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CHROMATOGRAPHIE QUANTITATIVE 

DES ACIDES AMIN]~S IOD]~S RADIOACTIFS DE LA 

THYROGLOBULINE MARQU1~E 

par  

J E A N  ROCHE, MARIAN JUTISZ*, SERGE LISSITZKY ET RAYMOND MICHEL 

Laboratoire de Biockimie g~n~rale et compar~e, Coll~ge de France, Paris (France) 

Les acides amines radioactifs marquis par mI  ont ~t6 caract6ris~s dans les extraits 
thyroidiens et dans leurs hydrolysats par s~paration chromatographique sur papier 
suivie de l'obtention de radioautogrammes, et le dosage approximatif de ces corps dans 
les taches ainsi individualis~es a 6t~ r~alis6 par celui de l'iode total qu'elles renfer- 
mentl,2, 3. Les principaux r~sultats acquis par cette m~thode sont, d'une part ,  la carac- 
t~risation de la 3-monoiodotyrosine en rant que pr6curseur de la 3,5-diiodotyrosine et 
de la thyroxine dans les prot6ines thyroidiennes 1,2 et, d'autre part, celle de traces des 
trois m~mes corps k l'~tat libre dans les extraits glandulaires 3. N~anmoins, l'hydrolyse 
alcaline de tr~s petites quantit~s de thyroglobuline marqu6e mise en oeuvre pour lib6rer 
ces acides amin6s entraine la d~sioduration d'une partie importante de ceux-ci, processus 
dont il n'est pas certain qu'il ne conduise pas k la formation du d~riv~ monoiod~; il en 
est de m~me de l'action d'enzymes thyroidiens sur des traces de diiodotyrosine. Par 
ailleurs, les radioautogrammes publi6s jusqu'ici offrent un degr~ de complication assez 
grand, dfl k la presence d'un m~lange de produits lodes dont certains sont real d~finis. 
Aussi y avait-il lieu d'6tendre les recherches en cours sur l'existence de la 3-monoiodo- 
tyrosine comme constituant de la thyroglobuline et sur les produits de la prot~olyse 
physiologique de cette prot~ine. I1 convenait pour cela de disposer d'une technique plus 
simple et, si possible, plus pr6cise que la radioautographie. Le but de ce m&-noire est 
de d6crire celle, bas~e sur un principe d~jk mis en oeuvre par KESTON, UDENFRIEND ET 
LEVY ~, que nous avons 61abor6e pour s~parer et doser les acides amines et les peptides 
lodes radioactifs dans leurs m61anges. 

PARTIE EXP~-RIMENTALE 

Les travaux ant6rieurs sur la chromatographie de la thyroxine, de ses d6riv~s et 
de ses pr~curseurs 5,6,~ et sur le rep~rage radioautographique des m~nes corps marqu6s 
ainsi s~par6s 1,2,8 ont servi de point de d~part ~ nos recherches. CeUes-ci, poursuivies 
sur de la thyroglobuline radioactive renfermant lsq, ont comport6, d'une part, la raise 
au point de la sc~paration de traces d'acides amines lodes marquis k partir d'hydrolysats 
prot~iques et, d'autre part, ceUe d'une technique de chromatographie quantitative bas~e 
sur la radioactivit6 de ces corps. 

* Laboratoire de Chimie biologique, Facult~ des Sciences, Paris. 
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I. MaUrieZ d'~tude, preparation et [ractionnement des hydrolysats. 

La thyroglobuline marqu6e a 6t6 pr6par6e ~ partir  de corps thyroide de chiens ayant  
regu 24 heures avant le pr61~vement de l'organe o.5-I.O miUicurie x81I ~ l'6tat d'iodure 
de sodium, sans entratneur*, selon une technique d6erite par certains d'entre nous 8. Les 
pr6parations se pr~tant le mieux k l'6tude projet6e pr6sentaient une radioactivit6 de 
o.5 k I.O. IO e impulsions/min]mg N. La prot6ine marqu6e a 6t6 soumise, par portions 
de 5o mg, ~ l'action de divers agents d'hydrolyse, afro d'en lib6rer quantitativement 
les acides amin6s iod6s. 

