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INTRODUCTION ET OBJET DU TRAVAIL 

Les thyroglobulines des divers animaux renferment de la thyroxine (3.5.3'.5'-t6tra- 
iodothyronine) et de la 3.5-diiodotyrosine et, par  ailleurs, la 3-monoiodotyrosine a 6t6 
isot~e de certaines prot6ines artificiellement iod~es (HARINGTON 6, HARINGTON et 
RANDALL 8, HARINGTON et  PITT RIVERST, HERRIOTT 1°, LUDWIG et  MUTZENBECHER TM, 
REINEKE et TURNER22). Plusieurs m6thodes permet tent  actuellement de d6terminer la 
teneur en thyroxine et en diiodotyrosine des unes et des autres, tandis qu'il n 'en existe 
aucune pour y doser la monoiodotyrosine. Nous nous sommes propos6s de r6aliser le 
dosage des trois acides amin6s iod6s par  des techniques nouvelles, bas6es sur des r6actions 
color6es sp6cifiques de chacun dans des conditions op6ratoires bien d6finies. Une br~ve 
discussion de t ravaux ant6rieurs est n6cessaire pour justifier l 'objet de nos recherches. 

La mise en libert6 des acides amin6s iod6s par  hydrolyse des prot~ines et leur dosage 
proprement dit posent deux probl~mes distincts. Les t ravaux d'HARINGTON et RANDALL 8, 
de LELAND et FOSTER 13, de BLAU 2, 3, ont r6so]u le premier, alors que l'6tude du second 
m6ritait d'Stre reprise. L 'hydrolyse des prot6ines par les acides min~raux ou par la soude 
en p r6sence de stannite de sodium lib&re l'halog~ne de la thyroxine et de la diiodotyrosine 
et donne naissance en quantit6 isomol6culaire h de la thyronine et k de la tyrosine; le 
dosage colorim6trique de celles-ci au moyen de la r~action de MILLON permet  alors 
indirectement celui de la thyroxine et de la diiodotyrosine (calcul de,, l 'extratyrosine" 
form6e sous l 'action des r6actifs) (BRAND et I~ASSEL4). Les m6thodes reposant sur ce pr in-  
cipe ou sur la d6sioduration des acides amin6s halog6n6s au moyen de l 'hydrazine 
(PAAL et MOTZ 2°, MICHEL 1~) donnent des r6sultats satisfaisants sur les solutions de ces 
corps purs, mais eUes ne sont pas applicables aux prot6ines renfermant de la monoiodo- 
tyrosine, laquelle se comporte alors comme son isologue diiod6. De ce fait, il convient 
de ne pas les mettre en oeuvre sur des prot6ines iod~es par  voie chimique et leur emploi 
sur des produits thyroidiens ne conduit  pas k coup stir k des r6sultats rigoureux, car il 
est possible que les thyroglobulines ne soient pas enti~rement d6pourvues de monoiodo- 
tyrosine. L'hydrolyse par  la soude ou par  la baryte  a 6t6 en g6n6ral adopt6e; elle dolt 
~tre r6alis6e dans des conditions soigneusement d6finies pour ne provoquer qu'une 
faible d6composition des acides amin6s iod6s. La soude (action de NaON N pendant 4 
heures h 6bullition selon IqARINGTON et RANDALL 9, de NaOH 2 N pendant 18 heures 

6bullition, selon LELAND et I~OSTER TM) transforme de IO ~ 15 pour IOO de l'iode thyro- 
xinien en iodure alcalin, tandis que l 'hydrolyse barytique (action de Ba(OH),  ~t 8 pour IOO 
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pendant  6 heures au bain-marie) lib~re au plus 5 pour IOO de l'iode thyroxinien (BLAu3). 
Cette derni~re m6ritait donc d'Stre retenue. 

Le dosage des acides amin6s iod6s dans nn hydrolysat  prot6ique doit n6c6ssairement 
8tre bask soit sur une r6action sp6cifique de chacun avant  ou apr~s d6sioduration, soit 
sur une r6action non sp~cifique appliqu6e ~ des fractions de l 'hydrolysat  ne renfermant 
que l 'un de ces corps. La s6paration des constituants iod6s des prot6ines et le dosage 
de l'halog~ne dans diverses fractions des hydrolysats ont ~t6 adopt6es par tous les 
auteurs, ~t l 'exception de BRAND et KASSEL 4, dont la m~thode a ~t~ discut~e plus haut. 
EUe est r6alis6e soit par  insolubilisation de la thyroxine h PH = 4.5 (HARINGTON et 
]~ANDALL 9) soit par  extraction de celle-ci dans le butanol. Cette derni6re op6ration isole 
la totalit6 de la thyroxine et des traces de diiodotyrosine lorsqu'elle est poursuivie sur un 
milieu sodique (LELAND et FOSTER TM) ; de m~me, la pr6cipitation ~t PH = 4.5 entralne la 
thyroxine souill6e du d6riv6 diiod6. L'extract ion butanolique des hydrolysats barytiques 
amen6s ~ PH ~ 4.5 suivie du lavage h la soude de la solution butanolique conduit ~ la 
s6paration quanti tat ive de la thyroxine et des autres acides amin6s iod6s (BLAuS). 
HARINGTON et RANDALL, LELAND et FOSTER, BLAU, ont propos6 de doser la thyroxine 
en d6terminant la teneur en iode de la fraction des hydrolysats renfermant ce corps et de 
calculer le taux  de diiodotyrosine par  diff6rence entre l'iode total et l 'iode thyroxinien. 
Or, la monoiodotyrosine accompagne le d6riv6 dihalog6n6 dans les iodoprot6ines, en 
sorte que l'iode non thyroxinien y est r6parti entre la monoiodotyrosine et la diiodoty- 
rosine dans des proportions qui ne peuvent pas alors 6tre pr6cis6es. On peut donc esp6rer, 
d 'une part,  doser la thyroxine avec plus de s6curit6 et, d 'autre part,  d~terminer les taux 
respectifs de diiodotyrosine et de monoiodotyrosine, si l 'on met en oeuvre des propri6t6s 
plus sp6cifiques de ces corps que la presence de l'halog~ne dans la mol6cule de 
chacun. 

Les solutions chlorhydriques de nombreux orthodiiodoph6nols se colorent en rouge 
orang6 par addition de nitrite de sodium et virent par  la suite au rouge apr6s alcalini- 
sation par l 'ammoniaque.  Cette r6action, fortement positive avec la thyroxine et la 
diiodotyrosine (KENDALL et OSTERBERG TM, INGVALDSEIV et CAMERON 11, HARINGTON 6) 
est n6gative avec la monoiodotyrosine et la tyrosine (EARINGTON et PITT RIVERST). Par  
ailleurs, ces deux derni~res donnent la r6action dite de MILLON (coloration rouge en 
presence de sulfate mercurique et d'acide nitrenx), tandis que tel n'est pas le cas pour les 
deux premi~resL D~s lors, il 6tait 16gitime d'entreprendre des recherches sur l 'application 
de ces r6actions au dosage des divers acides amin6s iod~s et tel est l 'objet de notre 
travail .  Au cours de celui-ci nous avons mis en oeuvre la r6action aux ions nitreux pour 
le dosage de la thyroxine et de la diiodotyrosine, apr6s s~paration de ces corps au moyen 
de leurs diff6rences de solubilit6 dans le butanol ~t divers PH, et la rSaction de MILLON 
pour le dosage de la monoiodotyrosine. Un r6cent m6moire de MORTON et CHAIKOFF 19 
envisage l 'application de la premiere de ces r~actions au dosage de la thyroxine et de 
la diiodotyrosine pures, sans en donner une ~tude d6taill6e. Les recherches de ces 
auteurs, parvenues ~t notre connaissance alors que les n6tres ~taient en cours ne font 
nullement double emploi avec elles. 

Nous exposerons successivement l '6tude du dosage des acides amines iod6s en solu- 
tion pure, dans leurs m61anges et dans les prot6ines thyroidiennes ou iod6es par voie 
chimique. 
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P A R T I E  EXPt~RIMENTALE 

I .  DOSAGE DE LA THYROXINE ET DE LA DIIODOTYROSINE EN SOLUTION PURE ET DANS 

LEUR MI~LANGE EN PR1~SENCE D'AUTRES ACIDES AMINt~S 

I1 convenait tout d 'abord d'6tudier la r~action color6e de la thyroxine et de la diiodo- 
tyrosine aux ions nitreux en vue de son adaptat ion au dosage de ces corps ~ l '6tat pur, 
comme l 'ont envisag6 ind6pendamment de nous MORTON et CHAIKOFF 19. Nous avons re- 
cherch6 par la suite dans queue mesure cette r6action est sp6cifique des deux acides ami- 
nes iod6s en pr6sence d 'autres non halog6n6s. Enfin, nous avons appliqu~ le dosage de la 
thyroxine et de la diiodotyrosine pures ~ leur m61ange ap r , ;  avoir r6alis6 le fractionne- 
ment de ce dernier. 

I. Etude de la r~action color~e de la thyroxine et de la diiodotyrosine 
et dosage de ces corps ~ lYtat pur 

Les solutions chlorhydriques de thyroxine ou de diiodotyrosine* additionn6es de nitrite 
de sodium se colorent en jaune et virent ensuite ~ l 'orang6 par 6bullition, puis au rouge 
brun par  alcalinisation k l 'ammoniaque.  Apr~s divers essais, nous avons 61imin6 la teinte 
brune apparaissant  irr6guli~rement dans le dernier temps de la r6action et sensibilis6 
celle-ci en op6rant dans des conditions particuli~res. Les r6actifs n6cessaires sont *~ : 
Solution I :  (a) Dissoudre 2.5 o mg de diiodotyrosine darts IO nil XaOH IO N, a jouter  25 ml H20 puis  
io ml HC1 lO. 5 N" et  HzO q.s.p. 5 ° ml. (b) Dissoudre 5.oo mg de thyrox ine  dans 20 ml NaOH o.I N. 
Solution I I :  (a) Ajouter  ~, IO ml N a O H  IO N, IO ml HC1 pur,  d = 1.19, t i t r a n t  lO. 5 N, et H20 q.s.p. 
5 ° ml. (b) M61anger 14. 3 ml N a O H  IO N avec 14. 3 ml HC1 lO. 5 N e t  compl6ter  ~ 5 ° ml avec H20. 
Solution I I I  : Solution A I pour  ioo de ni t r i te  de sodium fra ichement  pr6par6e. 
Ammoniaque  concentr6e (2o pour  ioo NH4OH ). E thano l  ~ 95 °. 

Le mode op6ratoire est le suivant : On place dans un tube ~ centrifuger conique une 
prise d'essai de solution I (5 ml ou moins) renfermant  IOO ~t 3oo~, de thyroxine (I b) 
ou 50 ~ 200 ~ de diiodotyrosine (I a) et l 'on complete en cas de besoin ~ 5 ml avec de la 
solution I I  (a ou b selon l 'emploi de solution I a ou b). On ajoute 2.5 ml d'alcool ~ 95 ° puis, 
apr~s agitation, I ml de solution I I I .  I1 se d6veloppe alors une coloration jaune attei- 
gnant son maximum d'intensit6 en IO minutes k la temp6rature du laboratoire. Ce temps 
~coul6, on ajoute 1.5o ml d 'ammoniaque concentr~e et l 'on m61ange. Le milieu prend 
une teinte rouge, stable pendant  15 ~ 20 minutes. On centrifuge le fin pr~cipit6 salin 
prenant  naissance et Yon mesure l 'intensit6 de la coloration au photom~tre de PULFRICH, 
SOUS 2 cm d'6paisseur et en lumi~re filtr6e par  l '6cran $50. 

