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R E C H E R C H E S  SUR LA P R E P A R A T I O N  E T  LES  P R O P R I ~ T ~ S  

D E  LA T H Y R O G L O B U L I N E  P U R E .  I 

par 

YVES D E R R I E N ,  RAYMOND MICHEL ET JEAN ROCHE * 

LaboraNire ~ B i ~ m i e  # ~ m ~  et ~ m p a r ~  CoUpe de Fran~, Paris (France) el La b o r a ~e  de CMm~ 
MoN~q~,  Facu~d de M ~ e  ~ de Pharmad~ M ~ s e i ~  (France) 

I. INTRODUCTION ET OBJET DU TRAVAIL 

L%oMment d'iodoprot~ines thyr~diennes a ~t6 op6r6 par diverses techniques dont 
Ms modalit~s refl~tent deux p~occupations dominantes: d'une paX, obtenir des produffs 
homog~nes pouvant 6tre con~d6r6s comme des corps puts; d'autre part, rechercher M 
la glande ren~rme ou non un m~ange d '~doprot~nes correspondant ~ des degr6s 
d'halog6nat~n diff6rents et, le cas 6ch~ant, les s~parer. La solut~n de Fun et de Pautre 
prob~mes est ~6cessairement li6e ~ Fobtent~n de prot~nes ~mes. 

Apr~s Ms travaux pr6Hmina~es de BAUMANN ET R O O ~ ,  de BUBNOW ~, de GOURLAYL 

d'HUTCHISON ~, montrant M caract~re globulinique des fractions iod6es de ~ e x ~ t  
thy r~d~n ,  OSWAL~ ~ en~eprit  F6tude de la thyroglobuline, qu'H proposa de s6parer 
par pr~dpi ta t~n ac6tique api~s ffact~nnement au sulfate d'ammonium ~ dem~ 
saturation. Le mode op~rato~e d'OswALD condu~ant ~ un produit d6natur6, selon 
HEIDELBERGER ET PALMER ~, ces auteurs lui ont subsfitu6 la pr6cipitation de la thyro- 
globuline au sulfate de sodium (demi~aturat~n ~ 35 °) apr~s d~lipidat~n au tolu6ne 
et s6parat~n d'un nud6oprot6ide insoluble ~ p~ = 4.8-5.0. Pour CAVETT ET SELJES- 

K6G ~ les pr6parat~ns ~nsi obtenues sont en partie d6natur6es et renferment des ~pides 
en quantff6 appr6c~bM. II n'en serait plus de m~me lorsque la prot~ne e~  pr6p~r6e par 
extraction ~ o ° au moyen d'une solution ~otonique de chlorure de sodium de coupes 
minces de Forgane congM6 et pr6cipitat~n de la thyroglobuline entre 35 et 45% de 
la saturation des solutions en sulfate d'ammonium. 

B~n que cette prot~ine (HEI~ELBERGER ET P~LMER) soit homog6ne au regard de 
Fultracentrifugation et de l'~ectrophor6se (SvEDBERG ET HEIDELBERGER s, HEIDELBER- 
GER ET PEDERSENL LUN~GREN~, la q u e ~ n  de la presence de plu~eurs thyro- 
globulines dans M corps thyr~de  demeure ouverte. ABELIN ET KELLER ~,  BLUM, LEH- 
MANN ET LE~ TNER ~ et, plus r6cemment, RIVI~RE, GAUTRON ET TH~LY ~,  ont s6paI6 
d 'extra i~ d'organes ou de thyroglobulines des produi~ de degr6s d '~du ra t~n  divers 
et pensent, de ce fMt, avo~ montr6 l'h~t6rog~n6ff6 de F~doprot~ine thyr~dienne. Leurs 
conclu~ons ne saur~ent 6tre adopt6es sans r~serve~ car la puret6 des pr6parat~ns 
employees par ces auteurs ou le caract~re prot~ique de toutes les fractions iod6es obte- 
hues reste ~ d6montrer. L 'adsorpt~n ~addes  amin6s iod~s ou d '~ns  iode ~ certMnes 
de ceHes-ci peut en effet ~tre h ~origine des faits observ6s. N6anm~n~ il est tr~s pro- 
babM que le degr6 d'iodurafion phy~ologique de la thyroglobuline peut sub~ des va~a- 

* Avec l ~ n ~  ~ c h n ~ u e  de M ~ d ~ m ~ H ~  JACQUE~NE BERNAND et GEORGETTE TABUSSE. 
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tions impo~antes  et l 'on peut envisager que le corps thy r~de  d 'un m~me animM ren- 
ferme un m ~ n g e  de prot~nes plus ou moins fichement h~og6n~es. 

I! y a v ~ t  int6r~t ~ reprendre l '6tude de la pr6para t~n  de la thyroglobufine pour 
diverses rMsons. DMne pa~ ,  M con~Me de Yefficadt6 des moyens de pufificat~n adopt~s 
j u s q ~ i  s'av~re n6cessMre pour 6tabHr une m6thode permettant  ~obteni r  de la thyro- 
globufine pure et n~n d~natur6e; aucune des techniques actueHes n'offre de garant~s 
~ cet 6gard. D ' a u ~ e  pa~ ,  ]a preparation de F~doprot6ine t hy r~d~nne  pure perme~raff  
seule d'6tudier avec s6curff6 le p r o b ~ m e  de ~unit6 ou de le multiplicit6 des thyroglo- 
bulines. I1 conven~t  pour entreprendre ce travail de disposer de cfit~res ~homog~n~t6 
ou ~h6t6rog6n6it6 d~s milieux prot~ques et ni l 'ultracentrifugation, ni F~ectrophor~se 
n 'avMent permis ~ cet 6gard une anMyse fine ~es pr6parat~ns obtenues par HEIDE~ 
BERGER ET PALMER. Nous avons employ~ clans ce but M test de solubilit6 des prot6in~ 
en foncfion de la ~ c e n ~ a t ~ n  en sds neutres ~abor6 par E. J. COHN et app~qu~ 
sur une large 6chMM par ROCHE ET DERRIEN, SOUS ~ forme r6cemment d6v~opp6e par 
DERRIEN ~. L '6 tabHs~ment  des diagrammes de solubilit~ en foncfion de la concentration 
en prot6ine dans un milieu de teneur constante en sM neutre (NoRTHRO~ a ~t6 m~e 
en ~uvre  par MHeurs. 

Certains probMmes devMent n6cess~rement 6tre abord6s ~ propos de ce travail 
en dehors du domMne technique. La teneur en ~de  des thyroglobuHnes s ' e ~  av6r~e 
vafiabM (de 0.07 ~ 0.8% se~n OSWAL~ et de nombreux auteurs admettent  avec 
HARINGTON ~ que "cette vafiabilit6 seuM suffit ~ indiquer que ~ thyro~obuHne e~  m ~  
d6fin~ et que, m~me ~ Fheure actue~e, aucune preuve de F~Mement d 'un produit 
homog~ne n 'a  6t6 a p p o ~ e " .  Par  contre, HEIDELBERGER ET PALMER ~, CAVETT MAC 
CLENDON ET RICE ~, con~d~rent que la puret6 d'une thyroglobuline peut ~tre appr6c~e 
au moyen de son t~mx d'iode, Ms derniers auteurs ayant  obten~ ~ p a ~  d 'animaux 
• a b a t t ~ r  des p r 6 ~ a t ~ n s  renfermant iusqu'~ 0.69% de celuVd. En E~tat de nos 
conna~sances sur Fiodurat~n p h y s ~ i q u e  de la thyroglobu~ne, on peut penser que 
~ f ixat~n de FhMo#~e s'op~re avec une ~nten~t6 variable sur un produit de composition 
eu addes amin6s et cM structure constantes. I1 en d6couMrMt que cette prot~ne est bien 
d6fini~ ~ sa teneur en d~fiv~s lodes pr~s. Notre trava~ ~tMt susceptibM ~ a p p o ~ e r  une 
con~ibu t~n  ~ ~ s o h ~ n  de ce prob~me.  De plus, F6tude des thyroglobulines ~e quatre 
mammff~res (B~uf, ChevM, Ch in ,  Porc) devMt p e r m u t e  de pr6ciser l 'existence 6ven- 
tue~e de caract~res sp~dfiques de celle~d, d 'autres prot~nes, comme les h~moglobine~ 
pr6sentant ~ cet 6gard une grande diver~t6. 