Cette op6ration ne peut pas ~tre r6alis~e au moyen de r6actifs acides, lesquels 
provoquent une d6shalog6nation assez rapide des iodotyrosines. Elle l'a 6t6 tout d'abord 
par la sonde ou la baryte, selon urge technique adopt6e dans des t ravaux ant6rieurs x, 2. 
Les quantit6s d'iode apparaissant alors ~ l'6tat d'iodures sont tr~s importantes; aussi 
nous sommes-nous arr~t6s par la suite k l 'hydrolyse trypsique pour 6viter toute modi- 
fication des acides amin6s iod6s, les produits identifi6s pouvant, dans ces conditions, 
~tre consid~r~s ~ coup stir comme des constituants de la thyroglobuline. Des ~chantillons 
de 50 mg de thyroglobuline marquee dissous dans I ml d'eau ont ~t~ hydrolysis pendant 
13 heures k zoo ° en tube scell~, les uns par I ml NaOH 2 N, les autres par x ml 
Ba(OH)2.8H~O ~ 8%. D'autres ont ~t~ trait~s par 7 nag d'une preparation purifi~e de 
trypsine (m~lange de prot~inases pancr~atiques Armour, Chicago) ~ PH = 8.4 et tt 38 ° 
pendant 48 heures, sous toluene. 

I1 ~tait n~cessaire, l 'hydrolyse une fois termin~e, de s~parer quantitativement les 
acides amines iod~s pour les soumettre k la chromatographie. Nous y sommes parvenus 
en trai tant  par le n-butanol les hydrolysats port ,s  ~ pn = x.o. Ce solvant extrait la 
thyroxine des milieux acides ou alcalins ~,~° et nous avons ~tabli que la diiodotyrosine 
et la monoiodotyrosine ne sont extraites quantitativement par lui qu'k pH = I.O-2.o, 
des pertes importantes ~tant enregistrc~es aux pn  sup~rieurs k 3.o. 

Les hydrolysats de thyroglobuline, d 'un volunae de a ml, on/; ~tA additionn~s de o.2 rag de 
naonoiodotyrosine, de o.a nag de diiodo~yrosi~e, de o.a nag de thyroxine et, dams certains ca,s, de 
o. 3 nag de INa, servant de substances d'entralnenaent pour les traces de dc~riv~s marquis  pr~sentes, 
puis de o. 5 nal d'acide chlorhydrique concentr& Apr~s avoir compl~t~ ~ 6 ml par de l'eau distill~e 
on a extrait  3 lois par 6 nal de butanol pr~lablenaent agit~ au contact de C1H o. x N. Les solutions 
butanoliques ont ~t~ rassenabl~es, centrifug~,es pour ~linainer conapl~tenaent la phase aqueuse, puis 
conce~tr~es sores vide t~ une tenap~rature inf~rieure ~ 5 o°. Apr~s reprise du r~sidu sec par quelques 
nal d'eau distill~e, or~ a s~ch~ ~ nouveau sous vide afin d'~liminer l 'acide chlorhydrique libre et dissous 
dams x ml NH~OH N le r~sidu obtenu, lecluel renferme la to ta l i~  des acides amines iod~s, des iodures 
et, ~ventuellenaent, des peptides iod~s. 

2. Chromatographic quantitative o~ ~tabllssament des diagrammes de radioactivit~ (radio- 
chromatogrammes) 

Principe. On pr6pare un chromatogramme sur papier de la solution ~ 6tudier et 
d'une solution de r6f6rence renfermant des corps iod~s connus. On y r6v~le par des 
r6actifs appropri6s les constituauts lodes afin de les rep6rer avec pr6cision par rapport 
aux corps de r6f6rence et de les identifier. Le ehromatogramme (5o cm de long) est alors 
d~coup6 en lani~res de I cm de large et l'on mesure an compteur de GEICER-MOLLER 
la radioactivit6 de chacune de ceUes-ei. Les r~sultats sont exprim6s graphiquement (voir 
Fig. I), en courbes qui traduisent la radioactivit6 du chromatogramme en fonction de 
la distance k partir  de l'origine. La d6nomination de radiochromatogramme nous paratt  

