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La pr6paration de thyroglobuline pure au cours d 'un pr6c6dent travail 1 m6ritait 
d 'etre suivie de recherches sur les propri6t~s de cette prot6ine. En effet, les donn6es 
existant actuellement ~t ce sujet ont 6t6 6tablies sur des produits plus ou moins impurs 
et parfois d6natur6s; elles pr6sentent, de ce fait, un caract~re provisoire et seules celles 
d6termin6es par  HEIDELBERGER ET SVEDBERG 2, HEIDELBERGER ET PEDERSEN 3, LUND- 

GREN 4 sur l 'ultracentrifugation et le point iso-61ectrique de cette prot6ine, par  CAVETT, 

RICE ET MAC CLENDON 5 sur sa composition en acides amin6s non-iodds, peuvent  16giti- 
mement  ~tre retenues. Quant aux teneurs en iode et en thyroxine de la thyroglobuline 
dont le rapport  (I thyroxinien/I total = 0.3) est k peu pr6s constant e, leur variabilit6 
d'une pr6paration ~t l 'autrO pose un probl~me particulier. Deux hypotheses peuvent  
~tre faites pour l'expliquer, soit que le processus d'ioduration de la prot6ine, physio- 
logiquement plus ou moins intense, s'exerce toujours sur un substrat  identique, soit 
que la teneur en thyroxine de celui-ci et sa structure, variables, r6gissent la formation 
de l 'hormone. Aussi la composition en acides amin6s de la thyroxine de diverses origines 
devait-elle 8tre 6tudi6e. 

Le but  de ce travail est de d~finir: I. certains caract~res physicochimiques de la 
thyroglobuline pure; 2. la composition en acides amin6s de la mSme prot6ine extraite 
de corps thyroides normaux ou hypertrophids de divers mammif6res. 

PARTIE EXP]~RIMENTALE 

Les thyroglobulines pures 6tudi~es ont 6t~ pr6part~es par la m6thode d6crite dans 
le premier m6moire de cette s6rie l, ~ part ir  de lots homog+nes (0.25 k 1.5o kg) de corps 
thyroides de Bceuf, de Porc et d 'un petit  nombre de glandes de Chien. Dans le cas des 
deux premieres esp~ces, il a 6t6 possible de disposer non seulement d'organes normaux 
(12 ~ 15 g), mais aussi de glandes fortement hypertrophides (80 k 115 g). La puret6 
des produits sur lesquels ont 6t6 poursuivies nos recherches a ~t6 contr616e par l'6tablis- 
sement de courbes de solubilit6, dont certaines figurent dans notre pr6c6dent travail;  
tous pr6cipitaient entre 36 et 41% de la saturation en sulfate d 'ammonium k PH =: 6"5 
et k 22 ° C (concentration en N prot6ique des essais: 1.5-2.o mg N/ml). 
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A. PROPRII~TI~S PHYSICOCHXMIQUES 

En dehors de la solubilit6 des preparations en fonction de la concentration en sels 
neutres, k PH et teInp~rature constants, nous avons 6tudi6 diverses propri6t~s de la 
thyroglobuline (Porc, animaux nongoitreux) afin d'en pr~ciser les "caract~res. Les 
donn~es obtenues ont 6t6 d6termin~es k l ' Insti tut  de Physicochimie de l'Universit6 
d'Upsala au moyen de m6thodes aujourd'hui classiques, en sorte qu'il n ' y  a pas lieu 
d'en rappeler ici le principe et les modalit6s d'application*. 