La r6action est plus intense avec la diiodotyrosine qu'avec la thyroxine. EUe est 
sensibflis6e par  le chlorure de sodium et phls ou moins forte selon l'acidit6 du milieu et 
la concentration de celui-ci en acide nitreux. I1 est donc indispensable de l 'op6rer dans 
des conditions toujours identiques pour r6aliser des mesures photom6triques comparables 
entre elles. Le tableau I indique l'iutensit6 de la coloration apparaissant en pr6sence de 
50 ~t 2oo~ de diiodotyrosine ou de IOO ~ 3oo~, de thyroxine dans les essais r6alis~s selon 
le mode op6ratoire choisi. 

Dans les limites de IOO ~t 3oo~ pour la thyroxine et de 50 {t 2oo~ pour la diiodotyrosine 

* La / - thyroxine et  la l-diiodotyrosine employees pour  ce t ravai l  pr6sentaient  les t eneurs  en iode 
su ivantes :  thyroxine ,  1% th6orique = 65.35, t rouv6 = 65.05; diiodotyrosine,  i % th6orique = 58.63, 
t rouv6 = 57.3 o. Nous remercions la Maison HOFFMANN-LA ROCHE de nous avoir  fourni ces produi ts .  

** Les r6actifs (a) sont  par t icul iers  ~ la diiodotyrosine,  (b) A la thyroxine .  
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la r6action suit la loi de BEER-LAMBERT, l'intensit6 des colorations obtenues 6tant alors 
proportionnelle aux quantit6s d'acide amin6. I1 en d6coule que l'on peut doser Pun et 

T A B L E A U  I 

INTENSIT]~ DE LA R~ACTION COLOR]~E DE LA THYROXINE ET DE LA DIIODOTYROSINE AUX IONS NITREUX 
(FILTRE S60 , 2 c m )  

G a m m a  de Coefficient G a m m a  de Coefficient 
t h y r o x i n e  d ' a b s o r p t i o n  (e) di iodotyros ine  d'absorpt ion (e) 

121 
169  
181 
226 
241 
282  
3Ol 

0 . 2 0  
0 .25  
o .28  

o .34  
0 . 3 6  
0 .43  
0 .45  

5 o  
61 
92 

i o o  
122 
15o  
2oo 

O.12 
o .14  
0 . 2 0  
0 .22  
0 .25  
0 .32  
o .41 

l'autre des denx corps en solution pure en appliquant la technique d6crite plus haut et 
en se r6f4rant ~ des courbes d'6talonnage 6tablies sur des quantit4s connues de chacun. 

'250 

ado 

0,30 

fl26 

0.I0 

o~ 
/ -  

4 

25o 3oo# 

f 

Fig. I .  C o u r b e  d'6talonnage de la r6action co-  
l o r6e  d e  l a  t h y r o x i n e  et  de la d i iodotyros ine  
( c u r e  d e  2 c m ,  6 c r a n  $50). A b s c i s s e s  : ~ de t h y r o x i n e  
o u  de di iodotyros ine ,  Ordonn6es : coefficient d ' a b -  

s o r p t i o n  

Les donn6es rapport6es ci-dessus ont 6t6 utilis6es pour 6laborer deux courbes de ce type 
reproduites sur la Figure I. 

2. STMcificit~ de la r~action 

Comme Pont signal6 HARINGTON et PITT RIVERS, la monoiodotyrosine ne donne pas 
de r6action color6e en pr6sence d'ions nitreux (essais poursuivis sur IOO ~ 4oo~,)*. I1 
en est de m4me de l'acide glutamique, du glycocolle, de l'histidine, de la m4thionine, de 
la ph6nylalanine, de la proline et de la s6rine (5 mg), de l'arginine et de la leucine (IO rag). 
Par contre, il se d4veloppe une teinte jaune en pr4sence de tryptophane ou de tyrosine 
et une r4action rouge dans les solutions de dioxyph6nylalanine additionn4es de nitrite 
de sodium dans les conditions d6finies plus haut.  Le dernier de ces acides amin6s 6tant 

* N o s  o b s e r v a t i o n s  c o n f i r m e n t  h cet  6gard celles d'HARINGTON et PITT RIVERS et  sont,  c o m m e  les 
l e u r s ,  en contradic t ion  avec  celles faites  par LUDWIG et MUTZENBECHER 15 et  par HERRIOTT 1° s u r  un 
produi t  isol6 par ces derniers  d 'hydro lysats  de prot6ines art i f ic ie l lement  iod6es. I1 est possible que ces  
divergences  soient  dues A la pr6sence de d i iodotyros ine  dans les pr6parat ions  d'HERRIOTT et  de 
LUDWIG e t  MUTZEI~ ~ECHER, a l o r s  que tel  n ' e s t  pas le cas darts celles de 3 -monoiodotyros ine  de s y n t h 6 s e  
uti l i s6es  par HARINGTON et  PITT RIVERS c o n ] m e  p a r  n o u s .  N o u s  r e m e r c i o n s  t r ~ s  v i v e m e n t  M. le 
P r o f e s s e u r  MARINGTON d ' a v o i r  m i s  A notre  disposi t ion l '6chanti l lon de 3 -monoiodotyros ine  de s y n t h 6 s e  
(I % th6orique  = 42.  IO, t r o u v 6  ~ 41 .35)  s u r  l e q u e l  n o s  r e c h e r c h e s  ont  6t6 p o u r s u i v i e s .  
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absent des hydrolysats prot6iques, on ne saurait  en attendre de perturbation dans 
l 'application de la m6thode ~ ces milieux. Quant au t ryptophane et ~t la tyrosine, l ' inten- 
sit6 de leur r6action est illustr6e par  les donn6es rassembl~es dans le tableau II, d6ter- 
min6es par  le mode op6ratoire adopt6 pour le dosage des acides amin6s iod6s en solution 
pure. 

TABLEAU II 
INTENSIT~ DE LA R~ACTION COLOR~IE DU TRYPTOPHANE ET DE LA TYROSINE AUX IONS NITREUX 

(FILTRE Ss0 , 2 c m )  

mg de Coefficient Coefficient 
t ryptophane d'absorption (e) mg de tyrosine d'absorption (e) 

0.50 
1.00 

3 .oo 
5.00 

O.OI 
O.OI 

0.03 
o.05 

0.50 
I .OO 

2.5o 
5.0o 

O.O15 
0.025 
o.08 
o.19 

La coloration due ~ I mg de t ryptophane est donc n~gligeable, tandis que celle se 
manifestant  en pr6sence de tyrosine devra n6cessairement 6tre retenue lors du dosage 
des acides amines iod6s dans ]es prot6ines. 

3. Dosage de la thyroxine et de la diiodotyrosine dans leurs m~langes 

Le dosage des deux acides amin6s iod6s d~crit plus haut  comporte une pr6cision de 
4- 2 pour IOO sur les solutions pures de chacun, mais son int~r6t serait tr~s limit6 s'il 

ne pouvait  pas 6tre appliqu6 ~ des m61anges de ces corps. Or, les t ravaux  d'HARINGTON 
et RANDALL, de LELAND et FOSTER, de  BLAU, ont pr6cis6 les conditions dans lesquelles 
ceux-ci peuvent 6tre s6par6s quant i ta t ivement  grace ~ leurs diff6rences de solubilit6 dans 
le butanol. L 'extract ion par  ce dernier de milieux sodiques (NaOH 2 N) entralne la 
thyroxine dans la phase alcoolique, la diiodotyrosine demeurant  alors dans la phase 
aqueuse. Nous r6servant de d6crire par la suite en d6tail le mode op6ratoire adopt6 pour 
fractionner les acides amin6s iod6s dans les hydrolysats prot6iques, nous nous bornerons 
~t signaler ici que les quantit~s de chacun mises en exp&ience ont 6t6 retrouvdes k 4- 2 
pour IOO pr~s. I1 est donc possible de doser la thyroxine et la diiodotyrosine dans leurs 
m61anges ~ l'aide de la m6thode colorim6trique 6tablie sur les solutions pures de ces 
corps, grace ~ leur s6paration quanti tat ive par extraction de la thyroxine au butanol.  

II. DOSAGE DE LA MONOIODOTYROSINE EN SOLUTION PURE ET EN PRI~SENCE 

DE DIVERS ACIDES AMINI~S 

Le dosage de la tyrosine a 6t6 bas6 par  de nombreux auteurs sur la r6action dite de 
MILLON, commune ~t de multiples ph6nols (coloration rouge orang6 en pr6sence de 
sulfate mercurique et d'ion nitreux). Cette r6action se manifeste dans les solutions de 
monoiodotyrosine, mais non dans celles de diiodotyrosine ou de thyroxine ; aussi pouvait  
on esp6rer doser le premier de ces corps en solution pure k 1' aide d'une m6thode 61abor~e 
ant6rieurement pour doser la tyrosine. Par  ailleurs, les caract~res spectraux des d6riv~s 
colords des deux acides aminfs pr6sentant de sensibles diff6rences, nous avons mis ces 
derni~res ~ profit pour doser la monoiodotyrosine ell pr6sence de tyrosine. 
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I. Application ~ la monoiodotyrosine du dosage color,m~trique de la tyrosine (LUGG) 

Nous avons appliqu6 ~ des solutions titr~es de 3-monoiodotyrosine pure (HARINGTON 
et PITT RIVERS) le dosage de la tyrosine d6crit par  LUGG ls, dont nous rappellerons le 
mode op6ratoire. 

Les r+actifs n6cessaires sont :  
Solution I : solution de monoiodotyros ine  ~ 0.05 pour  IOO dans SO4H , 0. 7 N, f raichement  pr6par6e. 
Solution I I : d i s s o u d r e  dans 77 ° m l H 2 0  addit ionn6s de 79 ml SO4H 2 concentr6 75 g SOt Hg purifi6, 

55 g HgC12, 7 ° g SO4Na2 et compl6ter  ~t IOOO ml avec H20. 
Solution I I I :  solution de ni t r i te  de sodium ~t 6.9 pour  IOO fraichement  pr6par6e. 
SO4H 2 0. 7 N. 

La technique du dosage est la suivante : On place dans un tube ~. essai en verre pyrex 
un volume de solution I 6gal au plus ~ 5 ml et renfermant  de 0.5 ~ 2.5 mg de monoiodo- 
tyrosine et l 'on complete ~ 5 ml, si besoin est, par  SO4H ~ 0. 7 N. Apr6s avoir ajout6 5 ml 
de solution I I  on porte pendant  30 minutes au bain-marie k 60 °, on refroidit sous un 
courant d'ean, on complete ~ 25 ml avec de la solution I I I ,  puis on ajoute 0.5 ml de 
solution IV. I1 se d6veloppe alors une coloration rouge. Apr6s agitation et, s'il y a lieu, 
centrifugation des fines particules de compos~s mercuriques en suspension, on mesure 
l'intensit6 de l 'absorption dans les quinze minutes au photom~tre de PULFRICH (cuve 
de 2 cm, lumi6re filtr6e par  l '~cran S~0 ). On trouvera dans le tableau I I I  un exemple des 
r6sultats obtenus entre 0.48 et 2.63 mg de produit. 