Nous avon~ d~as une premiere s~fie de recherche~ d6fini et ~calis6 Ms prot~nes  
~d6es dans Ms ext~dts thyr~d~ns .  Nous avons ensuffe pr6par6 des thyroglobulines 
par Ms m6thodes ~OSWALD, ~HEIDELBERGER ET PALMER, de CAVETT ET SELJESK6G 

et identifi~ dans cel]es-ci Ms impuret6s ou Ms ffact~ns  d6natur6es. Cette ~tude ayant  
prods6 Ms facteurs de d6naturation et Ms caract~res de sMubilit6 de la thyro~obuline,  
nous avons ~abor6 une m6thode de pr6parafion de cette prot~ne pure non d6natur~e, 
ce qui n 'avaff  pas 6~6 r6alis6 auparavant.  Un examen g6n6rM des r6su~ats obtenus a 
permis de d~finir la thyroglobuline au regard de cfit~res chimiques et phy~cochimiques 
et de discuter M probl~me de son homog~n6it& 

II. RECHERCHES PERSONNELLES 

A. Techniqu~ 

Les pr6para t~ns  d ' e x ~ M ~  thyro~diens et de thyroglobuline ont 6t6 obtenues selon 

Bibli~rap~e p. 469~7 ~ 



456 r .  DERRIEN, R. MICHEL, J. ROCHE VOL. 2 (1948)  

des techniques prdds6es plus bas, h parfir de glandes de taflle et de poids normaux 
d~nimaux  d 'abat toK sains (Bceuf: ~o-~4 g, Cheval 8-~o g, Porc: *1-~4 g) ou de glandes 
de Chien*. EHes ont fait l 'objet de recherches sur la solubHk6 de leurs constkuants 
protdiques en fonction de concm~rations croissantes en sulfate d 'ammonium ou en 
m~ange 6quimoKcnlaire de phosphates mono- et dipotasdque ~ PH -- 6.5 et k ee°, ou 
en sulfate de sodium ~ pH = 6.5 et ~ 37 °, poursuivies selon Ds modalkds rdgKes par 
l 'un de nous 14 gemps d'dquigbre ~o heures ~ temp6rature constante ~ 5:o.o5 °, PH d6fini 
~ ± o.o5 pr6s, concentration en N protNque o.8-~.4 mg par ml). Les dosages d'azote 
protNque qu'eHes ont comportd ont dt6 op6r6s par m~rokjddahl  dans des conditions 
techniques rigonrenses; l 'erreur rdat ive  dont leur pr6cNion est entachde ne ddpasse 
pas o.5%, saul en prdsence de suKate,d 'ammonium. Dans ce dern%r cas, l 'application 
de la m4thode d'A. ROCHE ET MARQUET~S a permis d 'obtenk des donn4es exactes ~ 
~ p o u r ) o o  pr~s. 

L'expresMon graphique des rdsukats de ces dosages a fit6, pour chaque expdrience, 
4tabHe Mmultan6ment selon Ds deux modalit6s suivantes: la premiere est la repr6sen- 
tation dassique de la vaca t ion  de la solubilk6 S (mg N protNque dissous par ml) en 
fonction de la concentration en sd  neutre C. La seconde, r6cemment mNe au point par 
l 'un de nou~ ~, conMste en une diffdrendation de la courbe de solubHk4 S - f (C). On 
calcu~, ~ cet effet, ~s  quantit6s de prot~nes A S (y d 'N protNqu~ pr~dpffdes dans 
chaque intervalle de concentration sahne A C (M plus souvent 6gal ~ i % dans les con- 
dKions exp6~mentales adoptfes au cours du pr6sent travail) et l 'on 6tablK la courbe 
des variations de (3S/AC)i en fonction de C, i d6Mgnant Fincr6ment des concentrations 
salines dans une zone particuli6re, ou dans la totaHt6 du graphique. 

Dans le cas d'une protNne homog~ne, la courbe S = f (C) est form6e par un seg- 
ment d'exponentidM tendant asymptotiquement vers l 'ordonnfe z6ro (E. J. COHN), 
alors que la courbe AS/AC - f(C) affecte schfmatiquement le profil asym6trique d'une 
dent de sale. Dans le cas d'un m4lange de protdines de solubilit4s difffrentes, M premier 
des deux modes de reprdsentation graphique conduk au trac6 d'une courbe d~continue, 
form~e par une succesNon de segments raccordds par des points d'inflexion (RocHE ET 
DERRIEN x") et le second ~ celui d 'un diagramme comportant  une s4fie correspondante 
de maxima. L 'avantage des graphiques de ce dernier type, analogues aux diagrammes 
d'dlectrophor~se, est d'objectiver sans ambiguff4 Fh6tdrog6n6k6 du milieu protdique 
4tud~ et de d4nombrer Ms constffuants (technique de recherche) ou Ms groupes de 
constffuants (m6thode de roufin~ de solubiHt~ diff6rente qu'fl renferme ~. Par  contre, 
les courbes S = f (C) se pr~tent m ~ u x  ~ la d6termination quantkat ive  des divers cons- 
t i tuants d 'un mblange protNque. Enfin, les unes et les antres permettent  d 'entreprendre 
Ie fractionnement ra t ionnd de ce dern%#~ ~a 

Afin d'all6ger la pr6sentation de ce m4moire, nous nous sommes bornfs ~ y insurer 
une s6rie de cHchds sans joindre ~ ceux-ci Ms valeurs num6fiques correspondante~ Toutes 
les figures rendant compte des r~suKats de nos recherches sont constffu6es par la repre- 
sentation ~multan6e des deux types de courbes ddcrKs c5dessuK Les valeurs de S o u  
de AS/AC d6finies plus haut, ont 6t6 port6es en ordonn6es en foncfion des concentrations 
en sel C figurant en abscisses. C est expfim6 en pour IOO en volume de solution saHne stock 

* Nous  r e m e r d o n s  MM. ~ s  VSt6f inai res  des Aba t to i r s  de Mars~Hc cL en par f icuf ie r  M Docteur  
PLACIDI d ~ v o i r  assur6 M contr6Ie  de lMtat  e t  de la raffle des corps t hy ro ides  des t ines  ~ nos recherches  
et  M. lc Professeur  ~{ERCIER ( P h a r m a c o ~ g i e ,  Marscille),  d ' avo i r  b ~ n  voulu  nous fourn i r  Ms organes  
de C h i n  ut~is~s pour  ce t r ava i l .  
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(S0~(NH,)2 satur6, SO~Na~ ~ 25 g pour IOO, m6Nnge 6quimN6culaire de PO~K~H + 
PO~KH~ 3.5 M) et S e n  milligrammes ~azote  pro~ique di~ous par ml. Cette d6finit~n 
des syst~mes de coordonn~es adopt~s ne sera pas r6p6t~e dans la Mgende de chaque 
figure, laqueHe ne compo~e que l ' indicat~n du produit 6tudi6 et calm des condit~ns de 
Fexp6fience. L'iode totM a 6t6 dos6 par Ms m~hodes  de LEIPERT ~ OU de MICHEL ET 
LAFON ~ et M phosphore totM par N mdthode de NEUMANN (m~ro4echnique de DUMA- 
ZERT E T  M O U R G U E  2e) dans Ms ex~M~ thyrNdiens ou Murs produits de f factbnnement .  
Le con~6M du p~ (:5 0.05) a 6t6 op6r6 par po~n t iom~r ie  @M~rode de verre). 

B. Etud~ des proNin~ des extrai;s Nyro~d~ns 

La mdthode ~HEIDELBERGER ET PALMER ~ compo~e dans un premier temps l'ex- 
traction ~ la pre~e  de pulpe de corps thyrNde finement hach6 apr6s lavage ~ 1%au glacde, 
cette op6~atbn 6tant rdp6tde apr6s mge  en suspen~on de Forgane press6 dans une 
solution h 1 %  d'acdtate de sodium. CMM de CAVETT ET S E L J E S K O G  v ex~Mt N t h y r ~  
~obuline brute de coupes minces de l 'organe congMG par des solutions gotoniques de 
ch~rure  de sodium de p~ = 7.6 (20 heures de contact ~ o°). Nous avons compar6 les 
produffs obtenus par ces deux modes op6ratokes et 6tudi6 M rendement de ceux-d. 

Les protdines exWMtes par Fun ou Fautre procdd6 sur un lot homog6ne de corps 
thyrNdes prdsentent une teneur en ~de  pratiquement identique, en g4n6rM un peu plus 
~ev6e dans M produit obtenu salon CAVETT ET SELJESKOG, par exemple, 0.25 % pour 
M premier et 0.27% t~ur  le second. Par con~e, M rendement de l 'op6rat~n est net tement  
sup6fieur avec la technique de ces derniers auteurs ~ o %  environ dans les condi tbns oh 
nous nous sommes t~ac6s) et conduit ~ des milieux beaucoup mNns fiches en Hpides. 
Dans les deux cas, Fextraction des glandes sMnes et de tailM normMe fournff des pro- 
tNnes de teneurs en ~de  tr6s diverses. Tou~fNG comme Font ~gnM6 par ailleurs MICHEL 
ET LAFON ~, le r a p l ~ :  I thyroxin~n/I  totM, est prafiquement constant et 6gal ~ 
0.30-0.34 dans ceHes-cL Pareils 6carts dans le taux de l '~de  protNque ont 6t6 constat6s 
par certMns auteurs et non par d'autres; Hs t~nnent  probablement aux condit~ns 
alimentMres des aniraaux, rams aussi aux vaf ia t~ns  sMsonn~res de Factivit6 de Uorgane. 
Les r6suRats obtenus ~ partir  du corps thyrNde de porcs provenant ~ e v a g e  r4~onaux 
et d 'animaux ~ a b a ~ M r  ou de laboratNre ~origine ind4terminfe ont 6t6 ra~embl6s 
dans M TabMau I. 