I. Ultracentri[ugation (SVEDBERG). Les variations de la constante de s6dimentation 
s, exprim6e en unit6s Svedberg, en fonction de la concentration en prot6ine, mesur~e 
par la diff6rence de l'indice de r6fraction An des solutions dialys6es contre C1Na 0.2 M 
et d'une solution de C1Na 0.2 M, sont les suivantes: 

An. IO -5 s~o 

0.00427 16.8 
0.00073 18. 9 
0.0oo37 18.6 
0.0o018 19. 9 
0.00009 19.3 

La valeur de la constante de s~dimentation s,o pour An = o, calcul6e par extra- 
polation ~ la concentration z~.ro d6finie k l'aide des donn6es pr6c6dentes, est ~gale 

S°~o = 19. 4 S. 
2. Diffusion (LAMM). D a et DM ont 6t6 respectivement calcul~es par les m~thodes 

de l'aire et par celle du moment, 6tablies par GRAL~N. 

Da ---- 2.60. I0 -v cm~/sec 
D M ---- 2.61. IO -~ cm~/sec 

3. Volume sp~ci/ique partiel. La d6telmination de celui-ci, b a s ~  sur des mesures 
picnom6triques de densitY, a donn6 les r6sultats suivants*" : 

Concentration en Volume sp~cifique 
proteine (g p. IOO ml) partiel, Vto 

1.o9o o.721 
0.626 0.725 

Moyenne: 0.723 

4. Poids mol~culaire. La formule de SVEDBERG, dans laquelle entrent, en dehors des 
donn~es d~finies plus haut, la densit6 du solvant de la prot~ine 0, R (constante des gaz) 
et T (temperature absolue) a permis de calculer le poids mol6culaire M s de la thyro- 
globuline pure. 

R T .  s 
M~ = = 653000 (soit 650000) 

O ( I -  Vo) 

" L'un de nous (Y.D.) remercie tr~s vivement les Professeurs SV~DEERG ET TISELIUS de l'avoir 
accueilli dans leurs laboratoires et les fondations (CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE, FONDATION 
IRocKEFELLER et FONDATION NOBEL) qui ont bien voulu prendre les dispositions n~t~zessaires pour 
permettre son s~jour ~ l'Institut de Chimie physique de l'Universit~ d'Upsala. 

** Nous remercions le Docteur VIRGIL KOENIG d'avoir proc6d6 A ces d~terminations sous la 
direction du Professeur C. DROCIKER. 
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5. Mobilitd Olectrophordtique (TISELIus -SvENSSON) .  ;\ concentra t ion  wfisine de o.5?;  
dans une solution tampon de phosphates alcalins de flnce ioniquo o.2 et de fin : 7.6,'q, 

o ° et avec un gradient de potentiel de 6.75 volt/era) la thyroglobuline imre est (.lec- 
trophor6tiquement homogbne. Sa mobilit6 exprimde en cm" volt -~ sec-a, io - s  est alors : 

"a l'anode : 4.62. I o -`~ 
mobilit6 moyenne: 4.54" IO-a 

it la cathode: 4.46. io  - s  

Les valeurs de la constante de sddimentation et du poids moldculaire (d6termind 
par 6quilibre de sddimentation) sent voisines de celles obtenues par HEn)F.LBEROEI{ 
ET SVEDBERG 2, HEIDELBERGER El" PEDERSEN 3 sur les t h y r o g l o b u l i n e s  d ' H o m m e  et  de  

Pore, ~t savoir s°~o - I9.2 S e t  M~ -- 65oooo. Les pr@arations dtudides par HF.Im,.'L- 
BERGEn ET PEDERSEN renfermaicnt toujours plus de 2o% de constituants de poids 
mol6culaires sup6rieur et inf6rieur it cette valeur, la proportion du constituant le plus 
16ger s'61evant notablement dans des milieux tr6s diluds. II n'en est pas ainsi dans le 
cas des thyroglobulines pures sur lesquelles nos ddterminations ont dt6 effectudes. Cette 
prot6ine s'est comportde comme une substance homog~,ne aux diverses dilutions 6tudi6es 
~t l'ultraeentrifugation, comme it l'61eetrophor6se clans les conditions expdrimentales 
indiqu6es plus haut. I1 y a lieu de rappeler que, par centre, l'6tude de sa solubilit4 h 
PH = 6.50 a permis d'y d6celer trois fractions. Pareil fait a 6galement 6t6 obscrv6 avec 
d'autres protdines et nous en poursuivons l'6tude. 

