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INTRODUCTION 

La formation de monoiodotyrosine, de diiodotyrosine et de thyroxine par action 
de l'iode sur les prot6ines a 6t6 d6montr6e quali tat ivement par LUDWIG ET VON MUTZEN- 
BECHER 1 et nous l 'avons 6tudi6e quant i ta t ivement  en fonction du nombre d 'atomes 
d'halog6ne mis en oeuvre par  mol6cule de tyrosine 2. La principale conclusion se d~ga- 
geant de nos r6sultats est la pr6sence dans les prot6ines de certains restes de tyrosine 
aptes ~t se condenser pour donner naissance h la thyroxine par ioduration totale, tandis 
que d 'autres  y demeurent alors h l '6tat de diiodotyrosine. Comme l 'avaient ant6rieure- 
ment  observ6 R E I N E K E  ET T U R N E R  3, et comme nous l 'avons confirm6, un optimum de 
rendement en thyroxine se manifeste lorsque l'on fait agir six atomes d'iode par mol6cule 
de tyrosine, un exc6s d'halog~ne provoquant  la d~gradation partielle du produit initiale- 
ment form~. Or, la valeur du rapport  : tyrosine % de la prot6ine non iod6e/thyroxine %, 
ne d6passe pas alors 0.23 pour la cas6ine et 0.20 pour la thyroglobuline iod6es. I1 est 
done probable qu'une 6gale fraction de la tyrosine totale des deux prot6ines --- le 
sixi6me environ - -  participe ~ la r6action donnant naissance ~1 la thyroxine. Tel n'cst 
plus le cas pour la fibroine de la soie, dont PITT RIVERS El MICHEL 4 ont montr( ~, que 
l ' ioduration comporte un rendement en thyroxine de 0.4%, malgr6 une teneur initiale 
en tyrosine 6gale ~t 12.o%, la cas6ine et la thyroglobuline renfermant respectivement 
7.2 et 3.3% de cet acide amin6. N6anmoins, il 6tait possible que ce fait soit particulier 
aux scl6roprot6ines, puisque, comme Font r6cemment 6tabli deux d 'entre nous, les 
gorgonines renferment en abondance de la monoiodotyrosine et de la diiodotyrosine, 
mais seulement des quantit6s minimes de thyroxine 5. I1 y avait  d6s lors int6r6t "t 6tendre 
nos recherches ant6rieures h d 'autres prot6ines solubles de teneurs diverses en tyrosine. 
Le premier but de ce travail a ~t6 d'etudier la formation des d6riv6s iod6s de eelle-ci 
dans la z6ine et dans l'insuline. 

Par  ailleurs, si la r6activit6 de la tyrosine pr6sente dans les prot6ines est li6t~ it la 
structure de celles-ci, certains restes de cet acide amin6 doivent y occuper une position 
privil6gi6e leur permet tant  de se condenser pour donner naissance S. la thyroxine. 
LERMANN ET SALTER 6, RAUCH ~ ont montr6 que l 'hydrolyse alcaline ou enzymatique 
partielle de la thyroglobuline et d'iodoprot6ines artificielles lib6re des peptones, dont 
certaines renferment, en tant  qu'acide amin6 iod6, les unes de la thyroxine, les autres 
de la diiodotyrosine. Tout se passe donc comme si la premi6re 6tait localis6e dans des 
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r~gions des mol6cules prot6iques off les testes de tyrosine qui lui donnent naissance 
occupent initialement une position particuli~re permettant  sa condensation. D6s lots, 
on pouvait penser que l 'hydrolyse partielle d'une prot6ine avant ioduration serait suscep- 
tible de lib~rer avec une vitesse in6gale les mol6cules de tyrosine prdsentes, les unes 
l'extr6mit~, les autres au sein de chaines peptidiques, et que la r6activit6 de cet acide 
amin6 serait tr~s diff6rente dans une prot~ine et dans ses peptones. Aussi le second but 
de ce travail a-t-il 6t~ d'6tudier la formation de la thyroxine ~. partir  de peptones pep- 
siques de cas6ine, prot6ine dont le comportement ~ cet 6gard nous ~tait d~j~ connu*. 

Un probl~me compl6mentaire du prdc6dent a 6t6 abord6 afin d'6tendre nos recher- 
ches sur un autre plan. L'activit~ biologique des prot6ines thyroidiennes est proportion- 
nelle k leur teneur en "lode acido-insoluble" (thyroxinien) (PARI~Ess), alors qu'il n'en 
est pas ainsi pour les iodoprot6ines artificielles (DEANESLY ET PARKESg). Or, REINEKE, 
WILLIAMSON ET TURNER 10, 6tudiant les conditions dans lesquelles l'ioduration de diver- 
ses protdines leur conf~re une activit6, ont montr6 que celle-ci se d~veloppe au cours 
d'une incubation de 20 heures ~ 7 °° apr~s un bref temps d'action de l'halog~ne (2 heures 
environ) h 37 °. Nous avons 6tudi6 dans un premier m6moire la formation de la thyroxine 
et de ses pr6curseurs en prSsence de quantit6s croissantes d'iode. I1 a pa ruutile d'acqu6rir 
en outre des connaissances sur l'6volution de ce processus en fonction du temps d'action 
de la quantit~ optima d'halog~ne. 