T A B L E A U  I 

TGNEUR EN 1ODE POUR IOO DES PROT~INES TOTALES D'EXTRAITS THYRO~DIENS DE DIVERS ANIMAUX 
~LANDES DE TAILLE NORMAL~ 

E s p ~ c e  a n i m a M  e t  t y p e  d M x t r a c t i o n  Mois  d e  p r 6 1 h v e m e n t  e t  t e n e u r  e n  i o d e  p o u r  IOO 

C h e v a l  ~AVETT ET S E ~ E S K 6 ~  . 
C h i e n  ~AVETT ET S E ~ E S K 6 @  . . 
Porc ~AVErW ET SE~ES~6N . . 
P o r c  (HmDELBERGER HW P A L M E ~  

n o v e m b r e  : 0 . 6 4 ;  m a r s :  0 .03  
n o v e m b r e  : 0 .72  ; j a n v i e r  : 0 .45  
j a n v i e r :  o .4o  ; j a n v i e r :  o .34  
m a i q u i n :  o .32 
n o v e m b r e  : o . 46  ; m a i  : o .o8  

n o v e m b r e  : o .59  ; d b c e m b r e  : o .47  ; d 6 c e m b r e  : o .33  ; f 6 v r ~ r  : 
o . 2 1 ;  m a r s :  o . 1 8 ;  a v r i l :  o . 2 1 ;  m a i :  o.31 ; j u i n :  o .32  ; oc-  
t o b r e  : o .39  

La solubilit6 en pr6sence de sMs neutres ~ concen~a t~n  cr~ssante des prot~nes 
que ren~rment  ces extraffs traduff Mur h6t6rog6n~it6. Nous Favons 6tudi6e sur env~on 
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Mnquante pr6parations et l 'on trouvera cgdessous (Figs. I, 2, 3, 4, 5 et 6) qudques 
exemples de r6sultats. 

La Fig. I fllustre ceux obtenus sur des ex~Mts pr6pards par Ms techniques de CAVE~ 
ET SELJESK60 et ~HEIOELBE~GE~ Er PAL~ER sur un m~me lot de glandes de Po rce t  
addifionn6s de quantit~s progresMvement croNsantes de m~anges 6quimoldculMres de 
phosphates mono-et dipotasMque 3.5 M, de p~ = 6.5, k 22 °. 

LMxamen de la Fig. I rend compte du fair que les deux types de pr6parations ren- 
ferment en abondance un groupe de constRuants protNques dont le relargage a l~u 
entre des teneurs de 42 ~ 48% des solut~ns en m~ange de phosphates de po ta~ ium 
3.5 M dans les conditions op6ratMres adopt6es. Par  ailMurs, Fextrait  obtenu par presMon 
est plus fiche en ~acfions protNque~ les unes plus solubles et les autres moins solubles 
que ce~es pr6~pitant  entre des teneurs de 42 ~ 48% en m~ange saHn. Les Fig. 2 ~ 6 
fitabl~s ~ Faide d 'un plus grand nombre de d~terminations, sont ~ cet 6gard plus Mgn~ 
ficatives. L'h6t6rog6n6R6 protbique qu'elles met tent  en 6vidence est inddpendante de 
l'origine animMe des ext ra i~  et de la nature du sd  prdcipitant. On la retrouve en effet 
lors du relargage par les phosphates alcalins, par le sulfate de sodium et par le sulfate 
d 'ammonium (vMr Fig. 2, 3 et I2). EHe se mangeste identiquement, quelle que soit la 
fichesse en iode des extrMts, et n'est pas modififie par la d61ipidation au tMu6n% qui 
doff dbs lors 6tre conMd6r~e comme un solvant des lipides dont l 'emploi ne comporte 
aucune d6natura t~n des prot6ines (Fig. 6). Les courbes de Sen  fonction de C sont cons- 
tRu6es par un certMn nombre de segmen~ succesMN sdpar6s par des points ~inflexion 
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PH = Gs, t = 2~ 



460 y.  DERRIEN, R. MICHEL, J. ROCHE VOL. 2 (1948) 

correspondant au d6but de prddpitat%n d'un con~Ruant (ou groupe de con~kuant~  
plus sNubM que le prdcddent. Les portions des points d'inflex%n sent pratiquement 
identiques sur Ms divers gmphiques dans Ms condRions expd6mentMes o~ nous nous 
sommes placd~. Nous avons num&ot6 de I ~ 5 (et 6ventueHement de I ~ 6) Ms Kact%ns 
qu'Hs d61imffent et d ~ g n 6  rdspedivement par Ms lettres a et (o les groupes d'impuretds 
protNques Ms moins solubMs et Ms plus sMubMs que renferment ceANnes des pr@ara- 
t%ns &udi~es. La premKre des fractions numdrotdes (I) peut se dddoubler (I '  et I") 
ou 6tre absente et le taux de la seconde (2) est tr~s variable, comme on M verra plus bas; 
Ms ~act%ns 3, 4 et 5 constffuent seuMs N thyroglobuline, car eHes ren%rment la qua~- 
totalit6 de l'iode. On remarquera que leur taux respectif est var~ble d'une pr6parat%n 
h l'autre et qu'une de ces ffact%ns peut ~tre fusionnde avec une autre lorsque ceHe-ci 
est beaucoup plus abm~dante. Par ailleurs nous avons con~at6 que la conservation des 
extrN~ et Mur dih~%n provoquent des modificat%ns du m~me ordre. 

En ddfinkive, Ms ~act%ns thyroglobuliuiques cong ruen t  de 6o ~ 8o% des pro- 
tdines dans les ex~aits bruts fitudi6s. Les fimites de solubilit6 de ces produffs dans une 
marge de concen~at%n en divers sen neutres sent assez bKn ddfinies et constantes dans 
ceA~nes conditions opdratNres ~2-48% de mdNnge &luimol~culaire des phosphates 
mono-et dipotassique, 36 ~ 42 % de la saturation en sulfate d'ammonium, ~ pH = 6.5 
et ~ 22 °, 67 ~ 75% de la teneur en so lu t i~  de su~ate de sodium & 25 g pour IOO, h 
PH = 6.5 et ~ 37 °dans  des milieux ren%rmant de I.O ~ 1.5 mg N protNque par ml). 
EHes sent ~ cet ~gard identiques, queHe que soh Mur teneur en iode et leur engine ani- 
maM. Aus~, M rdargage par Ms sen neutres n'amenant aucune d6natumtion, son appli- 
cat%n ~ la pr@aration de la thyroglobuline pure trouve-tdl une prem~re base expdri- 
mentMe dans nos r6sulta~. 

C. Elimination des impuret~ protdiqu~, d~naturation ~ pr@ara~on de la thyroglobuline 

HEIDELBERGER ET PALMER ~ ont Ms premiers attic6 l 'a~ent%n sur l'exMence, dans 
Ms ex~M~ thyroidien% ~impuret6s prot~ques accompagnant la thyroglobuline et 

montr6 que la pr6Mpitat%n ac6tique de 

x20 
~5 

;0 .~ogl~u~Ostwe3 40 6 0 ~ t  ~ut C 90 

Fig. 7" V a ~ a t ~ n  de ~ S / ~ C  de l ~ x ~ a K  thy -  
r ~ d ~ n  b r u t  (HEI~ELBER~ER ET P ~ L ~ E ~  e t  
de ~ t h y r o # o b M ~ e  pr6par6e pa r  la r n ~ h o d e  
d'OswALD en ~ n ~ n  de C ~ .  ioo  de la con- 
cen t r a f i on  en s M u t ~ n  ~ 25 g p. ioo  de SO~Nai), 

APH = 6.5 e t  ~ 37 ° . 

ce l led  op~r~e par OSWALD 5 entraine sa 
d f i n ~ u r ~ n  pa~ielle. La Fig. 7, 5taN~ h 
p a ~ k  de courbes de relargage par M su~ 
fate de sod~m, ~ PH = 6.5 et ~ 22 ° , de 
la thyro~obM~e obtenue par la m~hode 
d'OswA~D ~ de prot dines totales de l 'ex~ait  
t h y r o ~ e n  (Por~ ayant ser~ de m ~  
p ~ m ~  £ ~ p ~ p a r ~ n  de cell~ci, est 
£ cet 6gard N g n N c ~ e .  Son examen 
men~e (n eff~ que 1~ p r o ~  thyrNd- 
iennes s6parSes de l'extrait par pr&ipita- 
t~n  No~Mctfique sent dSnatur~es et trans- 
N r m ~ s  en produ~s a, b et c, pr~ipimnt  
par le su~ate de ~ u m  h des concentra- 
tions en ~lui-ci, beaucoup # u s  fMbMs, 

* I1 est  p a r f i c u l ~ r e m e n t  i m p o r t a n t  de respec ter  la  concen t r a t ion  en prot6ine  des m i H e u ~  
vo~ ine  de 1.2-1.4 mg N p r o t ~ q u e  pa r  ml  dans  nos exp6~ences ,  pour  que ~ poM~on de ces poin ts  
conserve une s~n i f i ca~on .  Une d i c t i o n  des s M u t ~ n s  p r o t ~ q u e s  p rovoque  un  Mger d6ca~ge  des 
courbes  vers  Ms c o n c e n ~ a t ~ n s  plus ~ev6es  en sel. 
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entre 20 et 50% de teneur en solution ~ 25 g pour 
IOO en ce sel ~ p~ 6.5 et ~ 37 ° au fieu de 67 et 75%. 

