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La thyroglobuline des animaux normaux pr~sente, dans les extraits d'organe bruts 
et darts ses preparations les plus pures, ~lectrophor~tiquement homog~nes, trois fractions 
de solubilit~ distincte en presence de sels neutres dont la composition paratt identiquO, ~ 
Comme elle renferme, par ailleurs, des quantit~s d'iode variables selon son origine, on 
pouvait se demander si cette h6t~rog~n~it~ r~pond k des degr~s divers d'halog~nation 
d'une m~me prot6ine. I1 ne semble pas en ~tre ainsi, car la precipitation fractionn~e 
de la thyroglobuline par les sels neutres k concentration croissante ne permet de s~parer 
d 'un extrait glandulaire que des produits dont le rapport N/I e.~t constant. Un fraction- 
nement direct de la prot6ine, dont l'insolubilisation s'op~re dans des limites de concen- 
tration en sels tr~s ~troites - -  par exemple entre [37] et [42] * avec S04(NH4)2 ~ Pa = 6.5 
et k 23 °dans  des milieux renfermant I p. Ioo de thyroglobuline de Boeuf ou de Porc - -  
paralt irr~alisable. De ce raft, l'~tude de l'h~t~rog~n~it~ de cette prot~ine dans des 
milieux riches en sels doit ~tre poursuivie en se basant sur d'autres crit~res. 

Nous avons mis en oeuvre dans ce but  la preparation de la thyroglobuline marquee 
par le radioiode xsxI et son ioduration in  vitro sans d~naturation. La premiere nous a 
paru devoir permettre de confirmer et de pr~ciser son h~t~rog~n~it& En effet, les varia- 
tions de la solubilit6 de la thyroglobuline en fonction de concentrations croissantes en 
un sel neutre ne doivent pas ~voluer parall~lement ~ celles de la radioactivit~ des milieux 
la renfermant, si l'h~t~rog~n~it~ de cette prot~ine traduit la diversit6 de composition 
des fractions de solubilit~ diverses. Par ailleurs, les caract~res de la thyroglobuline 
marquee une lois d~finis, nous nous sommes propos~ d'~tudier son rep~rage dans un 
m~lange ~ l'aide de mesures de radioactivitY. Son identification par cette m~thode s'est 
r~v~l~e facile, dans un extrait glandulaire comme dans des milieux prot~iques plus 
complexes. Aussi a-t-il ~t~ possible d'~tendre nos recherches k un autre domaine. 

La formation de la thyroglobuline est un processus ind~pendant de son ioduration. 

* Selon la notation usuelle inaugur6e par S6RENSEN darts les 6tudes de cette nature, les chiffres 
entre crochets d6signent ici les pourcent~ges de la teneur en solution servant ap relargage (salting 
out) des prot6ines (solution satur6e en sulfate d 'ammonium de PH ----- 6.6 et  m61ange 6quimol6culaire 
de phosphates mono- et dipotassique 3.5 M de PH = 6.5). 
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Or, les travaux entrepris jusqu'ici pour relier des d~r~glements de la fonction thyroi- 
dienne k des troubles de la formation de la thyroxine paraissent indiquer que les prot6ines 
thyroidiennes ne sont pas susceptibles de se modifier 8, 4, saul darts des cas exceptionnels 
dont l'~tude n'a ~t~ qu'~bauch~e*; seul le m~canisme de l'ioduration de la thyroglobuline 
serait influenc~ par des agents gottrog~nes ou des facteurs pathologiques. II nous a paru 
utile de poursuivre des recherches sur l'existence de modifications ~ventuelles de cette 
prot~ine darts des conditions o~ sa formation est soit op~r~e par l a  glande en quantit~ 
anormalement grande, soit inhib~e par des agents goitrog~nes. Comme les prot~ines 
peuvent ~tre caract~ris~es par leur solubilit~ en presence de sels neutres et comme la 
radioactivit~ d'une iodoprot~ine marquee permet de suivre sp~cifiquement sa precipi- 
tation par les m~mes corps dans un m~lange, l'une et l 'autre propri~t~s ont ~t~ mises 

profit pour ~tudier les constituants des extraits thyroidiens d'animaux normanx et 
d'animaux mis soit en hyperactivit~ thyroidienne par des injections r~p~t~es de thyr~o- 
stimuline, soit en hypoactivit~ glandulaire par administration de fortes doses de produits 
antithyroidiens*. 

L'injection de thyr~ostimuline augmente la formation de thyroxine et appauvrit 
la glande en iode 5, mais on peut se demander si ce dernier fair est bien d~ ~ une accele- 
ration de l'hydrolyse enzymatique totale de la thyroglobuline ou s'il traduit une lib~- 
ration s~lective des acides amines iod~s. Darts le premier cas, l'organe ne devrait ren- 
fermer que des quantit~ relativement minimes de l'iodoprot~ine, tandis que, dans le 
second, ses extraits pourraient contenir des quantit~s importantes d'une thyroglobuline 
faiblement lodge et dont l'appauvrissement en thyroxine et en iodotyrosines modifierait 
sans doute l~g~rement la solubilitY. Enfin, on peut envisager que la synth~se de la 
thyroglobuline soit d~r~gl~e dans le corps thyroide mis en activit~ "forc~e" par des 
injections de thyr~ostimuline. 

Par ailleurs, on a consid~r~ jusqu'ici les antithyroidiens du groupe du thiouracile 
comme des agents inhibiteurs de la formation de la thyroxine 5, mais les modifications 
histologiques importantes de la glande cons~cutives ~ leur administration prolong~e 
sugg~rent qu'ils g~nent la synth~se de la thyroglobuline. Par ailleurs, on trouve dans le 
corps thyro~de des animanx trait~s des quantit~s importantes d'iode dit "faiblement 
combin~", non compris dans les iodotyrosines ou dans la thyroxine~; aussi, est-il possible 
que l'organe renferme alors, d'une part une thyroglobuline anormale se pr~tant mal 

l'ioduration physiologique de ses restes de tyrosine et, d'autre part, des prot~ines 
diff~rentes susceptibles de former avec l'iode des combinaisons labiles d'un type parti- 
culier. 

Quant ~ la fixation de l'halog~ne sans d~naturation sur la thyroglobuline, il y avait 
lieu de la r~aliser afin de rechercher si elle provoque une modification de l'h~t~rog~n~it~ 
de la prot~ine, auquel cas celle-ci pourrait ~tre like soit ~ des teneurs diverses en iode 
de ses fractions, soit ~ des differences dans la valeur du rapport: iodotyrosines/thyroxine 
de certaines d'entre elles. Les essais d'ioduration r~alis~s dans des travaux ant~rieurs, 
que nous avons discut~ clans un precedent m~moire ~, ne permettent pas de se faire une 
opinion ~ cet ~gard, car ils ne comportent aucun contr61e en ce qui concerne la d~natu- 
ration. 

* Les ext~aits r en fe rmen t  le  con tenu  des v6sicules col loldes et de pet i tes  quant i t6s  de prot6ines 
ceUulaires. 
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PARTIE EXP]~RIMENTALE 

A. Thyroglobuline marquee. Caraakres el rep~rage dans un m~lange prot~ique 

x. Preparation de la thyroglobuline radioactive 
De la thyroglobuline marqu6e a 6t6 pr6par6e en appliquant la m6thode d6crite par I)ERRIEN 

et deux d'entre nous 1 soit it des colps thyroides (Bceuf) perfus~s avec un liquide additionn~ d'iodures 
radloactffs , smt au m~me organe d ammaux ayant  regu une injection de ces sels. 

Les corps thyroides, pr61ev~s aseptiquement**, ont ~t6 perfus6s avec le s6rum sanguin, addi- 
tionn6 d'iodures marqu6s, des animaux dont provenait l'9rgane et la fixation d'lSxI a ~t6 suivie par 
des mesures au compteur de GEIGER-I~0LLER op6r6es sur des prises d'essai du liquide nutritif. La 
perfusion a ~t6 r~alis~e aseptiquement it 37 °dans  un appareil permettant  la survie prolong6e d'organes. 
Des recherches poursuivies avec A. THOMAS et qui seront publi~es par ailleurs ont montr6 que le 
corps thyroide concentre alors des ions I -  pendant  un temps pouvant atteindre 24 heures, en sorte 
qu'il a 6t~ possible d'extraire et de purifier la thyroglobuline marqu6e des organes, mis en exp6riences. 
Voici, it titre d'exemple, le d~tail d'un de nos essais: 2 millicuries lsxI (sans entralneur) sont ajout6s 

l '6tat d'iodure ~ deux litres de s6rum. Apr~s 5 heures, la glavde, pesant 46 g, est soigneusement 
diss6qu~e, congel6e et d6bit6e au rasoir en coupes minces (i mm d'6paisseur environ) que l'on immerge 
pendant  24 heures it o ° d a n s  15o ml de C1Na ~ o.9% , en agitaut it quatre reprises successives °. Apr~s 
filtration sur gaze et centrifugation, le !iquide &extraction renferme 3.4 mg N/ml et sa radicactivit6 
est de I.O 7 • Io 6 impulsions/min/ml.  La thyroxine, dos~e par la  m~thode de BLAU 1° darts l 'hydrolysat 
barytique de l 'extrait,  pr6sente une radioactivit6 de i.o 3 • io a impulsions/min]ml. La thyroglobuline 
est s6par6e des prot6ines du liquide de perfusion par ffactionnement au sulfate d 'ammonium it 
PH = 6.6 et  ~ 2o ° entre [33] et [45] % de la saturation en ce sel. Ces limites de pr~cipitation sont 
sensiblement plus 6tendues que celles permettant  d 'obtenir une thyroglobuline tr~s pure; nous les 
avons n~anmoins adopt~es pour recueillir la quasi-totalit~ de la prot~ine marquee, laquelle ne 
renferme alors que 5 it IO% d'impuret~s de solubilit~ voisine. Le pr~cipit~ de thyroglobuline est 
redissous darts de l'eau distill& et dialys~ contre celle-ci jusqu'it disparition des ions SO~-- et NH~ +. 
Sa solution renierme alors L9o mg N/ml, pour une radioactivit~ de o.85 • IO e impulsions]min/ml, 
dont 8. I O a correspondent it l 'iode thyroxinien ***: 

Un porc normal de x 4 ° kg a re,u, par ailleurs, i millicurie a~xI en injection dans la veine marginale 
de l'oreille e t a  ~t~ sacrifi~ ~4 heures apr~s par saign~e. Le corps thyroide de cet animal a ~t~ pr~lev~ 
et extrait selon le proc~d~ indiqu~ plus haut et la thyroglobuline purifi~e par ffactionnement au 
sulfate &ammonium entre [36] et [45]. 