L'objet de ce travail est donc d'6tudier la formation de la thyroxine et de ses pr6cur- 
seurs par ioduration de la z6ine et de l'insuline, d'une part, de peptones de cas6ine, 
d 'autre part, et son 6volution dans le temps. 

PARTIE EXP]~RIMENTALE 

I. Ioduration de la z~ine et de l'insuline. - -  L'halog~nation de la z~ine a ~t~ r~alis6e 
par NEUBERGER ll en faisant r~agir avec cette prot6ine 5 % de plus de la quantit6 d'iode 
th~oriquement n~cessaire pour transformer la tyrosine en d6riv6 diiod6. Le produit 
obtenu renferme 7.54% I (th~orie: 7.65%) et le d6placement de pKoH sur sa courbe 
de titration montre qu'il n'existe plus de tyrosine dans l'iodoprot6ine, laquelle ne donne 
pas la r6action de MILLON. I1 convenait pour nos recherches d'op~rer l'halog6nation au 
moyen de quantit~s croissantes d'iode agissant sur divers ~chantillons de z6ine. Nous 
l'avons r6alis6e par la technique suivante*. Des solutions ~. 2.5% de z6ine purifi~e 
(N = I5.29%, tyrosine -- 5.84%, cendres -- O.lO%) dans l'6thanol k 85 ° additionn6 
de 5% d'ammoniaque (d -- 0.925 ) ont ~t6 trait6es par des quantit6s de solution N 
d'iode correspondant de I ~ 8 atomes I par moldcule de tyrosine. Les op6rations sont 
conduites ~ o °. Apr~s i heure de contact, le m61ange est port6 ~ PH = 6.9 et vers~ dans 
4 volumes de solution 0.o35 M de phosphates mono- et dipotassique (m61ange ~quimol~- 
culaire, de PH = 6.7), ce qui provoque la pr6cipitation de l'iodoz~ine. On purifie cette 
derni~re par solubilisation dans l'6thanol ~ 9 °0 et precipitation aqueuse, jusqu'h dispari- 
tion des ions I -  adsorb6s, ce qui exige au moins deux s6ries d'op~rations. Les pr6para- 
tions, lav6es rapidement k l'6thanol, ont 6t6 s6ch6es sous vide. Elles se pr~sentent 
comme des poudres faiblement color6es (chamois) dont les caract~res de solubilit6 sont 
analogues ~ ceux de la z6ine. 

* Nous remercions le Professeur NEUBERGER (National I~stitute/or Medical Research, Hamp- 
stead, London, N.W. 3) d'avoir mis A notre disposition la z6ine utilis~e dans ces recherches. 
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L ' i o d u r a t i o n  de l ' insul ine pa r  HARINGTON ET NEUBERGER 12 a condui t  ces au teurs  
~t l ' ob ten t ion  d 'une  p r6para t ion  r en fe rman t  15.4% I, soit environ le t aux  co r respondan t  

la t r ans fo rma t ion  to ta le  de la tyros ine  (12.5%) en d i iodotyros ine  (valeur th6orique:  
16.37% I). L ' insul ine  6 tant  soluble dans  l 'eau,  nous l ' avons  t ra i t6e  par  la technique de 
REINEKE ET TURNER, celle employ6e par  HARINGTON ET NEUBERGER donnan t  naissance 
b. un p rodu i t  b io logiquement  inactif .  En  raison de la raret6 de cet te  prot6ine,  nous nous 
sommes born6s ~t l 'halog6ner  en pr6sence de 6 a tomes  d ' iode  par  moldcule de tyrosiue*.  
La  technique  employ6e a 6t6 la su ivan te :  On dissout  dans  un tube ~ cent r i fuger  de 
35 ml 0.500 g d ' insul ine  cristall is6e ( tyros ine:  12.2%) dans  17 ml d ' eau  distill6e. On 
a jou te  o.125 g COaNaH et une gou t t e  NaOH N pour  r6aliser un Pu tr6s voisin de 8.0. 
On por te  au ba in -mar ie  ~t 37 ° et l 'on a joute ,  en deux heures et pa r  pe t i t es  fract ions,  
0.275 g d ' iode  f inement  pulv6ris6, le PH 6rant  ma in tenu  ~ 8.0 au moyen de NaOH 0.5 N 
et  l 'homog6n6it6 du mil ieu ~tant  assur6e par  une ag i ta t ion  m6canique.  L ' a d d i t i o n  
d ' iode  termin6e,  on por te  ~t 7 o°, on ferme au moyen  d 'uu  jo in t  ~ mercure  t ravers6 par  
un ag i t a t eu r  et l 'on poursu i t  le chauffage pendan t  20 heures,  sous ag i ta t ion  cont inue.  
Apr~s ref roidissement ,  on acidifie ~t PH = 5.3 pa r  l 'ac ide ac6tique ~k IO°/o, ce qui p rovoque  
la p r6c ip i ta t ion  de l ' iodoprot6ine .  On centr ifuge,  on met  en suspension le culot dans  
20 ml d ' eau  distill6e et, apr~s avoi r  acidifi6 ~_ PH = 3 .0 avec de l ' ac ide  ch lorhydr ique  
N on por te  au ba in -mar ie  k 45 °. La  prot6ine dissoute  est alors pr(2cipit6e /~ P~i ~ 4.5 
pa r  add i t ion  de N a O H  5 N et s6par6e par  cent r i fugat ion .  Le pr6cipit6, mis en suspension 
dans  20 ml d ' eau  distill6e, est dissous pa r  add i t ion  de NaOH N jusqu '~  PH = 9 .°, prd- 
cipit6 pa r  l ' ac ide  ch lo rhydr ique  N ~t PH = 4.5, redissous "2 Pa  = 9 .0 et s6par6 ~t Prt -- 4-5- 
Ces op6rat ions  ont  pour  bu t  d'61iminer les iodures adsorb6s en abondance  lors de la 
premiere  pr6cipi ta t ion .  Elles ont  permis  de recueil l i r  0.47 ° g d 'une  prot6ine fa ib lement  
color6e (chamois), r en fe rman t  14.8% I et  ne donnan t  pas  la r6act ion de MILLO,','. 