T A B L E A U  I I I  

INTENSIT~ DE LA RI~ACTION DE MILLON DONN]~E PAR LA 3-MONOIODOTYROSINE (FILTRE $5o , 2 cm) 

mg de monoiodotyrosine Coefficient 
mis en exp6rience d'absorption (e) 

0.48 
0.75 
0.97 
1.23 
1.5o 
2.63 

0.20 
o.30 
o.38 
o.5o 
0.59 
1.04 

Ces donn6es s 'ordonnent suivant une droite passant pratiqu'ement par  l'origine, la- 
quelie constitute la courbe d'6talonnage de la r6action de MILLON en pr6sence de mo- 
noiodotyrosine dans les conditions op6ratoires adopt6es. I1 suffit d 'y  reporter la valeur 
exp6rimentale du coefficient d 'absorption d6termin~e sur une prise d'essai pour con- 
naitre la quantit6 de l 'acide amin6 qu'elle renferme. La pr6cision des r6sultats est 6gale 
~t 4- 2 pour IOO sur 0.50 ~ 2.80 mg de monoiodotyrosine. 

2. Etude spectrophotom~trique de la r~action de MILLON en presence de tyrosine et de mono- 
iodotyrosine et dosage de ces acides amines dans leur rn~lange 

La r6action de MILLON n'est  pas identique en presence de tyrosine et de monoiodo- 
tyrosine; elle est rouge orang6 avec la premiere et rouge carmin avec la seconde et, par  
ailleurs, son intensit6 est net tement  plus forte dans le cas de la tyrosine. Aussi l '6tude de 
l 'absorption quantitat ive des produits color6s d6rivant des deux acides amin6s 6tait-elle 
susceptible de comporter des applications analytiques. 
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Le spectre des solutions IO -2 millimol6culaires de tyrosine et de 3-monoiodotyrosine* 
trait6es dans les condit ions de lenr  dosage par  la m6thode de LUGG pr6sente les caract6res 
clue t r adn i sen t  les donn6es num6riques  snivantes ,  ~ par t i r  desquelles la Figure 2 a 6t6 

6tablie (voir tab leau  IV**). 
TABLEAU IV 

ABSORPTION DES PRODUITS DE LA R~ACTION DE MILLON OP~R~E SUR LA 3-MONOIODOTYROSINE ET SUR 

LA TYROSINE PURES 

Longueur d'onde 
(en unit6s Angstr6m) 

64eo 
6200 
6000 
5800 
560o 
5400 
5300 
5200 
5100 
5000 
490o 
4800 
46o0 
4400 
42o0 

Coefficient d'absorption (e) pour une 
concentration I .IO -2 milli mol6culaire (sous 2 cm) 

3-monoiodotyrosine 

o.Io 5 
o.195 
0.277 
0.397 
o.518 
0.637 
0.660 
0.688 
0.684 
0.652 

o.616 
o.457 
o.327 
0.254 

tyrosine 

o.o36 
O.ll 7 
o.255 
o.385 
0.560 
o.734 
0.865 
0.950 
i .008 
i . 0 5  i 

i .056 
i .o58 
0.945 
o.725 
0.523 

L 'absorpt ion  des solutions de monoiodotyrosine 
est m a x i m a  au voisinage de 5200 A, alors que celle 
des solutions de tyrosine l 'est  k envi ron  4800 A;  elle 
est par  ailleurs beaucoup plus intense dans  ces der- 
ni6res. Aussi avons-nous cherch6 ~ doser les denx 
acides amin6s dans  leurs m61anges par  des mesures 
du coefficient d ' ex t inc t ion  de leurs solutions pr6sen- 
t an t  la r6action de MILLON, op6r6es ~ deux longueurs 
d 'onde diff6rentes, comprises dans  la r6gion du spec- 
tre oh chacun absorbe le plus for tement  la lumi~re. 

Principe de la m~,thode. La solution renfe rmant  de 
la monoiodotyrosine et de la tyrosine est soumise k 
l 'act ion des r6actifs y p rovoquant  le d6veloppement  
de la coloration (r6action de MILLON, technique de 
LUGG). On mesure ensuite l ' absorpt ion  du milieu 
deux longueurs d 'onde voisines des sommets  respec- 
tifs des bandes  caract6ristiques des d6riv6s de la mo- 
noiodotyrosine et de la tyrosine (Figure 2) au moyen  

,oo F x  ' 

o.80 / % 

/ - 
0.40 \ % 

026 

aoc / dooo 25oo 5.&o .~oo ..o0o~ 
Fig. 2. Spectre d'absorption des produits 
de la r6action de MILLON sur la mono- 
iodotyrosine et sur la tyrosine pures. Ab- 
scisses: longueurs d'onde (A). Ordon- 
n6es: coefficient d'absorption (e) des so- 
lutions I.IO -~ rnM sous 2 cm d%paisseur 

du photom6tre de PULFRICH. Les positions approch6es des max ima  6tant  respect ivement  

* La l-tyrosine ayant servi ~ les essais renfermait 7.70% N (valeur th6orique : 7.74) et la 3-mono- 
iodotyrosine (JdARINGTON) 42.10% I (vMeur th6orique : 41.35). 

** Nous remercions M. le Professeur DUBOULOZ d'avoir bien voulu 6tablir ces donn6es A l'aide d'un 
spectrophotom~tre A cellule construit par ses soins et permettant des mesures d'une grande pr6cision 
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52oo A pour la monoiodotyrosine et 4800 A pour la tyrosine, on proc~de tt deux mesures 
successives en lumi~re filtr6e par  les 6crans $53 et $47, s61ectifs au voisinage de ces deux lon- 
gueurs d'onde. Soient Met  m les valeurs du coefficient d'extinction d 'un m61ange inconnu 
6tablies sous une 6paisseur donn6e (2 cm darts nos essais). On d6termine par  ailleurs dans les 
mSmes conditions celles propres k des solutions isomol6culaires de monoiodotyrosine et de 
tyrosine pures renfermant une quantit~ connue C de chacun. Soient T et t d'une part, I 
et i d 'autre part  les coefficients d,absorption des quantit6s C de tyrosine et de monoiodo- 
tyrosine en lumi~res ffltr6es par les 6crans S~3 et S~:. Les quantit~s x de monoiodotyrosine 
et y de tyrosine pr6sentes dans le m61ange initialement ~tudi6 peuvent 8tre calcul6es 
part ir  des 6quations: 

I T i t 
(I) ~VI =--XC + ~  y et (2) m =--C x + ~ - y  

Or, l 'inteusit6 de la t ract ion de MILLON donnfe par  les deux acides aminfs  purs suit 
la loi de BEER-LAMBERT entre des valeurs de C allant de o.15 ~t 0.90 lO -2 mM pour la 
monoiodotyrosine et de o.12 ~ 0.60 lO -2 mM pour la tyrosine, comme en t6moignent les 
donn6es du Tableau V. 

1.2o . rwo,J,, / ~s,, 
Monoiodotyro,ine t+/SB, 1.2( ~ 3 o  

tOO t.O( . . . . .  / 

a8~ ,+/S.7 0.86 

A aoc B ooo / / /  
0,4. ( t  ,+" / 

a2G ~ 020 

d2 a .  0'0 a.  zg.m M d, 02 d3 o .  0'5 

Fig. 3. Courbes  d ' 6 t a lonnage  de la r6ac t ion  de MILLON de la 3 -monoiodo ty ros ine  (A) e t  de la ty ros ine  
(B) en  lumi~res  fil tr6es pa r  les 6crans  $53 et  $47 du p h o t 0 m ~ t r e  de PULFRICH (cuve de 2 cm). Abscisses  : 

c o n c e n t r a t i o n  en acide  amin~  (en i . i o  -2 mM).  Ordonn6es  : coefficient d ' a b s o r p t i o n  (e) 

Des courbes d'6talonnage de la r6action color6e des deux acides amin6s en lumi~re 
filtr6e par  les 6crans Sa3 et $47 peuvent ~tre 6tablies k part ir  de ces valeurs. Comme le 
montre l 'examen de la Figure 3, elles sont constitufies par des droites prat iquement 
convergentes vers l'origine et se pr6tent k une d6termination d'e par  extrapolation pour 
une concentration I .IO- 2 mM des deux corps. Les valeurs d'e ainsi obtenues sont respec- 
t ivement  : pour la monoiodotyrosine 1.25 et 0.90 avec les filtres Sa3 et $47, pour la tyrosine 

1.84 et 2.1o avec les m~mes 6crans. Les rapports C' C' T~et~_t d6finissent les coefficients 

angulaires des courbes d'~talonnage; aussi l ' introduction de leurs valeurs dans les 
6quations pr6c6dentes permet-elle de calculer x et y connaissant M e t  m, soit : 

2.1o M - -  1.84 m 
x -  en IO -2 millimol6cttles de monoiodotyrosine, donc x.3.o 7 en 

0.97 
miUigrammes de ce prodnit, et 
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1.2 5 m --- 0.90 M 
y - -  en lO -2 millimol6cules de tyrosine, d o n c y . I . 8 I  mi l l igrammes de 

0.97 
celle-ci. 

TABLEAU V 
INTENSIT]~ DE LA RI~ACTION DE MILLON DONNI~E PAR LA 3-MONOIODOTYROSINE ET LA TYROSINE, 

MESUR]~E EN LUMI~RE FILTR]~E PAR LES ]~CRANS S53 ET S47 (2 cm) 

Quantit6 de 
monoiodotyrosine 

C (I.lO -2 raM) 

o.156 
0.244 
o.316 
o.4ol 
0.488 
0.856 

Coefficient d'absorption (e) avec le filtre 

$53 

O.2I 
O.31 
O.40 
O-515 
O.62 
1.08 

S,7 

O.I 5 
0.2I 5 
0.285 
0.37 
0.44 
0.77 

Quantit6 de 
tyrosine 

C (I.IO -2 raM) 

o.116 
0.232 
0.348 
0.464 - 
0.487 
0.580 

Coefficient d'absorption (e) avec le filtre 

$58 

0.235 
o.44 
0.66 
0.85 
o.91 
1.08 

$47 

0.27 
0.5 ° 
0.73 
0.97 
1.02 

1.22 

Mode oiMratoire et r~sultats. Les op6rations sont conduites  comme pour  le dosage de la 

monoiodotyros ine  ou de la tyrosine pures, selon la technique  de LUGG d6crite plus hau t .  

La pr6cision la plus grande est obtenue lorsque les deux  lectures qu ' i l  convient  de fai le  

avec les filtres S~  et  S~7 correspondent  ~ des valeurs  d ' s  comprises ent re  0.8 et I . I .  On 

t rouvera  dans le tableau VI  trois exemples  de r6sultats  obtelms sur des m61anges des deux 

acides amines.  