B. COMPOSITION EN ACII)ES AMINI~S 

Nous nous sommes proposals, d'une part, d'6tudier de mani6re aussi 6tendue qu'il 
nous fitait possible la composition de la thyroglobuline pure de Porc (N = 15.8%) et, 
d'autre part, de comparer la teneur en certains acides amines de la mfime protdine 
extraite du corps thyroide de boeufs, de porcs et de chiens normaux ou goitreux (goRre 
simple, de type colloidal ~ l'examen histologique). Les r6sultats figurant dans les 
Tableaux I et II ont 0td obtenus par un ensemble de mdthodes depuis longtemps 6prou- 
vdes par deux d'entre nous (R.M. et J.R.) ~ et l'erreur relative qu'ils comportent est en 
gfn6ral nettement inf6rieure h + 5.o%, sauf dans le cas de la leucine et de la valim~, oh 
cette limite est atteinte*. On les trouvera r6unis ci-dessous. 

T A B L E A U  I 

ENEUR EN ACIDES AMINES DE LA THYROGLOBULINE PURE DE PORC 

Nature  (le 
l'acidc an,in6 

Arginine 
Histidine 
Lysine 
Ph6nylalanine 
Tryptopha  ne 

p. IOO pr6sf nt 
dans la prot6inc 

12.72 
2.23 
3.42 
6.68 
2.o8 

~ ' a  t Llr¢' d e  

l'acidc amin6 

Tyrosine 
Diiodotyrosinc t 
Thyroxim t 
Cystine 
M6thionine 

p. too pr6scnt 
dans la prot6ine 

.¢.12 
0.54 
O.21 

3.6o 
1.3 ° 

N a t u r e  el(.' 
l'acide amin4 

Alanine 
Glycocolle 
Lcucine 
Valine 
Sdrine 

p. IOO pr6sent 
clans la prot6ine 

7.4 ° 
3.7 ° 

i2.8o 
1.45 

io.8o 

t Lcstcneursen  thyroxine etendi iodotyrosine,  dc mfme que ct . l leeniode total ([ = 0.48 %) 
n'ont dt significaltion qu'en ce qui concerne la pr6paration 6tudi6e ici, puisqu'elh,s sent susceptible- ~ 
de varit r d 'un  produit ~ l'autrt 1. 

* Nous remercions le Professcur P. DESNUI~LLE (Marseille) d'avoir bi(n voulu doser la m6thio- 
nine dans la thyroglobuline pure de Porc. 

Bibliographie p. 44L 



VOL. 3 (I949) THYROGLOBULINE PURE II 439  

T A B L E A U  II 
T E N E U R S  EN IODE,  EN THYROXINE,  EN TYROSINE,  EN T R Y P T O P H A N E  ET EN CYSTINE DE THYROGLO- 

BULINES PURES DE DIVERS ANIMAUX NORMAUX OU PORTEURS D'UN GO~TRE SIMPLE (COLLOIDAL) 

Esp~ce animale,  I to ta l  Thyroxine  Tyrosine Tryp tophane  Cystine 
~ta t  e t  poids des glandes % % % % % 

Porc,  gl. normales  ( I4 - I6  g) 
Porc,  ,, ( t 4 - I6  g) 
Porc, ,, (14-I6 g) 
Porc,  , (14-I6 g) 
Porc.  gl. hyp t r t r .  (115 g) 
Bceuf, gl. normales  (14 g) 
Boeu f, (I 4 g) 
Boeuf, gl. h~/Fertr. (80 g) 
Chien, gl. normales  

0.72 0.38 
0.48 o.21 
0.47 o,2I 
0.35 1 o.17 
0.04 indosable 
o.74 o.34 
o.63 0.29 
o.oi  indosable 
o.38 non dos~e 

3 . I 5  
3.12 
3.o6 
2 . I 2  

3.56 
3.55 
3.5 ° 
5.5 2 
3.4 6 

1 
] 2 . I  3 

2.o8 
2 . I I  

2.08 
2.o8 
2.27 
2.28 
2.25 
2.28 

3.60 
3.55 
3.52 
3.66 
2.20 

3.5 ° 
3-55 
1 . 6 0  

non dos~e 

* Poids va r i an t  de I h 2 g scion celui des an imaux.  