HEIDELBERGER ET PALMER ~ ont ~tabli que les 
extraits bruts de corps thyroide renferment un nucl6- 
oprot~de que n'~l~nine pas la m6thode d'OswALB 
et, pour HEIDELBERGER ET PEDERSENL la d~natura- 
tion de la thyroglobufine serait H6e ~ sa pr~dpffation 
~o~ectrique (PH = 4.48), cette prot~ine 6tant tr~s 
instable aux PH inf~deurs ~ 5.0. Les premiers auteurs 
ont propos6 de s6[~rer le nu~6oprot~de par pr6- 
cipitation ~ PH = 4"8-5 .°, puis de pr6cipiter la 

saturation.thyr°gl°bulineNousParavons le sugater~p~t~ ledeprem~rS°diumtemps~ dem~de 

la preparation d~cNte par H E ~ E S ~ E R  ~ 
PALMER et ~tudi~ la ~olubilR~ de la protNne obtenue, 
en prfisence d'un ~ndlange phosphates mono- et 
dipotassique 3.5 M ~ concentration cro~sante. Les 
graphiques reproduits sur la Fig. 8 i~ustrent nos 
r~sultats. 

La fraction I de Fextrait brut  de corps thyroide 
est bien 61imin6e par le trai tement pr~alabM de 
cMu~M ~ pn = 4.9, mais la solubflff6 d'une parfie 
de la thyroglobuline r6gresse alors notablement, ce 
que traduff l ' appant ion de constffuants pr~Mpffant 
~ des concentrations en sels inf6fieures ~ celles aux- 

05 

4 

o . . . . . .  
30 40 ~ C 90 

t i 
, J 0 ~ 

~ ~ ~ ~ C ~  

~g. 8. T h y r o ~ o b ~ e  de Porc pr6- 
pa~e par ~ m~hode d'HEI~ELBER~ER 
~ P A ~  ~% = o ~ .  SMu~lff6 (~  
en ~ e n c e  de m ~ a n ~  6 q ~ m ~ u -  
~ i re  P ~ K ~  + P ~ H  ~ = p. zoo 

10 

de sMufion 3-5 M de ce m ~ a n g ~ ,  
quelles commence M relargage des fractions 3, 4 et 5 PH = 6.5, t = 22 °. 
des protNnes total,~. De plus, la f fac t~n  2 n'est  
probablement pas ~ilimin~e; ~ se peut n6anmoins que M consfituant pr6cipitant dans 
la m6me zone au cours de Fexp6fience soit de la thyroglobufine faibMment d6natur6e. 
Nous avons cherch6 ~ 6viter cette modification de l '~doprotNne en s6parant le nucl6- 
oprotNde pr6sent &ins ~s  extraits bruts ~ des PH sup6rieurs ~ 4.8-4.9. L'a~dification de 
solutions ~ PH = 5.2 provoque une pr6cipitation des impuret6s protNques fMbMment 
solubMs sans alt6rer la thyroglobuline, laquelle conserve sa solubilit6 nature~e; mais les 
produ~s obtenus ren~rment  encore des quantit6s appr6ciable des ~ac t~ns  I e t  2. ~ 
en d6coule que le procfid~ d'HEIDELBERGER ET PALMER doit 8tre abandonn6. 

La m6thode de CAVETT ET SELJESK6G ~vite judi~eusement toute a~dification et 
~oM la thyroglobuline en la precipitant entre 35 et 45% de la sa tu ra t~n  en sulfate 
d 'ammonium. La protNne pr6par~e selon le mode op6ratoffe d~cfit pa~ ces auteurs en 
ayant  soin de mMntenir M PH ~ 6.5 pendant M rMargage pr~sente des caract~res de 
solubilit6 dont rend compte Fexamen de la Fig. 9. 

La thyroglobuline des auteurs am6ficMns ne renferme que des constituants pro- 
t~iques de mSme s?lub~it6 que ceux pr6sents dans les extrMts bru~.  Mais le fraction- 
nement de ces protNnes est alors tr~s incomplet, puisque l'on y trouve, en dehors de la 
thyrog~buline ~,  4 et 5), une p a ~  des fractions de t6te (I et 2) et une impuret6 de 
queue, plus soluble que le constituant 5. I1 n 'y  a pas geu de consid6rer ce produit comme 
pur. I1 a d'ailMurs 6t6 posNbM de le fractionner et de d6montrer que seuls Ms constg 
tuants 3, 4 et 5 des ex~Mts bruts qu'~ ren~rme correspondent ~ la thyroglobufine. 

Bibliograp~e ~ 4 6 9 ~ 7 ~  
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La Fi~ IO illus~e Ms rdsultats d'une experience que nous avons rfMNSe dans ce but. 
Le ffac~onnement op6r6 h la concentration de 44.5% en solution 3-5 M de phos- 

phates potasMques a perm~ de s6parer 23% de protNnes prdcipitSes (B), 77% du pro- 
duit (C) demeurant en sMu~on. Les constituants Ms moins solubles sont MnM concentr6s 
dans B, produ~ fiche en ~ac~ons I, 2 (2' et 2 ~) et 3, pauvre en 4 et d5pourvu de 5. 

Le produ~ C ren~rm% par contre, presque excluMvement Ms ~ac t~ns  4 et 5 de 
la pr~parat~n ini~ale, avec une trace de ~ac t~n  3. Or, la teneur en iode de B est 
o.19%, ceHe de C de o.34% et cdle de la prfparation non ~act~nn6e o.3o%. Si l'on 
rapporte la totalit6 de l '~de aux cons~tuants 3, 4 et 5, dont les taux respectgs sont 

a5 - ~ "  ~~"3"' 

. 

40 ~ C ~ 
~O~ ~ ~ PO, K H2) 

g 

~ ~ .  , , , , ,  ~ _  
40 50 C ~ 

~ g .  9. T h y r o ~ o b ~ e  de Porc 
pr6par6e par ~ m~hode de CAVETT 
ET S~JESK6G (I% = O.30). Solu- 
~1~6 (S) en pr6sence d ~ n  m~ange 
~uimo~cu~re P ~ K ~ + P ~ H  
~ = p .  ioo de s o , d o n  3.5 M de ce 

m~ang~,  PH = 6.5, t = 22 ° . 

40 C 50 40 C ~ 

, 

40 C 50 40 C 50 

$0 C ~ 40 C 50 

~ lO. A. T h y r o ~ o b ~ e  to~ le  de Porc pr6par6e par la 
m~hode de C~VETT E~ SE~ES~OG ( I% = o.3~. B. M~me 
produ~ ~ac~onn~ ~ une teneur de 44.5 % en m ~ a n ~  6Qu~ 
m o ~ c ~ r c  P ~ K H =  + P ~ K = H  3.5 M, ~ a ~ o n  prdc~t~e 
( I% ~ o.19). C. M6me ~ o d u A  f f a ~ n n 6  ~ une teneur  ~ 44.5% 
du m ~ a n ~  ~ m o l 6 c u ~ r e  P ~ K ~  + P ~ H  3.5 M,~ac~on  
soluble ( I% = 0.34 ). SMubflA~ (S) en presence d ' un  m ~ a n ~  
~u imol~cu la i re  P ~ K ~  + P ~ H  3.5 M ~ = p. ioo de 

s ~ u t ~ n  3.5 M de ce m ~ a n ~ ) ,  PH = 6.5, t ° = 22 ° • 

d ~ e r m ~ g  ~ a p h ~ u e m e ~  sur Ms coupes  ~ o i n t e s  et ~ l'on cMc~e le degr~ ~ o ~ r a -  
t ~n  que ceux-d pr6sentent dans les tro~ w ~ u i t s  ~ u ~ g ,  on obfient dans chaque cas 
une vMeur v o ~ n e  de 0.36%. I1 en d ~ o ~ e  que le produit obtenu par la m~hode de 
CAVETT ET SELJESK~G ren~rme des f f a d ~ n s  prot~ques non iod6es (I, 2 et ~ ,  et que 
la thyroglobuSne en constitue u ~ q u e m e ~  les fractions 3, 4 et 5 individuaHs6es sur les 
courbes de s o ~ b ~  des ex~M~ t h y r ~ e n s  comme sur c ~ e s  des pr6parat~ns de 
CAVETT ET SELJESK6G. Le proc6d~ de ces auteurs est donc supSr~ur ~ cM~ • HEIDEL- 
BERGER ET PALMER en ce sens qu'fl cond~t  ~ une thyro~obuHne non d6natur~e, mMs 
ce~e-d est sou~@ ~ r ~  p r ~ q u e s  dont le taux est en g6n~M ~gM ou sup6fieur 
~ zo%. 

