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Abstract-3,5,3’-Triiodo-thyroformic (TF,), 3,5,3’-triiodo-thyroacetic (TA,) and 3,5,3’-triiodo-thyropro- 
pionic (TP,) acids, which are structural analogs of 3,5,3’-triiodo-L-thyronine (LT,), have been found 
to inhibit beef liver glutamate dehydrogenase (GIDH), horse liver alcohol dehydrogenase (ADH) and 
pig heart isocitrate dehydrogenase (ICDH), but different mechanisms are involved. TF,, TA, and TP, 
inhibit GlDH non competitively with respect to NADP, but competitively with ADP-ribose, an acti- 
vator of GlDH. For the inhibition of ADH, the three iodinated derivatives compete with NAD and 
ADP-ribose; ADP-ribose being itself competitive with NAD. So, it appears that TF,, TA, and TP, 
interfere with the coenzyme binding by blocking the binding site of the ADP-ribose portion of the 
coenzyme. These iodinated inhibitors quench the enhanced fluorescence which originates from the 
enzyme-coenzyme binding. However, in the case of the GlDH, TP, exhibit an opposite effect. E.s.r. 
studies showed that ICDH inhibition by TA,, did not result from the chelation of Mn’+, but that 
TA, impaired binding of Mn2+ to the enzyme and coenzyme. 

La thyroxine et la triiodo 3,5,3’-L-thyronine inhibent 
in vitro un certain nombre d’enzymes tandis que leurs 
precurseurs la monoiodo 3-L-tyrosine et la diiodo 3,5- 
L-tyrosine n’ont a cet Cgard aucun effet [l-7]. Au 
tours de travaux anterieurs [S-lo], nous avons 
montre que les acides triiodo-3,5,3’ thyroformique 
(TF,), triiodo-3,5,3’ thyroacetique (TA,) et triiodo- 
3,5,3’ thyropropionique (TP,) [l 1) avaient comme les 
hormones thyrdidiennes et specialement la triiodo- 
3,5,3’ L-thyronine (L-T3), la propriete d’inhiber cer- 
taines enzymes d’oxydoreduction a effecteur cationi- 
que telles que la glutamate deshydrogenase [S] 
(GIDH) (EC 1.4.1.3) l’isocitrate deshydrogtnase 
(ICDH) (EC 1.1.1.42) et l’alcool deshydrogenase 
(ADH) [9, lo] (EC 1.1.1.1). Cependant bien que ces 
deshydrogenases presentent des points communs, tant 
sur le plan de la structure de metalloenzyme que sur 
celui de l’activite enzymatique [12-141, l’inhibition 
produite par L-T~ et ses derives se deroule selon des 
modalitts differentes dune enzyme a l’autre. L-T~, 
TA, et TF, sont tous trois competitifs de NAD au 
tours de l’inhibition de I’ADH, mais par contre non 
competitifs vis-a-vis du NAD, cosubstrat de la GlDH 
et du NADP, cosubstrat de I’ICDH. TP, pour sa 
part entre dans les trois cas en competition avec le 
cosubstrat. 

Par ailleurs, les caracteres de competitivite par rap- 
port aux substrats, different dune enzyme a l’autre. 
TA, et L-T, sont competitifs du substrat en ce qui 
concerne l’ICDH de coeur de port, tandis qu’ils ne 
le sont ni pour la GlDH de foie de boeuf ni pour 

I’ADH de foie de cheval. Ce caracthe d’hettrogeneitt 
suffit a exclure la possibilite dun mecanisme commun 
d’inhibition. 

Au demeurant il existe des differences entre les pro- 
cessus catalytiques des trois deshydrogenases con- 
siderees. GlDH, enzyme allosterique, comporte deux 
sites capables de reagir avec les coenzymes nicotini- 
ques [ 151: un “site actif” et un “site activateur ou 
inhibiteur”. Un troisieme site defini par Frieden [16] 
comme un “site catalytiquement inactif” permet la 
fixation des coenzymes reduits. NAD intervient au 
niveau des deux premiers sites, NADP uniquement 
au niveau du site actif. L’ADP et TADP-Ribose 
(ADP-R) jouent, a faibles concentrations, un role acti- 
vateur et selon J. Wolff [7], la L-thyroxine agirait 
specialement au niveau du site activateur de GlDH, 
entrainant des modifications de la structure quater- 
naire de la proteine enzymatique et son inhibition. 
Dans le cas de I’ADH, le coenzyme NAD est lie 
simultanement par sa structure nicotinamide et sa 
structure ADP-ribose [ 171. Parmi les inhibiteurs de 
I’ADH, I’ADP-R competitif de NAD Cl83 empecher- 
ait la fixation de ce dernier par sa fraction adenylique 
sur la proteine enzymatique, tandis que L-T~, qui 
d’apres MC. Carthy et Lovenberg [19] modifie le 
spectre de fluorescence caracteristique de la liaison 
ADH-NADH, s’oppose a la fixation du coenzyme par 
sa partie nicotinamide. 