2. Solubilit~ de la thyroglobuline d l'~at put et dans un m~lange prot~ique 

La solubilit6 d'une prot~ine k concentration croissante en un sel neutre permet de 
la caract6riser (S. P. L. S6REI~SEI~, E. J. COH~), mais l'identification des constituants 
d'un m61ange au moyen du m~me crit~re demeure discut~e. Des processus d'adsorption 
et l'existence de combinaisons prot6ido-prot6idiques sont en effet susceptibles de com- 
pliquer les observations. Dans une premiere s6rie d'exp~riences, nous avons mis h profit 
la radioactivit6 de la thyroglobuline marquee pour contrSler ses caract~res, en particulier 
l'existence dans ses pr6parations de fractions de solubilit6 diff6rentes. Dans une seconde, 
nous avons recherch6 si elle conservait cette h~t~rog6n6it6 dans un m~lange et s'il 6tait 
possible de l'identifier dans celui-ci ell y ~tudiant sa precipitation k des concentrations 
croissantes en sels neutres, par des mesures de radioactivit6 associ6es ~ des dosages 
d'azote prot~ique. 

Des courbes de solubilit~ de la thyroglobuline marquee de Bceuf en fonction de 

• Nous remercions le Labcratoire d'Harwell (Angleterre) de nous avoir fourni l'iodure de 
sodium marqu~ (t~xI) n~cessaire it nos recherches, par l 'obligeant iuterm~diaire du Centre National 
de la Recherche Scientifique. 

• * Nous remercious MM. les v$t~rinaires des Abattoirs de La Villette et de Vaugirard (Paris), 
en particulier le Dr SERGENT, d'avoir pris les dispositions n~cessaires it ces pr61~vements. 

• ** Le rapport:  ~tI  thyroxinien /x*~I total est infSrieur ~ ~ % daus ce produit, car la thyroxine 
ne se forme que lentement it partir  de la diiodotyrosine darts l'organe perfus~ comme in vivo. La 
plus grande partie d'mXI de la pr*paration est pr~sente dans les iodotyrosines, le taux de thyroxine 
marquee dans la prot~ine thyroidienne Stant d 'autant  plus grand que la perfusion a St$ plus longue. 
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concentrations croissantes en sulfate d'ammonium ont ~t~ ~tablies pax la m~ne technique 
que dans nos recherches ant~rieures. Toutefois, comrne nous n'avons pas toujours 
dispos~ de quantit~s important¢s de protdine, nous avons dos~ les quantit~s de ceUe-ci 
demeur~es en solution, soit par microkjeldahl apr~s Alimination du sulfate d'ammonium 
(technique de A. ROCHE ET F. MARQUET), soit Pax¢~0 
rnesure de l'intensit~ de l'absorption ultraviolette 
275o A au spectrophotom~tre de BECKMANN*. La 
radioactivit~ a ~t~ mesur~e k raide d'un compteur 
de GEIGER-MOLLER (type CEA cylindrique) sur une 
partie aliquote des m~mes milieux, en sorte que a0 
nous avons d~termin~ le pourcentage des prot~ines 
totales et de la radioactivit~ totale (ramen~e ~ la 
radioactivitd initiale) dans les fractions solubles 
~t diverses concentrations en sel neutre apr~s filtra- 
tion des prdcipit~s. Les dosages des protdines doivent 6o 
~tre consid~rds comme exacts k i z % pros et les 
mesures de radioactivit~ ~ ± 2 %, saul aux deux 
extrdmitds des courbes obtenues, oh les demi~res 
sont entach~cs d'une erreur de ± 4-6 % (exc~s de 
prot~ine absorbant des radiations au d~but de la ~0 
precipitation, radioactivit~ trop faible k la fin de 
celle-ci). On trouvera dans la Fig. ~ un exemple des 
graphiques ~tablis ~ paxtir d'une de nos prepa- 
rations. 

Le paraU~lisme des variations en fonction de ~0 
C, du taux de prot~ine et de la radioactivit~ dans 
les solutions ressort de l'examen de cette figure. 
Toutefois, les courbes qui y sont reproduites ne corn- 
portent pas un nombre assez grand de points pour 
que l'on puisse calculer avec precision des rapports 
entre la radioactivit~ et la teneur en prot~ine rela- 
tives ~ chaque concentration en sel; seule l'aUure 
g~n~rale de telles courbes est siguificative. Les r~sul- 
tats obtenus apportent n~anmoins une confirmation 
de 1'h~t~rog~n~it~ de la thyroglobuline sur laqueUe 
nous reviendrons; ils permettent en outre de pr~voir 
que la precipitation de cette prot~h~e dans un 
m~lange doit pouvoir ~tre suivie grace ~ sa radio- 
activitY. 

Deux types de m~langes ont ~t~ r~lis~s, Pun 
avec un extrait thyroidien brut non mdioactif, 

O q",,,,O.O.e. 

I 

Thyro~lo~li~ 

0 

tO 40 
C 

Fig. I. Courbe de solubilitd de la t hy -  
roglobuline de Bceuf radioact ive  (con- 
cen t ra t ion  o.8o g N/ml ;  radioact ivi t6 
o.34. io  6 impuls~ons/min/ml) en  fonc- 
t ion  de concent ra t ions  croissantes en 
sulfate d ' a m m o n i u m  (PH ~---6.6, 23 ° 
t e m p s  d 'dqui l ibzat ion:  24 heure.~). 
Abscisses: C -~-- concent ra t ion  en  sulfate 
d ' a m m o n i u m  en °/o de la saturat ion.  
O r d o ~ :  tracd continu ( ) 
S ~- % des protdines totales en solu- 
tion; tracd discontinu (-----) S ----- % 
de la radioactivitd dans la solution. 

l 'autre avec les prot~ines totales du s~mm. Daus le premier, nous avons ajout6 
un extrait thyroidien (Porc) assez concentr6 en prot~ines une petite quantit~ de thyro- 
globuline maxqu~e (Bceuf) et ~tabli ~ paxtir de leur mAlange les courbes reproduites 
dans la Fig. 2. 

* Le pr incipe  de ce t te  m6thode  a 6t6 indiqud par  Y. DEXRIXN n ,  que  nous  remercions de nous 
avoir  communiqu6 le mode opdratoire mis  au po in t  pa r  lui, ac tue l lement  en cours de publicat ion.  
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Les solubilit~s de la thyroglobuline pure de 
Porc et de Bceuf en presence de sulfate d'am- 
monium sont identiques et la premiere est ac- 
compagn~e dans les extraits bruts de IO ~ 15 % 
de prot~ines non iod6es, les unes plus, les autres 
moins solubles qu'elle z. L'examen de la Fig. 2 
montre l 'entralnement d'une petite quantit6 de 
la prot6ine marqu6e par les fractions de t~te et 
de queue des prot~ines de rextrai t  brut avant 
[36] et apr~s [42]. Ce ph~nom~ne ne constitue 
pas un obstacle important k la caract6risation 
du produit radioactif, qui conserve dans le 
m61ange son h6t6rog~ndit~ et y pr~cipite entre 
des limites de concentration en sel voisines*. 
Ces faits m~ritent d'6tre retenus pour la pre- 
paration de la thyroglobuline pure, et il conve- 
nait par aiUeurs de rechercher s'ils pourraient 
~tre retrouv~s dans un milieu plus complexe 
qu'un extrait glandulaire. 

L'efficacit6 du fractionnement aux sels 
neutres d'un extrait glandulaire en vue de la 
purification de la thyroglobullne est i l lustr~ 
par les Figs. 3 et 4. Celles-ci ont ~t6 ~tablies 5 
partir de l 'extrait thyroidien du Pore trait~ par 
I millicurie m I  24 heures avant abattage, ~tudi6 
dans un premier temps k l'6tat brut et dans un 
second apr~s fractionnement au sulfate d'am- 
monium k pH = 6.6 et k 23 °, entre des limites de 
concentration en sel assez l a r g e s -  soft [36] et 
[45] - -  afin d'~viter des pertes en prot~ine 
marqude. 