TABLEAU VI 
EXEMPLES DE DOSAGES DE MONOIODOTYROSINE ET DE TYROSINE DANS DES M]~LANGES DE CES CORPS 

Constituant 
du mOlange dos6 

,. Monoiodotyrosine 
Tyrosine 

L Monoiodotyrosine 
Tyrosine 

. Monoiodotyrosine 
Tyrosine 

th~orique 

o.039 
o.414 
0.255 
0.258 
0.593 
o.Io2 

Quantit~ (IO -~ mM) 

retrouv$e Erreur p. ioo 

+ 5 . I  
+ 4"3 
+ 6 . 3  
- -  6.9 
+ 2.6 

3.9 

e lu avec le filtre 

ss, L 
o.o41 
0.432 
0.278 
0.240 
0.609 
0.098 

0.89 

0.79 

0.95 

$47 

1 .00  

0.75 

o.76 

La m6thode est applicable k des prises d 'essai  r en fe rman t  de 0.25 k I.OO mg de tyrosine 

et  de 0.50 ~ 2.00 mg de monoiodotyros ine  avec une erreur  re la t ive  moyenne  de + 5 pour  
IOO. Les donn6es cit6es mon t r en t  que cet te  derni~re est d ' a u t a n t  plus grande que l '6car t  

ent re  les lectures fai tes avec les 6crans Ssa e t  $47 est  moins impor tan t .  Par  ailleurs, on 
ne saurai t  esp6rer doser pa r  ce proc6d6 de tr~s faibles quanti t~s de Fun des acides 
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amin@s en pr@sence d 'un fort excTs de l 'autre et il convient que le mTlange renferme au 
moins 5 pour IOO de celui dont il est le plus pauvre. En pratique, il y a inter@t ~ faire 
un premier dosage d'orientation, sur une prise d'essai renfermant environ o.2.1o -2 
millimolTcule du m@lange afin d 'obtenir un r@sultat approximatif,  puis de r@aliser un 
second dosage sur 0.6 ~ o.7.1o -2 millimolTcule si le milieu est beaucoup plus riche en 
monoiodotyrosine qu'en tyrosine, ou sur 0. 4 ~ o.5.1o -2 millimolTcule dans le cas inverse. 

I I I .  DOSAGE DE LA THYROXINE, DE LA DIIODOTYROSINE ET DE LA MONOIODOTYROSINE 

DANS LES IODOPROT]~INES NATURELLES OU ARTIFICIELLES 

L'application aux prot~ines des m@thodes @tablies sur les solutions des acides amin@s 
ne pouvait  6tre faite sans une 6tude pr@alable indispensable & sa justification. Les tra- 
vaux ant@rieurs renferment & cet 6gard des indications tr~s utfles, surtout en ce qui 
concerne le dosage de la thyroxine, car la diiodotyrosine n 'a  6t@ dos@e jusqu'ici que par 
voie indirecte et la monoiodotyrosine ne l 'a pas encore 6t6. De ce fait, le dosage des deux 
derniers corps posait des probl~mes plus 6tendus. En outre, il y avait  lieu de prTciser si 
un m@me mode opTratoire peut @tre adopt@ pour les prot@ines thyroidiennes et pour les 
iodoprot@ines artificielles, car la composition des unes et des autres pr@sente de notables 
diff@rences. Les premieres renferment de petites quantitTs de thyroxine et de diiodoty- 
rosine, mais sont probablement dTpourvues d 'autres acides amin@s iod@s, tandis que l'on 
rencontre dans les hydrolysats des secondes de la thyroxine, de la diiodotyrosine, de la 
monoiodotyrosine et les d@rivTs halog@n@s du t ryptophane et de l'histidine. Nous 
examinerons successivement les recherches poursuivies sur les deux types de prot@ine. 

A. Dosage de la thyroxine 

I. Cas des pro/~ines thyro~diennes. Les t ravaux de BLAU 2, a out @tabli que l 'hydrolyse de 
ces protTines par la baryte  k 8 pour IOO au bain-marie bouillant pendant 6 heures lib~re 
quant i ta t ivement  la thyroxine sans dTcomposition importante  de celle-ci (perte de 2 
3 pour IOO de l'iode ~ l'@tat d'iodure). Par  ailleurs, LELAND et FOSTER TM ont pr@cis@ les 
conditions darts lesqnelles ce produit peut 6tre s@par6 de la diiodotyrosine au moyen de 
son extraction par  le butanol. Nous avons tout d 'abord contr616 que des solutions 
titrTes de thyroxine additionn@es de 8 pour IOO de baryte ne renferment apr~s chauffage 
de 6 heures an  bain d'huile ~ 115--12o ° que 2 k 4 pour IOO de leur lode k l'@tat d'iodures; 
96 ~ 98 pour ioo de l'acide amin6 sont alors retrouv@s par la m@thode colorim@trique 
dTcrite plus haut. I1 en est de re@me de la thyroxine ajout@e ~ la thyroglobuline avant  
l 'hydrolyse de ceUe-ci. Nous avons ensuite vTrifi@ que l 'extrait  butan01ique des hydroly- 
sats port@ k PH = 3.5--4 .0 renferme la totalit@ de la thyroxine et que le lavage ~ la soude 
en @limine la diiodotyrosine. On n 'y  trouve plus alors que des quantit@s minimes de 
tyrosine (2oov environ pour IOO mg de thyroglobuline), trop faibles pour donner une 
r@action appr@ciable en pr@sence d'ions nitreux et g@ner le dosage. Les r@sultats de ces 
essais ont permis d 'adopter  la technique que nous proposons. 

R~actifs n~cessaires. 
Solut ion  I :  mTlanger IO ml  N a O H  IO N, i o  ml  HCI lO.5 N, 25 ml  6 thano l  A 95 ° e t  3 ° m l  H20*. 
Solut ion  I I  : so lu t ion  ~, I p o u r  IOO de n i t r i t e  de sod ium f r a i chemen t  pr@par~e. 
A m m o n i a q u e  concentr@e (2o pour  ioo),  N a O H  5 N, HC1 N, Ba(OH)~, Butanol .  

* La  compos i t ion  de ce r@actif rTpond X la  nTcessit6 cl 'une ce r ta ine  concen t r a t i on  en chlorure  de 
sod ium pour  le d6ve loppemen t  comple t  de la  rbact ion  color~e et  ~, celle d 'une  cer ta ine  t eneu r  en @thanol 
du mi l ieu  pour  a s su re r  la d i s so lu t ion  de la t h y r o x i n e  darts les derniers  t e m p s  du dosage. 
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Mode olMratoire. 50 k 200 mg de fllyroglobuline ou de poudre de thyroide* sont 
additionn~s de IO ml H,O et de 0.8 Ba (OH)2 et po~t~s pendant  6 heures au bain d'huile 

115--12o ° sous r6frig~rant k reflux. Apr~s refroidissement, on transvase quantitative- 
ment dans une ampoule k d6cantation de 50 ml. On amine  le milieu k PH = 3.5--4 .o 

l 'aide d'HC1 N (virage au bleu ardois6 du bleu de bromoph6nol) et l 'on porte h 15 ml 
avec de l 'eau distill6e. Apr~s addition de 15 ml de butanol on agite 6nergiquement et 
laisse reposer 12 heures; la totalit~ de la thyroxine passe alors en solution dans le 
butanol  avec une partie de la diiodotyrosine. Pour 61iminer celle-ci, on lave l 'extrai t  
butanolique avec de la soude 5 N (deux lavages, le premier avec 15 ml, le second avec 
7.5 ml) en ayant  soin de ne pas 61iminer les produits insolubles rassembl6s ~ la limite de 
s6paration des deux liquides. On centrifuge, puis on d6cante le butanol, que l 'on 6vapore 
~t l '6tuve k 7 o°. On reprend le r6sidu sec par IO ml de la solution I e t  l 'on dose la thyroxine 
sur une patt ie aliquote d 'un volume 6gal ou inf6rieur k 7.5 m l e t  renfermant  de IOO 
3oo~, de ce corps. 

Pour cela, on ajoute k l'6chantillon pr61ev6 autant  de ml de solution I qu'il est n6- 
cessaire pour atteindre le volume total de 7.5 ml, puis I ml de solution II .  On abandonne 

15 ° pendant  IO minutes, au cours desquelles il se dSveloppe une coloration jaune 
orang~, puis on ajoute 1. 5 ml d 'ammoniaque concentr6e, ce qui provoque un virage 
au rouge. On centrifuge et l 'on mesure, dans les 15 minutes qui suivent l'alcalinisation, 
l 'intensit6 de la coloration au photom~tre de PULFRICH SOUS 2 cm d'6paisseur et ell 
lumi~re filtr6e par  l '6cran $5o. On reporte le r6sultat obtenu sur une courbe d'6talounage 
6tablie au pr6alable en op6rant de la m~me mani~re sur des solutions titr6es de thyroxine 
(IOO k 3oo~), ce qui permet  de d6terminer la quantit6 de ce corps pr6sente dans la prise 
d'essai**. Le tableau VI I  renferme des r6sultats obtenus sur deux hydrolysats d'une m~me 
thyroglobuline de boeuf, cit6s ~ titre d'exemple. 

T A B L E A U  V I I  

EXEMPLE DE DOSAGE DE LA THYROXINE DANS ONE THYROGLOBULINE DE BOEUF 

Quant i t6  de prot6ine Coefficient d ' absorp t ion  Thyroxine  
hydrolys6e (2 cm, filtre $50 ) p. Ico  

5 ° mg  o.215 0.245 
IOO mg 0.420 0.236 

T6moin o.o25 

La m6thode permet  de doser la thyroxine k 4- 3 pour IOO pros dans 50 ~ 200 mg de 
thyroglobuline et dans IOO k 300 rng de poudre de thyroide. Ses r6sultats sont identiques 
k ceux de la technique de BLAU, laquelle exige la mise en oeuvre de quantit6s beaucoup 
plus grandes de produit (500 mg au moins)***. 

* La quant i t6  minima de produi t  qu' i l  convient  de soumet t re  X l 'hydrolyse est  fonction de sa 
t eneur  en thyroxine ,  assez variable dans  les thyroglobulines.  

** I1 est  recommand~,  comme dans  t o u s l e s  dosages colorim6triques, de faire un  essai t6moin sur  les 
r~actifs mis en oeuvre duns les condit ions du dosage, et, s 'il y a lieu, de sous t ra i re  la valeur  de e ainsi 
d~termin~e de celle' ob tenue  en pr6sence de l 'hydro lysa t  prot~ique. Duns cet essai ~ blanc e ne doit 
pas d~passer o.o 3. 

*** Dans  l 'exemple cit6 plus haut ,  la thyroglobul ine  de boeuf ~tudi~e renferme o.243 pour  IOO de 
thyrox ine  d~termin~e par  la m6thode de BLAU. 
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2. Cas des prot~ines lodges. Le dosage de la thyroxine dans les prot6ines artificieilement 
iod6es pr6sente des difficult@s particuli~res en raison de la teneur 6levee de ces produits 
en autres d6riv6s iod6s solubles dans le butanol. Ces derniers ne donnant pas la r6action 
color6e des o. diiodophdnols, il apparaissait que l'application de notre m@thode aux 
iodoprot6ines artificielles pourrait @tre r@alis6e, une fois fix6es les conditions d'hydrolyse 
~t adopter. REINEKE, TURNER, KOHLER, HOOVER et BEEZLEY 23 ont propos6 de doser la 
thyroxine dans les iodoprot6ines en utilisant la m6thode de BLAU sUr des hydrolysats 
obtenus par action de la baryte ~t 4 ° pour IOO pendant 20 tleures au bain-marie bouiUant. 
Les pertes en thyroxine r6sultant de cette op6ration 6tant de 6 k 7 pour IOO, nous avons 
pr6f6r6 lui substituer l'hydrolyse par la baryte ~t 8 pour IOO au bain d'huile ~ 115--12o ° 
pendant 6 heures, laquelle ne lib~re que 2 ~ 4 pour ioo de l'iode sous forme d'iodure. 
Par aiUeurs, l'6tude parall~le de la teneur en lode total et en thyroxine - -  la premi@re 
d6termin6e par la m6thode de MICHEL et LAFON 1~ et la seconde par colorim@trie - -  de 
l 'extrait butanolique des hydrolysats pr6par6 selon le mode op6ratoire de REINEKE et 
de ses collaborateurs a r6v616 de notables 6carts, snr lesquels nous reviendrons plus has. 
Aussi y a-t-il lieu de r6aliser une purification de cet extrait, riche en acides amin6s iod@s 
autres que la thyroxine. Nous avons adopt6 ]a technique suivante mettant  en oeuvre les 
mSmes r6actifs que celle s'appliquant aux prot6ines thyroidiennes. 