D. R~r t i t i on  ~ l 'io~ dans les extrai~s thyro~iens ~ p~arat ion ~ ~ thyro~buline ~ r e  

La W 6 d ~ n  fractionn6e par les sels neutres doit sans conteste 6tre cons~6~e, 

B i b l i ~ r a ~  p. 469~7 o. 
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k la suite des r6sultats expos6s plus haut, comme le prindpe R retenir pour s6parer des 
extraits thyroidiens la thyroglobuline non d6natur6e. N6anmoins, les conditions de son 
application demeuraient ~ d6terminer. I1 convenaff pourcela d'6tudier syst6matique- 
ment le relargage de la thyroglobuline et des impuret6s prot6iques qui Faccompagnent 
dans Ms extraffs obtenus selon CAVETT ET SELJESK6G, en mettant  ~ profit les particula- 
fit6s de composition de l'une et des autres. 

La thyroglobuline est iod6e e t l e s  impuret6s qui l 'accompagnent dans des produits 
bruts ne M sont pas, l'une d'elles 6tant un nud6oprot~de. Ausd pouvait-on esp6rer 
pr6dser les fimffes (~s concentrations en se~ neutres entre lesqueHes gop~re le relar- 
gage de ces divers corps en 6tudiant la pr6cipitation de Fazote prot6iqu< de l'iode et 
du phosphore des extraits additionn6s de ces sds ~ des taux progressivement croissants. 
Une exp6fience de ce type a 6t6 r~alis6e sur une s6fie d'6chantillons d'un extrait thy- 
roidien de Porc rent~rmant 11.4o mg de prot6ines totales, 0.043 mg I e t  0.025 mg P 
par ml. Les divers {:chantillons de mSme volume (IOO ml) renfermaient des quant~6s 
progressivement croissantes de sugate d'ammonium ~carts de I en 1% de la satura- 
tion en sel), et leur PH, contr616 ~ F61ectrode de verre, 6tait de 6.5. Apr~s 20 heures 
d'6quilibre ~ 22 °, u~e prise dMssai du Hquide recouvrant les pr6cipit6s a 6t6 s6par6e 
et centrifug6e et l'on y a dos6 Fazote prot~qu< l'iode et le phosphore total, apr~s 
avoir fait subir ~ trois part~s aliquotes Ms min6ralisations appropfi6e~ Le taux des 
prot6ines dissontes et pr6cipit6es et la teneur en iode et en phosphore de ce~e>d ont 6t6 
calcul6s ~ par tk  des r6sultats. On lrouvera dans le Tableau II  Ms plus significati~ de 
ceux-ci. 

T A B L E A U  I I  

F R ~ T A ~ O N  DES FRAC~ONS IOD~ES ET PHOSPHOR~ES DES PROT~INES D'UN EXTRAIT THYR~DIEN 
DE PORC (CAVETT ET SELJESK6~, FAR LE SULFATE D'AMMONIUM A CONCENTRATION CROISSANT~ 

PH = 6.5, t = 22 ° 

Marge de concentra t ion en 
s M ~  d % m m o n ~ m  dans 

~ q u ~  ~ p ~ d ~ f i o n  a l~u*  

p. ioo de l~zote  
p r o ~ i q u e  p r b ~ p i ~  

entre  ces l im~es 

de 30.0 A 32.5 
de 32.5 h 35 d~ 
de 35.0 A 36.o 
de 35.0 ~ 37.o 
de 37.0 A 38~ 
de 38.o h 39.o 
de 39.o A 4o.o 
de 40.o X 4ix~ 
de 4i .o A 42.o 
de 42.0 A 43.0 
de 43.0 A 44.o 
de 44.0 ~ 45.o 
de 45.0 A 47.5 
de 47.5 A 5 o.o 

Teneur  en I pour  
ioo des p r ~ n e s  

p ~ # ~  

I . I6  
2.79 
4.I9 

I2.81 
24.23 
22.26 
12.46 

3.26 
2.44 
o.93 
o.82 
1 . 2 2  

2.74 
2.16 

traces indos. 
t races indos. 

o.13 
0.374 
0.482 
0.454 
o.464 

o.375 

o.o91 

o.o114 

Teneur  en P pour  
ioo des p r o t~ne s  

pr6cipff6es 

0.395 

0.482 
o.ooo 
o.ooo 
0.072 
o.226 

0.366 

I 0.434 

o.441 

* en % de ~ ~ f i o n  en s ~  d '  a m i n o . u r n  

Environ 75% des prot~nes ~d~es de Fex~Mt thyroidien pr~c~ffent entre 36 et 
40% de h sa tnra t~n en sulfa~ ~ammonium k p~ = 6.5 ~ 5 ~ 22°. Par  contre, ~ n u c ~  
prot~de #insolubili~ dans ~s  f f a ~ n s  de tSte et ~s fractions de queue, mo~s  abon- 
dante% ren~rment  du phosphore, probab~ment lipoprot4idique. Comme h ~ p a r a t ~ n  

B~bli~raphie p. 469~7 ~ 
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d'une pr0t~ine dans un m~ange comporte toujou~ 1MntrMnement d'autres dans Ms 
zones de saHn~6 off erie commence et og elm 2ach6ve, on pouvait esp6rer obtenK la 
thyrog~buHne pure en rdalisant deux ~act%nnements successffs entre 36 et 4 I% de 
N saturat%n en suKate ~ammonium.  Le prem%r a dt6 conduk sur les prot6ines totaMs 
des extraits d'organe, M second sur le produit de ~ prem~re op~rat%n rep~s par une 
solnt%n ~ 36% de suKate g a m m o u i u m  et centNfug6 pour mI ~Hminer Ms produi~ in- 
sdubMs. Les r6sultats obtenus ont 6td mis ~ profit pour 6tablK M mode opdratoKe 
permettant  de prbparer la thyroglobuline pure. 

Pr@amgon de la thyroglobulim pure 

i kg de corps thyroides normaux de Porc sont congdfs et coup6s en tranches 
minces (o.8-1. 5 ram) au rasoir, puis mN en suspenNon dans 3 ~tres de solution ~ 0.9% 
de chlorure de sodium glac6e et abandonn6s 12 heures + ~ 2 ° C. On centrifuge pour 
61iminer le pr6cipit6 et l 'on enfichit en sulfate d 'ammonium par addition d 'un volume 
convenabM de solution satur6e en celugci jusqu'~ 42% de la saturation en sel. Le 
pr6Npit6 form6 est s@ar6 par centrifugaton.  Apr6s 12 heures de s~our  ~ 20 ° C, rune en 
suspen~on dans 2 ~tres 8oo d'une solu~on de sulfate d 'ammonium ~ 45% de la satu- 
ration, on ram~ne h 37°/; de ceHe-d par addition d'eau. On cent~fuge 12 heures apr~s 
Ms prot6ines insolubMs, que l'on 6~mine. La solution est en~chie en sel jusqu'& une 
teneur 6gale ~ 4 1 %  de la saturation, le pr6cipff6 form6 est m~  en suspen~on dans du 
sulfate d 'ammonium h 37% de la saturation et l 'on centrifuge. La solution est ainN 
d6barrass~e succes~vement des fractions solubles ~ 41% et de certes insolubles ~ 37% 
de la saturation en sel, adsorb6es au produff de la premi6re s@aration. EHe renferme la 
thyroglobuline pure non d6natur6e. CeHe-ci peut ~tre pr~cipit6e par l'alcool ou Fac6tone 
de ses solutions apr6s ~imination des sels par dialyse, si la pr@aration est destin6e ~ 
Fanalyse chimique; erie est alors d6natur6e. Les solutions dialys6es de protNne, non 
ddnaturde, peuvent ~tre uti~s~es pour des recherches physicochimiques ~ condRion 
d'6tre conserv6es ~ des PH sup6rieurs & 5.o-5.2, de pr6f~rence h p~ = 6.5-7.0, et k o °. 

Le m~ange 6quimol6culaire de phosphates mono-et dipotas~que 3.5 M k Pa = 6.5 
peut ~tre subst tu6 ~ la solution satur6e de sulfate d 'ammonium dans cette sffie d'op6- 
rations. I1 convent  seuMment alors de se placer pour Ms ~actionnements entre 43 et 48 % 
de la teneur en solution 3.5 M de phosphates de potasNum, en op6rant selon des moda- 
Ht6s identques pour r6du~e au minimum Ms adsorptions (lavage du pr6Npff6 k 48%, 
dlimination de la solution, addition d'eau jusqu'~ 43%, cent~fugation du pr~cipit6, 
t rai tement de la solution par 48%, ~oMment du pr6cipit~ rem~e en solution ~ 43% 
et cent6fugation). L 'examen de la Fig. I I  penner d 'appr6c~r FefficaNt6 de la purG 
ficafion en se basant sur l'6tude de la solubi~t~ de la thyroglobuline dans un extrait  
brut et apr~s sa s6paration. 