Les iodoz6ines et les iodoinsul ines ont  6t6 analys6es en ce qui  coneerne leurs teneurs  
en iode to ta l  (m6thode de LEIPERT'3), en tyros ine  (m6thode de LOGGia), en monoiodo-  

TABLEAU I 
T E N E U R S  E N  I O D E  T O T A L ,  E N  T Y R O S I N E ,  E N  M O N O I O D O T Y R O S I N E ,  E N  D I I O D O T Y R O S I N E  El" 

E N  T H Y R O X I N E  D ' I N S U L I N E  E T  D E  Z ~ ' I N E S  l O D g E S  A D I V E R S  D E G R ~ S  

Nombre d'atomes I mis en 
oeuvre par mol de tyrosine 

I total Tyrosine 
% % 

o (t~moin) 
6 I4.8o 

o (tdmoin) 
I 1 . 2 I  

2 2 . 1 0  

4 4"5 ° 
6 6.85 
8 9.7 ° 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

A .  I N S U L I N E  

1 2 . 2 0  

, O 

B.  Z ~ I N E  

5.84 
4.20 
3.3 o 
I . I O  

0.86 
0.50 

Monoiodoty- 
rosine % 

O 

2 . 2 5  

4-35 
; 3.5 ° 

2.3 ° 
O . 8 I  

Diiodoty- 
rosine % 

(non dose) 

m 

traces 
1 . 0 5  

3.20 
5.65 
6.2i 

Thyroxine 
% 

1 . 3 5  

traces 
0 . 2 0  

0.65 
1.61 
1.5 ° 

* Trois 6chantillons d'insuline cristallis6e ont 6t6 soumis ~ l'ioduration. Nous remercions les 
Professeurs J. C. DRUMMOND (Nottingham), E.JoRPES (Karolinska Institutet, Stoa~holm) et K. LINDER- 
STR6M-LANG (Carlsberg Laboratorium, Copenhague) et les Maisons BOOTS, LEo et VITRUM, qui ont 
bien voulu nous les adresser. Ces trois pr6paxations pr~sentaient la m~me teneur en tyrosine (12.2%). 
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tyrosine, en diiodotyrosine et en thyroxine (m6thode de ROCHE ET MICHEL15). On 
trouvera dans le Tableau I les r~sultats obtenus. 

Ces donn~es seront discut~es plus bas. Le fait le plus significatif d6coulant de leur 
examen est que le rendement en thyroxine de l'ioduration de la z6ine est sensiblement 
sup~rieur ~ celui de l'insuline, bien que cette derni~re, soit plus de deux fois plus fiche 
en tyrosine. Par ailleurs, comme dans le cas des prot~ines ~tudi~es ant6rieurement, la 
thyroxine ne prend naissance qu'en presence de quantit~s importantes d'iode. Le meil- 
leur rendement en cet acide amin6 est obtenu par action de 6 atomes I par moI6cule 
de tyrosine et les produits ainsi pr6par~s sont d 'autant  plus pauvres en monoiodo- 
tyrosine qu'ils sont plus fiches en halog~ne. 

2. Ioduration de peptones pepsiques de cas~ine. - -  La fixation de l'iode par les pep- 
tones est depuis longtemps connue, mais la nature des combinaisons halog6n~es pr6sentes 
dans leurs d6riv6s n'a pas ~t~ pr6cis6e k notre connaissance. Ayant ant6rieurement 
6tudi~ les modalit6s de la formation des acides amines iod6s dans la cas6ine, nous nous 
sommes propos6s d'halog~ner des peptones pepsiques de cette prot6ine, afin de comparer 
leur composition en d~riv6s halog6n6s de la tyrosine ~ celle d'iodocas6ines. 

Six 6chantillons de peptone ont 6t6 pr6par~s par le proc~d6 suivant. IO g de cas~ine 
de Vache pure (LINDERSTROM-LANG) (N = 15.62 %, cendres = o.i %, tyrosine = 7.20%) 
sont tritur6s au mortier dans 5 ° m l  d'eau distill6e et dissous par addition de 8 ml 
NaOH N. On compl6te ~ 15o ml avec de l'eau distill6e et l'on ajoute, par petites portions, 
un m61ange de 128 ml d'eau et de 22 ml HC1 N, puis 0.3 g de pepsine dissous dans 5 ° ml 
HC1 N/Io. Apr~s avoir ajust6 le PH k 1.5 et satur6 le milieu de toluene, on porte ~ 37 °, 
en ayant  soin de contr61er le pa chaque jour et, si besoin est, de le ramener ~ p~ = 1. 5 
apr~s chaque v6rification. Au bout de trois jours, on concentre sous vide ~ 25 ml 
une temp6rature inf6rieure ~ 37 ° et l 'on amine k PH = 5.7 au moyen de NaOH N. La 
tyrosine lib~r6e par la pepsine pr6cipite en 24 heures k o°; on la s6pare par centrifuga- 
tion et le liquide surnageant est ensuite additionn6 de 4 volumes d'6thanol ~ 95 °, ce qui 
provoque la formation d'un pr6cipit6 de peptone, que l'on centrifuge et s~che sous 
vide. Le rendement de ces op6rations est d'environ I gramme. 