L'extrait  total, relativement riche en frac- 
tions de queue non lodges en raison des mauvalses 
conditions de saign~e (pr6sence de prot~ines 
sanguines diverses pr6cipitant au dell  de [45]), 
renferme de la thyroglobuline marquee dont la 
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Fig. 2. Courbes de solubilitd de la 
thyroglobuline marqude de Boeuf (o.8 
mg/ml; o. 4. io s impulsions/min]ml) 
additionnde d 'un execs d 'extrait  thy- 
roidien (Pore) non fractionn6 (7.o mg 
N protdique /ml) (ps  = 6.6, 23 ° , 
temps d'dquilibration: 24 heures). 
Abscisses: C concentration en sulfate 
d 'ammonium % de la saturation. 
Ordonndes: tracd continu ( ) 
S = % de protdine en solution; tracd 
discontinu (- .... ) S---- % de la radio- 
activitd dans la solution. 

precipitation s'op~re ~ peu pros compl~tement entre [38] et [43]. La s~paration entre les 
limites de solubilit~ choisies, soft [36] et [45], conduit, de ce raft, k la purification du 
produit marque. Dans les conditions de dilution oh nous avons opera, celui-ci n'est alors 
souiU~ que de quantit~s minimes des globulines sanguines pr0sentes darts l 'extrait initial 
et constituant une partie des fractions de queue de celui-ci. Sa precipitation s'op~re 
alors sans une adsorption notable ~ d'autres prot~ines qui, comme nous l'avons signal~, 
peut parfois modifier sensiblement une partie de sa courbe de solubilitY. 

L'~tude de la caract~risation de la thyroglobuline clans un milieu prot~ique com- 
plexe dont elle ne repr~sente qu'une fraction assez faible a 6t~ poursuivie de la mani~re 

* La thyroglobuline purifide radioactive parait ldg~rement plus soluble que ceUe de l 'extrait  
thyroidien brut, en raison de l 'abondance dans celui-ci des fractions de t~te adsorbant riodoprotdine. 
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Fig. 3. Courbes de solubilitd des protdines to- 
tales et des fractions marqudes de l'extrait 
thyroidien de Porc normal (o.8x mg N/ml; 
2.85" xo ~ impulsions/min/ml) en fonction de 
concentrations croissantes en sulfate d'am- 
monium (PH--~ 6.6, 23 °, temps d'dquilib~a- 
tion: 24 heures). 
Abscisses: C --~ concevtration en sulfate d'am- 
monium en % de la saturation. 
Ordonndes: tracd continu ( ) S ---- % des 
protdines en solution; tracd discontinu (- .... ) 
S ~ % de la radioactivitd dans la solution. 

suivante. Du s~mm de Bceuf a ~t~ addi- 
tionn~ de la prot6ine marquee de mani~re 
constituer un m~lange renfermant, par ml, 
6.25 mg N prot~ique, dont o.95 mg apport~ 
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Fig.  4. Courbes de solubilitd de la thyroglobul ine  
marqude de Pore (o.45 mg N/ml ;  o.56. io  6 impul-  
sions/ minlml)  fraetionn6e en t re  [36] et  [45] 
en sulfate d ' a m m o n i u m  (PH ~ 6.6, 23 °, t emps  
d '~ lu i l ib ra t ion :  24 heures). 
Abscieses: C ----- concent ra t ion  en sulfate d ' am-  
mon ium en % de la saturat ion.  
Ordonn6es:  t racd cont inu  ( ) S ~ % de 
protAines en solut ion;  t racd discontinu ( . . . . .  ) 
S ---~ % de la radioaet ivi t6  dans  la solution. 

par le produit iod& La courbe de solubilit6 des prot~ines et celle de leur radioactivit~ 
diverses concentrations en sulfate d'amrnonium ont 6t6 reproduites sur la Fig. 5. 

Le rep~rage de la thyroglobuline marqu6e y est objectiv~ par le m~me crit~re que 
dans les solutions de la prot~ine purifi~e (Fig. x, courbe de radioactivitY). La persistance 
de l'h6t6rog6n~it~ propre ~ ceUe-ci est manifeste et la position des points d'inflexion 
des courbes demeure tr~s voisine, le relargage des deux fractions les moins solubles 
traduisant un tr~s faible entrafnement par les prot~ines du s~mm precipitant dans la 
m~me zone de concentration saline (d~calage Idger des fractions de t~te vers les plus 
faibles teneurs en sel). Les caract~res de la prot6ine thyroidienne ne sont donc pas 
modifids par la prdsence en quantit~ importante des prot6ines d'un autre type apport~es 
par le s~rum. I1 va de soi que cette observation ne saurait ~tre g~n~rafis~e sans contrSle. 
Son int~r~t dans le cadre de la s~paration d'un constituant prot~ique ~ partir d'un 
m~lange, rnanifeste dans le cas de la thyroglobuline (Figs. 3 et 4) sera discut~ plus bas. 
Bibliographie p. 588. 
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B. Thyroglobuline marquee d'animaux nor- ¢~ 
maux (Chien et Pore) et d'animaux trait~s 
par la thyr~ostimulina ou par des d~riv~s du 
thiouracile 

~o 
Le  b u t  des  exp6r iences  d~cri tes  dans  

ce p a r a g r a p h e  est  d ' 6 t e n d r e  l ' 6 tude  de  la 

ca rac t6 r i sa t ion  de la t h y r o g l o b u l i n e  dans  

les e x t r a i t s  g landula i res ,  &fin de  pr6ciser  si ,~ 

le p rocessus  d ' i o d u r a t i o n  p o r t e  su r  u n  sub-  

s t r a t  p r o t 6 i q u e  t o u j o n r s  i den t ique ,  queUes  

q u e  so ien t  les cond i t i ons  dans  lesquel les  il  

6volue.  U n e  fo r te  h y p e r a c t i v i t 6  g l andu la i r e  

due  ~ la t h y r ~ o s t i m u l i n e  e t  la  g~ne p ro lon-  

g~e appo r t6e  h la  fonc t ion  de  l ' o rgane  p a r  

l ' a d m i n i s t r a t i o n  d ' a g e n t s  a n t i t h y r o i d i e n s  
on t  6t6 r e t e n u e s  c o m m e  6 t an t  les p lus  f avo-  ~t~ 

rab les  k m e t t r e  en o~uvre. N o u s  nous  som-  

mes  propos6  de  r eche rche r  si les p ro t6 ines  

iod~es r a d i o a c t i v e s  se f o r m a n t  dans  Pun  et 

l ' a u t r e  cas  son t  ou non  i d e n t i q u e s  ~ la 

t h y r o g l o b u l i n e  des  a n i m a u x  n o r m a u x .  

I. Traitement des animaux et preparation 
des extraits thyrogdiens 

Huit  chiens normaux ont re,u, en une in- 
jection intraveineuse, de o. 5 ~ LO millicuries I TM 

l '~tat d'iodure (sans entratneur) et ont ~t~ szcri- 
fi6s 24 ou 48 heures &prOs s,xign~e totMe (&prOs 
injection de 50 mg d'h~parine). Trois animaux 
ont ~t6 trait~s de m6me, mais &prOs svoir re~u 
au pr~alable Looo unit~s HE~L-L~uEuR de 
thyr~ostimuline*, ~ la dose de xoo unit~s par jour 
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Fig. 5. Courbes de solubilit~ de la thyroglobu- 
line marquee de Boeuf (o.95 mg N/ml; 0.32" xo ~ 
impulsions/min/ml) m~lang6e ~ des prot~ines 
du s~rum total (5.25 nag N/ml) en fonction de 
concentrations croissantes en sulfate d'ammo- 
nium (PH = 6.6, 23% temps d'~quflibration: 
24 heures). 
Abscisses: C = c o n c e n t r a t i o n  e n  su l fa te  d 'am-  
m o n i u m  en % de la saturation. 
Ordonn~es: trac~ continu (-. ) S = % des 
prot~ines totales en solution; trac~ discontinu 
( - - - - )  % de la radioactivit~ dans la solution. 

pendant io jours. Enfin, trois chiens ont 6t6 mis en expdrience &prOs avoir re~;u, chacun des deux 
premiers 4 g de propylthiouracile admiuistr6s en xo injections sous-cutann6es de o. 4 g (suspension 
dans une solution de phosphate disodique ajust6e ~ PH -~ 8.5) et le troisi~me 7 g de benzylthioura- 
cile en 14 doses orales quotidiennes de o.5 g. 

