu'avec I'ICDH, c’est TF; linhibi-
teur le plus actif,

Ceci constitue un argument pour admettre que les
activités inhibitrices d’enzymes mises en évidence in
vitro ne sauraient étre I'explication des effets constatés
sur les enzymes hépatiques in vivo. Il s’y ajoute le
fait que les doses employées in vitro sont trés im-
portantes et sans aucun rapport avec les taux physio-
logiques d’hormonémie ou méme avec les doses phar-
macologiques employées au cours des essais sur 'ani-
mal.

On observe ainsi que pour les analogues structur-
aux de L-T;, les essais effectués in vitro soit sur des
enzymes pures, soit sur les activités enzymatiques des
fractions subcellulaires, ne peuvent rendre compte de
Iinfluence développée par ces mémes substances sur
les activités enzymatiques in vivo.

En résumé, 1'étude des effets inhibiteurs de TFj,
TA;, TP; ct éventuellement d’autres analogues struc-
turaux in vitro sur des enzymes pures ne permet pas
d’expliquer le mécanisme d’action de ces substances
chez l'animal entier ni a fortiori de présager de l'in-
térét ou des effets secondaires de leur utilisation
thérapeutique. Cependant ces recherches se révelent
opportunes pour préciser les relations entre lactivité
et la structure chimique dans le domaine des inhibi-
tions enzymatiques par les iodothyronines et leurs
analogues.
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Résumé—Les acides triiodo-3,5,3' thyroformique (TF3), triiodo-3,5,3’ thyroacétique (TA ;) et triiodothyro-
propionique (TP,), analogues structuraux de la triiodo-3,5,3 L-thyronine (LT;) sont capables, comme
Ihormone iodée, lorsqu’ils sont administrés in vivo, de compenser la baisse de l'activité de la glutamate
deshydrogénase mitochondriale (GIDH) et de réduire I'augmentation des activités isocitrate deshydro-
génase mitochondriale (ICDH) et alcool deshydrogénase cytosolique (ADH), observées au niveau du
foie de I'animal thyroidectomisé. L’effet de TA; est d’intensité proche de celui de LT,, tandis que
TP, et TF, se classent ensuite dans I'ordre d'efficacit¢ décroissante. TF;, TA; et TP, sont dénués
d’influence sur 'ICDH mitochondriale cardiaque dont I'activité apparait indépendante de la thyroidec-
tomie. In vitro TF;, TA; et TP, inhibent les activités des enzymes GIDH, ICDH et ADH aussi
bien au niveau de préparations obtenues a partir du fractionnement cellulaire du foie de rat, qu'en
présence des enzymes pures. Toutefois, les effets sont plus intenses sur la GIDH que sur TADH ou
I'ICDH. En outre, les inhibitions enzymatiques produites par les 3 dérivés iodés présentent des dif-

réactions enzymatiques considérées.



