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La cin6tique de l'ioduration de la tyrosine I,*, 3 et de l'histidine 4 a conduit LI 
admettre que, lots de la r6action: RH, + 213 = RI2 + 2HI, la formation du d6riv6 di- 
halog6n6 est pr6c6d6e de celle de la combinaison monosubstitu6e de l'acide amin6. L'6vo- 
lution de cette 6tape initiale du processus d6terminerait la vitesse de la dihalog6nation, 
car " le  second atome d'iode r6agit instantan6ment d~s que le premier s'est fix6 au cycle" 
(loc. cir. 1 p. 1151). S'il ell est ainsi, la monoiodotyrosine et la monoiodohistidine devraient 
disparaltre aussit6t form6es en pr6sence d'un exc~s d'halog~ne. I1 nous a paru que les 
t ravaux de LI, basks uniquement sur le dosage de l'iode pr6sent dans les milieux r6action- 
nels et non sur celui des d6riv6s de substitution des acides amin6s, m6ritaient d'etre 
repris. En effet, des prot6ines artificiellement iod6es ~ des degr6s divers 5, s,~ et des gorgo- 
nines 8 renferment de la monoiodotyrosine et de la diiodotyrosine ell abondence et les 
m~mes corps sont simulten6ment pr6sents, en quantit6 beaucoup moindre, dens les 
thyroglobulines 9, lo, 11. D'autre part, la monoiodohistidine et la diiodohistidine ont 6t6 
pr6par6es par halog6nation directe 1. et il est probable que des iodoglobines renferment 
l 'une et l 'autre is. La formation de d6riv6s monosubstitu~s ne parait donc pas 6tre une 
6tape n6cessairement transitoire de celle des corps disubstitu6s. 

Nous avons 6tudi6 l'ioduration de la tyrosine et de l'histidine par l'iode marqu6 
r6agissant avec ces acides amin6s darts des proportions stoechiom6triques diverses. La 
s6paration et le dosage des combinaisons mono- et dihalog6n6es par radiochromato- 
graphie 1° ont permis d'acqu6rir dens ce domaine les r6sultats k l'expos6 desquels est 
consacr6 ce m6moire. 

PARTIE EXP]~RIMENTALE 

Nous avons fait r ~ g i r  de o. 4 ~ 15 atomes d'iode marqu~ (1~I et traces d'lSlI) sur 
I molecule de tyrosine ou d'histidine dens une s6rie d'essais, le processus de mono- 
substitution (RH 2 + Is = RHI  + HI) exigeant th6oriquement deux atomes I e t  celui 
de disubstitution (RH~+2I~ = R I ~ + 2 H I )  quatre. Les produits obtenus ont ~t6 
fractionn6s par chromatogTaphie sur papier et identifi~s par comparaison de leur RF 
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a v e c  ce lu i  d e  d6 r iv6s  h a l o g 6 n 6 s  p u r s .  L a  m e s u r e  de  l a  r a d i o a c t i v i t 6  r 6 p a r t i e  e n t r e  les  

t a c h e s  des  d i v e r s  p r o d u i t s  m a r q u 6 s  a p e r m i s  de  c a l c u l e r  la  p r o p o r t i o n  d e  ceux-c i  d a n s  

les 6 c h a n t i U o n s  ana lys6s .  C o n n a i s s a n t  la  q u a n t i t 6  d ' h a l o g ~ n e  t o t a l  m i s  e n  oeuvre  p a r  

m o l 6 c u l e  d ' a c i d e  a m i n 6 ,  o n  a ca lcu l6  le n o m b r e  d ' a t o m e s  d ' i o d e  fix6s d a n s  les d6r iv6s  

m o n o -  e t  d i s u b s t i t u 6 s .  

Mode op~ratoire 

Des solutions O.Ol M de L-tyrosine (1.81 mg par  ml) et de chlorhydrate de L-histidine (1.91 mg 
par ml) dans l 'ammoniaque concentr4e ont  6t4 trait4es par  des solutions 4th4r4es d'iode (1~I + ~xI) * 
pr4par6es de la mani~re suivante (14) : 75 mg INa put  dissous dans 4 ml H20 ont  6t6 additionn4s 
d ' I  ml d 'une solution renfermant  des traces d ' INa  marqu6 (sans entraineur, radioactivit4 d 'environ 
2. io 7 impulsions/rain), de 25 ml d'4ther, de 0. 4 ml HC1 et d'I .  3 ml de perhydrol  (Merck) au cinquan- 
tiptoe. Apr~s deux heures de contact  au cours desquelles le m4lange a 6t6 fr6quemment agit6, la  phase 
aqueuse a 6t6 4limin6e par  d6cantat ion;  la total i t4 de l ' iode lib6r6 4tai t  alors en solution dans l '6ther. 