La teneur en arginine ~lev~e de la thyroglobuline avait  ~t~ signal~e par CAVETT 5, 8, 
ECKSTEIN 9, WHITE1°;  toutefois nos preparations sont sensiblement plus riches en cet 
acide amin6 que celles analys~es par  eux. Les teneurs en tyrosine et en t ryptophane sont 
voisines dans les produits ~tudi6s par ces auteurs, par  BRAND, KASSEL ET HEIDEL- 
BERGER n e t  les n6tres. Par  contre, des differences se manifestent entre les taux d'histidine 
et de cystine darts certaines preparations impures et ceux que nous avons d~termin~s 
sur le produit pur. 

DISCUSSION 

Les donn~es physicochimiques 6tablies sur la thyroglobuline pure n'appellent 
aucune discussion, ~tant l'expression de constantes caract6ristiques de cette prot~ine. 
Par  contre, la signification des r6sultats de nos analyses chimiques doit ~tre d6gag6e. 

Comme nous l 'avons montr61, les pr6parations de thyroglobuline pure provenant  
de lots divers de glandes normales (Bo~uI et Porc) sont in6galement fiches en iode total, 
mais pr~sentent une solubilit~ rigoureusement identique dans des milieux de concen- 
tration croissante en sels neutres, en sorte que l 'on pouvait  penser que leur degr6 
d'halog~nation n'est pas lib ~ leur composition ou ~ leur structure, mais 5. l 'activit6 
d 'un m~canisme physiologique ind6pendant de celles-ci. La thyroxine prend naissance 
par  condensation de deux restes de diiodotyrosine provenant  de l'halog6nation pr~alable 
de la tyrosine. Des 6carts importants  dans la teneur des prdparations en les deux pre- 
miers acides amin6s, renfermant respectivement 65.4 et 58.7 % I, ne sont pas suscep- 
tibles de modifier de manibre sensible le taux de tyrosine, car ils portent sur des quan- 
tit6s tr~s faibles de ceUe-ci dans les glandes normales (o.I-O.2 %)*. La teneur en tyrosine 
de la thyroglobuline doit donc ~tre relativement constante si le degr~ d'ioduration de 
la prot6ine n'est  pas r6gi par  elle. Or, tel est bien le cas et les r6sultats rassembl6s dans 
le Tableau I I  montrent  qu'il en est de mSme pour les taux du t ryptophane et de la 
cyst6ine chez les animaux normaux d'une m~me esp~ce. Un ensemble de faits est donc 
acquis en faveur de l 'hypoth~se que nous avons ant6fieurement formul6e en ce qui 
concerne la formation de l 'hormone thyroidienne au sein de la thyroglobuline, k savoir 

° Un enr ich issement  de o.2oo % en thyroxine  (P.M. = 777) est  th6or iquement  compens~ par 
une d iminut ion  de 0.093% du taux  de tyrosine (P.M. = i81). 
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que le corps thyroide synth6tise dans un premier temps cette protdine qui s'halog~'ne 
par la suite. Prot6inogenOse et formation de la diiodotyrosine et de la thyroxine sent 
des processus enti~rement ind6pendants, le second 6voluant sur un substrat  toujours 
identique avec une intensit6 et une vitesse plus ou moins grandes. 