Apr~s avoir dos6 la tyrosine darts le produit obtenu, on proc~de ~ son ioduration 
par la technique de REINEKE, WILLIAMSON ET TURNER 1°. Pour cela, on ajoute, en 2 
heures et par petites portions, O.lO 9 g d'iode finement pulv6ris6 k 2.6 g de peptone 
dissous dans 70 ml d'eau renfermant 0.64 g de bicarbonate de sodium, la temp6rature 
6tant maintenue ~ 37 °. Cette quantit6 d'iode correspond, dans l'exemple choisi, ~ 5.7 
atomes I par mol6cule de tyrosine. Le PH du milieu est maintenu k voisinage de 7.8 pen- 
dant cette op6ration, que l'on fait suivre d'un chauffage de 20 heures ~ 7 o°, sous agita- 
tion continue, dans un r6cipient ferm6 par un joint ~ mercure. Apr~s refroidissement, 
on complete le volume k 80 ml et l'on dose l'iode combin6 et la thyroxine dans des 

• prises d'essai. La teneur de la peptone en iode combin6 est calcul6e au moyen de la 
diff6rence: I total % (LEIPERT)-I des iodures 16 et le taux de la thyroxine d6termin6 
par colorim6trie TM apr~s hydrolyse barytique. La solution (iodopeptone totale) a 6t~ 
fractionn6e par addition de six volumes d'6thanol ~ 95 ° (m~lange hydroalcoolique 
81.5 ° d'6thanol) en un pr~cipit6 que l'on isole par centrifugation et un produit soluble 
que l'on recueille apr~s ~vaporation sous vide. L'analyse de l 'iodopeptone totale et de 
s e s  deux fractions a donn6, sur une s6rie de preparations, des r6sultats rassembl~s dans 
le Tableau II. 

Les peptones de cas~ine ~tudi~es, toutes beaucoup plus pauvres en tyrosine que 
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No et t eneu r  
en  tyros ine  de 
la pep tone  non 
iod6e init iale 

T A B L F . A U  I£ 

T E N E U R S  E N  I O D E  TOTAL,  E N  T H Y R O X I N E  E T  E N  I ) I I O D O T Y R O S I N E  D E  D I V E R S E S  I O D O P F P T O N E S  

D E  CASI~." I N E 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Atomes  I mis  T h y r o x i n e  Pourcen tage  de I ' iodopeptone in- T h y r o x i n e  % 

enmol6culeOeUvre de p '  %peptonede l ' iodo- soluble clans l '~ thanol  "h 8 r .5 ~ en li de l ' iodopep- 
tone  sol. d ans  

• diiodo- ~ l '6 thanol  & S~.5 '  ty ros ine  to ta le  lo¢ie t ~yroxine t~ rosine 

(I) Loo 
(II) 1.48 
(III)  1.92 
(IV) I.o 7 
( V )  1 . 2 I  

(VI) 2.70 
(VI) 2.7o 
(Vl) 2.70 

6.4 
5.5 
6.1 
5.7 
5.9 
2 .  7 

7. I 
IO.I 

0.o 4 

o.o 5 
o.14 
o.o 7 

1.37 
1.33 
1 . 9 I  

i .09 
0.97 
i .03 
2.72 
3.19 

0 . 0 2  

0.03 
0.03 
0 . 0 2  

o.o 3 
0.04 
O. I I  

O . I O  

i 

r .77 
o.,S 9 
0.97 
I .OO 

2.25 
2.38 

0 .0  5 

o.o 7 
o.06 
o.I 4 
o.oO 

la prot6ine k part ir  de laquelle elles ont ~t6 pr6par6es, renferment n6anmoins cet acidc 
amin6 ~ un taux parfois voisin de celui caract6risant la thyroglobuline (2. 7% au lieu 
de 3.3%). Toutefois, leur ioduration n'est  suivie en aucun cas de la formation de quan- 
tites importantes de thyroxine. La signification de ce fait sera discut6e plus bas. 