* Nous remercioms le laboratoire d 'Harwell  (Angleterre) de nous avoir ~ourni l 'iode radioactif 
utilis~ dams ce travail, grace ~ l 'obligeant interm&liaire du C.N.R.S. (Paris). 
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appropr i~e  pour  d~signer ces courbes.  El les  p r~sen ten t  une  succession de clochers don t  
la  pos i t ion  caract~rise  d ivers  cons t i t uan t s  iod6s du m61ange ~tudi~ ident iques  ~ ceux 
repor t s  sur  le c h r o m a t o g r a m m e  de r~f~rence ou inconnus.  L ' a i r e  des surfaces correspon-  
d a n t  ~ la  rad ioac t iv i t~  de chacune  des taches  d~finit le t a u x  re la t i f  de chaque  corps 
marqu~  present .  

Justification et mode opkratoire. Le m~lange bu tano l -ac ide  ac~t ique-eau a ~t~ adopt~  
pour  la s6para t ion  des t ro is  acides amines  iod6s (mono-, d i iodotyros ine  et  thyrox ine)  et  
des iodures,  la  r6v61ation des taches  du  c h r o m a t o g r a m m e  p a r  la n inhydr ine  6 tant  p lus  
sa t i s fa i san te  que si l 'on  emploie  l ' a m m o n i a q u e  comme phase  s ta t ionna i re  ~, s, ~. 

Des essais pr61iminaires ont 6t6 poursuivis sur quatre solutions renfermant respectivement, 
par ml, 1.5 mg de monoiodotyrosine, 2.3 mg de diiodotyrosine, 3.0 mg de thyroxine et i.o mg de I1~a 
darts NH4OH 2 N e t  sur leur m61ange. Des volumes ~gaux de ces solutions ont ~t~ d~pos~s au moyen 
d'un capillaire jaug~ sur une feuille de papier Whatmann No i. Le chromatogramme a ~t~ d~velopp~ 
dams un m~lange butanol 78, acide ac.~tique 5, eau 17, la phase aqueuse ~tant constitute par 5 ml 
de la phase solvant additionn~s de 5o ml d'eau. Les acides aminds ont ~t~ r~v~l~s ~ chaud par une 
solution ~ o.2~/o de ninhydrine renfermant 2% d'acide ac6tique. La technique au nitrate &argent 
propos~e 7 pour r~v61er la tache d'iodure mineral me nous a pas donn~ enti~re satisfaction. Nons avons 
employ~ dans le m~me but un r~actif ~ l'amidon, pr~par~ extemporan~ment, par m~lange de deux 
parties d'empois d'amidon ~ 1%, d'une partie de IOsK ~ 1% et d'une pattie de SO4H ~ N. La liberation 
de l'iode par Faction de ce r~actif se manifeste, ~ froid, par une coloration bleu fonc~ de la tache 
correspondan~e, disparaissanr lentement ~ la temperature du labora~ire et rapidement ~ chaud. 
II y a donc lieu de marquer l'emplacement de la coloration bleue aussitSt qu'elle a ~t~ mise en ~vidence. 
La ninhydrine ne colore plus les raches d'acides amir~s sur papier zrait~ au r~actif ~ l'amidon; il 
convient donc d'arr~ter l 'application de celni-ci ~ la hauteur de celle propre aux iodures, de s~cher 
la feuille et de continuer la r~v~lation avec la solution de ninhydrine. Cette operation ne pr~sente 
aucune difficultY, ~tant dorm,s les Rf tr~s diff~rents des iodures et des acides amines lodes. Les valeurs 
de 1~ enregistr~es dans de nombreux essais ont ~t~: INa o.2o-0.22, monoiodotyrosine o.41--o.44 , 
diiodotyrosine o.54-o.56, thyroxine 0.72--0.80. En employant comme agent de d~veloppement le 
m~lange de PARTRIDGE 11 O11 enregistre des valeurs de Rf ~gales ~ 0.20--0.22 pour INa, 0.50--0.55 
pour la monoiodotyrosine, 0.62-0.67 pour la diiodotyrosine et 0.80--0.85 pour la thyroxine. 