Mode op~ratoire. IOO ~t 2oo mg de prot6ine iod6e sont additionn6s de 5 ~t IO ml de 
solution (5 ml par IOO mg) k 8 pour IOO de Ba(OH)2 et'chauff6s pendant 6 heures au 
bain d'huile ~t 115--12o °sous r6frig6rant ~t reflux. Apr~s refroidissement, on transvase 
quantitativement dans une ampoule k d6cantet de 50 ml. On amine le milieu ~t PH 
----- 3.5--4.0 ~t l'aide d'HC1 N (virage au bleu ardois6 du bleu de bromoph@nol) et l'on 
porte k 15 ml avec de l'eau distill6e. On ajoute 15 ml de butanol et l'on agite 6nergi- 
quement, puis on laisse reposer 12 heures; la totalit6 de la thyroxine passe alors dans 
le butanol avec une partie importante de la diiodotyrosine et d'autres d~riv6s iod6s. 
Pour 61iminer ces compos6s, dont le premier seul donne la m@me r6action color@e que 
la thyroxine, on lave l 'extrait butanolique avec NaOH 2 N (2 lavages avec 15 ml et un 
avec 7.5 ml NaOH 5 N) en ayant soin de ne pas 61iminer les produits insolubles rassem- 
bl@s ~t la limite de s6paration des deux liquides. On centrifuge, on d6cante le butanol que 
l'on 6vapore ~t l'6tuve ~ 7 o°. Afin de se d@barrasser compl@tement de la diiodotyrosine, 
on proc~de ~t une nouveUe extraction au butanol du r6sidu sec de la premiere repris 
par 15 ml d'eau acidul@e k PH = 3.5--4 .0 par HC1 N. Le produit de cette seconde 
extraction est trait6 comme celui de la premiere et 6vapor6 k 7 o°. Ceci fait, on dissout 
le r6sidu sec obtenu dans 15 ml de solution hydroalcoolique de chlorure de sodium 
(solution I, p. 344) et l'on dose la thyroxine sur une pattie aliquote selon le mode op6ratoire 
d@crit ~t propos des produits thyro~diens. 

Les r6sultats sont entach6s d'une erreur de ~: 3 pour IOO. Ils sont en g6n~ral sensible- 
ment inf6rieurs k ceux de la m6thode de REINEKE et de ses collaborateurs, comme Font 
montr6 de tr~s nombreux essais, dont nous citerons deux exemples d6taill@s k titre de 
justification de notre mode op6ratoire. Deux @chantillons d'iodocas6ine renfermant 
respectivement (A) 6.75 et (B) 8.08 pour IOO d'iode ont 6t6 pr6par6s selon REINEKE et 
TURNER 22. La thyroxine a ~t~ dos6e dans chacun d'eux par la m@thode de REINEKE 
et ses collaborateurs apr~s hydrolyse au moyen de la baryte ~ 4 ° pour' ioo pendant 20 
heures au bain-marie bouillant. Un 6chantillon des m@mes produits a 6t6 par aiUeurs 
hydrolys6 selon le mode op6ratoire que nous avons adopt6 (action de la baryte ~ 8 pour 
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IO0 pendant 6 heures au bain d'huile h 115--12o °) et l 'on a proc6d6 k l 'extraction buta- 
nolique de l 'hydrolysat acidifi6 ~ PH = 3.5. Aprbs lavage k la sonde de l 'extrait  et 6va- 
poration du butanol, la thyroxine a 6t6 dos6e d'une part au moyen de notre m6thode 
colorim6trique et, d 'autre part, en d6terminant la teneur en iode total de la fraction 
ainsi s6par~e (REINEKE,  BLAU). Une pattie aliquote du r6sidu de la premiere extraction 
butanolique repris par de l'eau acidul6e k PH = 3.5 a 6t6 soumise k une seconde 
extraction op6r6e clans les m~mes conditions que la premibre et l 'on a r6p6t6 les dosages 
de thyroxine et d'iode total sur une partie du r6sidu sec. De m6me sur le produit d'une 
troisibme extraction. Les r~sultats obtenus sont rassembl6s dans le tableau VIII. 

T A B L E A U  V I I I  

EXEMPLES DE R~SULTATS DU DOSAGE DE LA THYROXINE PAR COLORIM~TRIE ET PAR D~TERMINATION 
DE LA TENEUR EN IODE, DANS LES PRODUITS D'EXTRACTIONS BUTANOLIQUES SUCCESSIVES D'HYDROLY- 

SATS D'IODOCAS~INES 

Iodo- 
cas6ine 

A 
B 

Thyroxine  p. ioo  d~termin6e sur  le r~sidu 

d 'une  ext rac t ion  

par  par  
colorim. I tot .  

2.16 2.90 
2.65 3.67 

] de 2 ex t rac t ions  

par  par  
colorim. I tot .  

1.45 1.4 ° 
1.56 1.61 

I de 3 ext rac t ions  

par  par  
colorim. I tot .  

1.45 1.38 
1.46 1.57 

Thyroxine  
p. IOO 

(m6thode de 
REINEKE) 

1.72 
2 .OO 

II est donc indispensable de proc6der k la double extraction que nous avons adopt6e, 
la m6thode de REINEKE et ses coUaborateurs n'en comportant qu'une k la suite d'une 
hydrolyse r6alis6e dans des conditions diff6rentes*. Une troisi~me extraction se r6v61e 
par contre inutile. La non-concordance entre les donn6es d6termin6es par colorim6trie 
et par dosage de l'iode total dans les fractions solubles dans le butanol k PH = 3.5 avant  
purification des extraits est significative. Elle traduit le fait qu'une partie de l'iode 
consid6r6 par les anteurs am6ricains comme thyroxinien est fix6 ~ d'autres combinaisons 
ne donnant pas la r6action des o. diiodoph6nols. 

B. Dosage de la diiodotyrosine 

Le dosage clue nous proposons s'applique aux prot6ines thyro~diennes comme aux 
prot6ines artificieUement iod~es; aussi le mode op6ratoire d6crit ne comporte-t-il pas de 
variantes, comme dans le cas de la thyroxine. Sa mise au point a exig6denombreux essais, 
sur lesquels nous nous 6tendrons tout d'abord. 

Justification des divers temps du dosage. La premiere operation devant ~tre r~alis~e est 
l 'hydrolyse alcaline des prot6ines. Eli raison des diff6rences de stabilit6 de la thyroxine et 
de la diiodotyrosine dans les milieux barytiques ou sodiques et de l'in~gale solubilit6 
dans le butanol des sels barytique et sodique de ces acides amin6s, l 'hydrolyse par 
la baryte peut 16gitimement 6tre retenue pour le dosage du premier, mais celle par la 
sonde permet settle un dosage correct du second. En effet, le thyroxinate de baryum 
est peu soluble clans le butanol et, par ailleurs, l 'extraction des hydrolysats k PH --~ 

* lqous reviendrons  dans  un  prochain t rava i l  su r  la signification des r~sultats  ob tenus  par  la m~thode 
de REINEKE et  de ses collaborateurs,  r6sul ta ts  dont  nous  confirmons l 'exact i tude ana ly t ique  sans 
adopter  l ' in terpr6ta t ion de leurs  auteurs .  
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= 3 . 5 ~ 4 . o  entralne de 60 ~ 80 pour IOO de la diiodotyrosine en mSme temps que 
la totalit6 de la thyroxine. Nous avons adopt6 une hydrolyse de 8 heures par la 
soude 5 N au bain d'huile k 115--12o °, classiquement employ6e pour lib6rer la tyrosine 
des prot6ines non iod6es. Les donn6es du tableau IX, 6tablies sur des solutions de diiodo- 
tyrosine pure, en justifient l'usage. 

T A B L E A U  I X  

STABILIT~ DE LA DIIODOTYROSINE DANS N a O H  5 N A u  BAIN D'HUILE A 115 ° 

Temps de chauffage 
(heures et minutes) 

4. oo 

5.5 ° 
8.00 
8.00 

~4.oo 
18.o 3 

Quantit6 de diiodotyrosine (y) 

retrouv6e 
raise en oeuvre ~ (colorim6trie) 

Ecart pour 
i o o  

19o 196 + 2.9 
10o ]84  - -  3 . I  

80 84 ~ i .2 
206 2O2 - -  2.o 

79 68 - -  r3.  9 
206 162 - -  2 [ . 3  

n convient, l'hydrolyse achev6e, d'61iminer la thyroxine, car elle donne la m~me 
r6action color6e que la diiodotyrosine en pr6sence d'ions nitreux. La solubilit6 darts le 
butanol du sel sodique de la premiere permet ce fractionnement (LELAND et FOSTER, 
BLAU). Comme nous nous en sommes assur6s, la thyroxine est aussi efficacement 61imin6e 
d'un m61ange des deux acides amin6s purs que d'un hydrolysat prot6ique par l'extraction 
butanoliqne d'une solution sodique. De plus, les produits de sa d6gradation pouvant se 
former au cours de l'hydrolyse alcaline n'interviennent pas dans le dosage, car ils sont 
ou solubles comme elle dans le butanol ou non-chromog~nes en pr6sence d'ions nitreux. 

Par contre, d'autres acides amines sont alors sus- 
50 100 ~ de Diiodotyrosine 150 2OO 

Q4C 

Y 
03C o~.,1~2÷ 

¢ 7 /  
02~ e' 

0.16 / ~ + /  
Tyrosine C mgt ~......---'~ 

OOr, ~x,----- j i 

050 I00 150 2,00 
mgr de Tyroslne 

Fig .  4- Courbes d'6talonnage de la r6ac- 
tion color6e de la diiodotyrosine et de 
la  tyrosine (6cran S~0 , 2 c m  d ' 6 p a i s -  
seu r ) .  Abscisses: gamma de diiodoty- 
rosine et mg de tyrosine. Ordonn6es: 

coefficient d'absorption (e) 

son d6riv6 diiod6 (filtre $50), mais non n6gligeable, surtout darts les thyroglobnlines, renfer- 
mant en g6n6ral 3.2 pour zoo de tyrosine et environ 0. 4 pour IOO du deriv~' diiod6. L'exp6- 
Bibliographie p. 355. 

ceptibles de gSner et il convient ou de les 61iminer, 
ou de tenir compte de leur pr6sence en introduisant 
un facteur de correction. 