On a plac6 dans une s4rie de tubes I ml de solution o.oi M de tyrosine ou d'hist idine,  puis un 
volume de la solution 4th6r4e d'iode correspondant ~ des rapports  divers du nombre d 'atomes I par  
molecule d'acide amin4 (o.43, o.86, 1.29, 1.73, 2.I6, 2.59, 3.o2, 3.45, 4.32, 6.05 et 8.65 atomes I/mol6cule 
de tyrosine et  0.50, i.oo, 1.5o, 2.oo, 2.50 , 3.00, 3.5 o, 4.00, 5.00, 7.00, io.oo, 12.oo et 15.oo atomes 
I/molecule d'histidine) et  l 'on a compl4t6 (k 7.5 m l l e  volume de la phase 4th6r4e. Les tubes ont  4t6 
bouch4s (4meri) et agit6s 4nergiquement pendan t  3 ° minutes A 2o °. 

Une microgoutte calibr4e (8/,1), s0par4e au moyen d 'une pipette effll4e de la phase aqueuse de 
chaque essai (radioactivit4 voisine de 5ooo impulsions/rain pour i atome I/tool acide amin6), a 4t4 
d4pos4e sur une feuille de papier filtre W h a t m a n n  No. i en vue de la s6paration chromatographique 
de ses consti tuants.  Des produits  puts, synth4tis6s au laboratoire, ~. savoir la 3-monoiodo-L-tyrosine ~, 
la 3,5-diiodo-L-tyrosine xe, les 2-monoiodo-L-histidine et  2,5-diiodo-L-histidine x~, et  de l ' iodure de 
sodium ont  servi de corps de r4f6rence dans des essais t4moins. Les chromatogrammes ont  4t4 
d~velopp4s dans un  m4lange de n-butanol  (78 p.), d 'acide ac6tique (5 P.) et  d 'eau (17 p.) pendant  
24 heures et les taches d'acides amin6s out 4t6 r4v614es avec une solution ~. o.2% de ninhydrine dans 
le n-butanol  satur6 d'eau. Les valeurs de RF sont:  0.38 pour la monoiodotyrosine, 0.53 pour la diiodo- 
tyrosine 1°, o. i o pour la monoiodohistidine et  o.37 pour la diiodohistidine. Les iodures ont  4t6 r6v616s 
par  r4action ~. l 'amidon 1°. On a ainsi obtenu, sur une m~me feuille de papier filtre, les s4ries de chro- 
matogrammes correspondant ~. des stades successifs de l ' iodurat ion de chaque acide amin4 dont  les 
Fig. I et  2 reproduisent  la photographie.  

Les bandes de papier sur lesquelles la s4paration des const i tuants  de chaque goutte a 6t4 r4alis6e 
ont  6t4 d4coup4es en sections de o. 5 cm de haut  au niveau des taches, de i cm en dehors de celles-ci, 
mont4es sur un moule s ' adap tan t  au compteur circulaire de GEIGER-Mt)LLER et leur radioactivit6 
mesur4e A l 'aide de celui-ci. L' identif ication des taches une fois r4alis4e grace au chromatogramme 

t4moin ,  la radioactivit4 totale  de chaque microgoutte 4tudi4e et  celle de ses const i tuants  a 4t6 
d6termin~e. Comme la r~parti t ion d ' ~ I  et celle d'laXI sont identiques, on peut  alors, connaissant le 
hombre d 'a tomes d' iode ayan t  r4agi avec une mol6cule d'acide amin6, calculer le hombre d 'atomes 
d'halog~ne fix4 darts les d6riv4s mono- et  disubsti tu4 pr4sents darts chaque s4rie d'essais. 

R~sultats 

N o u s  n o u s  b o r n e r o n s  ~ p r 6 s e n t e r  la  r e p r o d u c t i o n  de  d e u x  s6r ies  d e  c h r o m a t o -  

g r a m m e s  (Fig.  I e t  2) e t  les  g r a p h i q u e s  ~ t ab l i s  ~ p a r t i r  de  l ' ~ t u d e  de  l eu r  r a d i o a c t i v i t 6  

(Fig.  3 e t  4). I1 n e  n o u s  a p a s  p a r u  u t i l e  d ' y  j o i n d r e  la  s~rie  des  r a d i o c h r o m a t o g r a m m e s  

c o r r e s p o n d a n t s ,  n i  les  v a l e u r s  n u m 6 r i q u e s  ~ p a r t i r  de sque l l e s  c eux -c i  o n t  6t6 ~ tab l i s ,  n i  
les  r ~ s u l t a t s  d u  d o s a g e  des  i o d u r e s  f o r m , s .  