Nous  avons  soumis  ~ l ' ana lyse  ch roma tog raph ique  les h y d r o l y s a t s  a lcal ins  et  
t ryps iques  de thyrog lobu l ine  marquee ,  selon la  m~me techn ique  et  en j u x t a p o s a n t  sur  
la  m~me feuille de pap i e r  fi l tre I gou t t e  calibr~e des solu t ions  ~ ~tudier,  d ' u n e  rad io-  
ac t iv i t~  ~gale k xo-2o ooo impuls ions /min ,  e t  I gou t t e  calibr~e de chacune  des solu t ions  
t~moin.  Apr~s r6v~lat ion des taches  ~ la  n inhydr ine  et  ~ l ' amidon  et  rep~rage p a r  
compara i son  avec  celles des corps de r~f~rence (d~finition de leur  pos i t ion  et  d~Aimitation 
de  leur  surface p a r  u n  t r a i t  de crayon)  le c h r o m a t o g r a m m e  est d~coup~ en bandes  cor- 
r e s p o n d a n t  ~ chaque  hyd ro ly sa t .  Chaque b a n d e  est divis~e en sect ions rec tangula i res  
d 'x  cm de hau t ,  en t re  la l igne de d~par t  (d~p6t de la  gout te)  e t  le f ront  du so lvant ,  
e t  l ' on  d6termine  la rad ioac t iv i t~  de ces f rac t ions  successives du  ~hromatogramme.  Pour  
cela, chaque  sect ion est  coll6e au  moyeu  de  cel lophane gomm~e sur  un  rec tangle  de 
p a p i e r  que l ' on  a enroul$ sur  un  cy l indre  de d iam~tre  16g~remeut sup~rieur  ~ celui du 
c o m p t e u r  de G~IG~-R-MOLLER CEA cyl indr ique ,  uti l is~ comme appare i l  de mesure .  

L a  rad ioac t iv i t6  de chaque  ch roma tog ramme ,  au t o t a l  IO ~ 2o ooo impuls ions]min ,  
es t  d6termin~e sur  c inquan te  sect ions  e t  l 'on  mesure  d ' a u t r e  pa r t ,  sur  un  6chant i l lon 
t6moin,  celle d ' u n e  gou t t e  calibr~e de la solut ion soumise k l ' ana lyse .  I i  est  possible  

p a r t i r  des  d o r m . s  ob tenues  d ' 6 t ab l i r  la courbe  de rad ioac t iv i t~  re la t ive  du  c h r o m a t o -  
g r a m m e  ( rad iochromatogramme)  eu p o r t a n t  ell abscisses les d is tances ,  en cent im~tres ,  

p a r t i r  de l 'o r ig ine  (lieu de  d~p6t  de la  gout te)  et  en ordonn~es le pourcen tage  de la  
r ad ioac t iv i t6  to ta le  p ropre  ~ chacune  des sect ions  successives.  
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3. R~sultats exp~rimentaux 

Les radiochromatogrammes de la Fig. I fournissent un exemple de ceux-ci. Ils 
illustrent la caractdrisation des taches radioactives correspondant aux iodures (I) ~ la 
monoiodotyrosine (II), ~ la diiodotyrosine (III) et ~ la thyroxine (IV) et l'intensitd 
relative de leur radioactivitd. La premiere, op6rde grace au chromatogramme de rdfd- 
rence, et la seconde, ddterminde par des mesures directes, permettent l'6tablissement 
de documents reproductibles, que nous avons rdalisd sur environ trente prdparations 
sans rencontrer de difficultds techniques particulibres. 
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Fig. L Radiochromatogrammes des fractions solubles dans le n-butanol des hydrolysats sodique (A), 
baxytique (B) et trypsique (C) de thyroglobuline de Chien maxqude. I, Iodures, II. Monoiodotyrosine, 
III. Diiodotyrosine, IV. Thyroxine (conditions d'hydrolyse ddcrites dans le texte). 

Abscisses: % de lSZI total de la prise d'essai 
Ordonndes: distance (cm) de l'origine du chromatogramme. 