Les produits obtenus clans Ms deux cas sont identiques au regard de leur crffbre de 
solubilit6 et de Mur teneur en iode, ceHe-ci 6tant fonc~on du mat6f i~ de d@art .  La 
mdthode aux phosphates pr6sente Favantage d'6vRer tout contr6M du pn et tout risque 
d'addification, en raison du pouvok tampon 61ev6 des milieux; mais Ms pr6cipit6s 
protdiques se formant en mH~u phosphatd sont plus t~nus que ceux prenant naissance 
en pr6sence de su~ate d 'ammonium et il conven t  de disposer pour les s6parer d'une 
cent~fugeuse assez rapide (6ooo tours par minute). 

La dispa~tion des constffuants prot6iques I et 2 et de la fraction de queue plus 
solubM que le constffuant 5 est totaM lorsque Fort passe du produit A k la pr@aration B. 

B ~ o g r a p ~ e  p. 469~7 o. 
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Seuls des constffuants 3, 4 et 5 demeurent dans ceHe-ci et y conservent Murs caract6res 
de solubilit6. La prenve qu'fls correspondent b~n  ~ la thyroglobuline est apport6e par 
l '6tude de la pr6cipitation ~ des concentradons croissantes en se~ neutres de Fazote 
prot~que et de Fiode total des pr6parations pufifi6es. La Fig. 12 r6sume les r6sultats 
d 'une exp6~ence poursuivie dans ce but en utilisant M suEate d 'ammonium comme 
agent de relargage. 

Darts toute la marge de pr6cipitation de la prot~ne,  Fexp6~ence montre qu'fl 
existe une proportionnalit6 figoureuse entre Finsolubilisation des prot6ines et ceHe de 

s i__~__ ~, ~ -( 

L ~ = ~ 1 ~  

t , , ,  

~0 ~ C ~0 

~gl [ ~an, ,oa~)  
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o . . . .  
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~ 40 C 50 
i! 

1~o 3j~~ ~ 

5 ~, . . . . . . . .  l . . . .  !~, 

30 40 ~ ~0 
Fig. I I .  A. E x t r a i t  ~hyro id~n  b r u t  (Porc). B. 
ThyroglobuHne pure  pr6par6e pa r  no t re  m6thode.  
Solub~ff6 (S) en presence d ' u n  m ~ a n g e  6quimol6cu- 
la i re  de phospha t e s  m o n o ~ t  d ipo tass ique  (C = p. ioo  

de ce m ~ a n g e  3.5 M) PH = 6.5, t = 22 ° C. 
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~ -  

~5 ~0 C ~ 

J,,,4L ~ ¢~ 
4 

, ~ 40 c 45 ~ 
Fig. 12. Thyrog lobu l ine  pure  de Porc pr6- 
par4e pa r  no t re  m6thode  ( I% = o.275 ). 
Solubi~t6  (S) en pr6sence de sulfate  d ~ m -  
m o n i u m  A c o n c e n t r a t ~ n  croissante  (C = 
p. ioo  de la  s a t u r a t i o n  en c e  Sel), PH = 
6.5, t = 22 ° . A. V a r i a t i o n  de S en mg  
d ~ z o t e  p r o t ~ q u e  d~sous  pa r  ml. B. Var ia -  
t ion  de I en g a m m a  d ' iode dissous pa r  mi. 

Fiod~ M rapport :  N/I demeurant  constant dans les fractions solubles et dans les 
fractions pr6cipff6es aux diverses concentrations en sels. I1 en d6couJe que ]e p r o d u i t  
s6par6 des extraits thyroid~ns que nous con~d6rons comme la thyroglobuHne pure est 
chimiquement homog6ne. Cette conduMon est corrobor4e par M fait que les courbes 
A et A', B e t  B' pr6sentent le mSme nombre de fractions, caract4fis6es par la position 
des points d'inflexion dans A e t  B e t  par  celle de Murs sommets dans A' et B' aux  m4mes 
concentrations en ~ .  

La teneur moyenne en azote de ces produffs est N % = 15.8 ; fls sont rigoureusement 
d6pourvus de phosphore alors que ceux de CAVETT, RICE ET MAC CLENDON n e n  con- 
fiennent de petffes quantit6s. Certaines de nos pr6parations 6talent plus riches en 
iode que toutes celles obtenues jusqu'ici sur des organes d 'animaux de m4me esphce, 
la vaMur de 0.84% I 6tant la plus ~ev4e que nous ay0ns observ4e. ToutefoiG la teneur 
en iode de ces produits est vafiabM. La r6gulafit6 des caract6res de solubiHt6 de la thyro- 
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g~bufine s'oppose ~ la vafiaNfi~ de son taux d'~de. A cet 6gard, l'h~tdrog6n6R6 des 
produits pu~,  ~ e n t ~ u e  ~ ceHe de fractions correspondant ~ la thyro~obM~e dans Ms 

! 
agN ~ ~ # ~  ~ ~t i¢o  

~ .  ~3, S o ~  ~e ~a t h~ ro~ob~ne  pu~e 
pr6par6e par  notre m ~ h o d e  (1% = 0.34 ) ~ 
concen t ra~on  ~ a n ~  en p ro t ~ne  dans des 
m i l ~ u x  de teneur  en phospha tes  mono- et 
d i p ~ s ~ u e  constante (1.54 M), PH = 6.5, 

t - ~¢. 
stante en sel neutre et ~ concen~atbn varNMe 

en p r o ~ e  ~ n  NORTHRO#L Les ~sMta~  obtenus en pr6sence d'un mflange 6qNmNG 
cMM~ 1.54 M PO,KH, + POaK~H ~ PH = 6.5 ~ 24 ° ont 6t6 ~produffs dans la Fig. 13. 

Les deux tests auxquMs nous avons fMt appd  pour 6tud~r Fhd~mgdndit6 de N 
thyro~obuline pure concordent donc pour d 6 m o n ~  l'ex~tence dans cette protNne 
de troN f f a ~ n s  ~ par leur sNub , t6 ,  et cda  mMgr6 1 M n ~ m R 6  de teneur en 
iode de ceHe~d et la constance du rapport: N/I dans Ms unes et Ms autres. L'6tude de 
la composition en addes am~6s des thyro~obulines pr6par4es par la m~hode d6cfite 
dans ce travail a permis par ailMurs de d6fink ces produits en se basant sur des cfit6res 
cNmiqu~.  Nous en e x p ~ o n s  prochMnement Ms ~sMtMs et e x a m ~ o n s  ~ Mur Fropos 
sur queries bases H est Mgitime de faire reposer la d6fiNt~n de la thyro~obM~e pure. 

extraffs d'organes, ne saurait ~tre mise en 
doute. Etant  donn6 que la prdcipRation de 
cette protNne s'ophre dans des HmRes assez 
6troites de concentration en seN, on pouvaR 
penser que la distinction des fractions 3, 4 et 
5 6tait quMque peu artificMM. C'est pour- 
quoi H a paru utile de contr6Mr son exNtence 
en se basant sur un c~t6re autre que celui 
tir6 des courbes de solubilit6 en fonction de 
la concentration en sds neutres. Nous Favons 
fait en 6tabl~sant le diagramme de solub~it6 
des prdparations pures ~ concentration con- 

III .  DISCUSSION DES R~SULTATS 

En dehors de la pr6paration de la thyroglobuline pure, sur laquelle H n 'y  a pas ~eu 
de reveniL les r6sultats obtenus m6rRent d'etre discut4s pour en d6gager une d6fin~ion 
chimique et phys~ochimique de cette prot6ine. 

A. Teneur en lode ~ purad de la thyroglobuline 

Une certaine confuNon r6gne en ce qui concerne la teneur en iode de cette protNne. 
Divers auteurs ont adm~ que les produits Ies plus fiches en iode obtenus jusqu'ici sont 
les plus puts. Pour d'autreN le corps thyroide renfermerait un m61ange de prot~nes 
diff6rant entre eHes par Mur degr6 d'iodurafion. Aucune des deux opinions ne paralt 
devoir 6tre retenue k la suite de notre travail. 