3. Evolution dans le temps de l 'ioduration de la cas~ine. - -  Bien avant  les t ravaux 
d e  L U D W I G  ET VON MUTZENBECHER 1, de nombreux auteurs, en particulier BLUM ET 
STRAUSS 17, BLUM ET VAUBEL TM avaient 6tabli que les prot6ines mises en pr6sence d'iodc 

des Ptt divers s'halog~nent rapidement au maximum dans le cycle benzdnique de la 
tyrosine. Par  la suite, LUDWIG ET YON MUTZENBERG 1, R E I N E K E  ET T U R N E R  3 consta- 
t6rent qu 'une incubation prolong6e h 37 ° ou, mieux, k 7 °0 d'iodoprot~ines physiolo- 
giquement inactives leur conf~re des propri6tds analogues ~ celles des pr6parations 
thyroidiennes. II 6tait donc possible qu'une premiere phase de l 'halog6nation conduise 
sp6cifiquement k la formation de diiodotyrosine, alors qu'une seconde, beaucoup plus 
lente, comporterait  seule la rdaction de condensation donnant naissance h la thyroxine. 
La plupart  des auteurs admet tent  implicitement ou explicitement cette mani~re de voir, 
que nous discuterons dans un prochain mdmoire consacr6 h l 'activit6 biologique des 
iodoprot6ines. Nous nous bornerons k exposer ici les essais que nous avons poursuivis 
sur la formation de la thyroxine et de ses prdcurseurs en fonction du temps d'action de 
l'iode sur la cas6ine darts des conditions diverses. 

Une premi6re s6rie d'exp6riences a consist6 h faire agir h 45 ° six atomes d'iode en 
solution (3 g I + 6 g IK  + HzO q.s.p. 5o ml) par  mol6cule de tyrosine sur de la casdine 
de Vache en solution k 2% en pr6sence de bicarbonate de sodium "l 1.o%. L'iode, ajout6 
par  petites portions, est rapidement fix~ par la prot6ine, la solution ne demeurant  
que tr~s faiblement color6e en jaune en fin d'expdrience. Les temps indiquds clans le 
compart iment  A du Tableau I I I  sont ceux employds pour l 'addition de la quantit6 
totale de rdactif, l ' incubation de la casdine en prdsence de celui-ci 6tant interrompue par 
sa prdcipitation isodlectrique 2. Dans une seconde s6rie d'essais, nous avons appliqu6 
la mdthode de R E I N E K E ,  WILLIAMSON ET TURNER 10 it la pr6paration d'iodocas~.ine, mais 
en op6rant ~t diverses temp6ratures et en s6parant les produits formds aux temps succes- 
sirs de la technique d6crite par ces auteurs. Enfin, l ' ioduration en pr6scnce d'oxydes de 
manganese renfor~ant l 'activit6 physiologique des produits, il nous a paru utile de la 
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T A B L E A U  I I I  

TENEURS EN IODE TOTAL, EN TYROSINE,  EN MONOIODOTYROSINE, EN DIIODOTYROSINE ET EN THYRO- 

X I N E  DE CAS~INES IOD~ES PAR ACTION DE 6 ATOMES I PAR MOLECULE DE TYROSINE DANS DES 

CONDITIONS DIVERSES 

Temps  d 'action de I e t  I total  Tyrosine Monoiodo- Diiodo- Thyroxine  
conditions de l 'expdrience % % tyrosine % tyrosine % % 

L I I 
A. IODURATION PAR I EN SOLUTION EN MILIEU BICARBONAT]~ ~k 45°; TEMPS D ' IODURATION VARIABLES 

o (tdmoin) 
Essai 1 

5 minutes  
I5 . 
3 ° ,, 
6o ,, 

Essai 2 
3 minutes  

I I  ,, 

25 ,, 
4 ° ,, 

120 ,, 
Essai  3 

5 minutes  
1 0  ,, 

25 ,, 
6o ,, 

I2O ,, 

7.89 
9.00 
9.27 
9.84 

8.28 
lO.47 
IO.84 
I I .29 
I O . 2 7  

8.70 
8.63 
9.*0 
8.90 

Io.48 

7 " 2 0  

0.40 
0.34 
0.36 
0.28 

0.32 
o.38 
o.31 
o.~ 7 
0 . 2 2  

0.43 
0.33 
0.39 
0.33 

ndant  

2.74 
2.30 
1.3 ° 
1.08 

1.62 
1.5 o 
1.32 
i .36 
1.06 

1.45 
1.8o 
1.33 
1.o 4 
0.85 

6.36 
6.4I 
6.6o 
6.9o 

7.80 
7.60 
7.9o 
6.90 
6.8o 

6.40 
6.55 
6.70 
6.70 
6.80 

1.14 
1.87 
1.66 
1 . 7 7  

1.06 
1 . 2 I  

1.53 
1.62 
1.83 

I . I O  

1 . 2 2  

1.37 
1.7o 
1.8I 

B. IODURATION PAR I EN POUDRE SELON R E I N E K E ,  WILLIAMSON ET T U R N E R ;  TEMPS ET MODALITI~S 

D'ACTION DE L*HALOG~NE VARIABLES 

2 heures A 37 ° 
6 . . . .  37 ° 
6 . . . .  7 °0 
6 ,, , ,  7 °0 + MnaO 4 
2 h ~. 37 ° et 20 h ~t 7 °0 (tech- 
nique orig. des auteurs) 

9 . 2 0  

9.3 ° 
8.i2 
8.30 

9.23 

0.22 

0.45 
0.2 7 
0 . 2 2  

o.16 

l .  IO 

1 . 2 0  

0.80 
o.9o 

1.00 

6.40 
6.30 
6.4I 
6.46 

7.25 

1 . 2 I  

1.62 

1.6o 
1.3 o 

1.33 

mettre en oeuvre dans une exp6rience. On trouvera dans le Tableau I I I  les r6sultats de 
nos recherches dans ee domaine*. 