L’objet de notre travail a Cte de mettre en evidence 
l’influence de TF,, TA, et TP, comparee a celle de 
L-T~ sur la combinaison de la proteine enzymatique 

1687 



1688 H. GOUWNNET, B. CHAILLOT, R. TRUCHOT et R. MICHEL 

et du cosubstrat au cours de la catalyse enzymatique 
de la GlDH de foie de boeuf, de I’ADH de foie de 
cheval et de levure et de I’ICDH de coeur de port. 

Nous avons successivement Ctudie l’effet de ces sub- 
stances iodees, sur la fixation de NAD ou NADP 
au niveau de leur structure ADP-R, puis les modifica- 
tions qu’elles apportent a la fluorescence des com- 
plexe ‘enzyme-cosubstrat reduit’. Nous avons enfin 
mis a profit le spectre de resonance paramagnetique 
electroniqde (r.p.e.) de Mn2+ pour rechercher son 
Cventuelle chelation par TA,, en presence d’ICDH, 
enzyme pour laquelle Mn’+ constitue un activateur, 
et de divers effecteurs de la reaction enzymatique. 

METHODES EXPERIMENTALES ET RESULTATS 

Prod&s chimiques et biologiques 

La triiodo-3,5,3’+thyronine, l’acide triiodo-3,5,3’- 
thyroacetique et l’acide triiodo-3,5,3’ thyropropioni- 
que sont fournis par les laboratoires SIGMA. L’acide 
triiodo-3,5,3’ thyroformique est un produit Pfaltz- 
Bauer. 

Les coenzymes NAD, NADP et leurs formes 
reduites NADH, NADPH ainsi que ADP et ADP- 
Ribose sont des produits Boehringer. 

La three-D-Isocitrate NADP oxydo-reductase car- 
diaque cristallisee de port d’activite &gale a 2 Un- 
ites x mg-’ de proteine et l’ethanol NAD oxydo- 
reductase hepatique cristallisee de cheval titrant 50 
Unites x mgg’ de proteine sont des preparations 
Boehringer. 

L’alcool deshydrogenase lyophilile de levure (200 
Unites x mg- ‘) est une enzyme Koch--Light. La L- 

glutamate deshydrogenase hepatique cristallisee de 
boeuf (3 a 5 Unites x rng-’ de proteine) est fournie 
par Sigma. 

Caract&es de comp&titivitt; des inhibitions enzymati- 
ques 

(I) Alcool deshydrogtnase. Les essais d’activites [20] 
sont realises a 25” dans un tampon pyrophosphate de 
Na:O,l M de pH = 85 contenant 2”/,(p/v) de chlor- 
hydrate de semi-carbazide, C,H,OH: 17 mM, NAD: 
0,2 mM et l’alcool deshydrogenase a raison de 6,6 pg 
proteine enzymatique x ml-‘. L’ADP-ribose a con- 
centration croissante (100 a 400 PM) et chacun des 
inhibiteurs iodes a concentration constante pour une 
serie d’essais, sont ajoutes immediatement avant l’en- 
zyme. Chaque essai est ensuite repete en modifiant 
la concentration du produit iode. L’activite enzymati- 
que est mesuree en suivant la reduction du NAD a 
340nm, grace a un spectrophotometre Beckman 
DBG muni dun enregistreur. 

L’ADP-ribose se comporte comme un inhibiteur 
competitif de NAD vis-a-vis de I’ADH de foie de che- 
val [ 181.11 en est de m&me pour L-T~ et ses analogues 
TF,, TA, et TP, (Fig. 1). Nous avons done Cte 
amen& a traiter les resultats obtenus selon la 
methode graphique de Yonetani-Theorell [21] qui 
permet l’etude des interactions entre effecteurs enzy- 
matiques du m&me type. Un exemple en est donne 
par la Fig. 2. La representation de u- ’ = f (ADP- 
ribose) pour les differents couples d’inhibiteurs 
ADP . R-LT,, ADP R-TF,, ADP . R-TA3 et 
ADP. R-TP, conduit a des droites paralleles pour 
les concentrations differentes d’inhibiteur iode. Ceci 

[NAD]-‘, mM_’ 

Fig. I. Inhibition de I’alcool deshydrogenase (ADH) de 
foie de Cheval par TF,, TA, et TP, pour des concen- 
trations variables de NAD. Representation en double 

inverse due a Lineweaver-Burk. 

traduit un ‘coefficient d’interaction’ de valeur z = in- 
fini qui permet de conclure a une competition entre 
l’ADP-ribose et les analogues de L-T~ au tours de 
l’inhibition enzymatique. 