En effet, les caract6res de solubil~6 de la thyroglobufine sont ind6pendants de son 
degr4 d'ioduration. Certaines de nos pr4parafions ont une teneur en iode sup6r~ures 
~ la plus 61ev6e Ngnal6e par les auteurs ant6rieurs ~usqu'k ~84% I au ~eu de o.69%~v). 
Or, eHes pr6sentent ?es mSmes caracthres de solubilit6 que les produits peu iod4s (o.I % I) 
pr6par6s par la mSme m6thode en partant de glandes pauvres en halog~ne. Par aiHeurs, 
comme nous Fftabfirons dans un prochain m 6 m o ~  la composition en acides amin6s 
non iod6s de thyroglobulines pures de teneurs en iode divelses provenant de glandes 
normales est constante. I1 en d4coule que la ~neur en iode d'une thyroglobuline ne perm~ 
pas de dd/inir son degrd de purdd. Le m~canisme biologique de la formation des addes 
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amines lodes dans M corps thyroide Mgitime indirecteme~t cette mani~re de voir. LCs 
t ravaux poursuivis depuis quinze ans dans ce domMne par Ms 6coMs anglaise et am6fi- 
caine perme~ent  de penser avec  HARINGTON ~4, CHAIKOFF ~ et Murs coHaborateurs, que 
la biosynth~se de la diiodotyrosine et de la thyroxine ~op~re au s~n de la moMcuM de 
thyrog~buline comme erie a ~eu in v~ro par ac t~n  de l'iode sur les p ro t~ne~  ~. S'fl en 
est ainM, Forgane doff secr6ter une prot~ne de composi t~n et de structure constantes 
dont Fhalog6nat~n u~6r~ure est fonct~n de processus autonomes ind~pendants de la 
formation prcprement  dite de ]a prot6in~ mani~re de voir qui rejoint une hypoth~se 
r6cemment formul(.e par SALTER ~. D~s lor~ Ms seuls cfit~res de puret6 de la thyro- 
globuline auxquMs on est en droit de ~adresser pour la caract~fiser sont sa compo~tion 
en a~des  amin6s non iod6s--la diiodotyrosine et la thyroxine ne con~ffuant  par ailMurs 
jamais qu'une fraction de la mol6cule voisine de I ~ 2% au p lus- -e t  ses propfi~t6s 
physicochimique~ mais non sa teneur en halog~ne ou en combinaisons halog6n~es. Nous 
consid6rons la prot~ine s6par6e des extrMts thyroidiens comme la thyrogMbuline pure, 
car ses caract~res de solubilit6 et sa teneur en certains addes amin6s non ~d6~  8 sont 
~goureusement constant~ mMgr6 la variabilit6 de la teneur en iode des pr6parat~ns.  
I1 n 'ex i~e  ~ cet 6gard aucune difference entre les thyroglobulines de divers mammN 
f~res (B~uf, ChevaL Chin ,  Por~ ,  contra~ement ~ c e  que l 'on observe pour Ms h6mo- 
globines et les myoglobines, dont la composition et la solubflit6 vafient dans de tr~s 
larges ~mffes. De ce fait, Ms concentrations sMines entre MsqueHes fl conven t  de frac- 
tionner les extraits glandulaires bruts des divers animaux d ' aba t tok  ou de laborato~e 
~tud~s pour en s6parer la thyroglobuline sont identiques, qu~M que soit Mur otigin~ 
~ condition de respecter M mode op6rato~e indiqu6 plus haut. 

B. Sur l ~ r o g ~ n ~  de la thyroglobuline 

Aucun des ext ra i~  thyro~d~ns 6tudi~s ne ren~rmai t  une iodoprot~ne pr6cipitant 
~ la mani~re d 'un produff homog~ne. Par  ailMurs, les fractions caract~fisant la thyro- 
globuline dans Ms produits bruts ont 6t6 en g6n6ral retrouv6es dans les pr6parations 
pufifi6es. ElMs sont individuM~6es: I. sur Ms courbes de solubilit6 par des segments 
de courbes d61imit6s par des points d'inflexion; 2. sur Ms graphiques obtenus par diff6- 
ren6afion des courbes pr6c6dentes par  une s6fie de sommet~ 

L'interpr6tation de ces fa i~ est hypoth~tique sauf sur un point. I1 est prat iquement 
certain que l 'ex~tence de fractions de solubilit6 diverses ne traduit  pas celle d 'un 
m~ange  de thyroglobulines, car la teneur en ~de  et en a~des amin6s de toutes ce~ev~  
est identique. Par  ailleurs, ~ les caract~res de sMub~it6 des prot~nes thyr~diennes 
sont pratiquement constants dans presque tous Ms cas ~ t u d i ~  la p r o p o ~ n  des con~ 
ti tuants 3, 4 et 5 est vafiabM d'un extrait ~ l 'autre et d 'un de ceux-6 ~ la thyroglobuline 
que l 'on en s6pare. E~e peut par ailMurs se modifier en fonction de la dilution d'une 
pr6paration et certaines fractions fo~t p a l m s  d6faut. I1 p~ralt Mgitime d 'admet t re  que 
l'h6t6rog6n6it6 se manifestant ain~ r6pond ~ Fexistence de divers 6tats d'agr6gation 
d'une m~me p ro t~n~  OL comme nous Favons ~tab~ avec K. O. "~EDERSEN ( r6su l ta t s  
non publi6s), nos pr6parafions sont homog~nes ~ l 'ul~acentrifugation et ~ F~ectropho- 
r~se op6r6es sur des solutions prot6iques de faible molafit6 en sMs neutres. Tel est aus~ 
M cas pour Ms produits partielMment d6natur~s d'HEIDELBERGER ET PALMER ~ 6tudi6s 
p a r  HEIDELBERGER ET SVEDBERG 8, par HEIDELBERGER ET PEDERSEN ~ e t  p a r  LUNGRENI~ 
Le dernier auteur a longuement in , s t6  sur le fMt que la thyroglobuline est suscepfibM 
de s 'asso~er r6ver~blement en particules, dont H a pu di~inguer jusqu'~ quatre type~ 
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sons Faction de facteurs modifiant son ionisafion. I1 est probable que des phdnomSnes 
d'assodation molfculaire en mfl%u r~he en s~s neutres doivent 6tre invoquds pour 
expliquer l'h6t6rogdndit4 des pr6parations que nous avons observ6e. Par Ml~urs, pu~que 
celles-ci sont chimiquement homog6nes au regard de leurs teneurs en iode et en acides 
amin6s non iod4s, il est peu vraisemblable qu'~ ex~te dons ces produks un m~ange de 
thyroglobuHnes. On peut phyMologiquement concevok que toutes les moldcuMs de celles- 
ci pr4sentes dons Ms v6s~ules colloides ne soient pas uniformdment iod6es, ma~ que Mur 
structure soK identique. S'fl en dtait aind la thyroglobuHne telM que nous la ddfinissons 
par des caract6res phys~ochimiques prdcis et, comme nous le verrons prochainemm~, 
par sa composition constante en acides mninds non iodds, serait co~thude  par un md- 
lange de fractions d'une m6me protdine plus ou moins halogdndea En l'dtat actual de 
la technique biochimique, de t~s m~anges sont encore indssociables et, m6me M Kur 
ex~tence doit ~tre envisagde, la thyroglobuline dont nous avons ddc~t la p%paration 
dons ce travail peut, en prem~re approximation, 5tre conMddrde commc une protdine 
pure. 

~ s u M ~  

I. LMtude de la solubilit5 g concen t r a t ~ ns  croissantes en divers sels neutres  ~ulfatc d ~ m m o -  
nium, sulfate de sodium, m~ange  ~quimo½culaire de phosphates  mono- et d ipotass iqu~ des prot6incs 
pr~sentes dans les ex t r a~s  b ru t s  de corps thyro~de (BmuL Cheval, Chien, Po r~  a permN de d&finir 
Ms cons t f fuan~ pro tNques  d e ces milieux et d 'y  localNer t roN fractions thyroglobuliniques.  CeHes-ci 
pr&sentent des caract~res de solubilR6 constants  en pr6sence d 'un  sel neutre  d6termin~ g u n  PH 
ct g une t empera tu re  bien d6finis, en sorte qu '  on peut  les s~parcr des protbines qui les accompagnent  
en se basant  sur  nos observa~ons.  La d6naturaNon de ces ~ a c t ~ n s ,  tr~s sensibles g des PH inf6Neurs, 
g 5.o, provoque une impor tan te  d iminut ion  de leur soiubiHt6 et peut  61re d6cel4e grgce ~ cdM-d.  
LMtude de la teneur  en iode e t c n  phosphore des p ro t~nes  pr6cipi%es ~ des concentrat ions croNsantes 
en sen  neutres  a p e r m g  de pr~dser  les condi~ons dons lesqueHes il convient  de ~ placer pour  rSal~er 
cette operat ion en ob tenan t  une prot6ine non ddnatur6~ d6pourvue dSmpuret6s  phosphordes (nucl6o- 
prot~ides et l ipopro t~de~  et dont  la teneur  en iode est uniforme dons routes ses Dac5ons.  L%xamen 
des p rodu i~  pr~par6s par  les m~thodes a n t 6 r ~ u r e m e n t  d6c~tes, y a d6cel~ des impuretds non iodfies 
en p r o p o r t ~ n  appr~ciabM et, dons certains cos, des p rodu~s  de d 6 n a t u r a t ~ n  de la thyroglobuline.  

2. Les caract~res de solubiEt6 des pr6parat ions  de thyroglobuline pure ct non ddmttur6c sont  
ind6pendants  (te sa teneur  en iode et en acides aminds iod6s. Cette prot6ine pr6sente ~ c,,rtains 6gards 
la m~me composition dons routes les ~ a c ~ o n s  que l 'on a pu en s6parer des pr6cipitz,~ons succcssives 
k des concentra~ons  croNsantes en divers sen neutres .  11 cn d6couM qae la teneur  cn iodc des thyro-  
globulines pures  doit 5tre conMddrde comme vaNable et que le t ;mx de ce c o n s t h u a n t  ne saurai t  scrvir 
de crK~re pour  appr6der  le degr6 de purer6 des prdpara~ons .  La t hy rogbbu l ine  est p robablement  
une p r o t ~ n e  de c o m p o ~ o n  en acides amin6s non iod6s et de s t ruc ture  p r a ~ q u c m e n t  constantes,  
mMs dont  le degr6 d % d u r a t i o n  v a r ~  dons diverses condition phy~obg iques .  