Le corps thyroide des animaux a 6t6 pr~lev6 apr~s saign6e, sous h6parine (5o rag) congel6, coup6 
au rasoir e~ tranches minces et extrait  par CINa o.9% °. Le dosage de l 'azote prot6ique, de l 'iode 
radioactif total et thyroxinien a 6t~ op6r6 sur le produit obtenu, la thyroxine dtant s~par6e des 
produits de l 'hydrolysat barytique par extraction au butanol z°. Comme les  quan t i t~  de prot6ines 
recueillies ~ partir de chaque organe 6taient assez faibles, on a ~tudi6 les caract~res de l& thyro- 
globuline darm l 'extrait  total, saul dans un petit  hombre de cas o~ la purification de l& prot6ine 
a ~t6 r~alis6e. Les essais r6sum6s ant6rieurement ayant montr6 que Yon peut rep6rer la prot6ine 
marquee dans un m61ange, ls  solubilit6 des fractions rsdioactives de l 'extrait  devait permettre de 
l'identifier et de comparer les produits form6s par l 'organe dans les diverses conditions r~lis~es. 
Par ailleurs, il a d6j~ ~t6 signal6 que l 'extrai t  thyroidien d 'un pore normal (x4o kg) ayant re~;u en 
injection dans la veine marginale de l'oreille z millicurie zszI et sacrifi6 24 heures &prOs, a ~t6 pr~pal~ 
et ~tudi~. Dans tous les cas, ur~ contr61e histologique de l '~tat de la gl&nde s ~t~ opera. Aucune 
particularit~ n'a ~t~ const~t~ dana les  organes  d'animaux nornmux (Chieu x, ~6 kg, poids de la gla~de 
thyroide = Z.TX g; Chien 2, 27 kg, p.gl. t .  ----- L55 g; Chien A, 22 kg, p.gl. t .  ~ L77 g; Chien D, 9 kg, 
p, gl. t. ~ 0.92 g; Chien E, 7-5 kg, p. gl. t. ~ o.66 g; Chien H, x I kg, p. gl. t. ~-~ 1.67 g; Chien M, lo kg, 

* Nous remercions lea Laborstoires de l 'Endopancrine d'avoir mis k notre disposition co produit, 
les laboratoires Theraplix de nous avoir fourni les d~riv6s du thiouracile utilis~s dans ce travail  et 
les laboratoires Fournier, l'h6parine employee. 
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p.gl.t. = o.93 g; Chien N, 9.3 kg, t.gl.t. ----- L48 g; Porc, x4 o kg, p.gl.t. ---- 15.5 g). Chez les chiens 
norrnaux, environ Io% de la radioactivitd totale de rextrait thyroidien ont dtd retrouvds clans la 
thyroxine 24 heures apr~s l'injection d'1311, (par exernple: 2.4" Ios irnpulsions/min/rnl pour I* thyro- 
xinien et 22.6. ros irnpulsions/rnin/rnl pour I* total). Chez le pore normal, x9% d'ISq total dtaient 
prdsents dans la thyroxine (2.88. IO 6 irnpulsions/rnin/rnl pour I* total et o.55. IO 6 irnpulsions/rnin/ml 
pour I* thyroxinien). La glande des chiens traitds A la thyrdostirnuline prdsentait l'aspect typique 
de l'organe en forte hyperactivitd (dpithdliurn bordant les vdsicules turgescent et forte augmentation 
de la hauteur des cellules) (Chien B, x6. 5 kg, poids de la glande thyroide = 1.2x g; Chien J, 5.o kg, 
p.gl.t. = o.7i g; Chien L, 7.2 kg, p.gl.t. = 1.33 g). Chez ces anirnaux, environ 3o% de la radio- 
activitd totale des extraits dtait fide £ la thyroxine 24 heules apr~s administration d'131I, ce qui 
rnontre l'accdldration de la synth~se de l'horrnone par la thyrdostirnuline (par exernple: 2.5-xo s 
irnpulsions/rnin/rnl pour I* thyroxinien et 8.6. io s irnpulsions/min/rnl pour I* total). Le traiternent 
au propylthiouracile et au benzylthiouracile a provoqud des rnedifications histologiques typiques 
traduisant leur rdduction d'activitd, en particulier une diminution irnportante du volume des vdsicules 
colloides; il n'a toutefois pas dtd assez long pour perrnettre la constitution de goltres (Chien C traitd 
au propylthiouracile, ~2. 5 kg, poids de la thyroide 1.6o g; Chien I, t~aitd au propylthiou~acile, i2.o kg, 
p.gl.t. = 1.7I g; Chien K, traitd au benzylthiouracile, 8. 3 kg, p.gl.t. = o.59 g). Le traiternent par 
les antithyroidiens ralentit forternent la formation de la thyroxine radioactive, car celle-ci ne ren- 
ferrne qu'une fraction rninirne, trop faible pour ~tre rnesurde acec prdcision, d'lSlI total des extraits 
24 heures apr~s l'injection d'iodures rnarquds (par exernple: environ IO 2oo irnpulsions/rnin/rnl pour 
I* thyroxinien et I75. IOs irnpulsions/min/rnl pour I* total). 

Nous n'avons disposd dans tcus ces essais que de quantitds assez faibles de protdines; aussi, 
les courbes de solubilitd n'ont elles dtd dtablies pour ceux-ci qu'au moyen d'un nornbre de points 
relativernent restreints. E11es sont, de ce fait, sensiblernent rnoins prdcises que celles prdsentdes dans 
les pazagraphes prdcddents et ne sauraient ~tre discutdes avec sdcuritd en ce qui concerne l'hdtdro- 
gdnditd de la thyroglobuline. Elles perrnettent ndanrnoins la cornparaison que nous nous proposions 
de faire et sont significatives en ce qui concerne les lirnites de prdcipitation des protdines rnarqudes. 

2. Thyroglobuline marqu~n de Pore et de Chien (ani,naux norman,) 
Nous avons observ~ au eours d'un travail ant~rieur x que la solubilit~ des thyro- 

globulines de Chien et de Pore dans des milieux de concentrations eroissantes en mdlange 
dquimol~eulaire de phosphates mono- et dipotassique sont pratiquement identiques. II 
y avait lieu de reprendre avee plus de precision eette ~tude, n'ayant portd que sur une 
preparation, et de l'~tendre au eas du sulfate d'ammonium eomme agent de precipitation. 
On trouvera dans la Fig. 6 les graphiques obtenus k partir des extraits d'organes de deux 
ehiens normaux, ~tudi~s en mettant en oeuvre eomme sel neutre soit le sulfate d'am- 
monium k PH ---- 6.6, soit le m~lange dquimol~eulaire de phosphates mono- et dipotas- 
sique Pn = 6.5. Nous leur avons adioint (Fig. 7) un document ~tabli k partir d'nne 
thyroglobuline de Pore normal, n'ayant pas regu mI,  et eeux fournis par l'~tude d'un 
extrait thyroidien radioaetif de Chien en prdsenee du mdlange de phosphate mono- et 
dipotassique de Pn = 6.5. Par ailleurs, l'examen des Figs. 3 et 4 rend eompte de la 
solubilit~ de la thyroglobuline de Pore en prdsenee de sulfate d'ammonium. La validit~ 
de la eomparaison r~alis~e dans ee dernier eas ne saurait ~tre raise en doute, puisque 
les solubilit~s des thyroglobulines marqudes et non marquees de m~me origine sont 
identiques*. 

L'examen des Figs. 4 et 6 illustre la difference de solubilit~ des thyroglobulines 
de Pore et de Chien en presence de sulfate d'ammonium, difference clue les m~mes 
protdines ne manffestent pas notablement dans leur precipitation par les phosphates 
alealins (Fig. 7). Darts le eas du sulfate d'ammonium, les deux thyroglobulines pr~eipitent 

peu pros eompl~tement, celle de Pore entre [34] et [42] (Figs. 3 et 4), eelle de Chien 

* Toutes les courbes relatives ~ l 'extrai t  thyroidien ont dtd dtablies compte tenu de la pr6sence 
dans ceux-ci d'azote non protdique. Les quantitds de celui-ci prdsentes (N soluble ~ [9o]) ont dtd 
ddfalqudes de N total quand les dosages ont 6t6 opdrds par microkjeldahl. 
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Fig. 6. Courbes de solubilitd des prot~ines to- 
tales et des protdines marqudes de l 'extrait  
thyro~dien du Chien normal 2 (2.9 mg N/ml; 
22.6. io n impulsions/min/ml) en fonction de 
concentrations eroissantes en sulfate d'ammo- 
nium ( P H =  6.6, 23 °, temps d'dquilibration: 
24 heures). 
Abscisses: C = concentration en sulfate d'am- 
monium en °/o de la saturation. 
Ordonndes: tracd continu ( ) S ---- % des 
protdines en solution; tracd discontinu (----) 
S ~ % de la radioactivitd dans la solution. 

entre [4 ~] et [48] (Fig. 6). Dans le eas 
des phosphates alcalins run  et l 'autre 
s'insolubilisent entre [43] et [5 o] (Fig. 7), 
celle de Chien paraissant sur eertaines 
de nos courbes, non reproduites iei, tr~s 

PO, K~H 

voL 6 (~95~) 

50 ~o 

Extrait thyro'~lien 
de Chien et 
~hyeoglobuline 

de P0r¢ 

50 60 
C 

Fig. 7. Courbes de solubilitd : i. des protdines 
totales de l 'extrait  thyroidien et des fractions 
prot6iques marqudes du Chien normal 3 (o.95 
mg N/ml; 22.6. zo n impulsions/min/ml); 2. de 
la thyroglobuline purifide (non radioactive) 
d'un Porc normal (LI 5 mg N/ml) en fonction 
de concentrations croissantes en mdlange 
dquimoldculaire de phosphates mono- et dipo- 
tassique (PH = 6.5, 23 °, temps d'dquilibra- 
tion: 24 heures). 
Abscisses: C = concentrations en mdlange 
dquimoldculaire PO4KHs- ~- PO4KsH 3.5 M (en 
volume). Ordonndes: tracd continu ( ~ )  
S = % des protdines de l 'extrait  thyroidien de 
Ckien en solution; tracd discontinu I ( - - - - - )  
S ~ % de la radioactivitd des protdines de 
l 'extrait  thyroidien de Chien dans la solution; 
tracd discontinu 2 ( . . . . . . . . .  ) S ---- ~o de la 
thyroglobuline de Pore en solution, 

l~g~rement plus soluble que celle de Porc (d6but de precipitation ~ [44-45], fin de pr~cio 
pitation ~ [48]). 