(2) Glutamate deshydrogdnase. L’activite enzymati- 
que de la GlDH [22] est determinee en suivant la 
reduction du coenzyme a 340nm. Les essais sont 
realises & 25” dans un milieu tampon phosphate de 
potassium 92 M de pH = 7,6 contenant L-glutamate 
de K: 66mM, NAD ou NADP: 0,4mM et 2,4pg 
de proteine enzymatique x ml- ’ pour un volume de 
2,5 ml. Dans ces conditions, l’activite enzymatique 
traduite graphiquement en double inverse s’inscrit 
dans le cadre dune cinetique michaelienne (Fig. 3a). 
Les interactions entre inhibiteurs L-Ts, TF,, TA, et 
TP, dune part et l’ADP-ribose activateur de la 
GlDH d’autre part sont Ctablies en determinant l’acti- 
vite enzymatique pour des concentrations croissantes 
d’ADP-ribose (10 PM a 100 m) en presence de NAD 
ou NADP (400 @I) et d’inhibiteur (20$4) a con- 
centration constante. 

Les resultats experimentaux traduits graphiquement 
selon Lineweaver-Burk permettent de conclure a une 
interaction competitive entre ADP-Ribose et tous les 
composes testes en presence de NAD ou de NADP 
(Fig. 3 b-d). 

(3) Isocitrate deshydroge’nase. L’activite de I’ICDH 
de coeur de port [23] est determinee en suivant a 

c 

C,H,OH 17 mM 

0.06 NAD 
0.3mM 

J- 

T I I I I I 
100 200 500 

[ADP-R] , /LM 

Fig. 2. Inhibition multiple de l’ADH par ADP-ribose et 
TA3 a pH = 8,5. Representation de Yonetani-Theorell. 
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Fig. 3. Reprtsentation en double inverse de la vitesse de la rtaction enzymatique catalyske par la 
glutamate deshydrogknase de foie de boeuf (ClDH) pour diffkentes concentrations de glutamate de 
potassium (a). Inhibition de la glutamate deshydrogknase de foie de boeuf par TF, (b), TA, (c) et 

TP, (d) en prksence de concentrations croissantes d’ADP-ribose. 

340 nm la Eduction de NADP (0,42 mM) en prksence 
d’isocitrate de sodium: 1 mM, de MnCI,: 0,58 mM, 
d’ADP-Ribose B concentrations croissantes: 40 /*M a 
4OOpM et d’inhibiteur iodk B concentration con- 
stante: 8Ofl dans un tampon phosphate de K: 
0,2 M de pH = 7,6. La concentration de la protkine 
enzymatique est de 40 pg x ml- ‘. La prksence d’une 
forte concentration de l’activateur cationique tend a 
kliminer les effets allosttriques et conduit ti une cinkti- 
que de type Michaelien (Fig. 4). 

Parmi les d&iv&s iodks que nous avons essay&s, 
TP, est le seul qui inhibe I’ICDH sur le mode com- 
pktitif par rapport & NADP comme le fait l’ADP- 
ribose. La mkthode graphique de Yonetani-Theorell 
[21] ne s’applique done en toute rigueur qu’au couple 
d’inhibiteur ADP-R-TP,. La reprksentation graphi- 
que U- ’ = j (ADP-ribose) montre que la prksence 
d’ADP-ribose favorise l’effet inhibiteur de TP, (Fig. 
5). Cependant des courbes similaires sont obtenues 

100 - 

Sans addition de Mn” 

& _NADP 0.42 mM 
x 

.E 
E - 

2 - 

: 50- 

X 
/ 

T 
> 

/ 
X) 

X 
Mn’+0.50 mM 

o-a-0 , 0-0 

IO 20 

[Isocltrate]“. mM_’ 

Fig. 4. Repksentation en double inverse de la vitesse de 
dtcarboxylation oxydative de l’acide D-isocitrique par I’Iso- 
citrate deshydrogknase de coeur de port (ICDH) en 

prt-sence et en I’absence d’ions Mn’+. 