La formation de la thyroxine est donc un ph6nom~ne tr~s rapide et l 'incubation 
prolong6e ~t diverses temp6ratures n'en augrnente pas l'intensit6 de mani~re appre- 
ciable. La signification de ce fait en ce qui concerne le d6faut d'aetivit6 des iodoprot6ines 
prenant naissance par une halog~nation de eourte durde sera envisag6e par la suite. 

DISCUSSION 

Deux questions peuvent ~tre utilement discut~es ~ partir  des donn6es rassembl6es 
dans les Tableaux I, II  et III.  I1 convient d'envisager, d'une part dans queue mesure 
le rendement en thyroxine de l'ioduration des prot6ines est fonction de leur teneur en 
tyrosine et, d 'autre part, si l 'augmentation de l'activit6 thyroidienne se manifestant 

" Comme nous rayons discutd dans un travail antdrieur 15, la mdtbode colorimdtrique de dosage 
de la thyroxine que nous employons, plus sp6cifique que diverses autres, donne des rdsultats moins 
dlevds qu'elles dans les iodoprotdines. C'est la raison pour laquelle les rendements en thyroxine 
figurant dans ce tableau sont, en apparence, infdrieurs ~t ceux indiquds par REINEZS et ses colla- 
borateurs  s, ao 
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lors de l ' incubation des iodoprotdines dans diverses conditions va de pair avec une 
augmentation de leur teneur en thyroxine. 

a. Teneur  en tyrosine, structure des prolHnes et rendement m a x i m u m  en thyroxine de 

l ' ioduration. - -  Nous avons rduni dans le Tableau IV un ensemble de donndes 6tablies 
ant6rieurement 2, 4 et au cours de ce travail, afin de simplifier la discussion de ces der- 
ni6res. Les teneurs en thyroxine indiqu6es sont celles de produits prdpards par la m(;thode 
de REINEKE et ses collaborateurs l°, saul dans les cas de la fibroine et de ]a zdine. Ces 
deux prot6ines ont 6t6 ioddes dans des milieux particuliers (voir paragraphe pr6cddent) 
en raison de leur insolubilitd dans l 'eau 4. II est n6anmoins probable que les rdsultats 
obtenus peuvent tous 6tre ldgitimement compards, car l 'ioduration de la casdine dans 
les conditions les plus diverses nous a fourni des ddrivds it pen pr6s 6galement riches 
en thyroxine, 5. condition qu'elle soit op6rde par la quantitd optima de rdactif (6 
atomes I par mol6cule de tyrosine). 

TABLEAU IV 
RENDEMENT EN THYROXINE DE L'IODURATION DE PROTI~"INES ET DE PEPTONES 

Produit dtudid 

Cas4ine 
Fibroine 
Insuline 
Th.vroglobuline 
Z ~ i n e  
Peptone IV 
Peptone VI 

Teneur initiale en 
tyrosine % 

(A) 

7- 20 
12.00 

12.20 

3.3 ° 
5.84 
i .0 7 
2.7 ° 

I 

Teneur en thyroxine 
o~ aprbs ioduration 

(B) 

i .65 
o.4o 
1 .35  
0.68 
1 . 6 t  
0 .0  4 

o.z 4 

Rapport : 
B × 1 o o  

A 

22 .9  

3.3 
I2.7 
2o .6  

27 .5  

3.7 
5.2 

On ne saurait, apr6s examen de ces donndes, admettre  que la teneur en tyrosine 
d'une prot6ine r6git son apti tude 5. donner naissance 5, de la thyroxine. Le premier 
acide amin6 6tant la substance-m6re du second, son taux est n&essairement important,  
mats sa position dans la mol&ule des prot6ines ou de leurs d6riv6s paralt  ~tre le facteur 
pr6dominant du rendement en thyroxine. Celui-ci ,dont la derni~re colonne du Tableau IV 
indique les valeurs relatives rappor t&s h la tyrosine initialement pr&ente, est environ 
deux fois plus faible dans l'insuline que dans le thyroglobuline et dans la cas6ine, et la 
prot6ine thyroidienne ne pr6sente 5. cet 6gard aucune propri6t6 particuli6re. Ce dernier 
f a i t e s t  en d~saccord avec des r6sultats r6cemment publi6s par RIVII;:RE, GAUTROX ET 
THINLY 19 et que nous n 'avons pas pu reproduirc ~°. Par ailleurs, les peptones de casdine 
6tudi6es donnent naissance 5. des traces de thyroxine par rapport  "l la tyrosine qu'elles 
renferment, alors que cette r6action affecte une partie importante de l'acide amin6 dans 
la prot6ine. 