L'identification de la thyroglobuline, seule prot~ine iod6e prdsente, est facilement 
r6alis~e par la technique employ6e clans les extraits de la glande o~ die constitue 
l'~tat normal la plus grande partie des prot~ines. En ettet, la radioactivit~ n'est entratn~e 
qu'avec une prot~ine dont la solubilit6 et l'h~t~rog~n~itfi en milieu ~ sont earact6ris- 
tiques de la thyroglobuline, ~ une Iaible adsorption des fractions les moins solubles pres. 
La courbe des variations de la radioactivit~ en fonction de C ne s'6earte plus ou moins 
de celle de razote ptot~ique total qu'~ ses deux extr~mitEs, ce qui tient ~ l'existence 
clans les extraits de Io ~ I5% de prot~ines autres que la thyroglobuline (fractions de t~te 
moins solubles et fractions de queue plus solubles). Les resultats obtenus permettent 
Bibliogvaphie p. 588. 
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donc ~ la fois d'identifier cette demi~re dans un extrait thyroidien, de pr~ciser si des 
prot6ines iod6es de caract~res aberrants y sont pr6sentes et de d6finir, avec un certain 
degr~ d'approximation, la proportion de thyroglobuline en % de prot6ines totales. 
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3. Thyroglobuline marquee de chiens trait~s d la thyr~ostimuline 

Les prot6ines de l 'extrait thyroidien des trois chiens trait6s par la thyr6ostimuline 
dans les conditions indiqu6es plus haut ont fait l 'objet d'une 6tude dont les r~sultats 
sont illustr~s par un exemple ~ partir duquel la Fig. 8 a 6t6 ~tablie. 

Le d6calage des courbes de solubilit6 
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Fig. 8. Courbes de solubilit6 des prot6ines 
totales et des fractions prot6iques marqu6es 
de l 'extrai t  thyroidien du Chien J trait6 par  
I o o o  unit6s HEYL-LAQuEuR de thyr~osti- 
muline (io injections quotidiennes de IOO 
unit~s) (I.o mg N/ml;  8 .6 . io  ° impulsions/ 
min/ml), en fonction de concentrations crois- 
santes en sulfate d ' ammonium (PH = 6.6, 
23 °, temps d '6quil ibrat ion:  24 heures). 
A b s c i s s e s :  C = concentrat ion en sulfate 
d ' ammonium en % de la saturation. 
Ordonn~es: trac~ continu ( ) S = % des 
prot~ines en solution; trac6 discontinu ( - - - - )  
S = % de la radioactivit~ dans la solution. 

(prot6ines totales) et de radioactivit6 est 
manifeste dans les extraits de l'organe soumis 

une hyperactivit6 prolong~e par administra- 
tion de thyr~ostimuline ~ doses r6p6t6es. 
Dans l'exemple cit6, la totalit6 de la prot~ine 
radioactive est pr6cipit~e ~ [46] en sulfate 
d'ammonium comme dans les preparations 
provenant d'animaux normaux, mais 60% 
environ des prot6ines demeurent alors en solu- 
tion, au lieu de IO ~ I5%. Deux autres exp6- 
riences du m~me type ont donn6 lieu k des 
observations analogues, la radioactivit6 pr6ci- 
pitant totalement k [46] avec 4 ° k 50% des 
prot6ines. La thyroglobuline ne constitue donc 
qu'une fraction beaucoup plus faible des pro- 
t6ines totales des extraits apr~s traitement 
la thyr~ostimuline, mais elle conserve alors ses 
caract~res de solubilit6. EUe ne pr~sente, k cet 
6gard, aucune difference avec la prot6ine se 
formant physiologiquement en dehors de toute 
hyperactivit6 de la glande provoqu6e par 
injection de l'hormone hypophysaire. La si- 
gnification de ces faits sera examinee plus bas. 

4. Thyroglobuline marquee de chiens trait~s au 
propyl- ou au bemylthiouracile 

Les extraits thyroidiens de trois animaux, 
dont deux trait~s au propylthiouracile et un 
au benzylthiouracile, ont permis des observa- 
tions assez homog~nes pour que nous nous 
bornions k e n  presenter un exemple dans la 
Fig. 9. 

Toutes les courbes obtenues sont nettement diff~rentes de ceUes d~termin~es sur 
des extraits de glandes provenant d'animaux normaux ou trait~s par la thyr~ostimuline. 
EUes comportent un groupe de fractions prot~iques precipitant entre [42] et [48] en 
sulfate d'ammonium, entratnant dans leur insolubilisation une radioactivit~ uniforme 
et pr~sentant, de ce fait, les m~mes caract~res que la thyroglobuline des animaux 
normaux. Mais, contrairement ~ ce qui a lieu dans les extraits thyroidiens des chiens 
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normaux ou trait6s par la thyr~ostimuline, d 'autres prot6ines, precipitant ~ des taux 
plus ~lev~s en sels, sont radioactives. I1 en d6coule qu'apr~s l 'administration des d~riv~s 
~tudi6s du thiouracile, r~alis6e ,00 

8O 

dans les conditions oh nous 
nous sommes places, les ex- 
traits thyloidiens renferment, 
en dehors de la thyroglobuline 
(5o £ 7o% des prot~ines to- 
tales), une ou plusieurs autres 
iodoprot~ines diff~rentes de 
celle-ci (3o ~ 5o% des pro- 
t~ines totales). La premiere ne 
peut pas ~tre distinguee de 
ceUe des animaux normaux 
par  sa solubilitY, tandis que 
les secondes n'existent pas 
chez ceux-ci. L'interpr~tation 
de ces faits en ce qui concerne 
les d~r~glements exp~rimen- 
taux ou pathologiques de la 
formation de la thyroglobuline 
sera d~velopp~e plus bas. 

C. Thyroglobuline iod~e sans 
d~naturation 

La fixation de l'iode sur 
les prot6ines ne conduit ~ des 
produits non d6natur~s que si 
elle est r~alis6e dans des con- 
ditions fort 61oign~es de celles 
adopt6es par  de nombreux 
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Fig. 9. Courbes  de solubil i t6 des prot~ines  to ta les  et  des  frac- 
t ions  pro t~iques  marqu6es  de l ' ex t r a i t  t hy ro id i en  du Chien I 
t ra i t6  au  p ropy l th iourac i l e  (I.7O m g  N/ml ;  17.5" IO s impu l s ions  
mg/ml )  en  fonc t ion  de concen t ra t ions  c ro i ssan tes  en  su l fa te  
d ' a m m o n i u m  (PH = 6.6, 23 °, t e m p s  d '6qu i l ib ra t ion :  24 heures) .  
Abscisses :  C = concen t ra t ion  en  su l fa te  d ' a m m o n i u m  en  % 
de la  sa tu ra t ion .  
Ordonn6es :  t rac6 con t inu  ( ) S----- % des  prot6ines  en  
so lu t ion;  t rac6 d i scon t inu  ( . . . . .  ) S = % de la  radioact iv i t6  
dans  la solut ion.  

auteurs se proposant d'obtenir des produits de teneur aussi 6levee que possible en thyro- 
xine. Par  contre, la s6rumalbumine a 6t6 iod6e sans d~naturation par HUGHES ET 
STRAESSLE TM et sans doute aussi par BONOT TM. I1 est probable qu'il  en est de m~me de 
l'insuline iod~e par HARINGTON ET NEUBERGER 14, puisque l 'activit~ biologique de celle-ci 
peut ~tre partiellement restaur~e par d6shalog6nation. Toutefois, aucune indication 
pr6cise ne peut ~tre retenue des recherches ant6rieures en ce qui concerne la thyro- 
globuline, car la d6naturation de cette prot6ine en milieu faiblement acide ou par 
l'alcool 6volue avec une facilit6 exceptionnelle. Nous nous sommes propos~ de l'ioder 
en prenant comme crit~re de sa d6naturation la diminution de sa solubilit6 en presence 
de sels neutres. La modification de solubilit6 par d~naturation que pr6sentent les pro- 
t~ines a ~t6 ~tablie par de nombreux travaux. I1 convenait, non seulement de contr61er son 
absence, mais aussi de rechercher si l 'ioduration de la thyroglobuline exerce une influence 
sur ses courbes de solubilit6 en fonction de concentrations croissantes en un sel neutre. 
En particulier, nous nous sommes propos~ d'~tudier si le taux de certaines des fractions 
mises en ~vidence sur les graphiques traduisant la solubilit~ du produit naturel aux 
diverses concentrations en sel n 'augmente pas au d~pens d 'autres apr~s halog~nation. 
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Un premier lot important  de thyroglobuline pure de Porc, renfermant o.8x~/o I dont o.22% I 
thyroxinien, a 6t6 pr6par6 ~ partir  de glandes normales 1. i5o ml de solution de cette prot6ine (x .52 mg 
N e t  o.38 mg tyrosine/ml) ont 6t6 additionn6s de 1.5 g COsNaH ce qui a amen6 le PH ~ 7 .2 (61ectrode 
de verre, i5°). Apr~s refroidissement ~ o °, on a vers6, en une demi-heure et goutte ~ goutte, i5o ml 
d'une solution d'iode N/5oo (I ---- o.254 g + IK  ----- o.5o8 g p. Iooo ml), soit i atome-gramme par 
mol6cule-gramme de tyrosine contenue dans la prot6ine. Le PH du milieu a 6t6 contr616 ~ de fr6quentes 
reprises et maintenu ~ 7.2 par des additions successives de petites quantit~s de COsNaH. Apr~s un 
temps de repos de z 5 minutes ~ o °, la solution a 6t6 dialys6e & o ° contre eau distill6e jusqu'~ 61imination 
d ' I - ,  ce qui a provoqu6 sa dilution. Elle renfermait en fin d'op6ration o.59 mg N/ml et la thyro- 
globuline pr6sente coutenait z.79~/o I total dont o.29°/o I thyroxinien. L'enrichissement en halog~ne 
6fair donc d5 ~ peu pros uniquement ~ une augmentation du taux des iodotyrosines. Un second 
lot de thyroglobuline a 6t6 pr6par6 ~ partir d'autres glandes de Porc. Elle renfermait o.5o°/o I, 
o.21% de thyroxine et  o.58°/o de diiodotyrosine. Son ioduration r6alis6e avec 1.25 atome-gramme I 
par mol6cule-gramme de tyrosine a conduit ~ une prot6ine contenant 1.63% I, o.27% de thyroxine 
et o.73~/o de diiodotyrosine; l 'enrichissement en iode a donc port6 principalement sur la monoiodo- 
tyrosine, dont le dosage ne peut pas ~tre r~alis6 avec pr6cision ~ de faibles taux. 