6 
E 

,a_NADP 0,42 mM 

2 
Isocitrate I mM 

Mn” 0,50 mM 
TP, BO/LM 

-&p3 4OpM 

4 

IO 
._._,-,-•Temoin 

I I I I 
40 200 400 

[ADP-R] , pi 

Fig. 5. Inhibition multiple de l’isocitrate deshydrogtnase de coeur de port par ADP-Ribose et TP, 
SI pH = 7,6. ReprCsentation de YonetanikTheorell. 
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Tableau 1. Caractkres de compktitivitk de L-T~, TF,, TA, et TP, vis4-vis des coenzymes NAD ou NADP et de 
I’ADP-~ribose au cows de I’inhibition de la GIDH. ADH et ICDH 

Glutamate deshydrogknase 
de foie de boeuf (GIDH) 

Alcool deshydrogknase Isocitrate deshydrogknase 
de foie de cheval (ADH) de coeur de port (ICDH) 

Inhibiteur NAD NADP 

CompttitivitC par rapport :I Compktitivitk par Compiititivitk par 
rapport B rapport h 

ADP-R ADPPR ADP R ADP -R 
en prksence en prksence en prtsence en prksence 

de NAD de NADP NAD de NAD NADP dc NADP 

L-T) 

TF, 
TA, 
TP, 

NC intermkdiaire C intermkdiaire C C NC 
NC NC C C C C NC 
NC NC C C C C NC 
C NC C C C C’ c NC 

C: Inhibiteur compt-titif. 
NC: Inhibiteur non compbtitif. 

au tours des essais effect&s avec L-T~, TF, et TA, 
en prksence de concentrations croissantes d’ADP- 
ribose; leur interprktation est toutefois plus difficile 
puisque ces dCrivt_s triiodks, contrairement B TP,, ne 
sont pas compktitifs de NADP. 

Le Tableau 1 r&me les caractkres de compktitivitt- 
observks au tours de I’ensemble de nos essais d’inhibi- 
tion enzymatique. 

Pour des concentrations supkrieures il X0 PM, L-T~ 
et ses analogues produisent un effacement total de 
I’effet de liaison enzyme-coenzyme et le spectre de 
fluorescence du milieu ‘enzyme coenzyme rkduit- in- 
hibiteur’ est alors comparable :I celui du coenzyme 
B I’Ctat libre. A concentrations inftrieures l’effet reste 
incomplet et l’on note que L-T~ poslde un effet un 
peu plus marqui: que ceux des ses analogues ainsi 
qu’il ressort des don&es rassembkes dans le Tableau 
3 

Les Ctudes de fluorescence sont effect&es ;I I’aide -’ (2) Glutumatr rle.slz~droyc;rlusc,. En prksence de 
d’un spectrofluorim&re Jobin et Yvon B double GIDH (320 pg x ml- ’ j I’exaltation de la fluorescence 
monochromateur modkle ‘Bearn’. L’excitation de de NADH par effet de liaison enzyme-coenzyme est 
fluorescence est obtenue ;I 328 nm, et la fluorescence moindre qu’avec l’alcool deshydrogtnase. L’addition 
Cmise est analyske entre 300 et 600nm g&e B un de L-T~, TA, et TF, (40pM) diminue l’intensitk de 
enregistreur automatique 1241. On enregistre tout d’a- fluorescence du complexe enzyme-coenzyme mais 
bord les spectres de fluorescence de NADH: 16 LIM dans des proportions qui sont sensiblement moindre 
et NADPH: 8 PM en tampon phosphate de potassium que dans l’essai prkkdent (Tableau 2). Cependant, fait 
0,2 M de pH = 7,4. Dans un second temps, les mkmes inattendu, TP, dont la parent6 chimique avec les 
dkterminations sont effectukes en prksence de protkine autres inhibiteurs iodks test& est trks Ctroite, provo- 
enzymatique et dans un troisikme temps en prksence que B I’opposk, une exaltation de la fluorescence du 
B la fois de protkine enzymatique et de l’inhibiteur complexe enzyme<oenzyme, alors qu’il ne modifie 
iodk ajoutk g diffkrentes concentrations. Nous avons pas le spectre de fluorescence du coenzyme seul et 
par ailleurs vkrifit- que L-T, et ses analogues ne ne provoque pas d’t-mission de fluorescence en 
prksentaient B 328 nm, aux concentrations utilisttes, prksence uniquement de I’enzyme. 
qu’une absorption optique trks faible et aucune kmis- Les courbes de la Fig. 6 mettent en parallirle I’effet 
sion de fluorescence. de TP, et de L-T~ sur les spectres de fluorescence 