D I S C U S S I O N  D E S  P ~ S U L T A T S  

I1 n 'y  a lieu d'ajouter qu'une tr~s br~ve discussion ~ l'exposd des techniques 
ddcrites, afin de prdciser la signification des r~sultats. La mdthode propos~e r~alise avec 
une prdcision satisfaisante la chromatographie quantitative des corps iodds radioactifs 
dtudids. Chacun de ceux-ci dtant all prdalable localisd par rapport  ~ un chromatogramme 
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de r~f~rence, la mesure de l'intensit~ de la radioactivit6 des taches correspondantes 
permet  d'appr6cier la r~partition de l'iode radioactif entre ceUes-ci. L'individualisation 
des maxima correspondant aux taches d'iodures (I), de monoiodotyrosine (II), de diiodo- 
tyrosine (III)  et de thyroxine (IV) est r~alis~e sans aucune ambiguit~ sur les radio- 
chromatogrammes et il va  de soi que l 'existence ~ventuelle d 'autres  maxima traduira 
celle d 'autres combinaisons iod~es, en particulier de peptides. L'interpr~tation de r~sul- 
ta ts  obtenus au cours de l 'hydrolyse partielle de la thyroglobuline sous l 'action de 
diverses prot~inases sera examinee dans un prochain m~moire. 

L'expression quanti ta t ive de la r~partition de la radioactivit~ sur les chromato- 
grammes ne saurait ~tre tr~s rigoureuse. Toutefois, l 'addition de corps non marquis  
servant d'entratneurs permet  une localisation assez rigoureuse des corps marquis  sur 
les taches clans lesquelles ils sont associ~s aux premiers. La technique d~crite, susceptible 
d 'etre appliqu~e ~ d 'autres  corps radioactifs, peut  donc rendre de multiples services. 

Une conclusion particuli~re m~rite d 'etre tir~e des r~sultats obteuus, en ce qui 
couceme les constituants lodes de la thyroglobuline et leur stabilit~ en presence de 
divers agents d'hydrolyse. Le t rai tement  de la prot~ine par  la soude ou la baryte  conduit 

la liberation de quantit~s importantes d'iodures, tandis qu'il n 'en est pas de m~me 
de l 'hydrolyse trypsique. Dans l 'exemple ayant  servi ~ l '~tablissement de la Fig. I(C), 
on retrouve apr~s action de la trypsine 93 % de la radioactivit~ initiale, dont 33% dans 
la monoiodotyrosine, 330/o dans la diiodotyrosine et 27% dans la thyroxine libres*. 
L 'hydrolysat  trypsique est prat iquement d~pourvu d'iodures min6raux, tandis que ceux- 
ci renferment 7o% d'lSlI apr~s action de la soude et 39% apr~s trai tement de la prot6ine 

la baryte,  dans le cas des diagrammes A et B de la Fig. I**. I1 en d~coule que ces 
deux r~actffs r~alisent une d~sioduration tr~s importante  des acides amines de la thyro- 
globuline et que leur emploi pour lib~rer la monoiodotyrosine peut  constituer une cause 
d 'erreur importante  dans la raise en ~vidence et, a for t ior i ,  dans le dosage de celle-ci. 
Par  contre, le fait que la monoiodotyrosine est lib~r6e par  l 'hydrolyse trypsique ~tablit 
de mani~re irrefutable que cet acide amin6 est un constituant de la thyroglobuline, 
comme des gorgonines, oh il a ~t~ ~galement caract~ris~ par  deux d 'entre nous, F~O- 
MAGEOT ET LAFON l s*** .  

R]~SUM]~ 

x. Une technique de chromatographie quantitative sur papier de corps radioactifs a 6t6 61abor6e 
¢t appliqu6e A l'6tude des constituants iod& de la thyroglobuline marquee. Elle est bas6e sur l'identi- 
fication, au moyen d'un chromatogr~mme t6moin, des combinaisons halog6n6es marqu6es localis6es 
sur les taches du chromatogramme de la solution inconnue et sur la mesure de la radioactivit6 de 

* Les valeurs correspondant au taux d'~lI present darts chacun des acides amin6s n'ont de 
signification que pour l'exemple choisi (Fig. I). La monoiodotyrosine dormant naissance ~ la diiodo- 
t~rosine et une pattie de celle-ci ~ la thyroxine, la teneur en chacun de ces acides amin& marqu& 
est n&~airement variable; elle est fonction du temps auquel le corps thyroide a ~t~ pr61ev6 apr&s 
l'administration dqode marqu& 

** La Iraction de l'iode total lib~r~ ~ l'~tat d'iodures est t r~  61ev~e lorsque l'hydrolyse porte 
sur de tr&s faibles quantit~s de prot6ines. La d~sioduration est beaucoup moins importante si l'on 
op&re sur de plus grandes quantit6s de prot~ines, en particulier dans le but de doser la diiodotyros/ne 
ou la thyroxine par des m~thodes chimiques; elle atteint rarement Io% d'I total avec les techniques 
usuelles. 