Deux observations sont ~t retenir dans le domaine. 
Comme nous l'avons d6j~ signal6, le tryptophane et 
la tyrosine donnent naissance k des pigments jaunes 
dans les conditions o~ l'on se place pour op6rer la 
%action de la diiodotyrosine au nitrite de sodium. 
N6anmoins, la coloration due au tryptophane est si 
faible qu'elle ne gSne pas les mesures si la prise 
d'essai renferme moins de 2 mg de celui-ci. C'est 1~ 
une condition tr~s facile ~ r6aliser en pratique, les 
thyroglobulines renfermant de 2.0 ~ 2.3 pour IOO 
de cet acide amin~ et les iodoprot6ines artificielles 
6tant d'une teneur en diiodotyrosine toujours assez 
61ev6e pour que l'on puisse op6rer sur des quantit6s 
tr~s faibles, n n'en est pas de m6me de la r6action de 
la tyrosine, environ 80 fois moins intense que celle de 
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rience a montr6 qne l 'absorption des pigments provenant des deux acides amin6s suit la loi 
de BEER-LAMBERTentre 50 et 200 y de diiodotyrosine et 0.5 et 4.0 mg de tyrosine. Par  ail- 
leurs, elle est ~gale tt la somme de celles propres ~ chaque constituant dans le m61ange des 
deux corps. Ceci 6tant, on pent  doser la diiodotyrosine en pr6sence de tyrosine en se 
reportant  k un syst~me de deux courbes d'6talonnage dont un exemple, correspondant 
aux valeurs exp6rimentales cities p. 338 et 339, est reproduit sur la Figure 4. I1 suffit pour 
cela de soustraire de la valeur d'e hie au photom~tre de PULFRICH (filtre S~0, cuve de 
2 cm) lors du dosage d 'un m61ange, de ceUe d'e correspondant ~ la quantit6 de tyrosine 
pr6sente dans la prise d'essai. Cette derni~re valeur est d6termin6e par extrapolation 
sur une courbe d'6talonnage 6tablie sur l'acide amin6 pur, la quantit6 de tyrosine pr6sente 
6rant au pr6alable dos6e par  la m6thode de BERNHARDT 1. Quelques exemples justifiant ce 
mode op6ratoire ont 6t6 rassembl6s dans le tableau X. 

T A B L E A U  X 

INTENSIT~ DE LA RI~ACTION COLOR~E DE LA TYROSINE AUX IONS NITREUX DANS LES HYDROLYSATS DE 

DIVERSES PROTI~INES (FILTRE $5o, 2 cm) 

• Quant i t6  et na tu re  
de la prot6ine 

hydrolys6e 

4 ° mg cas6ine* 
7 ° mg cas~ine 

ioo mg cas~ine 
5 ° mg fibrine 
4 ° mg g61atine 
7 ° mg g61atine 

IOO mg g~latine 

mg de tyrosine 
pr6sents  (m6thode 

de B E R N H A R D T )  

1.64 
2.87 
4.10 
2.45 

traces indos. 
t races  indos. 
t races  indos. 

Valeur de 

d6termin6e par  
r6action aux  

ions NO:2 

0.0 7 
o.o9 
o.13 
o.08 
O.OO 
O.OO 
O.OI 

calcul6e tL pa r t i r  
du t a u x  de 

tyrosine 

0.06 
o.o9s 
o.135 
o.o7~ 
O.CO 
O.OO 
O.OO 

* Cas6ine brute,  non dess~ch6e, renfermant  12.2 p. i00 N. 

Une seconde difficult6 a 6t~ rencontr6e dans l 'application du dosage de ladiiodotyrosine 
aux prot6ines. La faible teneur des produits thyroidiens en ce d6riv6 rend in6luctable la 
n6cessit6 de le doser en presence de quantit6s importantes d 'autres acides amin6s. I1 
6tait possible que ceux-ci faussent les r6sultats m~me s'ils ne se colorent pas sous Fin- 
fluence des r6actifs. Tel est en effet le cas, comme en rend compte l 'examen des quelques 
exemples r6sum6s dans le tableau XI.  

Un exc~s de certains acides amin6s g~ne donc le dosage sans donner lieu k une r6action 
color6e, probablement en r6agissant avec les ions nitreux par  leur radical amin6, -e 
qui provoque la destruction d'une patt ie de ces ions*. Les faits observ6s limitent ~ 50 
mg environ la quantit6 d'acides amin6s en pr6sence de laquelle il est possible d'op6rer; 
la m6thode est donc directement applicable ~ toutes les prot6ines renfermant  plus de 
o.I  pour IOO de diiodotyrosine, c'est-~-dire aux produits thyroidiens normaux et aux 
iodoprot6ines artificielles. On peut n6anmoins doser la diiodotyrosine dans les thyroglo- 
bulines pathologiques exceptionnellement pauvres en iode en ajoutant  ~ leur hydrolysat  
une quantit6 connue de l'acide amin~, dont on tient compte dans le calcul des r6sultats. 
L'ensemble de ces observations a permis d 'adopter  la technique suivante, laquelle 

* Les produi t s  de d6gradat ion des acides amin6s se fo rmant  en milieu alcalin, en t re  au t res  l 'am- 
moniaque,  les sulfures, les iodures, l'ur~e, ne modifient pas l ' intensit6 de la r~action au t a u x  off ils 
sont  presents  dans  les hydrolysats .  
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eomporte le dosage sur un m~me hydrolysat de la somme: diiodotyrosine et tyrosine 
(r~action aux ions nitreux) et de la tyrosine (m6thode de BERNHARDT)* et le calcul, par 
diff&ence, de la teneur en diiodotyrosine. 

T A B L E A U  X I  

INFLUENCE D 'UN EXC~;S D'ACIDES AMIN]~S DIVERS SUR LA R]~ACTION COLOR]~E DE LA DIIODOTYROSINE 
AUX IONS NITREUX (FILTRE $50 , 2 c m )  

Quant i t6  de Quant i t6  (rag) et na tu re  Quant i t6  de Er reu r  pour  
diiodotyrosine en diiodotyrosine . 

exp6rience (gamma) du produi t  ajout6 IOO retrouv~e (gamma) 

lO3 
lO3 
187 
187 
187 
187 
187 

95 
96 

200  
2 0 0  

33 mg glycocolle 
IOO mg ,, 

33 nag ,, 
66 mg ,, 

IOO mg ,, 
I OO nIg histidine 
I oo rag ph6nylalanine 

5o mg cas6ine hydrolys6e 
IOO mg ,, 

5 O nag ,, 
IOO nag ,, 

lO3 
83 

184 
178 
164 
185 
172 
96 
72 

203 
i62 

o 

- -  19. 4 
- -  1 . 6  

- -  4 . 8  

- -  1 2 . 2  

- -  1 . O  

- -  8.5 
-{- I .O 

- -  25.1 
+ 1.5 

- -  18.o 

* Compte  tenu  de la tyros ine  pr6sente dans les hydro lysa ts  de cas~ine. 

R~actifs n~cessaires. On doit disposer des r6actifs destin6s aux  dosages de la diiodotyrosine et de la 
tyrosine.  Les premiers  sont  : 

Solution I :  a jouter  g IO ml NaOH IO N, IO ml HC1 lO. 5 N e t  H,O q.s.p. 50 ml. 
Solution I I :  solution de n i t r i te  de sodium ~ I pour  IOO fralchement  pr6par6e. 
NaOH 5 N; NaOH IO N; HC1 pur  (d = 1.19, t i t r a n t  lO. 5 N) ; 6thanol g 95o; butanol .  
Les seconds sont :  
Solution A: dissoudre 15 g SO4Hg purifi6 dans 95 ml SOiH~ 5 N, filtrer sur  verre frit t6 et completer  
ioo ml avec SO,H,  5 N. 
Solution B : solution de n i t r i t e  de sodium A i pour  ioo f ra ichement  pr6par6e. 
SO4H2 7 N; SOaH 2 0.5 N. 

Mode op&atoire. IOO mg de prot~ine sont chauff6s pendant 8 heures au bain d'huile 
115---12o ° en pr6sence de 2.0 ml NaOH 5 N sous r6frig6rant ~ reflux. Apr6s refroi- 
dissement, on transvase dans un tube ~ centrifuger conique de 16 ml portant  un trait 
de jauge correspondant ~ un volume de 7.5 ml. On ajoute 2 ml NaOH IO N et, apr~s 
avoir compl~t6 ~ 7.5 ml avee de l 'eau distill6e, on ajoute 7.5 ml de butanol. On agite 
~,nergiquement t ous l e s  quarts d'heure pendant 2 heures, on centrifuge et Yon si- 
phonne le butanol surnagealtt, lequel renferme la thyroxine. On transvase la couche 
aqueuse dans un ballon jaug~ de 15 ml, on ajoute 3 ml HC1 concentr6 et l 'on complete 
15 ml avec de l 'eau distiU6e. On pr616ve une partie aliquote (2 ~ 4 ml) renfermant de 
50 k 2o0 7 de diiodotyrosine, k laquelle on ajoute le nombre de ml de solution I n6cessaire 
pour la potter  ~ 5 ml, puis 2.5 ml d'~thanol ~ 95 ° et I ml de solution II.  On abandonne 
pendant  IO minutes, au cours desquelles il se d6veloppe une coloration jamle orang6. On 
aioute ensuite I 5  ml d 'ammo~iaque k 20 pour IOO, ce qui provoque un virage au rouge. 
On centrifuge et l 'on d6termine, dans les I~  minutes qui suivent l'alcalinisation du 
milieu, l 'intensit6 de l 'absorption au photom~tre de PULFRICH (filtre $50, cuve de 2 cm). 
Soit a la valeur obtenue. 

* La m6thode de BERNHARDT, bien que sensiblement  moins pr6cise que'celle de L U G G ,  convient  pour  
ce dosage. Elle est tr~s rapide, d 'ex6cution tr~s simple, et permet  d 'opbrer  sur  des quant i t6s  minimes 
de produi t  (50 ~ 2oo F de tyrosine).  
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La tyrosine est dos~e sur une partie aliquote de l 'hydrolysat renfermant  de 50 ~ 2ooy 
de cet acide amin6. Pour cela, on place dans un tube k centrifuger de IO ml I ou 2 ml 
de ce milieu acidifi6 ~t 1.5 N par  SO4H 2 et, si besoin est, on complete k 2 ml par  SO4H 2 
0.5 N. On aioute 0.5 ml de solution A, on porte IO minutes au bain-marie bouillant et, 
apr~s refroidissement, on ajoute, dans l 'ordre, I ml SO4H 2 7 N e t  I ml de r~actif B. I1 se 
forme en la pr6sence du premier un pr6cipit6 dans lequel le t ryptophane est entraln6 

l '6tat de d6riv6 mercurique, tandis que la combinaison mercurique de la tyrosine 
demeure en solution et donne par la suite la r6action de MILLON. Apr~s centrifugation, 
on mesure "au photom~tre de PULFRICH (filtre $50, cuve de 2 cm) l'intensit6 de celle-ci 
dans les 15 minutes et l 'on rep~re sur la courbe d'6talonnage de la m6thode de BERNHARDT, 

6tablie au pr6able sur des solutions titr6es de tyrosine, la quantit6 de cet acide amin6 
pr~sente dans la prise d'essai. 

Connaissant la teneur en tyrosine de l 'hydrolysat par  unit6 de volume, on calcule celle 
accompagnant  la diiodotyrosine dans l'6chantillon mis en oeuvre pour le dosage de celle- 
ci au premier temps des op6rations. On d6te~mine ensuite l 'absorption duc ~ cet acide 
amin6 dans la prite d'essai en se reportant  k la courbe d'6talonnage de la rdaction color~e 
de la tyrosine en pr6sence d'ions nitreux (Figure 4). Soit b la valeur obtenue. La quantit6 
de diiodotyrosine est 6gale ~ la diff6rence: a - - b .  