(1) Alcool drshydroginasr. Dans les conditions 
exptrimentales prkkdentes, le spectre d’kmission du 
nuckotide NADH (16 ,uM) prksente un maximum ;i 
462 nm. En prttsence de I’alcool deshydrogknase 
(150 pg x ml- ‘). I’kmission maximale est d’une part 
dkplacke (440 nm) et d’autre part considkrablement 
augment&e en intensitk (64%); ces rkultats recoupent 
ceux de McCarthy et Lovenberg [19]. On sait h ce 
sujet que le coenzyme pyridinique se lie d’une part 
par sa structure ADP-ribose et d’autre part par sa 
partie nicotinamide. Seule cette dernikre interaction 
est responsable de I’exaltation de la fluorescence de 
NADH aprks sa combinaison avec l’enzyme 1251. 

Tableau 2. Effet de L-T~, TF,. TA,, TP, sur la fluorcs- 
cence de NADH en prksencc dc ADH. GIDH. ICDH. L’in- 
fluence des inhibitcurs iodt-s s’exprime par le pourcentage 
de dispatition de I’exaltation de fluorescence produite au 

cows de la liaison enzymewzoenzyme 

Nous avons observk que L-T~ et ses analogues 
structuraux n’ont aucun effet sur le spectre d’kmission 
de NADH lorsque celui-ci est h 1’Ctat libre; par contre 
ces substances iodt-es modifient le spectre de fluores- 
cence lorsque le milieu renferme simultarkment alcool 
deshydrogknase et le NAD rkduit: I’exaltation de la 
fluorescence due B la formation du complexc binaire 
enzyme-NADH est trks nettement inhibke. 

* Le chiffre entre parenthkse reprksentc lc nombre d’ex- 
pkriences rkalikes. 
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A. “In 

400 460 

A. nm 

Fig. 6. Influence de TP, et L-T, sur la fluoresence de 
NADH en prkncc d’ADH (a) et de GIDH (b). Excitation 
de fluorescence: 378 nm. (a) ILNADH 16 pM ; 2 --NADH 
16pM. ADH 15Opg x ml- , _ ‘. 3--NADH 16pM. ADH 
150pg x ml-‘, TP, 40pM; 4-NADH 16pM, ADH 
15Opg x ml-‘. L-T, 40pM. (b) ILNADH l6pM; 
2-NADH l6pM, GlDH 3OOpg x ml-‘; 3SNADH 
16pM. GlDH 3OOpg x ml-‘. TP, 40pM; 4-NADH 

l6pM. GIDH 3OOpg x ml-‘, L-T, 40pM. 

de NADH obtenus en prCsence d’ADH d’une part 
et de GlDH d’autre part. 

(3) I.socitmte &sh~&oginase. Avec l’isocitrate des- 
hydrogknase (15Opg x ml- ‘), la liaison enzyme- 
NADH conduit kgalement B une augmentation en in- 
tensitk de la fluorescence du coenzyme (20’4) avec un 
dkplacement du maximum d’kmission. Cet effet est 
partiellement contrebalanck par l’addition au milieu 
de L-T~. L’iodothyronine est g cet kgard plus active 
que ses analogues mais son influence comme celle des 
autres produits demeurent nettement moins marqui-e 
qu’en prksence d’ADH. ainsi que le montre les valeurs 
rassemblkes sur le Tableau 2. 

R6lr drs ions MIT’ i lors de l’ird~ihition de 1’ICDH pur 
l’ucide TA3 

(1) Spectrr de rhsor~anceparumagnL;tiqur Plectrokpe 
du marzga&.w. La mCthode de rksonance paramagnkti- 
que Clectronique (r.p.e.) est applicable i l’ktude du 
cation Mn’+. lequel possede lorsqu’il est i I’ktat libre. 
5 Clectrons pCriph&iques non appariks, dont les tran- 
sitions produisent un spectre RPE de 6 raies [26,27]. 
Dependant. lorsque I’ion Mn’+ est complex&, il n’est 
plus dCtect& en RPE et la diminution de I’amplitude 
du signal permet d’kvaluer la proportion du cation 
disparu [28-301. Nous avons pu ainsi rechercher la 
formation de cotiplexes du mangankse, dans un 

milieu biologique contenant, outre le cation Mn’+, 
les difftrents constituants de la r&action enzymatique 
de transformation de l’acide isocitrique en acide Z- 
CCtoglutarate. en prCsence ou en l’absence de TA,. 

