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Le m6canisme de formation de la thyroxine aux d6pens de la diiodotyrosine par 
ioduration des prot~ines dans le corps thyroide et in  vitro, demeure mal d6finil,2,3; 
aussi a-t-on cherch6 ~ l'6tudier ~t partir  de substrats plus simples. Des traces de thyroxine 
prennent naissance dans des solutions faiblement alcalines de diiodotyrosine conserv6es 

37 ° pendant plusieurs semaines 4. Le rendement de ce processus, dans lequel la lib6ration 
de traces d'iode paratt jouer un r61e important, augmente sous l'influence de catalyseurs 
d,oxydation 5, 6 et peut atteindre 4 % en pr6sence d'eau oxyg6n6e dans des conditions 
particuli~res (chauffage ~t ioo °, extraction continue du milieu par le butanol) 5. n e s t  
plus 61ev6 encore pour la formation de d6riv6s de la thyroxine k partir de certains 
peptides de la diiodotyrosine a,v et atteint 27 % dans le cas de l'acide N-ac6tyldiiodo- 
tyrosylglutamique (condensation en acide N-ac6tylthyroxylglutamique) 3. Le rendement 
de la transformation de la diiodotyrosine en thyroxine est tr~s variable dans les pro- 
t6ines T M .  Deux 616ments principaux de la structure de celles-ci paraissent inter- 
venir: la position des testes de tyrosine dans les chaines peptidiques et la nature des 
combinaisons darts lesquelles ils sont engag6s (participation de -COOH, de - N H  2 ou des 
deux h des liaisons -CONH-).  Nous nous sommes proposes de fixer dans des prot6mes 
des testes de diiodotyrosine dont -COOH et - N H ,  seraient bloqu6s et d'~tudier leur 
comportement dans des conditions off l 'incubation de l'acide amin6 et de ses peptides 
simples conduit ~ la formation de thyroxine. Ce travail nous a paru m6riter d'etre entre- 
pris dans deux buts. D'une part, il y avait lieu de d6finir l'influence de la combinaison 
des restes de diiodotyrosine ~ une prot~ine sur leur aptitude ~ se condenser. D'autre part, 
la thyroxine ne prenant naissance & partir des prot6ines qu'en pr6sence d'un certain 
exc~s d'halog~ne, il 6tait possible que cette formation de thyroxine comporte alors le 
passage par des fitapes interm6diaires 6voluant dans des milieux de potentiel oxydant 
61ev6. n convenait de rechercher si une telle r6action a lieu par incubation de prot6ines 
substitutes par des restes de diiodotyrosine; elle constituerait alors un "modUle" simple 
de la biog6n~se de la thyroxine au sein de la thyroglobuline. 
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PARTIE EXP~RIMENTALE 

D e  l a  N - a c ~ t y l d i i o d o t y r o s y l g ~ l a t i n e  a ~t~ p r ~ p a r ~ e  s e lon  la  t e c h n i q u e  d e  G E ~ ,  

HARINCTON ET P I t t - R I V E R S  ~ ,  p a r  a c t i o n  d e  la  2 - m ~ t h y l -  4 ( 3 ' , 5 ' - d i i o d o - 4 - a c ~ t o x y b e n z y l )  

o x a z o l o n e  ou  d u  N - a c ~ t y l - 3 , 5 - d i i o d o t y r o s i n e a z i d e  s u r  u n  ~ c h a n t i l l o n  d e  g ~ l a t i n e  r e n -  

f e r m a n t  e n v i r o n  o . i  % de  t y r o s i n e .  L e  p r e m i e r  e t  le  s e c o n d  r~ac t i f s  p e r m e t t e n t  d ' o b t e n i r  

des  p r o d u i t s  d o n t  les  t e n e u r s  r e s p e c t i v e s  m o y e n n e s  e n  i o d e  s o n t  6 .7  % e t  5 . I  %,  so i t  

zx. 4 e t  8. 7 % de  d i i o d o t y r o s i n e .  D a n s  le p r e m i e r  cas ,  la  v a l e u r  o b t e n u e  c o r r e s p o n d  a u  

b l o c a g e  d e  l a  t o t a l i t ~  de s  g r o u p e m e n t s  e - a m i n e s  de  la  l y s ine .  