L a  c a r a c t ~ r i s a t i o n  des  d~r iv6s  m o n o -  e t  d i i od6  a 6t~ r6a l i s6e  de  m a n i ~ r e  s a t i s f a i s a n t e .  

E n  d e h o r s  d u  d o s a g e  de  ces corps ,  s i g n a l o n s  q u e  l ' ~ l u t i o n  d e  l eu r s  t a c h e s  n o u s  a p e r m i s  

de  p r e p a r e r  ~ l ' 6 t a t  p u r  de  p e t i t e s  q u a n t i t 6 s  de  ces c o m b i n a i s o n s  m a r q u 6 e s  p a r  131I 

su f f i s an t e s  p o u r  d i v e r s  essa i s  b i o l og i ques .  Ce fa i r  p r ~ s e u t e  u n  i n t 6 r ~ t  p a r t i c u l i e r  p o u r  la  

L - m o n o i o d o t y r o s i n e  q u i  n ' a  p u  ~ t re  o b t e n u e  j u s q u ' i c i  clue p a r  vo le  i n d i r e c t e  is. S i g n a l o n s  

* isll a 6t6 fourni par  le Laboratoire d'Haxwell (Angleterre) grace ~. l 'obligeance du C.N.R.S, 
et  du Hau t  Commissariat ~. l 'Energie atomique (Paris). Nous remercions ces organismes d 'avoir  a/nsi 
permis  notre t ravai l .  
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que, dans le cas de l'histidine on trouve, ~ part ir  de l 'action de 3 atomes I par mol6cule 
d'acide amin6, une tache non radioactive discrete (r6v616e par la ninhydrine) de RF 
interm6diaire ~ ceux de la mono- et diiodohistidine. I1 est probable qu'eUe correspond 

un produit de d~gradation de l'acide amin6. On trouvera dans les Fig. 3 et 4 les r6sultats 
obtenus ~ part ir  de la radioactivit6 des chromatogrammes. 

Fig. I. C h r o m a t o g r a m m e s  de so lu t ion  de L- tyrosine  t ra i t6e  par  des  quan t i t 6 s  d iverses  d ' iode (de o.43 
8.65 a t o m e s  I pa r  mol6cule  de tyrosine) .  Les  l e t t res  T, MIT  et  D I T  d6s ignent  les t aches  de tyrosine ,  

de mono iodo ty ros ine  et  de d i iodo tyros ine  r6v616es pa r  la  n inhydr ine .  Les  chiffres report6s  sur  la  par t ie  
sup6r ieure  de la figure co r r e sponden t  au  n o m b r e  d ' a t o m e s  I a y a n t  r6agi avec  i mol6cule  de l 'ac ide 

amin6,  so i t  0.43 , o.86, 1.29, 1.73, 2.13, 2.59, 3.o2, 3-45, 4.32, 6-o5 et 6.85. 

La Fig. 3 montre d'une fa~on quanti tat ive ce qui ressort quali tativement de l 'examen 
des chromatogrammes, et la Fig. 4 un autre aspect de la r6action. Son examen montre 
que la formation d'iodures est, k part ir  de la mise en oeuvre de 3 atomes I, plus im- 
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portante dans le cas de l 'histidine que dans celui de la tyrosine, et cela bien que l'halo- 
g6nation de cette derni~re soit plus importante. C'est 1X un f a r  li6 ~ l 'oxydation de 
l 'histidine par l'iode. 

Fig. 2. Chromatogrammes  de solution de L-histidine (chlorhydrate) trait6e par  des quanti t6s diverses 
d'iode (de 0.50 5, 15.o a tomes I par  mol6cule d'tlistidine). La let tre T indique le chromatogramme 
t6moin sur lequel on rep~re les taches de l 'his t idine (H), de la monoiodohist idine (MIH) et de la 
diiodohistidine (DIH) r6v616es par  la ninhydrine.  Les chiffres report6s sur la part ie  sup6rieure de la 
figure correspondent  au nombre  d 'a tomes  I ayan t  r6agi avec i mol6cule de l 'acide amin6 soit o.5, 