Des courbes de solubilit6 en presence de phosphates mono- et dipotassique ~ con- 
centration croissante ont ~t~ ~tablies dans des milieux renfermant environ I mg N 
prot~ique par mh I. sur les solutions des thyroglobulines; 2. sur des solutions des produits 
iod~s; 3. sur des m~langes en proportion diverses des unes et des autres. Dans une 
premiere s~rie d'essais, poursuivie ~ PH = 6.5, le m~lange salin employ~ a ~t~ constitu~ par 
une solution 3.5 M de phosphates mono- et dipotassique en proportion ~quimol~culaire. 
Dans une seconde, r~alis~e k PH = 7.8, nous avons mis en oeuvre une solution 3.5 M 
de phosphate dipotassique additionn~e de la quantit~ de solution 3.5 M de phosphate 
monopotassique n~cessaire pour obtenir ce pH (contr61e ~lectrom~trique). L'~lectro- 
phor~e de ces divers milieux a ~t~ syst~matiquement op~r~e, afin de d~celer l'apparition 
~ventuelle d'une h~t~rog~n~it~, que ne pr~sente pas la thyroglobuline k PH ~ 6.22". 

I1 n 'y  a pas lieu de faire figurer ici le d~tail des r~sultats obtenus, car ceux-ci 
pr~sentent une tr~s grande uniformitY. Ni les thyroglobulines natureUes, ni les produits 
lodes, ni leurs m~langes n'ont pu ~tre distingu~s les uns des autres par leurs courbes de 
solubilit~ ou par leur comportement ~lectrophor~tique ~ PH -~ 6.5 et 7.8. Les premiers 
pr~sentent les points d'inflexion d~crits dans notre travail ant~rieuz ~ et individualisant 
trois fractions aux deux PH ~tudi~s et aucune h~t~rog~n~it~ d~celable ~ l'~lectrophor~se 
n'apparait apr~s ioduration m~nag~e. La mobilit~ ~lectrophor~tique n'est pas modifi~e 
par celle-ci. 

Comme la thyroglobuline pure de Porc pr~cipite entre des limites de concentration 
en sels tr~s ~troites, de [42] ~ [48] en presence de m~lange tampon de phosphates 3.5 M 

ps  ffi 6.5 et de [38] ~ [43] PH---- 7 .8. Une modification de la solubilit~ d'une de ses fractions 
au ra r  pu ~tre diflicile ~ mettre directement en ~vidence; c'est pourquoi, nous avons 
compl~t~ nos recherches par l'essai suivant. Un m~lange du produit naturel et du produit 
iod~ (premiere preparation), dont les prot~ines renfermaient x.24% I, a ~t~ fractionn~ 

[44], [45] et [46] au m~lange ~quimol~culaire de phosphates mono- et dipotassique 
de ps  -~ 6.5 (23 °, temps d'~quilibration: 24 heures), en se plagant dans des conditions 
identiques de concentration en prot~ines (N --o.3o2 mg/ml) et l'on a d~termin~ la 
teneur en iode des produits ainsi s~par~s. Celle ci est ~gale k 1.25% I pour les prot~ines 
solubles ~ [44] ~ 1 .24% pour celles solubles ~ [45] et ~ ~.~7% I pour cenes en solution 

[46]. Pareil r~'ultat avait d~j~ ~t~ obtenu avee le produit naturel x, en sorte que les 
diverses fractions de thyroglobuline n'ont pas pu ~tre s~par~es, quel que soit le degr~ 
d'iodumtion de la prot~ine. 

* Nous remercions M. DEMANDR (Centre d 'Electrophor~e du C.N.R.S., Paris) d'avoir op~r~ 
les d~termln~tions ~lectrophor~tiques dont il est fait ~tat darts ce travail. 
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DISCUSSION DES I~SULTATS 

x. Sur  l'h~t~rog~n~it~ de hi thyroglobulins et sur sa caract~risation dans un m~lange 

Les buts initiaux de notre travail ~taient, d'une part de contrSler l'existenee de 
eette h~t~rog~n~it~, et, d'autre part de pr~ciser clans queUe mesure elle peut ~tre rat- 
tach6e ~ la presence de fractions diversement iod~es d'une m~me prot~ine. Des r~sultats 
signifieatifs ont ~t~ obtenus. En effet, la solubilit~ de la prot~ine marquee par l'iode 
radioactif, identique ~ eelle du prodnit naturel, a permis k cet ~gard un eontrSle, dont 
l 'examen des figures reprodnites plus hant a rendu compte. Darts tons les cas, l'insolu- 
bilisation de la prot~ine radioactive en fonction de concentrations croissantes en sels 
neutres traduit son h~t~rog~n~it~; trois fractions thyroglobuliniques sont en g~n~ral 
identifi~es, tant  dans les preparations purifi~es que dans les extraits brats des glandes 
provenant d'animaux normaux. L'hypdth~se selon laquelle ces fractions pourraient 
correspondre ~ des produits diversement iod~s ne doit pas ~tre envisag~e, ear la solnbilit6 
de la thyroglobuline artificiellement enrichie en iodotyrosines sans d~naturation est 
k tous ~gards identique ~ celle de la prot~ine naturelle. Par ailleurs, le m~lange de l'une 
et de l 'autre ne conduit ~ aucune modification de cette proprietY. Des differences dans 
les teneurs en iode total, ou dans la valeur du rapport: I totaliI thyroxinien, ne se sont 
pas montr~es susceptibles d'expliquer l'h~t~rog6n~it~ observ~e et la question de la 
formation d'agr~gats dans les milieux riches en sels neutres doit ~tre posse. L'ultra- 
centrifugation des solutions dilutes de thyroglobuline en milieu panvre en eeux-ci y 
r~v~le l'existenee de particules d'une seule taille k PH = 6.6 (2.x5), mais de nouvelles 
reeherches sont n~cessaires pour ~tablir s'il enes t  bien ainsi dans les conditions oh notre 
~tude a ~t~ poursuivie. 

Le fait qu'il est possible d'~tudier la thyroglobuline marquee en mettant  en oeuvre 
sa radioactivit~ conf~re aux r~sultats des recherches bas~es sur celle-ci une grande 
objectivitY. Le rep~rage de la thyroglobuline marqu6e dans un m~lange de prot~ines 
tel qu'il peut ~tre r~alis~ ~ partir  de la Fig. 5 illustre queUe peut ~tre l'efficacit~ du 
fractionnement de m~langes au moyen des sels neutres, dans le cas oh le produit que 
l'on se propose de s~parer n'est pas adsorb~ ou combin6 k d'autres prot~ines*. Son 
application aux extraits thyroidiens (Figs. 3 et 4) permet de contr61er la validit~ de la 
m~thode de preparation de la thyroglobuline que nous avons propos~e dans un travail 
ant~rieur 1. Par ailleurs, les observations faites sur des m~langes prot~iques renfermant 
un constituant marqu~ reposent sur un principe dont l'int~r~t d6passe l'~tude des 
thyroglobulines. Elles apportent une contribution nouvelle k l'~tude du fractionnement 
des prot~ines que l'un de nous poursuit avec Y. DERgIES. 

2. Sur  la t~yroglobuline des aniraaux normaux et sur les caract~res des  prot~ines lodges 
d'extraits tltyrogdiens obtenus darts des conditions exp~rimentales diverses 

Plusienrs faits m6ritent d'etre sommairement discut6s, ~ savoir la sp6cificit~ des 
thyroglobulines de Pore et de Chien et les modifications de composition des extraits 
glandulaires apr~s administration de thyr~ostimnline on d'antithyroidiens. 