La correction ainsi introduite dans le calcul des r6sultats pour ~liminer l 'erreur par 
execs due ~t la tyrosine est de 6 ~ 7 pour IOO dans le cas des prot~ines thyroidiennes ; 
elle est moindre, souvent nulle, dans celui des prot6ines artificieUement iod6es*. En raison 
de la n~cessit~ dans laquelle on se trouve de l 'appliquer aux premieres, la pr6cision de la 
m~thode ne d6passe pas alors ± 5 pour IOO, tandis qu'elle atteint  4- 3 pour IOO quand 
on la met  en oeuvre sur les secondes. 

C. Dosage de la monoiodotyrosine 

La monoiodotyrosine est un constituant des prot6ines artificiellement iod~es et les 
prot6ines thyro~diennes en sont d6pourvues, ou tout au moins si pauvres que cet acide 
amin6 n 'a  pas pu y ~tre mis en 6vidence ; aussi est-ce aux premieres seules que s 'applique 

son dosage. 
Divers contr61es ont tout d 'abord 6t~ institu6s pour choisir un agent d'hydrolyse. La 

monoiodotyrosine est d6compos6e avec lib6ration d'iode et de tyrosine par  les acides 
min~raux k IOO °. EUe ne subit par  contre qu'une perte d'iode minime, ne d~passant pas 
3 pour IOO, lorsqu'elle est chauff6e pendant  8 he{Ires au bain d'huile ~t 115--12o °dans  de 
la soude 5 N. Par  ailleurs, la tyrosine s0umise k la m~me op6ration est quant i ta t ivement  
retrouv~e en fin de ceUe-ci. La m6thode de dosage de ces deux corps dans leurs m61anges 
d6crite plus haut  dolt donc pouvoir ~tre adapt~e aux produits de l 'hydrolyse sodique des 
prot~ines, si les autres acides amin6s pr6sents n 'en alt~rent pas la pr6cision. Une hydrolyse 
de 8 heures k IOO ° par la soude 5 N lib6rant la totalit6 de la tyrosine, on peut admet t re  
qu'il en est de m6me du d6riv6 monoiod6 et nous avons 6tudi6 dans quelle mesure les 
produits de destruction de la diiodotyrosine et de la thyroxine peuvent g~ner le dosage 

* Une fraction minime de la tyros ine  ~tant  ex t ra i tc  par  le bu tano l  en milieu alcalin, cet te  correc- 
t ion est  th6or iquement  un peu t rop  forte ; en fait, elle est  si minime que l 'on peu t  ~. bon droi t  la consi- 
d~rer comme correcte. L 'exact i tude  de cette mani~re de voir ressor t  de l 'observation,  cit6e plus haut ,  
que de la diiodotyrosine ajout~e A des hydro lysa ts  de cas~ine est retrouv6e quan t i t a t i vemen t  en 
app l iquan t  cette correction. 
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de ce dernier. Les exp6riences que nous avons institu6es dans ce but ont montr6 que la 
diiodotyrosine chauff6e pendant 6 heures au bain d'huile k 115--12o °dans  la soude 5 N 
ne donne naissance qu'k des traces de monoiodotyrosine, correspondant ~ 2 pour IOO 
environ du d6riv6 diiod6 (dosage de celui-ci par la r6action aux ions nitreux et dosage 
de la premiere par la r6action de MILLON). La d6gradation de la thyroxine au cours 
d'essais identiques est importante; elle peut atteindre 50 pour IOO, mais ne lib~re qu'k 
trgs faible taux des corps donnant la rdaction de M1LLON, sans doute surtout de la thyro- 
xine. Environ 4 pour IOO de la thyroxine sont alors transform~s en ,,extratyrosine" 
Le tryptophane dormant une r~action color6e analogue k celle de MILLON, il y a lieu 
de l'~liminer, ce que la m6thode de LUGG r6alise en assurant la pr6cipitation du d6riv6 
mercurique de cet acide amin6 dans des conditions oh ceux de la tyrosine et de la mono- 
iodotyrosine demeurent en solution. Enfin, nous sommes assur6s que le dosage de la 
tyrosine en lumi~re filtr~e par les 6crans S~s et $4~ du photom~tre de PULFRICH donne 
les m6mes r6sultats en solution pure et dans un hydrolysat prot6ique, en sorte que la 
presence d'un certain exc~s d'acides amines ne constitue pas une cause d'erreur. Les 
r6sultats de ces essais justifient la m6thode de dosage de la monoiodotyrosine dans les 
prot6ines iod6es qne nous proposons. 

RJactifs ndcessaires. Solution I : dissoudre dans  77 ° ml H~O additionr~6s de 79 ml SO~H 2 concentr6 
75 g SO,Hg  purifi6, 55 g HgCI~, 70 g SO41~a ~ et  compl6ter A iooo avec HzO. 

Solution I I :  solut ion I dilu6e au demi par  SO~H2N. 
Solution I I I  : solution ~, 6.9 pour  IOO de n i t r i t e  de sodium fra tchement  pr~par6e. 
SO4H ~ Io  N ; SO~H~ o. 7 N ; lq'aOH 5 N. 

Mode op~ratoire. IOO ~ 500 mg de prot6ine iod6e sont additionn~s de NaOH 5 N 
(2 ml par IOO rag) et chauff6s pendant 8 heures au bain d'huile ~ 115--12o ° sous 
r6frig6rant ~ reflux. &prOs refroidissement, on transvase dans un ballon jaug6 de lO--15 
ml et l 'on ajoute SO4H 2 IO N en quantit6 suffisante pour r6aliser une acidit6 0. 7 N. On 
pr61~ve une prise d'essai de 5 ml au maximum dans un tube £ centrifuger (en compl6tant 
au besoin ~ 5 ml par SO4H2 0. 7 N) et l 'on ajoute 5 ml de solution A. Apr~s un s6jour de 
30 minutes ~ 60 ° et de I heure ~ 2o °, on centrifuge le pr6cipit6 renfermant le tryptophane. 
Le liquide surnageant est transvas6 dans un ballon jaug6 de 25 ml, r6uni aux eaux de 
lavage du pr6cipit6 trait6 par Io ml de solution II  et compl6t~ ~ 25 ml par cette derni~re. 
On ajoute ensuite 0. 5 ml de solution III, ce qui provoque le d6veloppement de la r6action 
de MILLON. On agite, on centrifuge et l'on mesure au photom~tre de PULERICH SOUS 2 
cm d'6paisseur, l'intensit6 de la r6action dans les deux r~gions du spectre d61imit6es par les 
6crans $53 et $4, de cinq ~ quinze minutes apr~s le m61ange des r6actifs. Les valeurs du 
coefficient d'absorption ainsi obtenues, M avec l'6cran $53 et m avec l'6cran Sa7, permet- 
tent de calculer les quantit6s x de monoiodotyrosine et y de tyrosine pr6sentes au moyen 
des formules : 

2.1oM-- 1.84 in 
x ---- . . . .  3.07 mg de monoiodotyrosine, et 

o.97 

1.25 m --  0.90 M 
y . . . . .  1.81 mg de tyrosine. 

0.97 

Des exemples de donn~es ddtermin6es par cette m6thode sur des iodocas~ines pr6par~s 
par la technique de REINEKE et TURNER (ioduration en milieu bicarbonat6)22 et par 

Bibliographie p. 355. 



VOL. 1 (I947) DOSAGE COLORIMETRIQUE DE LA THYROXINE ETC. 353 

celle de LUDWIG et VON MUTZENBECHER (ioduration en milieu ammoniacal) 15 figurent dans 
le tableau XII .  

TABLEAU XII  
EXEMPLES DE TENEURS EN MONOIODOTYROSINE ET EN TYROSINE D~IODOCAS]~INES DE TENEURS EN 

IODE DIVERSES 

Cas6ine iod6e selon le 
proc6d6 de 

R E I N E K E  e t  T U R N E R  
R E I N E K E  e t  T U R N E R  
L U D W I G  e t  MUTZENBECHER 
L U D W I G  e t  MUTZENBECHER 

Iode total  
p. IOO 

4.89 
6.76 
4.67 
7.85 

Monoiodotyrosine 
p. IOO 

6 . 1 0  

3.60 
7.00 

I 6.25 

Tyrosine 
p. ioo 

0.93 
0 . 2 0  

0.85 
o.o 7 

Les conditions d'application du dosage de la monoiodotyrosine sont celles d6crites 
propos de son ~tude sur des mflanges de cet acide amin6 et de tyrosine. Les quantit6s 
de ces corps qu'il convient de mettre  en oeuvre sont de 0.20 ~ i .oo mg du dfriv6 iod~ et de 
0.50 ~ 2.00 mg de tyrosine dans la prise d'essai. Les remarques faites au sujet de la 
sensibilit~ maxima des lectures photom6triques (p. 343) s 'appliquent aussi bien au cas des 
acides amin6s purs qu'k celui des hydrolysats prot6iques et il est recommand~ de faire 
un dosage en double sur deux 6chantillons d'une m6me iodoprot6ine. L'erreur relative 
moyenne est alors de ± 7 pour IOO; elle permet de d6finir avec s6curit6 et avec un degr6 
d 'approximation assez grand la teneur en monoiodotyrosine des prot6ines. 

CONCLUSIONS GENERALES 

Les m6thodes colorim6triques* d6crites dans ce travail  m~ritent d'etre bri~vement 
discut6es et compar6es ~ celles actueUement en usage. 

Le dosage de la thyroxine que nous proposons repose sur uue r~action color6e de ce corps 
sp6cifique dans les conditions adopt6es, alors que tel n 'est  pas le cas pour ceux qui sont 
bas6s sur le dosage de l'iode total d'une fraction des hydrolysats prot6iques (HARINGTON 

e t  RANDALL, LELAND et FOSTER; BLAU, REINEKE, TURNER, KOHLER, HOOVERet BEEZLEY) 

ou sur la r6action de MILLON (BRAND et KASSEL). I1 donne sur les pr6parations thyro~dien- 
nes des r6sultats identiques k ceux de la m6thode de BLAU, consid6r~e k bon droit comme 
la plus pr6cise des m6thodes ant6rieures, mais pr6sente l 'avantage de pouvoir 6tre utilis6 
sur de beaucoup plus petites quantit6s de produits. Son application aux prot6ines 
artificiellement iod6es appelle des commentaires particuliers. En effet, le dosage de la 
thyroxine darts celles-ci offre des difficult6s dont t6moignent les 6carts consid6rables 
obtenus par  diverses techniques chimiques ou biologiques 5, 14, 21, 24. Comme nous l 'avons 
d6jk signal6, la seule m6thode chimique adapt6e au cas des iodoprot6ines artificielles, 
due ~ REINEKE et k ses collaborateurs, fournit des r6sultats trop 61ev6s. n n 'est  pas 
douteux que le dosage de l'iode total d'une fraction des hydrolysats constitue alors une 
technique moins fid61e que la nbtre dans les conditions olx se sont plac6s ces auteurs. 
Quant ~ la m6thode de BRAND et KASSEL, elle ne tient pas compte de la pr6sence de 

* I1 va de sol que l'on peut substituer au photom~tre de PULFRICH tout  autre instrument de mesure 
colorim6trique, ~, condition de disposer des 6crans s61ectifs en pr6sence desquels nous avons op6r6. 
Dans les cas de la thyroxine et de la diiodotyrosine, la colorim6trie peut 6tre r~alis6e sans 6cran, par 
comparaison de l'essai avec un t6moin (solution titr6e). 
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monoiodotyrosine; cette derni6re, donnant la r6action de MILLON moins intens6ment 
avant  qu'apr~s sa d~sioduration par les acides, fausse les dosages de tyrosine sur les- 
quels repose le calcul de la teneur en diiodotyrosine et en thyroxine. Aussi les r6sultats de 
nos recherches ont-ils permis de mettre au point une m6thode plus satisfaisante que 
celles ant6rieurement d~crites pour doser la thyroxine dans les prot6ines iod6es. 