Ces diverses observations rel6vent d'une m~me interpr&ation, 5. savoir, que seuls 
certains testes de tyrosine peuvent, en raison de leur position dans les mol6cules pro- 
t6iques, se condenser en thyroxine apr~s transformation en diiodotyrosine. La r6parti- 
tion spatiale de ces restes, leur proximit6, sont n&essairement fonction de la structure 
des diverses prot6ines et Faction de la pepsine peut, soit les lib6rer, soit dissocier des 
mol6cules dans lesquelles ils occupent une position privil~gi6e. De toute mani6re, la 
totalit6 des restes de tyrosine ne pr~sente pas dans les prot6ines une %activit6 uniforme 
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et l'on peut esp~rer mettre ~ profit les r6sultats de l'ioduration pour orienter des recher- 
ches sur la r6partition et le mode de combinaison de la tyrosine dans les prot6ines de 
divers types. 

b. Formation de la thyroxine en /onction du temps d'incubation des pro~ines dans le 
milieu d'ioduration et aaivit~ biologique. - -  De nombreuses observations,, dues entre 
autres ~ LUDWIG ET VON MUTZENBECHER 2, 3. REINEKE, WILLIAMSON ET TURNER x° ont 
~tabli que l'incubation prolong~e des iodoprot6ines au sein du milieu off elles se forment 
renforce, parfois m6me fait apparaltre, leur activit6 biologique. Or, comme il est actuelle- 
ment certain que la thyroxine se forme k partir de la diiodotyrosine prenant naissance 
dans un premier temps, REINEKE ET TURNER 21 ont admis que le rendement en la pre- 
miere est tr~s fortement augment~ par la prolongation du temps de chauffage des 
preparations en solution iod~e, surtout en pr6sence d'oxydes de manganese. Cette 
hypoth~se apparaissait comme d'autant  plus plausible que l 'incubation k 37 ° de la 
diiodotyrosine pure en milieu faiblement alcalin conduit ~ la formation de thyroxine 
(VON MUTZENBECHER 22, JOHNSON ET TEWKESBURY 23, HARINGTON ET PITT RIVERS24). 
Les donn6es que nous avons 6tablies sur des iodocas6ines ayant  subi l'action de l'halo- 
g~ne pendant des temps divers (Tableau III) ne sont pas favorables ~ cette mani~re 
de voir. 

En effet, le rendement maximum en thyroxine, ~ 45 ° et en milieu tr~s faiblement 
alcalin (COaNaH I%),  est en g6n6ral atteint en 30 ~ 60 minutes, la quantit6 de cet 
acide amin6 pr6sente 6rant d6jk 61ev6e quelques minutes apr~s addition du r6aetif au 
tanx de six atomes d'iode par mol6cule de tyrosine. Dans ces conditions, la prolongation 
du temps de chauffage n'exerce aueune action sur la formation de thyroxine. I1 en e s t  
de m~me lorsque l'halog6nation est op6r6e selon la technique de REINEKE, WILLIAMSON 
ET TURNER 1°. Dans nos essais, aucune augmentation de la teneur en thyroxine n'a 6t6 
observ~e, ni en portant de 37 ° k 7 °0 la temperature de chauffage pendant six heures, ni 
lors de l'addition de Mn304 et la technique originale (chauffage de 2 heures h 37 °, puis 
de 20 heures k 7 o°) conduit ~ un r~sultat voisin de celui obtenu ~ la fin de son premier 
temps. Or, il n'est pas douteux que les produits pr6par~s par ces diverses techniques 
sont d'activit~ biologique tr~s in,gale, ceux ayant  subi une longue incubation ~t 7 °0 
6tant seuls dou6s ~ cet 6gard d'une efficacit6 importante. I1 en d~coule que celle-ci est 
li6e ~t des facteurs multiples, dont l'assimilation de la thyroxine pr~sente dans les io- 
doprot6ines est peut-~tre l'un des plus importants, comme nous le discuterons dans un 
prochain travail ' .  Le fait que REINEKE et ses collaborateurs auraient observ6 une 
augmentation de la teneur en thyroxine des iodoprot~ines apr~s incubation ~ 7 o°, 
surtout en presence d'oxydes de manganese, n'est pas en contradiction avec nos r6sul- 
tats, car la m6thode de dosage de l'hormone employee par ces auteurs, moins sp&ifique 
que la notre, comporte une erreur par exc~s due sans doute k l 'entrMnement de produits 
de d6gradation de la thyroxine et de la diiodotyrosine pr&sents dans les iodoprot6ines, 
r6cemment ~tudi6s par PITT RIVERS ~ (diiodohydroxybenzald6hyde et triiodoph6nol). 
De toute mani~re, la formation de la thyroxine dans les prot6ines doit 6tre consid~r~e 
comme une r~action s'op~rant tr~s rapidement en milieu faiblement alcalin; l'aetivit6 
biologique des produits obtenus paralt d~s lors plus li6e ~ l'assimilation de la thyroxine 
qu'ils renferment qu'au taux de celle-ci. 

* Signalona que TURNXR ET RRINEKE N ont observ~ que l'utilisation digestive de la thyroxine 
contenue dans les iodoprot~ines est tr~s iaible chez es ruminants; el le  ne  paralt ~tre que de 5% 
chez  le Mouton. 
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R~SUMR 

I. L'action tte l'iode en quanti t6 opt ima (6 atomes [ par moldcule de tyrosine) sur les prot6ines 
conduit  ~ la formation de thyroxine, de diiodotyrosine et de monoiodotyrosiiw en proportions diverscs 
selon la nature du produit  dtudid. Une partic seulement de la tyrosine est sasceptible tlc, st~ trans- 
former en thyroxine dans la casdine, l'insuline, la thyroglobuline, la zdine: l 'autre, toujours beaut(rap 
plus importantc,  demeure ~ l '6tat de diiodotyrosine en prt:sencc d 'un exc6s de rdactif. Le rendement  
max imu m  en thyroxine par unitd de poids de tvrosine est diffdrent pour chaque prot6ine. L'inter- 
prdtation la plus simple de ces faits est quc certains testes tle tyrosine, seu]s aptes h sc contlenser cn 
thyroxine,  occupent dans Ies protdines une position privil6gi6e leur confdrant une rdactivit6 parti- 
culihre. L 'apt i tude  d 'une prot~ine A donner naissance h de la thyroxine n 'est  done pas seulement 
fonction de sa teneur en tyrosine, mats aussi de sa structure. 