3- Dons les ext ra i t s  t h y r o i d ~ n s  comme dans les pr6para t%ns puNfi6es, la t hy rogbbuHne  est 
comprNe dons trois f rac~ons p r o t ~ q u e s  qu'il  eM posMbM de dN~nguer  par  Murs caract6res de solubilit6 
~ourbes  de relargage et test  de NORTHRON. Ces trois I rac~ons  sont  ioddes ~ ~n m~me taux  et il est 
probable qu%Hes correspondent  ~ des degr6s divers d G s s o d a ~ o n  des moldcuks de ~byroglobulinc 
dans les condit ions o~ nous  nous sommcs plac('s. 

4. Aucune dig6rence de solub~it6 n% 6t6 reMv6e entre les thyroglobulines de mammff~res de 
diw, rses esp~ces. I1 en d6coule que la m6thode de p r6para~on  proposbe peut  5tre appliqu6c sans 
adapta t ion  pa r~cu l~ re  aux organes de B~uL de CtmvaI, de Chien et de Porc. 

SUMMARY 

~. The s tudy  a t  increa~ng concent ra~ons  in var ious  neutra l  salts ~ m ~ o n ~ m  sn~ha t c ,  s o d o m  
sulphate,  equimolecular  m ~ t u r e  of  mono- and d i -po tas~um phospha te~  of the solubil~y of pro- 
reins present  in crude t h y r ~ d  e x ~ a c t s  ~x ,  horse, dog, p i ~  has made it p o s ~ c  to define the protein 
const i tuents  of these media and to ~cM~e therein three t h s r o ~ o b ~ i n  fractions. The ~ e r ,  in 
the presence of a g ~ e n  neutral  sa~ and at  w~Mefincd PH and tempera ture ,  have constant  s ~ u ~ "  
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ch~wactc, r ~ t k s  such tha t  on the bas~ of our obserw~tions it is p o ~ i b ~  to separate them fforrf accom- 
v tny ing  prot-ins.  Denaturat ion of these ffactionE w h k h  are very senMtive to PH below 5.o, brings 
about a Mgnificant lowering of solubil~v and may be deh, cted in this way. Study of the iodine and  
phosphorus ~)n t :n t s  of the proteins predpi ta ted  a t  increaMng concentrations of neutral  salts h a s  
m~de K pos~ble to define the conditions f,)r obtaining an unden:~tured pr0 tdn ,  flee from phosphorus- 
c~)ntMn.ing impurit ies ~ucleoproteins and l ipoprotdn~,  wEt*so ~)dine c on t e n t  is the same in all 
Dacfions. Examina t%n of the pr~ luc ts  prepared as above has revealed appredabte  proportions of 
non-iodin;tted impu~t ies  and, in o_'rtain cases, dena tnra~on  products of thyroglobu5n.  

2. The solubHKy charact,Mstics of file thyro~obuHn preparations are independent  of their 
content  of iodine and iodinated amino adds .  In addition, t h ~  piotein presents in certMn respects the 
>ame composition in all the ffact%ns w h ~ h  ~ ~ pos~ble to s.,part~te by suc~esMxe predpi ta t ions  in 
increasing concentrations of various neutral  sa~s. I t  toHows tha t  fl~c iodine content  of pure thyr0-  
globulin m~st  be conMa:red as var~ble  and tha t  est imation of this const i tuent  is no cr~erion of 
purity.  Thyroglobulin is probably a protein of practicaHy constant  s t ructure  and com9oMfion in 
non-iodinatcd amino acids, but  whose degree of iodina~on v ; ~ s  with different phyMo~gical con- 
ditions. 

3- Both in thyroid ext rac ts  and purified preparat ions thyroglobulin contains three protein 
~ac t ions  which ~ is p¢~ible to d~ t i ngu~h  by their  solubilKy cha rac te r~ t~s  ~alt ing Out curves 
and file ~ORTHROP tesQ. These three fractions are iodinated to fl~e same extent  and it is probable 
tha t  they correspond to diff<zent degrees of association oI the thyroglobulin molecules. 

4. No difference in solubilKy has been revealed between thyrog~bul ins  Ir0m different mam-  
ma~.  I t  follows tha t  the method of preparat ion proposed here may  bd applied w~hout  spatial modi- 
fication to the organs of ox, horse, dog and pig. 

ZUSAMMENFASSUNG 

I. D ~  UntersuchuBg clef L6slichke~ der in R o h e x ~ a k ~ n  dcr Schflddrfise (Rind, Pferd, Hund, 
Sch~vcin) vorhandenen Eiweissk6rper bei s t ~ e n d c n  Konzentrat ionen verschiedener neu t r a~ r  SMze 
(Ammoniumsugat ,  Natr iumsuffat ,  aequ im~ares  GemNch von Mono- und Dilmliumphospha~ gc- 
~a%ctc  es, d ~  Eiwcissbestandteile in diesen Milieus zu defin~ren und d a ~ n  drei Thyro~obuf inffak-  
~onen zu loka5Neren. Diese h a b e ~  b ~  AnwesenhNt ~nes  b c s t i m m ~ n  Neu~Msa~es  und bN best imm- 
ten PH und Temperatur ,  eine konstante L6N~hkNL und zwar so, d a ~  man  sic auf Grund unserer 
Beobachtungcn yon den bc~e~endcn  EixvN~en abt rcnnen kann. Die Dena tu r~ rung  dicscr F r a k t ~ -  
m?n, dic ffir pH-Wertc unterhalb von 5.o sehr empfindlich ~nd,  ha t  eine bedeutende Erniedt igung 
ihrcr L6N~hkNt  zufolge und kann dadurch gezeigt werdem Die Untersuchung des Jod- und Phos- 
phorgchaltcs der bei s tdgcndcn  NeutrMsMzkonzen~afionen pr~Npi t ie r~n Eiweissk6rper erm6g- 
hchte die Pr~zis%rung der Bcdingungc~ d ~  man  dab~  anwenden muss, um ein n i ch~dena tu f i e r~s  
Eiw,ciss, das a rm an phosphorhalt igen Verunr, , iNgungcn (Nuklcopro~ide und Lipoprot~de) i~,  
und dc~en  Jodgeha~e in allen F r a k t ~ n e n  konstant  ist, zu e rha l~n .  Dic Prfifung der nach f faheren 
Methoden bere~eten Produkte  ze~te  darin jodffe~ Verunreinigungen in b e t r ~ c h ~ h e n  Menge~ 
und in gewi~en F N ~ n  Denatu~erungsprodukte  des Thyro~obul ins  an. 

~. Dic L6slicllkeits~genschaftcn der reiuen und u n d e n a t u r ~ r ~ n  Thyro~obul inpr~para tc  sind 
un: tbh~n~g von ihrcm GehMt an Jod und an jodhMtigen Aminosgurem A u~e rdc m hat  dieses Eiweiss 
in gc~vi~er BeNehung dieselbe Zusammensctzung in ~ l c n  F r a k t ~ n e ~  die man  dutch F~llungen 
bei s ~ e n d e n  Nentralsalzkonzentrat ionen nadminandcr  a b ~ e n n c n  kann. Dz~aus folgt, d a ~  dcr 
Jodgeh~ t  rNncr Thyroglobuline aIs v a ~ a b ~  bet rachte t  werden muss, und dass cr nicht  als Kr~e-  
r ium dienen sMRe, u m  den Reinhe~sgrad von Pr~paraten zu b e u r t ~ n .  Das Thyroglobulin Nt 
w a h ~ c h ~ n l ~ h  ein EiwN~ dessen Zusammensetzung aus jodf f~en  Aminosguren und dessen St ruktur  
p rak t~ch  kons tant  sind, dessen Jodierungsgrad Nch abet  bei vcrsct l~denen p h y s ~ s c h e n  Bedin- 
gungen ~nder~ 

3. Sowohl in Sch~Jdrfisenextrakten wie bei den gerNnigten Pr~paraten besteht  das Thyro- 
~obuHn aus drei Eiwds~rakf ionen,  d ~  durch ihre LSs l ichkN~e~enscha~en  unterschieden werden 
k6nnen ( A u ~ z u n g s k u r v e n  und NORTHROP-Tes~. Die drM F r a k t ~ n e n  hM~n den ~ c ~ h e n  Jodgeh~ t  
und entsprechcn wah r sch~n l~h  verschiedencn A~oNafionsgraden yon Thyro~obulinmMckfilem 

4. ZwNchen den Thyro~obuf inen  vcrschiedener S~ugeticre bcstand kein L6slichke~sunter- 
schied. Es zeigte s~h,  d a ~  d ~  vorgcschlagene Bere~ungsmethodc ohne bcsonderc A n p a ~ u n g  auf  
Organe yon Rind, P~ rd ,  Hund und SchwMn angewandt  werden kann. 
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