La composition des thyroglobulines ne peut pas 6tre caract4:risde par une tcnour 
en lode, mais seulement par  le taux des acides amin6s non iodds et par des constantes 
physicochimiques. Celles-ci n 'ont  6t~ d~termin6es que dans les pr6parations de prot6ines 
de Pore, tandis que des donn6es chimiques Font 6t6 sur les thyroglobulines de trois 
mammif~res afin de rechercher si elles traduisent use sp6cificit6 analogue it celle des 
h6moglobines des m6mes animaux ~2. Les diff6rences observdes sent assez faiblcs; toutc- 
lois, la thyroglobuline de Pore est moins riche en tyrosine et en t ryptophane que 
celle du Boeuf ou du Chien' .  Enfin, alors que CAVEIT, RICE ET MAC CLENI)O.~ 5 n 'ont  
pas not6 d'6carts nets dans la composition des thyroglobulines d 'Homme,  provenant  
de sujets normaux ou goltreux, nous avons mis en 6vidence une forte diminution de la 
teneur en cyst6ine et une augmentation notable du taux de la tyrosine dans les pr6- 
parations obtenues ~ part ir  d'organes hypertrophi6s de Bceuf ou de Porc. Lc degld de 
prdcision de nos methodes analytiques, sup6rieur h celui qu'il 6tait possible d 'at teindre 
en 1935, ne dolt probablement pas seul ~tre mis en cause et il est possible que les animaux 
sur lesquels ont port6 nos recherches aient pr6sent6 un 6tat pathologique particulier. 
De toute maniOre, nos observations montrent  que la synth~se de la thyroglobuline peut 
conduire dans des corps thyroides hypertrophi6s ~t des prot6ines de composition anor- 
male. Celles-ci sent, dans les deux cas 6tudi6s, tr6s pauvres en lode, bien que plus riches 
en tyrosine que les thyroglobulines des animaux normaux, et c'est 1~ une nouvelle preuve 
que la teneur en tyrosine de la prot6ine ne commande pas, tout au moins it elle seule, 
son halog6nation. Quant ~ leur appauvrissement en cystine, peut-6tre y a-t-il lieu de 
le rapprocher du fait que de nombreux "anti thyroidiens" sont des corps sulfurds 
(thiouracile, sulfocyanures, etc.). Tout se passe donc comme si la formation de la thyro- 
globuline conduisait dans certains goitres ~ une protdine pr6sentant des possibilit6s 
accrues d'ioduration, celle-ci 6tant par ailleurs inhib6e. L'6tude que nous nous propo- 
sons de poursuivre syst6matiquement sur les thyroglobulines secrdtdes par  des corps 
thyroides prfisentant des hyperplasies de divers types apportera sans doute de nouveaux 
6ldments ~ la discussion de ce problOme. 

x. L ' u l t r a c e n t r i f u g a f i o n  de la t hy rog lobu l i ne  pure (Pore) a pe rmis  de d~ te rmine r  sa c o n s ~ n t e  
de s ~ d i m e n t a t i o n s  (s°20 = 19.4 S) e t  son poids  rnol~culaire (M s = 65oooo ). La prot~ine se compor te  
comme un corps homog~ne ~. l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  et  ~. l '~lectrophor~se,  mais  renfe rme  t ro is  const i-  
t u a n t s  ddcelables  pa r  l '6 tude  de sa so lubi l i t~  clans des  m i l i e u x  de force ioniclue ~lev~e. 

2. La t e n e u r  de la  t hy rog lobu l i ne  pure  (Pore) en quinze  acides  amines  a 6t6 6tudi6e. 
3- Les t hy rog lobu l ine s  de pores, de boeufs e t  de ch iens  n o r m a u x  pr~sen ten t  des diff6renc~s de 

compos i t ion  assez faibles. La prot~ine  t h y r o i d i e n n e  de chaque  esp~ce a n i m a l e  est  suscep t ib le  dc ren- 
fe rmer  de l ' iode  A des t a u x  divers ,  mais  sa t e n e u r  en ty ros ine  e t  en d ' a u t r e s  ac ides  amines  est  pra t i -  
q u e m e n t  invar iab le .  I1 es t  done ce r t a in  que, si la ty ros ine  es t  la subs tance-m~re  de la thy rox ine ,  son 
t a u x  ne d~ te rmine  pas  l ' i n t ens i t 6  de la  synth~se  de l ' ho rmone  au sein de la thyrog lobu l ine .  La for- 
m a t i o n  de ce t t e  prot~ine  et  son iodura t ion  sen t  d c u x  processus  ind6pendan t s .  