La N-ac~tyldiiodotyrosylg~latine (en abr~viation N-AcDITG) a ~t~ incubSe ~ 7 °0 et  ~ PH = 7.5, 
sous agi tat ion continue et en presence d 'oxyde de manganese colloidal (5) dans les conditions sui- 
vantes:  L 5 g de N-AcDITG sont dissous dans ~9.7 ml d'eau distill~e et ~o ml de solution t ampon 
de PH ~-~ 7.5 (PO~Na~H.~2HzO M]~5 por t , s  & PH = 7.5 Par addi t ion d'HC1) et  additionnSs de 0. 3 ml 
d 'une suspension de catalyseur au manganese. Apr~s contr61e du PI4, le m~lange est plac~ dans un 
ballon immerg~ dans un thermosta t  ~ 7 o° ( 4- o. 5 °) muni  d 'un  agi tateur  avec jo int  au mercure (z,8oo 
tours/minute).  On op~re trois pr~l~vements de zo ml ~ ~4, 48 et  7~ heures. Chaque prise d'essai est 
centrifug~e, d~cantc~e, acidifi~e & PH = 4 .o par  l 'acide ac~tique et la prot~ine est pr~cipit~e par  
l'ac~tone. Le produit  obtenu, purifi~ par  repr~cipitations successives, est dSss~ch~ darts le vide (PsO~) 
et l ' iode to ta l  est dos~ (LEIP~R~). Les teneurs en iode avan t  et apr~s incubat ion sont les suivantes:  

I %  I~/o 
Preparat ions* avan t  incubat ion apr~s incubat ion 

I 
I I  

t I I  
IV 
V 

7.0 
6.4 
7.o 
5.4 
4.8 

3.8 
3.6 
3.2 
2.0 
2.3 

* Les pr6parations I, I I  et  I I I  ont  ~t6 obtenues par  action du N-ac6tyldiiodotyrosineazide, IV 
et V ~ par t i r  de l 'oxazolone. 

Caract~risation de la thyroxine 

N o u s  a v o n s  m i s  e n  oeuvre  d a n s  ce  b u t  l a  s 6 p a r a t i o n  c h r o m a t o g r a p h i q u e  de  la  

t h y r o x i n e  s u r  p a p i e r  e t  l ' a c t i v i t 6  t h y r o x i n i e n n e  des  p r o t 6 i n e s  6 tud i6es  s u r  la  m 6 t a m o r -  

p h o s e  des  t ~ t a r d s  de  Rana esculenta. 

La chromatographie a 6t* r6alis6e sur le produi t  du fract ionnement  au n-butanol  de l 'hydrolyse 
baryt ique des protAines (technique de BLAUm), en ut i l i sant  l ' ex t ra i t  butanolique des hydrolysats  
por t , s  A PH = I.o, lay6 par  NaOH 4 N renfermant  5~/o COsNa ~. Le r6sidu d '6vaporat ion de cet 
extra i t  repris par  le n-butanol  neutre ou par  l ' ammoniaque  concentrSe a 6t6 soumis g la chromato- 
graphie sur papier W h a t m a n n  No. I, en p renan t  comme solvant  un  m61ange de n-butanol  ac6tique 
(butanol:  78 p., acide ac6tique 5 P. e t  eau 17 p.) ou du n-butanol  satur6 d 'ammoniaque 2 N. Les 
taches ont  6t6 r6v616es g la n inhydr ine  (solution ~ o.2~/o dabs le n-butanol  satur6 d'eau) ou A l 'acide 
sulfanilique diazot6 (r6action de PAULY). 

La thyroxine a 6t6 raise en 6vidence dans les hydrolysats  des produits  incub6s, alors qu'elle 
n 'existe pas dans ceux de la N-Ac DITG initiale. Elle est enti~rement comprise darts la  molc~cule des 
premieres car l ' ex t ra i t  butanol ique de ces prot6ines non hydrolys*es n 'en  renferme pas. En  pr6sence 
de butanol  ac6tique, les valeurs de RF observ6es sont, o.9o pour la thyroxine pure et  o.87 pour la  
tache correspondante de l 'hydrolysa t  en chromatographie  descendante, o.87 pour l 'une et  l 'autre  en 
chromatographie ascendante.  En  pr6sence de butanol  ammoniacal  (chromatographie descendante) 
le RF est 6gal k o.7i pour le t6moin, g o.7o pcur  l 'hydrolysat  et  A o.82 pour la diiodothyronine. La 
tache de m~me RF clue la thyroxine t6moin donne la r6action de PAULY. Le taux  de l 'acide amin6 
daBs la prot6ine incub6e 72 heures d6termin6 par  mesure de la  surface de sa tache est d 'environ 
I . o% apr~s 72 heures d ' incubation.  Au min imum i 2 %  de la diiodotyrosine sont donc transform6s 
en thyroxine;  il n ' a  pas ~t~ possible de doser celle-ci pour diverses raisons techniques. 
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L 'ac t i v i t 6  des  m 6 m e s  pro t6 ines  sur  la  m6tamorpho.se  des  t~ ta rds  de Rana esculenta a 6t6 6tudi6e 16. 
La  d i m i n u t i o n  de longueur  a l l an t  de  pa i r  avec la  m 6 t a m o r p h o s e  a 6t6 mesur6e  t ro is  jours  apr~s 
l ' i n jec t ion  d a n s  le g r and  sac l y m p h a t i q u e  x4 de so lu t ions  de prot6ine  incub6e ou non  e t  de thyrox ine .  
Les  r6su l ta t s ,  exp r im6s  en m m  de r a c c o u r c i s s e m e n t  m o y e n  d ' u n  tStard,  d6 te rmin6s  sur  un  lot  d ' au  
m o i n s  io  a n i m a u x  s o n t  les s u i v a n t s :  