Diverses solutions en tampon Tris 0,75 M de pH 7,4 
ont ktt? analyskes, renfermant outre Mn*+, soit 
NADP B une concentration de 1 mM, soit ICDH 
(700 pg protkne enzymatique x’ ml- ‘) soit l’acide 
TA, B une concentration de 1 mM ou 1.5 mM, ou 
bien encore plusieurs de ces constituants simultank- 
ment. 

Pour la d&termination du spectre r.p.e., nous avons 
utilisi, un appareillage Varian. L’khantillon i ana- 
lyser est transftkl dans une cellule en quartz de 0.3 ml, 
confue pour occuper tout le volume utile de la cavitk 
rectangulaire (mode 1.1.0). La cavitC est elle-m&me 
d&poke dans l’entrefer d’un t‘lectroaimant Varian de 
9 pouces, couplC i un spectrometre ‘Microspin’ type 
ESR 3, bande X. L’appareillage est placid dans une 
atmosphkre g 23”. Le spectre est enregistrk une 
minute aprks l’addition de l’enzyme. Nous avons 
choisi de balayer en champ sur une largeur de k 125 
gauss pendant 1 min autour de la valeur H, corres- 
pondant Li g = 2.00. De plus. g ce signal, nous avons 
appliquk une modulation 100 kc cr&te Li Crete. De ce 
fait, toutes les mesures sont effectuCes sur une mtme 
raie du spectre de Mn*+. On dCtermine les variations 
d’amplitude que subit cette raie en fonction des sub- 
stances prksentes dans le milieu et ces variations s’ex- 
priment en :‘A de l’amplitude constake en solution 
pure. 

Nous avons r6pktks au minimum 5 fois chacun des 
essais. Les rksultats reproduits dans le Tableau 3 rep- 
rksentent les valeurs moyennes calculkes h partir de 
5 rksultats. Les courbes de la Fig. 7 donnke h titre 
d’exemple, illustrent les effets de TA, sur le spectre 
RPE de l’ion Mn’+, quand ce cation est prksent dans 
un milieu tamponnk comprenant les difft-rents consti- 
tuants biochimiques de la rkaction enzymatique. 

(2) Addition d’km MI?+. L’inhibition de I’ICDH par 
TA, est ktudike dans les conditions expkrimentales 
d&rites plus haut mais en faisant varier la con- 
centration du milieu en MnCl, tandis que les quan- 
tit& d’enzyme et de coenzyme restent fixes. 

Les courbes de la Fig. 8 reprksentent l’inhibition 
enzymatique observke avec TA, 10m4 M et 2 x 
10m4M en fonction de la concentration en man- 

gankse. On doit noter paralklement que l’activitk 

Tableau 3. Amplitude du signal de rksonance paramag- 
nktique klectronique de Mn’+ (0,27mM) en prisence de 

ICDH, de NADP et TA, 

TCmoin 
I I 7 

1.5 9 
3 3x0 0 
4 700 IO 
5 7w I 2Y 
h 700 1.5 35 
7 I 32 
x 7(x) I 41 
9 I 1.5 45 

II, 700 I 1.5 h0 
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I ml” I min I mln 
- - * 

(b) (cl 

! - 
I min 

* I min 
* w 

(d) (e) 

Fig, 7. Spectres RPE de Mn’+. Comparaison de l’amplitude du signal. La valeur 100 correspond 
au signal de l’ion Mn* + en solution pure. (a) Tt-moin Mn ” 0.27 mM; (b) Mn’+ 0,27 mM. TA3 1.5 mM; 

(c) Mn ‘+ 0,27mM, NADP 1 mM; (d) Mn’+ 0,27 mM, TA, 1,5 mM, ICDH 700 pg protkne x ml ’ ; 
(e) Mn*’ 0,27 mM. NADP I mM, ICDH 700 pg prott-ine x ml- ‘. TA3 I .5 mM. 

.‘....,. TA, IOOpM 
0. 

.... . . . . . . . 
.‘.... . . . . . . . . . . . . . 

‘-3 
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Fig. 8. Effets de l’addition des ions Mn’+ sur l’inhibition 
de l’isocitrate deshydrogknase de coeur de port par I’acide 

triiodo-X5.3’-thyroacktique (TA,). 