4. Des modi f ica t ions  pa tho log iques  de la compos i t ion  en acides  amines ,  en pa r t i cu l i e r  de la 
t e n e u r  en ty ros ine  e t  en cys t ine ,  on t  ~t~ enregis t r6es  sur  des  t hy rog lobu l ines  d ' a n i m a u x  gnI t reux.  

* Les donn6es f iguran t  dans  les T a b l e a u x  I e t  I I  on t  ~t6 6 tab l i es  sur  des  p rdpara t ions  ob t enues  
b. p a r t i r  d ' un  grand  nombre  de glandes ,  en sor te  que  chacune  d 'e l les  correspond 5. une moyenne .  Les 
6car ts  i nd iv idue l s  ~tant ,  de ce fait,  61imin6s, les diff6rences observ~es (dosages en double  ou en triph,) 
s e n t  s igni f ica t ives .  
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SUMMARY 

I. Ultracentrifugation of pure thyroglobulin (pig) has made possible the determination of its 
sedimentation constant (s°20 = 19.4 S) and of its molecular weight (M, = 65oooo ). The protein 
appears to be homogeneous as judged by its behaviour in the ultracentrifuge and during electro- 
phoresis, but contains three constituents as is revealed by its solubility in media of high ionic strength. 

2. The content of fifteen amino acids in pure thyroglobulin (pig) has been studied. 
3. Thyroglobulins of normal pigs, cattle and dogs show fairly small differences in composition. 

The thyroid protein of each species can contain varying amounts of iodine, but its content of tyrosine 
and other amino acids is always the same. I t  is therefore certain that, tyrosine being the mother- 
substance of thyroxin, its content does not determine the intensity of the synthesis of the hormone in 
the thyroglobulin. The formation of this protein and its iodination are two independent processes. 

4. In thyroglobulins of goitrous animals pathological changes have been observed in the amino 
acid composition, especially as regards the content of tyrosine and cystine. 

ZUSAMMENFASSUNG 

I. Die Sedimentationskonstante (s°20 = 19.4 S) und das Molekulargewicht (Ms = 650ooo ) yon 
reinem Thyroglobulin (Schwein) wurden dutch ultrazentrifugieren bestimmt. Dieser Eiweisstoff 
verh~,lt sich bcim Ultrazentrifugieren und bei der ]~lektrophorese wie ein homogener KSrper, enthi~lt 
aber drei Bestandteile, die durch Untersuchung der L6slichkeit in stark ior~isierten Medien nachge- 
wiesen werden k6nnen. 

2. Der Gehalt des reinen Thyroglobulins (Schwein) an 15 Aminostiuren wurde untersucht.  
3. Die Thyroglobuline yon normalen Schweinen, Ochsen oder Hunden zeigen in ihrer Zusammen- 

setzung geringe Unterschiede. Das Schilddrfiseneiweiss jeder Tierart kann verschiedene Mengen Jod 
enthakten abet sein Gehalt an Tyrosin und an anderen Aminostiuren ist praktisch konstant. Wenn 
das Tyrosin auch die Muttersubstanz des Thyroxins ist, so s teht  es doch fest, dass die Tyrosinmenge 
die Intensit~t der Hormonsynthese im Thyroglobulin nicht best immt.  Die Bildung dieses Proteins 
und seine Iodierung sind zwei unabh•ngige Vorg/inge. 

4- Pathologische VerAnderungen der Aminostiurezusammensetzung, insbesondere des Tyrosin- 
und Cystingehaltes, wurden in den Thyroglobulinen kropfkranker Tiere festgestellt. 
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