*** On ne saurait tirer des taux rela~ils d'~II pr6sent darts la monoiodotyrosine une conclusion 
en ce qui concerne la  teneur de la prot~ine e n c e t  acide amin~; il eonviendrait pour cela de commttre 
la teneur en lode total  (U~l + ~II)  de la tache dans laquelle il est Iocalis~. 
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celles-ci. L'expression graphique des r&ul ta ts  est une courbe (radiochromatogramme) sur laquelle 
la pr6sence de chaque cons t i tuant  radioactif  se manifeste par  un  maximum correspondant /L une 
aire proportionnelle g la  quantitA d ' m I  qu' i l  apporte. 

2. De la monoiodotyrosine est lib6r6e par  l 'hydrolyse trypsique de la thyroglobuline radioactive 
avec de la diiodotyrosine et  de la thyroxine marqu&s, et  cela sans que des iodures apparaissent  
simultan~ment,  comme lors des hydrolyses sodique ou baryt ique de la prot6ine. Ce raft, joint  g des 
observations ant6rieures, 6tabli t  avec cert i tude la pr&ence de la monoiodotyrosine parmi les con- 
s t i tuants  naturels  de la thyroglobuline. 

SUMMARY 

1. A procedure for the  quant i ta t ive  paper  chromatography of radioactive substances has been 
worked out  and applied to the  investigation of the ionated const i tuents  of marked thyroglebulin.  
I t  is based on the identification (with the help of a comparison chromatogram) of marked halogen 
compounds localized in the  spots of the chromatogram of the unknown solution and on the measure- 
ment  of their  radioactivity.  The graphical expression of the results is a curve (radiochromatogram) 
in which the  presence of each radioactive const i tuent  is shown by a maximum, corresponding to an  
area which is proportional to the  amount  of ~1I. 

2. Monoiodotyrosine is l iberated by  t rypt ic  hydrolysis of radioactive thyroglobulin, along with 
diiodotyrosine and marked thyroxine. This occurs wi thout  the simultaneous appearance of iodides, 
as is the  case during hydrolysis of the  protein wi th  soda or baryta.  This fact and previous observations 
establish with cer ta inty the presence of monoiodotyrosine among the natural  const i tuents  of thyro- 
globulin. 

ZUSAMMENFASSUNG 

L Eine Arbeitstechnik fiir die quant i ta t ive  Papierchromatographie yon radioaktiven Stoffen 
wurde ausgearbeitet  und auf die Untersuchung der jodhalt igen Bestandteile des markierten Thyro- 
globulins angewendet. Sie griindet sich auf die Identifizierung (mit Hilfe eines Vergleichschromato- 
gramms) der markier ten Halogenverbindungen, welche auf den Flecken des Chromatogramms der 
unbekannten  L6sung lokalisiert  sind und auf die Messung der Radioakt ivi t~t  dieser Verbindungen. 
Der graphische Ausdruck der Ergebnisse is t  eine Kurve (Radiochromatogramm) auf der sich das 
Vorhandensein jedes radioakt iven Bestandtei ls  dutch ein Maximum zu erkennen gibt;  dieses Maxi- 
mum entspr icht  einer Oberfl~che, die der mJ-Menge  proportional ist. 

2. Bei der Hydrolyse veto radioakt iven Thyroglobulin mi t  Hilfe yon Trypsin wird Monojod- 
tyrosin zusammen mi t  markier tem Dijodtyrosin und Thyroxin frei und zwar ohne dass gleichzeitig 
Jodide auftreten, so wie bei der Hydrolyse des Proteins mi t  Natronlauge oder Baryt.  Diese Tatsache 
steUt, zusammen mi t  friiheren Beobachtungen, mi t  Sicherheit lest, dass Monojodtyrosin zu den 
nati ir l ichen Bestandtei len des Thyroglobulins gehOrt. 
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