ICDH augmente pour des concentratiws croissantes 
en ion Mn’+. L’activitC enzymatique en fonction de 
la quantiti: du se1 de manganese s’exprime selon une 
hyperbole restangulaire; elle n’est maximale que pour 
des concentrations en Mn2+ supkrieures g 1,2 x 
lo-” M. 

DISCUSSION DES RESULTATS 
ET CONCLUSIONS 

Plusieurs faits ressortent des rksultats 
tours de l’expkrimentation. 

obtenus au 

(1) Les essais rCalis& en pritsence d’ADP-ribose 
confirment que la triiodo-3,5,3’ L-thyronine et ses ana- 
logues exercent leur influence inhibitrice trks diffkrem- 
ment d’une enzyme a I’autre. 

Pour ce qui concerne GlDH, le caractkre compktitif 
B l’t-gard de I’ADP-ribose, lequel se fixe au site activa- 
teur, confront& au mode non compktitif vis-$-vis de 
NADP laisse B penser que les d&iv&s iodCs n’inter- 
viennent pas au site catalytique mais plut6t au site 
activateur de cette enzyme oligomkrique. 

Dans le cas de I’ADH. I’hormone iodCe et ses 
d&ids formique, acktique, propionique entrent Cgale- 
ment en compktition avec l’ADP_ribose mais comme 
le nuckotide, ils sont compt-titifs de NAD. II apparait 
ainsi que I’iodothyronine et ses analogues influencent 
la prottine enzymatique au niveau du site de fixation 
de la structure ADP-ribose du cosubstrat. 

L’interaction que l’ADP-ribose prksente avec l’iso- 
citrate deshydrogtnase de coeur de Port est moins 
bien connue que celle avec la L-glutamate deshydro- 
gt-nase; tkanmoins l’influence favorisante de l’ADP- 
ribose sur I’inhibition crkke par des substances iodCes 
dont l’une (TP,) est compktitive de NADP et les 
autres non, semble indiquer que les inhibiteurs iodCs 
n’interviennent pas uniquement au site de fixation de 
NADP. Du reste, le caractkre de compktitivitk de ces 
d&iv&s halogCnCs avec le substrat au tours de I’acti- 
vitk de I’ICDH ne serait pas en faveur de cette exclusi- 
vitk. 

(2) La triiodo-3,5,3’ L-thyronine et ses analogues 
formique et acktique modifient le spectre de fluores- 
cence des complexes ‘enzyme-NADH’, et tendent Li 
le ramener h celui du coenzyme non Ii&: on en dtduit 
que ces substances agissent sur l’enzyme en empichant 
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la liaison entre la protkine enzymatique et le coen- 
zyme rkduit, interprktation du reste adopt&e par 
McCarthy et Lovenberg [19] pour ce qui concerne 
l’influence de l’hormone iodke et de son dkrivt: a&t- 
ique sur l’alcool deshydrogknase de foie. Toutefois, 
les rksultats obtenus avec le dtrivt: propionique con- 
duisent g prkciscr cette conception. En effet, le com- 
portement de ce dkrivk est trks diffkrent de celui des 
autres analogues structuraux puisqu’il varie suivant 
la nature de la protkine enzymatique prksente: 
exaltation de la fluorescence du complexe “enzyme- 
coenzyme rkduit” en prksence de GlDH mais diminu- 
tion de la fluorescence en prksence d’ICDH ou 
d’ADH. Ceci est d’autant plus remarquable que ces 
divers produits iodks, dont l’analogie de structure est 
t&s grande, prksentent des effets inhibiteurs assez 
voisins sur chacune des enzymes ktudikes. De surcroit, 
on constate un parallklisme entre l’intensitir de l’inhi- 
bition enzymatique et l’effet sur la fluorescence du 
cosubstrat rkduit dans le cas de I’ADH mais non pas 
dans le cas de GlDH ou de I’ICDH. 