Les thyroglobulines de Pore et de Chien marqu6es pr~sentent des caract~res de 
solubilit6 pratiquement identiqnes darts des milieux de concentrations croissantes en 

* Cette r~serve est impor tante  ~ formuler car, dans le cas des m~langes de thyroglobulines de 
solubilit~ diff~rente en presence de sulfate d ' ammon ium (Chien et Porc), l ' iusolubilisation d 'un  des 
const i tuants  du m~lange entratne celle de Fautre. 
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phospha tes  alcalins,  mais  non dans  ceux renfe rmant  du sulfate & a m m o n i u m  oh la 
seconde est soluble k des concent ra t ions  en sels p lus  dlevdes que la premiere .  Des diffe- 
rences du  m~me ordre  ont  ~td raises en ~vidence dans  le cas de nombreuses  h~noglob ines  
sanguines  de divers  an imaux ,  dtudides pa r  l ' un  de nous, et  t r a du i s a n t  la  sp~cificit~ de 
ces p igments .  La  signification de celles observ6es au cours du t r ava i l  ac tue l  est  la  m~me. 
De faibles ~carts  ent re  les teneurs  en tyros ine  des thyroglobul ines  de Porc  (3.zo%) e t  
de Chien (3.46%) ont  d~jk dt~ s ignal , s  s e t  leur  diffdrence de solubili t~ ddmont ren t  p lus  
ne t t emen t  encore qu'el les  ne 
sont  pas  ident iques ,  ns/,~c Z:Normat  2I:rhy~ostimu//ne 2E:Pr~oxlthiou,'a61e 

Les r~sul ta ts  acquis pa r  
l '~ tude des ex t ra i t s  thyro id iens  
do ivent  ~tre examines  de divers  
po in ts  de rue .  I1 y a lieu de le 
faire ~ p a r t i r  des graphiques  
reprodui t s  sur  les Figs.  6 k 9 
et  de l 'express ion diff~rentielle 
des courbes qui  y sont  pr~sen- 
t~es n,  don t t rois  exemples  ont  
~t~ rassembl~s dans  la Fig.  zo. 
Ceux-ci t r adu i sen t  les var ia -  
t ions A S/A C en fonction de C, 
calcul~es comme il a ~t~ indiqu~ 
dans  un  precedent  t r ava i l  1. I ls  
pe r m e t t en t  de Iocaliser les 
f ract ions rad ioac t ives  pa rmi  
les prot~ines s ' insolubi l i sant  
aux  diverses concent ra t ions  en 
sel*, mais  il  ne convient  pas  

f°  vi ' I ' I 'c ; 

o -sO 5o"  ° so c 

Fig. zo. Variations de A S/A C en fortction de C calculdes par 
diffdrenciation de courbes se solubilitd des protdines totales et 
des fractions protdiques marqudes d'extraits thyro'idiens de 
chiens: I, normal; II, traitd par la thyrdostimuline; III,  traitd 
par le propylthiouracile (PH = 6.6, t 23 °, temps d'dquilibra- 
tion: 24 heures). 
S = Solubilitd des protdines (% des protdines totales) par unitd 
de concentration en sulfate d'ammonium (tracd continu ) 
et radioactivitd des fractions dissoutes par unitd de concen- 
tration en sel (tracd discontinu . . . . . .  ) ; C = concentration 
en sulfate d'ammonium en % de la saturation. 

d ' a t t r i b u e r  une signification quan t i t a t i ve  aux  surfaces des aires cor respondant  ~ chacun 
des cons t i tuants .  

Chez les an imaux  normaux ,  les fract ions marqu6es  repr6sentent  environ 80% des 
prot~ines to ta les  des ex t ra i t s  thyroidiens** et  leurs caract~res (limites de concentra t ions  
en sels en t re  lesquelles elles s ' insolubil isent ,  nombre  des fractions) sont  ceux de l a  thy ro -  
globuline de l 'esp~ce 6tudi6e. Chez les an imanx  t r a i t ~  k la thyr6ost imul ine ,  les p rodui t s  
radioact i fs  ne cons t i tuent  p lus  que 25 ~ 35 % des prot6ines to ta les  des extra i ts ,  mais  leurs 
caract~res demeuren t  ceux propres  k la thyroglobul ine  des sujets  n o r m a u x  de la m~me 
esp~ce. L a  signification de ce fai t  pa r a i t  ~tre la suivante .  La  for te  s t imula t ion  de 
l ' ac t iv i t6  thyro id ienne  pa r  r h o r m o n e  hypophysa i r e  a pour  cons6quence l 'u t i l i sa t ion  
rap ide  de la thyroglobul ine  au fur  et  k mesure de sa  format ion,  en sorte  que la g lande  
devien t  alors tr~s pauvre  en cet te  prot6ine;  la synth~se de celle-ci est  acc616r6e pour  

* La diffdrenciation des courbes S = f (C) a dr6 opdrde ~t partir du calcul de AS (% S prdcipitaut 
dans chaque intervalle de concentration saline AC, 6gal ~t i % de solution satm6e de sulfate d'am- 
monium dans les exemples choisis). Comme dans routes les figures ant~rieures, nous avons ddsign6 
par S soit le pourcentage des protdines totales (trait continu), soit le pourcentage de la radioactivitd 
(trac~ discontinu) en solution ~t chacune des valeurs de C, concentration en sulfate d'ammonium 
exprimde en % de la saturation en ce sel. 

** Sauf lo~que les animaux ont 6t6 mal saign& et lorsque la glande n'a pas ~t6 soigneusement 
di~qu6e,  auquel cas la thyroglobulive peut ne repr6senter que 5o ~ 7o% des prot~ines totales. 
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permettre la formation de thyroxine k un rythme plus rapide (voir p. z4) mais son 
hydrolyse enzymatique l'est ~galement, puisque la glande s'appauvrit en prot~ine iod~e. 
Cet aspect particulier de l'action de la thyr~ostimuline a d~jk ~t~ envisag~ par DZIEMIAN 16, 
par DE ROBERTIS 1~, pour lesquels rhormone stimule l'activit~ catheptasique du corps 
thyroide. Nos recherches corroborent les r~sultats obtenus par ces auteurs. L'hydrolyse 
enzymatique de la thyroglobuline apparatt comme susceptible d'acc~l~rer indirectement 
la synth~se de cette prot~ine par rupture d'un ~quilibre et, de ce raft, de permettre une 
formation plus rapide de thyroxine. 

Chez les chiens normaux ou en hyperactivit~ s6cr~toire, la thyroglobuline est la 
seule prot~ine lodge pr6sente clans les extraits glandulaires et ses caract~res ne sont pas 
modifies par la mise de l'organe en activit~ "forc~e". Ii n'en est plus de m~me lorsque 
les animaux ont 6t~ trait~s par des d~riv~s du thiouracile (propyl ou benzyl). Les extraits 
de la glande renferment alors de 4o k 60% des prot~ines iod~es totales dont les caract~res 
sont ceux de la thyroglobuline de chiens normaux, mais 4o tt 60% des prot~ines iod~es 
y sont diff~rentes de celle-ci. Ces fractions prot~iques ne pr~cipitent qu'k des concen- 
trations beaucoup plus ~lev~es en sels neutres et nous en avons constat~ l'existence 
dans les trois cas ~tudi~s. I1 en d~coule que l'action des d~riv~s du thiouracile ne corn- 
porte pas seulement une inhibition de la formation de la thyroxine et de ses pr~curseurs. 
De la thyroglobuline, substrat physiologique du processus d'ioduration, est bien encore 
synth~tis~e par la glande, mais elle est alors accompagn~e d'autres iodoprot~ines d'un 
type different, absentes de l'organe normal*. I1 est pr~matur~ de discuter au sujet de 
la nature de ces prot~ines; l'~tude de leur fractiormement et ceUe de leurs constituants 
iod~s (lode "faiblement combin~" ou acides aminds iod~s divers), clue nous nous pro- 
posons d'entreprendre, permettront seules de le faire. Mais on peut d~s mai~tenant 
remarquer que les travaux consacr~s ~ l'~tude des iodoprot~ines provenant de corps 
thyroides anormaux s, 4 comportent un facteur d'impr~cision susceptible d'en diminuer 
sensiblement l'int~r~t. En effet, la s~paration de ces prot~ines ne saurait alors ~tre 
bas~e uniquement, comme elle l 'a ~t~ jusqu'ici, sur l'application des m~thodes de fraction- 
nement ~labor~es pour l'~tude des organes normaux 1, s. Ces m~thodes isolent la thyroglo- 
buline pr~sente et ~liminent les prot~ines lodges de caract~re different susceptibles de 
l'accompagner. De premiers essais poursuivis sur des go~tres humains nous ont montr~ 
que l'on peut y rencontrer des fractions lodges dont la solubilit~ diff~re de celle des thy- 
roglobulines normales. Aussi l'~tude des prot~ines thyroidiennes de caract~re pathologi- 
que, k laqueUe nous nous sommes attaches, doit-eUe ~tre reprise sur des bases nouvelles. 

En d~finitive, la synth~se de la thyroglobuline paraft donner naissance ~ une 
prot~ine d'un type toujours identique, que l'activit~ de l'organe soft fortement augment~e 
par la thyr~ostimuline ou diminu~e par les d~riv~s du thiouracile; reals, elle va de pair 
dans ce dernier cas avec la formation d'autres iodoprot~ines en m~me temps qu'avec 
un ralentissement de la thyroxinog~n~se. De nouveUes recherches sont n~cessaires pour 
relier celle-ci k la nature des prot~ines thyroIdiennes dans lesquelles eUe ~volue. 

* Bien que la solubilit6 de la thyroglobuline synthdtis~e par les antmaux trait~s aux ddriv6s 
du thiouracile soft identique /t ceUe provenant de chiens normaux, il n'est pas impossible que la 
composition des unes et des autres diff&re. 
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~ S U M ~  

z. De la thyroglobuline .marqu6e par l'iode radioactif (~tI) a 6t6 pr6par6e ~ partir  du corps 
thyroide (Bo~uf) perfns6 avec un milieu renfermant des iodures marqu&, ou du m~me organe (Chien, 
Porc) provenant d 'animaux ayant re~u une injection de ces sels. L'6tude de la solubilit6 de cette 
prot~ine en pr6sence de sels neutres g concentration croissante (sulfate d'ammonium, m~lange 6qui- 
mol6culaire de phosphates mono- et dipotassique) a 6t6 poursuivie en se basant A la lois sur des 
dosages d'azote prot6ique et sur des mesmes de radioactivit6. Ces derni&res ont permis d'identifier 
l'iodoprot6ine dans des m~langes complexes, de suivre s61ectivement sa precipitation et de contr61er 
sa purification. 