Jusqu'ici la diiodotyrosine a 6t6 dos6e dans les prot6ines thyroidiennes par vole 
indirecte, £ savoir : par diff6rence entre l'iode total et l 'iode thyroxinien (HARINGTON et 
RANDALL; LELAND et FOSTER, BLAU) OU entre l 'intensit6 de la r6action de MILLON 
avant  et apr~s d6siodnration (BRAND et KASSEL) ; elle ne l 'a pas 6t5 dans les iodopro- 
t6ines artificielles. Or, le principe m6me des m6thodes employees les expose h des erreurs 
par  exc~s, en ce sens qu'elles rapportent  h la diiodotyrosine l'halogbne provenant de la 
d6composition de la thyroxine et celui de la monoiodotyrosine, tr~s abondante dans 
certains produits. La m6thode colorim6trique propos6e est donc h la fois plus exacte et 
plus g~n6rale. Elle permet t ra  h coup stir des recherches prat iquement irr6alisables par 
les techniques ant6rieures. 

La monoiodotyrosine n 'ava i t  pas encore 6t6 dos6e dans les prot6ines articiellement 
iod6es. L'application de notre m6thode aux pr@arat ions thyroidiennes permet d'affirmer 
que, comme l 'avai t  pr6vu HARINGTON, celles-ci sont prat iquement  d@ourvues de cet 
acide amin~*, alors que ce~taines iodoprot6ines obtenues par  vole chimique en renferment 

des taux importants,  pouvant  maintenant  ~tre pr~cis6s. 
En dehors de leur inter~t analytique, les m~thodes de dosage des trois acides amin6s io- 

d6s ~t l '6tude desquelles est consacr6 ce travail  en pr6sentent un autre. Leur application 
aux produits de l 'ioduration chimique ou biologique des prot~ines permet t ra  de suivre 
l'6volution de cette r6action dans des conditions diverses et, par l~t, d'~tudier les moda- 
lit6s de la formation de la thyroxine. Nous exposerons dans un prochain m6moire un 
ensemble de r6sultats obtenus dans ce domaine. 

RESUMt 

I. Ce t ravai l  d~crit un microdosage colorim6trique de la thyroxine ,  de la diiodotyrosine et de la 
monoiodotyrosine en solution pure  et dans les prot~ines iod6es, naturel les  ou artificiellement lodges. 

2. La ty roxine  et la di iodotyrosine seules donnent  en pr6sence d ' ions n i t r eux  la r6action color6e 
propre aux  o. diiodophSnols, tandis  que la r~action de MILLON n 'es t  positive qu 'en  pr6sence de mono- 
iodotyrosine.  Par  ailleurs, la thyrox ine  peut  ~tre q u a n t i t a t i v e m e n t  s~par6e de la diiodotyrosine 
grace t~ sa solubilit6 dans le butanol  et la monoiodotyrosine trait~e par  le r6actif de MILLON donne 
naissance ~ un  d~riv6 color6 dont  les caract~res spec t r aux  ne sont  pas ident iques t~ ceux du d~riv6 de 
la tyrosine.  Ces faits ont  6t5 mis ~ profit pour  ~tablir le dosage des trois acides amines iod6s purs  et 
daus leurs m61anges, addi t ionn6s ou non de tyrosine.  

3. L '6tude quan t i t a t ive  des r6actions color~es de la thyroxine,  de la diiodotyrosiue e t  de la mono-  
iodotyrosine en presence de divers acides amin6s et celle de leur stabilit6 dans les condit ions de l 'hy-  
drolyse alcaline des prot6ines a permis  d ' app l iquer  ~ ces derniSres les m6thodes de dosage des d~riv~s 
iod6s 6tablies sur  leurs solutions pures.  

4. Des techniques  part icul ieres  ont  6t6 61abor6es pour  les p rodui t s  thyroidiens,  pauvres  en thyroxine  
et en diiodotyrosine et p robab lement  d6pourvus  de monoiodotyrosine,  et pour  les prot6ines artifi- 
ciellement iod6es, r en fe rman t  les t rois  acides amines iod6s 5. des t aux  re la t ivement  ~lev6s. Elles 
pe rme t t en t  de doser la thyrox ine  sur  5 ° A 2o0 mg de produi t  avec d- 3 pour  IOO d'erreur,  la diiodo- 
tyrosine sur  IOO mg avec -4- 4 F ° u r  IOO d 'er reur  et la monoiodotyrosine A :k 7 pour  IOO pr6s sur  IGO ~L 
2OO rag. 

* La monoiodotyrosine pure ajout6e aux  hydro lysa t s  prot6iques est  retrouv~e quan t i t a t ivement ,  
que ces hydrolysa ts  proviennent  de thyroglobul ine ou de toute  aut re  prot6ine. La seusibilit6 de notre 
m6thode a t t e ignan t  20 gamma  de cet acide amin6, il nous parai t  certain que la thyroglobuline ren- 
ferme moins de o.I pour  ioo de ce corps; toutefois,  il n 'es t  pas possible d'affirmer qu'elle en est rigou- 
reusement  d6pourvue.  
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S U M M A R Y  

I. A color imetr ic  m i c r o e s t i m a t i o n  of t h y r o x i n e ,  d i iodo tyros ine ,  and  mono iodo ty ros ine  in pure  
so lu t ion  and  in n a t u r a l l y  a n d  ar t i f ic ial ly  iod ina ted  p ro te ins  is descr ibed.  

2. T h y r o x i n e  and  d i iodo ty ros ine  a lone give t h e  colour  r eac t ion  of o-di iodophenols ,  while  t h e  
MiLLoNreac t ion  is pos i t ive  on ly  w i t h  mono iodo ty ros ine .  Moreover,  t h y r o x i n e  can  be q u a n t i t a t i v e l y  
s e p a r a t e d  f rom d i iodotyros ine  by  i t s  so lub i l i ty  in bu tano l ,  a n d  mono iodo ty ros ine  t r e a t e d  w i th  
MILLON'S r e a g e n t  g ives  rise to a coloured de r iva t ive  whose  spec t ra l  charac te r i s t i cs  are  no t  ident ica l  
w i t h  those  of t h e  ty ros ine  der iva t ive .  These  facts  have  been m a d e  use  of in e s t i m a t i n g  t he  th ree  iodo- 
n a t e d  aminoac ids ,  pu re  or mixed ,  a n d  w i t h  or w i t h o u t  t h e  presencen  of tyros ine .  

3. The  q u a n t i t a t i v e  s t u d y  of t h e  colour  reac t ion  of t h y r o x i n e ,  d i iodotyros ine ,  and  mono iodo ty ro -  
sine in t h e  presence  of va r ious  aminoac ids ,  a n d  t h e  s t u d y  of t he i r  s t ab i l i t y  u n d e r  t h e  condi t ions  of 
a lkal ine  hyd ro lys i s  of  prote ins ,  m a k e s  possible  t he  appl ica t ion  to  p ro te ins  m e t h o d s  of e s t i m a t i o n  
of iodine de r iva t ives  e s t ab l i shed  w i t h  pure  so lu t ions  of t h e  la t te r .  

4. Special t e c h n i q u e s  have  been e labora ted  for t hy ro i d  p roduc t s  poor  in t h y r o x i n e  and  d i iodo ty -  
rosine and  p r o b a b l y  lack ing  in monoiodo tyros ine ,  a n d  for ar t i f icial ly i od ina t ed  p ro te ins  con t a in ing  
t h e  t h r ee  iod ina ted  aminoac ids  in re la t ive ly  h igh  propor t ions .  By  these  t e c h n i q u e s  t h y r o x i n e  can be 

o/ error), d i iodotyros ine  in IOO m g  (with ~ 4 % error), e s t i m a t e d  in 5 ° to 2oo m g  of p r o d u c t  (wi th  ~ 3 /o 
a n d  mono iodo ty ros ine  in IOO to  20o m g  (with + 7 % error).  

Z U S A M M E N F A S S U N G  

i .  Die vor l iegende  Arbe i t  b e h a n d e l t  eine kolor imet r i sche  M i k r o b e s t i m m u n g  des Thy rox in s ,  Dijod-  
t y ro s in s  u n d  Monojod ty ros ins ,  in re iner  L 6 s u n g  u n d  in j o d h a l t i g e m  Eiweiss,  na t i i r l ich  oder  kf inst -  
l ich jodier t .  

2. N u r  T h y r o x i n  u n d  Di jod ty ros in  geben in A n w e s e n h e i t  von  N i t r i t i o n e n  die ffir o-Di jodphenole  
t yp i s che  Fa rb r eak t i on ,  w~hrend  die MILLON'Sche R e a k t i o n  n u t  bei Mono jod ty ros in  pos i t iv  ausf~l l t .  
A u s s e r d e m  k a n n  T h y r o x i n  d u r c h  seine L6s l ichke i t  in B u t a n o l  q u a n t i t a t i v  yon  Di jod ty ros in  g e t r e n n t  
werden ,  u n d  Mono jod ty ros in  g ib t  m i t  MILLON'S R e a g e n s  einen Farbstoff ,  dessen  spek t r a l e r  C h a r a k t e r  
m i t  d e m  yon  Tyros in  abge le i t e t en  Farbs tof f  n i ch t  iden t i sch  ist.  Diese T a t s a c h e n  g e s t a t t e n  es, die 
drei  j o d h a l t e n d e n  AminosAuren  in  r e i nem Z u s t a n d  u n d  in Gem.ischen, m i t  oder  ohne  Zuf i igung yon  
Tyros in ,  zu b e s t i m m e n .  

3- Die q u a n t i t a t i v e  U n t e r s u c h u n g  der  F a r b r e a k t i o n e n  des  Thy rox in s ,  D i jod ty ros ins  u n d  Monojod-  
t y ro s in s  in A n w e s e n h e i t  ve r sch iedene r  Aminos~uren ,  und  die U n t e r s u c h u n g  der  Stabilit~kt der  
drei  Stoffe u n t e r  den  U m s t A n d e n  der  a lka l i schen  Eiweisshydro lyse ,  e rm6g l i ch te  es, die B e s t i m m u n g s -  
m e t h o d e n  aus  r e inen  L 6 s u n g e n  a u f  Eiweiss  zu f iber t ragen.  

4. Besondere  Me thoden  w u r d e n  noch  a u s g e a r b e i t e t  fiir t h y r o x i n -  u n d  d i j o d t y r o s i n a r m e  Schild-  
d r f i senproduk te ,  die wahr sche in l i ch  a u s s e r d e m  a r m  an  Mono jod ty ros in  sind,  u n d  ffir kf ins t l ich  
jodier te  Eiweisstoffe,  die die drei  AminosAuren  in e r h 6 h t e n  Mengen  e n t h a l t e n .  Sie g e s t a t t e n  es, 
T h y r o x i n  in 5 ° bis 200 m g  Ausgangss to f f  m i t  4- 3 % Feh le r  zu b e s t i m m e n ,  Di jod ty ros in  in ioo  nag 
m i t  4- 4 % Fehle r  u n d  Mono jod ty ros in  in IOO ~. 2oo m g  m i t  ~ 7 % Fehler .  
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