On peut done penser que l’inhibition de I’ADH 
d’une part et de GlDH et ICDH de l’autre, s’effectue 
selon des modalitks diffkrentes. Au tours de l’inhibi- 
tion de I’ADH, tous les composks test& entrent en 
compktition avec le coenzyme et l’on observe un effet 
spkcialement intense de ces substances sur la fluores- 
cence de NADH en prkence de la protkine enzymati- 
que; ce qui traduit un effet de ‘d&placement’ trks 
marquk vis-8-vis de ka combinaison enzyme-coen- 
zyme, effet qui peut expliquer l’inhibition. En prksence 
d’ICDH ou de GIDH, le m&me type d’interfkrence 
se produit, mais il est moins important et ne jouerait 
pas un r8le diterminant dans l’inhibition enzymatique 
au tours de laquelle l’hormone iodCe et ses analogues 
ne sont pas compktitifs du coenzyme. L’inhibition de 
la GIDH par l’acide triiodo-3,5,3’ thyropropionique 
constitue B cet Cgard une exception, puisque dans ce 
cas l’inhibiteur et le coenzyme sont compktitifs, et le 
fait qu’au surplus l’effet de liaison enzyme-coenzyme 
se trouve exalti: par le dCrivk propionique, permet 
d’ttmettre l’hypothk de la formation d’un complexe 
ternaire GlDH-NADH-TP, dont la stabilitk pourrait 
bloquer l’activiti: de l’enzyme. 

(3) En solution pure l’acide triiodo-3,5,3’ ihyroacitti- 
que ne provoque aucune modification d’amplitude des 
raies caractkristiques du spectre RPE de l’ion Mn2+. 
L’addition d’ICDH a une solution MnCl, provoque 
une trks faible diminution de l’intensitk du signal 
tandis qu’une baisse plus importante se manifeste 
lorsque le cation est mis en prksence de NADP. I1 
apparait ainsi que Mn*+ se lie faiblement B la pro- 
tkine enzymatique et un peu plus nettement au coen- 
zyme alors que l’inhibiteur iodC n’intervient pas direc- 
tement. Cependant la prksence du produit iodk, si elle 
n’influe pas sur la liaison Mn*+-NADP, accentue sen- 
siblement l’effet de liaison du cation activateur g l’en- 
zyme. La diminution relative de l’amplitude du signal 
RPE est spkialement forte lorsqu’il est ajoutk dans 
le milieu renfermant simultakment I’enzyme et 
NADP en plus de Mn *’ (Fig. 7). On relbve parallkle- 
ment qu’en prksence de concentrations croissantes de 
se1 de mangankse ajouti: au milieu d’incubation, l’in- 

fluence inhibitrice du dtrivk acktique est progressive- 
ment diminuke (Fig. 8). 

L’ensemble de ces donn6es suggbrent que l’acide 
triiodo-3,5,3’ thyroacktique ne se combine pas directe- 
ment avec Mn*+, activateur de l’enzyme, mais rkagit 
plut8t en modifiant la liaison entre la protkine enzy- 
matique, son effecteur mktallique et son coenzyme, 
ce qui du reste s’accorde avec les modalit& de l’inhi- 
bition de I’ICDH par ce m&me produit iodC. 
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RBsumt%Les acides triiodo-3,5,3’ thyroformique (TF,), triiodo-3.5.3’ thyroacitique (TA,) et triiodo- 
3,5,3’ thyropropionique (TP,) analogues structuraux de la triiodo-3,5,3’ L-thyronine (L-T& inhibent 
la glutamate deshydrogtnase de foie de boeuf (GlDH). I’alcool deshydrogenase de foie de cheval et 
de levure (ADH) et I’isocitrate deshydrogenase de coeur de port (ICDH), enzymes a effectems cationi- 
ques, selon des modalites differentes. En presence de GIDH. les trois derives iodes se redlent competitifs 
de I’ADP-ribose, activateur de l’cnzymc. mais non competitifs du cosubstrat NADP. Avec I’ADH. 
ifs sont competitifs dune part du coenzyme NAD et d’autre part de I’ADP ribose, lequel est lui-mCme 
competitif de NAD. Ceci temoigne d’unc modification de la fixation du coenzyme par I’intermediaire 
de sa structure adenylique a la prottine enzymatique. L’exaltation de la fluorescence de NADH observee 
en presence d’ADH et GIDH. ou dc NADPH cn presence d’ICDH. resultant de la liaison du cosubstrat 
a I’enzyme par sa fraction nicotinamide, tend h disparaitre apres addition de TF,. TA, ou TP,. L’in- 
fluence de TP, SW Ic complexe GIDH-NADH constitue unc exception puisque la fluorescence est 
dans ce cas augmentte en presence du dcrivc iode. L’ctudc du spectre RPE de Mn” en presence 
d’ICDH et de divers effecteurs dc la reaction cwymatiquc montre que TA, nc chelate pas I’ion Mn’+ 
en solution pure. mais modific la liaison de celu-ci a la proteine enrymatique en presence de NADP. 