1.5, 2.0, 3.0, 3.5, 4 -o, 5 .°, 7 .o, io.o, 12.o et 15.o 

2.0 

Monoiodotyrosine 

,~ ~ D~odofyroslne 

,.~ 1.0 

~t 

, I  t I , , ~  , I , t , I 

2 4 6 8 tO ,12 

• D/iodohistidine 

tC 

2 ~ 6 8 10 

Atomes [ mis en prdsence d'une mol.d~ocide omind 

Fig. 3- Quanti t6s d'iode fix6es 5. l '~tat de d6riv~s mono- et diiod6s de la tyrosine et de l 'histidine en 
fonction du nombre  d 'a tomes  I mis en pr6sence d ' i  mol6cule d'acide amin6. Abscisses: Nombre  
d 'a tomes  I mis en pr6sence d ' I  mol6cule de tyrosine ou d'histidine.  Ordonn6es: Nombre  d 'a tomes  I 

fix6s dans les d6riv6s mono- et disubst i tu6 form6s £ par t i r  d ' I  mol6cule d'acide amin6. 
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Fig.  4. Quan t i t 6 s  d ' iode  fix~es a u x  cycles  (I t o t a l  des  d6riv6s mono-  e t  d i subs t i tu6s)  de la  ty ros ine  
e t  de l ' h i s t i d ine  en  fonc t ion  du  n o m b r e  d ' a t o m e s  I nt is  en  pr6sence d ' i  mol6cule  d ' ac ide  amin6 .  
Abscisses :  N o m b r e  d ' a t o m e s  I m i s  en  pr6sence d 'x  mol6cule  de ty ros ine  ou d 'h i s t id ine .  Ordonn6es :  
i .  ~ gauche,  N o m b r e  d ' a t o m e s  I fix6s au  cycle  de  la  ty ros ine  ou de l ' h i s t i d ine ;  2. ~ droite,  N o m b r e  

d ' a t o m e s  I p r6sen t s  ~ l ' 6 t a t  d ' iodures .  

DISCUSSION 

L'ioduration de la tyrosine conduit ~ la formation des d6riv~s mono- et diiod~ de 
celle-ci, en proportions diverses selon la quantit6 d'halog~ne employ6e. La diiodotyrosine 
est seule pr6sente lorsque 6 atomes I et plus ont 6t6 mis en pr6sence d ' I  mol6cule de 
l'acide amin6. Les carbones 3 et 5 du cycle benz6nique sont alors substitu6s, tandis que 
le carbone 3 l'est seul auparavant dans une fraction importante de la tyrosine; aussi 
l '6tude de la fixation globale de l'iode (Fig. 4) et, a fortiori, celle de sa disparition 1, 8, 8, 4 
ne peuvent-elles pas conduire ~ des r6sultats pr6cis. Dans le cas de l'histidine, le d6riv6 
2-monoiod6 pr6domine jusqu'~ ce que 4 atomes I soient pr6sents; le d6riv6 2,5-diiod6 
se forme en proportions de plus en plus fortes par la suite et existe pratiquement seul 
lorsque 7 atomes I sont mis en pr6sence d ' I  mol6cule d'histidine. Mais des diff6rences 
importantes se manifestent dans le comportement des deux acides amin6s. D'une part, 
comme il est depuis longtemps 6tabli 4,18,1~, la r6activit6 du cycle benz6nique de l 'un 
vis k vis de l'iode est beaucoup plus grande que celle du cycle imidazolique de l'autre. 
I1 en r6sulte que, dans les conditions off les carbones 3 et 5 de la totalit6 de la tyrosine 
sont substitu6s, la moiti6 seulement de l'histidine l'est sur ses carbones 2 et 5. D'autre 
part,  le cycle benz6nique de la premiere est stable dans un milieu renfermant un exc~s 
d'iode, tandis que le cycle imidazolique de la seconde est alors progressivement d6truit 
(diminution progressive, puis disparition de la tache de la diiodohistidine et apparition 
d'une tache discrete dont le RF est interm6diaire de celle de la mono- et de la diiodo- 
histidine sur les chromafogrammes; formation d'iodures en exc~s). Ce fait est k rap- 
procher de la d6gradation de l'histidine dans diverses conditions oh la tyrosine est stable, 
entre autres par chauffage en milieu alcalin. I1 est probable que l'histidine est partieUe- 
ment d6truite m~me en pr6sence de 3 a 4 atomes d'iode par moMcule, car on retrouve 
alors ~ l '6tat d'iodures une fraction de l'halog~ne plus impoitante que celle pouvant 
provenir de r6actions nucl6aires de substitution. 

Bibliographie p. 445. 