2. Des peptones pepsklues de cas6ine ne rcnferment apr6s action dc l'iode que des traces de 
thyroxine,  la quasi-totalit6 de la tyrosine 6tant alors transform6 en ddriv6 diiod6. Leur comt)ortement 
vis-'t-vis de l'halog6ne pout tenir soit & la mise e,l libertd par l 'hydrolyse enzymatique des mol6cules 
de tyrosine susceptibles de se condenser, soit ~t 1;t dislocation de la structure h,s maintenant  (lans une 
position favorable. 

3. La formation de la thyroxine par ioduration des prot6ines est une rdactinn beaucoup plus 
rapide que ne permet de lc pr~voir l',~volution dc l 'activit6 biologique des prdparations cn fonction 
de leur temps d ' incubation en pr6sence ties rdactifs. Elle (krone, dans les conditions indiqu6es, nais- 
sancc en quelques minutes  "t des quanti t~s importantes (h; cet acide amin6. 

SUMMARY 

The action of the optimal quanti t ies of iodine (6 a toms iodine per molecule of tyrosine) on 
proteins results on the formation of thyroxin, diiodotyrosine and monoidotyrosinc in different 
proportions depending on the protein investigated. Only a part  of the tyrosine can be transformed 
into thyroxin in casein, insulin, thyroglobulin and zein; the main par t  of the tyroxin remains as 
diiodotyrosine in the presence of ao excess of reagent. The ma x imum yield of thyroxin per unit of 
weight of tyrosine is different for each protein. The simplest explanation of these facts is tha t  certain 
tyrosine residues able to condense to form thyroxin, occupy certain positions in the proteins which 
make them particularly reactive. Hence the ability of a protein to produce thyroxin is not oifiy 
dependent  on its tyrosine content,  bu t  also on its structure. 

2. The pepsic peptones of casein, after being treated with iodine, contain only traces of thyro- 
xin, practically all the tyrosine being transformed into the diiodo-derivative. Behaviour of these 
peptones towards halogens may be due to the liberation by enzymatic hydrolysis of certain molecules 
of tyrosine or to the break-down of the s tructure which mainta ins  them in a favourable position. 

3. The formation of thyroxin by iodination of proteins proceeds much more rapidly than wouhl 
be expected from the evolution of the biological act ivi ty of the preparations as a function of their 
incubation time with the reagent. Under  the conditions indicated above, considerable amounts  of 
thyroxin are formed in a f~w minutes.  

ZUSAMMENFASSUNG 

I. Die 'Wirkung yon Jod in optimaler Menge (6 Atome I per Mol. Tyrosin) auf Proteine ffihrt 
zur 13ildung yon Thyroxin,  Dij~)dtyrosin und Monojodtyrosin in wechselnden Mengen, je nach der 
Art  des untersuchten Proteins. Im Casein, Insulin, Thyroglobulin oder Zein ist nur ein Tell des vor- 
handenen Tyrosins befiihigt, sich in Thyroxin umzuwandeln;  der stets viel gr6ssere Tell bleibt als 
Dijodtyrosin in Gegenwart eines l~berschusses an Reagens. Die maximale Ausbeute an Thyroxin 
per Tyrosin-Gewichtseinheit  ist ffir jedes Protein verschieden. Die einfachstc Erkliirung dieser Tat-  
sachen ist die, dass gewisse Tyrosinreste, die allein bef~higt sind, sich zu Thyroxin zu kondensicren, 
im Protein eine bevorzugte Stellung einnehmen, die ihnen eine besondere Reaktionsfiihigkeit ver- 
leiht. Die F~ihigkeit eines Proteins, Thyroxin zu bilden, hAngt also nicht allein yon seinem Tyrosin- 
gehal t  ab, sondern ebenfalls yon seiner Struktur.  

2. Pepsinpeptone aus Casein enthalten,  nach Einwirkung yon Jod, nur Spuren yon Thyroxi,a; 
fast das ganze Tyrosin liegt dann in Form des Dijodderivates vor. Ihr Verhalten gegenfiber dem 
Halogen kann entweder davon herr/ihren, dass dutch die enzymatische Hydrolyse die zur Kon- 
densation befiihigten Tyrosinmolekeln abgespalten worden sind, oder davon, dass die Struktur,  die 
sie in gtinstiger Lage zusammenhielt ,  auseinandergezerrt  worden ist. 

3. Die Bildung des Thyroxins  dutch Jodierung der Proteine ist eine viel raschere Reaktion als 
die Evolution der biologischen Wirksamkei t  der Praparate,  bezogen auf ihre lnkubat ionszei t  in 
Gegenwart der Reagentien, es vorauszusehen erlaubt. Unter  den angegebenen Bedingungen werden 
in wenigen Mihuten bedeutende Mengen dieser Aminosgure gebildet. 
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