2. Les thyroglobulines de Bceuf et de Porc ne peuvent pas ~tre distingu6es l 'une de l 'autre par 
leur solubilit~ dans des milieux de concentration croissante en sulfate d 'ammonium ou en phosphates 
de potassium, tandis que celle de Chien pr6sente ~ cet ~gvrd des caract&res SlX~,cifiques. 

3. L'identification de la thyroglobuline marqu6e daas un m~lange au moyen de sa radioactivit~ 
et de sa solubilit6 a permis d'6tudier la composition des extraits thyroidiens provenant d 'animaux 
normaux (Chien, Porc) et d'animaux (Chien) dont l 'activit6 thyroidienne a 6t6 soit tr&s fortement 
augment6e par l 'admiuistration de thyr6ostimuline, soit inhib6e par celle de benzyl- ou de propyl- 
thiouracile. L'injection de doses r6p6t6es de thyr6ostimuline provoque un appauvrissement des 
extmits  en iodoprot6ine, mais celle-ci conserve alors les m~mes caract&res que chez les animaux 
normaux. I1 eD d6coule que l 'hormone hypophysaire, dont il a 6t6 ant6rieurement 6tabli qu'elle 
acc61&re la formation de la thyroxine, dolt augmenter ~ la lois la synth~se de la thyroglobuline et 
rhydrolyse enzymatique de celle-ci et cela sans modifier la na tme de ces processus. 

~ s  extraits des glandes d'animaux ayant  re~u des d6riv& du thiouracile renferment non seule- 
ment de la thyroglobuline de m~me solubilit~ que celle des sujets normaux, mais aussi des iodo- 
prot~ines diff6rentes de celle-ci. Ces corps n 'ont  pas pour seule action un~ r6duction de l'activit~ 
thyroidienne, mais ils provoquent aussi la formation d'iodoprot~ines diff&entes de la thyroglobuline 
en m~me temps qu'ils ralentissent celle de cette derni~re; leur action comporte donc sans doute une 
certain d6r&glement de la synth~se des prot~ines thyroidiennes. 

4. La thyroglobuline marquee pr6sente la m~me h6t6rog6n6it6 que la prot6ine non radioactive 
et sa solubilit~ ~ des concentrations croissantes en sels neutres traduit  au g6neral l 'existence de trois 
fractions. L'ioduration artificielle de la thyroglobuline ~ un degr6 plus ou moins grand, sans d~natu- 
ration, ne modifie ni ses caract~res de solubilitY, ni son homog~n6it~ ~lectrophor~tique. L'h~t~ro- 
g6n~it~ de cette prot~ine au regard des tests de solubilit~ ne traduit  donc pas l 'existence de fractions 
plus ou moins iod6es; sa nature demeure A ~tablir. 

SUMMARY 

I. Thyroglobulin marked with radioactive iodine (mI) has been prepared from thyroid gland 
(ox) by perfusion with a solution containing marked iodides, or from the same gland (dog, pig) of 
animals which received an injection of the same salts. The study of the solubility of this protein 
in the presence of neutral salts (ammonium sulphate, equimolecular mixture of mono- and dipotassium 
phosphates) has been continued, based on the determination of the protein-nitrogen and on the 
measurements of the radioactivit F. These latter measurements have allowed the identification of 
the iodoprotein in complex mixtures, the following of its selective precipitation, and the controlling 
of its purification. 

2. Ox and pig thyroglobulins cannot be distinguished from each other by their solubility in 
solutions of increasing ammonium sulphate and potassium phosphates concentration, while the prepa- 
ration from the dog possesses specific properties in this respect. 

3. The identification cf marked thyroglobulin in mixtures with the help of its radioactivity 
and of its solubility has made possible the investigation of thyroid extracts from normal animals 
(dog, pig) and from those animals (dog) the thyroid activity of which was considerably increased 
by administration of thyreostimulin or which was inhibited by benzyl- or propylthiouracil. Repeated 
injections of thyreostimulin caused a decrease of iodoprotein in the extracts, but  they still had the 
same properties as those of normal animals. From this it  follows that  the hypophysis hormone, of 
which i t  has already been established that  i t  accelerates the formation of thyroxine, must  increase 
simultaneously the synthesis of thyroglobulin and its enzymatic hydrolysis and tha t  without altering 
the nature of these processes. 

Gland extracts of animals treated with derivatives of thiouracil contain not only thyroglobulin 
of the same solubility as that  of normal animals, but also other iodoproteins. These thiouracil deriva- 
fives not only decrease the activity of the thyroid gland but  also cause the formation of iodoproteins 
different from thyroglobulin, while at  the same time slowing down the formation of the latter. Their 
action thus no doubt consists in some disturbance of the synthesis of thyroid proteins. 

4. The marked thyroglobulin shows the same heterogeneity as the non-radioactive protein and 
its solubility at  various concentrations of neutral salts in general indicates the presence of three 

Bibliogmphie p. 588. 



5 8 8  J. ROCHE et al. VOL. 6 7 ( I 9 5 I ~  ' 

fractions. Artificial iodination to a more or less considerable degree without denaturation alters 
neither the solubility properties nor the electrophoretic homogeneity of the thyroglobulin. The fact 
that  this protein appears in solubility investigations to be heterogeneous does thus not prove the 
presence of fractions iodinated to a greater or lesser extent;  its nature remains to be established. 

ZUSAMMENFASSUNG 

I. Mit radioaktivem Jod (XSlI) markiertes Thyroglobulin wurde aus Schilddriise (Ochs), die mit  
einer, markierte Jodide enthaltenden L6sung durchstr6mt war, oder aus Schilddriise (Hund, Schwein) 
yon Tieren, die eine Injektion yon solchen Salzen erhalten hatten, hergestellt. Die L6slichkeit dieses 
Eiweisstoffes in Gegenwart von Neutralsalzen (Amoniumsulfat, ~iquimolekul~ire Mischung yon 
prim~irem und sekund~ixem Kaliumphosphat) wurde durch Bestimmung des Protein-Stickstoffes und 
Messung der Radioaktivit~t fortgesetzt. Die Radioaktivit~tsmessungen haben erlaubt, das Jodo- 
protein in komplexen Gemischen zu identifizieren, seine Fiillung selektiv zu verfolgen und seine 
Reinigung zu kontrollieren. 

2. Die Thyroglobuline vom Ochsen und yore Schwein k6nnen dulch ihre L6slichkeit in Medien 
von steigender Amoniumsulfat- und Kaliumphosphatkonzentration nicht unterschieden werden, 
wiihrend das Thyroglobulin yore Hund in dieser Hinsicht spezifische Eigenschaften besitzt, 

3. Die Identifizierung yon markiertem Thyroglobulin in Gemischen mit Hilfe seiner Radio- 
aktivit~t und seiner L6slichkeit hat  es erm6glicht, die Zusammensetzung yon Schilddriise-Extrakten 
yon ~ormalen Tieren (Hund, Schwein) und von solchen Tieren (Hund) zu untersuchen, deren Schild- 
driisen-Aktivitiit entweder durch Zufuhr yon Thyreostimulin stark erh6ht war, oder durch Benzyl- 
oder Propylthiomacilzufuhr gehemmt war. Wiederholte Thyreostimulin-Injektionen bewirken eine 
Abnahme des Jodoproteingehaltes der Extrakte,  aber das Jodoprotein behalf dieselben Eigenschaf- 
ten, wie bei normalen Tieren. Hieraus folgt, dass das Hypophysenhormon, yon dem friiher festgestellt 
worden war, dass es die Thyroxinbildung beschleunigt, die Synthese und die enzymatische Hydrolyse 
des Thyroglobulins gleichzeitig verst~rken muss und zwar ohne die Natur dieser Vorg[tnge zu ver- 
~ndern. 

Driisenextrakte yon mit  Thiouracilderivaten vorbehandelten Tieren enthalten nicht nut 
Thyroglobulin yon gleicher L6slichkeit wie dasjenige yon normalen Tieren, sondern auch andere 
Jodoproteine. Die Thiouracilderivate vermindern nicht nur die Aktivit£t der Schilddriise sondern 
sie bewirken auch die Bildung von Jodoproteinen, die yore Thyroglobulin verschieden sind, w~hrend 
sie die Bildung des letzteren verlangsamen; sie greifen also zweifellos in die Synthese der Schild- 
driisenproteine ein. 

4. Markiertes Thyroglobulin ist ebenso heterogen wie das nicht radioaktive Eiweiss und seine 
L~slichkeit bei verschiedenen Neutralsalzkonzentrationen l[£sst im allgemeinen das Vorhanden von 
drei Fraktionen erkennen. Kiinstliche, mehr oder wenigen stsxke Jodierung ohne Denaturierung 
ver£ndert weder die LSslichkeitseigenschaften noch die elektrophoretische Einheitlichkeit des Thyro- 
globulins. Die Tatsache, dass dieses Protein in den L~slichkeitsversuchen heterogen erscheint, beweist 
also nicht das Vorhandensein yon mehr oder weniger jodierten Fraktionen; sie harrt  noch ihrer 
Auf kl~irung. 
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