444 J. ROCHE, S. LISSITZKY, O. MICHEL, R. MICHEL VOL. 7 (1951) 

Les r~actions de l'iode avec la tyrosine et l'histidine offrent donc des particularit6s 
propres ~ chacune, mais, dans les conditions oh nous nous sommes plac6s, la formation 
des d6riv6s monosubstitu6s ne pr6sente pas le caract~re n6cessairement transitoire qui 
lui a 6t6 attribu6 dans d'autres 1, 2, a, a. Les r6sultats obtenus avec la tyrosine sont prati- 
quement identiqnes que l'acide amin6 soft libre ou compris dans des chatnes peptidiques 
au sein de mol6cules prot6iques. La m6me comparaison ne peut pas ~tre faite en ce qui 
concerne l'histidine, dont l 'ioduration darts les prot6ines n'a pas encore pu ~tre 6tudi6e 
avec pr6cision. N6anmoins, dans nos exp6riences, la formation des d6riv6s monoiod6s 
constitue une 6tape ind6pendante de l'ioduration des deux acides amin6s au m~me titre 
que celle des d6riv6s disubstitu6s, comme tel semble 6tre 6galement le cas, au moins 
pour la tyrosine, dans l'halog6nation biologique des thyroglobulines et des gorgonines. 

I1 n 'y  a donc pas lieu de consid6rer les conclusions de LI comme g6n6rales. I1 est 
souhaitable qu'elles soient contr616es par une 6tude analogue k la n6tre poursuivie dans 
les conditions adopt6es par cet auteur, la mobilit6 de l'hydrog~ne des cycles benz6nique 
et imidazolique paraissant 6tre alors sensiblement plus grande 7. 

R~SUM~ 

I. L'halog6nation de la tyrosine et de l 'histidine par l 'iode marqu6 a *t6 6tudi6e au moyen 
de la radiochromatographie des produits form6s lots de l 'action de o.4 g I5.O atomes I sur une mol6cule 
de l 'acide amin~. La formation de la monoiodotyrosine et de la monoiodohistidine constitue une 
6tape ind6pendante de la r6action, au m6me titre que celle des d6riv6s dihalog6n6s. Les conclusions 
de LI, selon lesquelles la vitesse du premier processus r6girait celle du second ne paraissent pas 
devoir 6tre retenues. 

2. En dehors de la moindre r6activit6 de l 'histidine vis g vis de l'iode, d6jg signal6e, il a ~t6 
6tabli qu 'un exc~s de r6actif d6truit le cycle imidazolique de cet acide amin6 dans les conditions 
oil la diiodotyrosine est stable. 

3. La s6paration chromatographique des mono- et diiodotyrosine et histidine marqu6es par lalI, 
obtenues par l ' ioduration directe des acides amin6s, permet de prSparer de petites quantit6s de ces 
corps. 

SUMMARY 

I. The lmlogenation of tyrosine and histidine with marked iodine has been studied by radio- 
chromatography of the products formed through the action of o. 4 to 15.o atoms iodine on one molecule 
of the amino-acid. The formation of monoiodotyrosine and of monoiodohistidine are independent 
stages of the reaction, just  like that  of the dihalogen derivatives. Lt 's conclusion, according to which 
the rate of the first process determines tha t  of the second, does not appear to be tenable. 

2. Besides the lesser reactivity of histidine towards iodine, already mentioned, it  has been 
established that  an excess of reagent breaks the imidazole ring of this amino-acid under conditions 
where diiodotyrosine is stable. 

3. The chromatographic separation of xaXI-marked mono- and diiodotyrosLne and -histidine, 
obtained by direct reaction on the amino-acids, makes possible the preparation of small quantities 
of these substances. 

ZUSAMMENFASSUNG 

I. Die PIalogenierung des Tyrosins und des Histidins dutch markiertes Jod wurde mit  Hilfe 
der Radiochromatographie der Produkte untersucht, welche bei der Einwirkung yon o. 4 bis I5.o 
Atomen J auf ein Molekiil der Aminos~kure entstehen. Die Bildung des Monojodtyrosins und des 
Monojodhistidins stellen eine unabh~ngige Stufe der Reaktion dar, ebenso wie diejenige der Dihalogen- 
derivate. Die Schltisse yon LI, denenzufolge die Geschwindigkeit des ersten Prozesses die des zweiten 
beherrschen sollte, scheinen nicht giiltig zu sein. 

2. Ausser der bereits erwAhnten geringeren ReaktionsfAhigkeit des Histidins gegen Jod wurde 
festgestellt, dass ein Oberschuss an Reagens den Imidazolring dieser Aminosiiure zerstbrt und zwar 
unter Bedingungen, bei denen Dijodtyrosin bestiindig ist. 
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3- Die chromatographische Trennung yon mit  lsxj markierten Mono- und Dijodtyrosin und 
Histidin, welche durch direkte Jodierung der Aminosguren hergestellt waren, erm0glicht die Her- 
stellung kleiner Mengen dieser Stoffe. 
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