T h y r o x i n e  
N - A c D I T G  
non  incub6e  

(ioo 7) 
24 h 4 8 h 

(ioo 7) (ioo 7) 

N - A c D I T G  incub6e 

72 h 

4. I2  3 .1 3.4 

<xooT> (4o7> I (2o > 
I 

7.2 2.4 I 0"7 

Le g r a p h i q u e  r ep rodu i t  su r  la  Fig.  I t r a d u i t  la  propor t iona l i t6  des  doses de prot6ine inject6es  
et  de  la r6ponse  des  t6 ta rds .  

J 

IG 

O~ 20 40 60 

J 
J 

80 fO0 
3' 

Fig. I. Act iv i t6  de la  N-ac6ty ld i iodotyrosylg61at ine  incub6e 7 2 h ~, 7 °o e t  ~, PH = 7.5 sur  la  m6ta -  
m o r p h o s e  de tS t a rd  de Rana esculenta ( inject ion d a n s  le g r and  sac  l y m p h a t i q u e )  

Absc i s se :  7 de p r o d u i t  in jec t6  
Ordonn6e :  ZI ~--- d i m i n u t i o n  de longueur  m o y e n n e  (ram) des  tS ta rds  

L'activit6 apparatt donc pendant l 'incubation de la prot6ine et eUe est proportion- 
nelle k la dur6e de cette op6ration. Rapport6e ~ celle de la thyroxine pure, elle corre- 
spondrait k une telleur de 2 % el1 celle-ci du produit chauff6 72 heures, valeur double 
de ceUe d6termin6e par chromatographie. Pareil fait a d6jk 6t6 observ6 avec les iodo- 
prot6ines et il justifie l'opinion que les dosages biologiques de la thyroxine k l'aide du 
t~tard comme animal r6actif ne peuvent conduire qu'~ des valeurs relatives. I1 ell est 
probablement ainsi en raison de la diffusion de la thyroxine libre inject6e aux animaux. 

DISCUSSION 

L'incubation de g61atine N-ac6tyldiiodotyrosyl6e k 7 °0 et ~ pa  = 7-5 conduit sans 
conteste ~ la formation de thyroxine. Celle-ci demeure combin6e ~ la prot6ine, car 
elle ne peut pas ~tre extraite des pr6parations par le butanol. Elle prend naissance en 
quantit6 progressivement croissante en fonction du temps de chauffage et l'iode lib6r6 
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aux d6pens des restes de diiodotyrosine (50 % environ en 72 heures) paralt jouer dans 
ce processus un r61e important, comme lors de la formation du m~me corps par incubation 
de solutions de diiodotyrosine pure 5. Le rendement en thyroxine est notablement plus 
61ev6 que dans ce dernier cas, mais du m~me ordre de grandeur qu'avec certains peptides 
de la tyrosine et l'on peut se demander dans quelle mesure la position "en bout de chaine" 
d 'un reste de diiodotyrosine ne favorise pas la condensation. 

Ces r6sultats m6ritent d'etre reli6s k des faits ant6rieurement acquis. I1 a 6t6 signal6 
plusieurs reprises 8,s,14 que l'incubation de prot6ines artificiellement iod6es renforce 

leurs propri6t6s thyroxiniennes. En fait, dans certaines conditions, 1'augmentation de 
leur activit6 doit ~tre attribu6e k une meilleure assimilation de la thyroxine qu'eUes 
renferment15,18; l'utilisation de celle-ci est alors sans doute facilit6e par la d6gradation 
de la prot6ine er~ milieu oxydant.  N6anmoins nos exp6riences montrent que des restes 
de diiodotyrosine aptes ~ se condenser sont susceptibles de le faire lors d'une incubation 

7 °0 des prot6ines qui les renferment. La r6action donnant naissance k la thyroxine 
au cours de l'ioduration directe des prot~ines n'6volue qu'apr~s la fixation de l'halog~ne 
au cycle de la tyrosine et sa vitesse n'est pas n6cessairement li6e k celle du processus 
qui la pr6c~de. Ce fair est susceptible d'expliquer en partie l'action de l'incubation 
d'iodoprot6ines obtenues darts des milieux de potentiel oxydant faible 8 sur leur activit6 
biologique et l'irr6gularit6 d'action des pr6parations industrielles de ces corps. La diffi- 
cult6 de la mise au point de la fabrication de quantit6s importantes d'iodoprot6ines a 
sugg6r6 l 'hypoth~sO ~ que, pour des raisons diverses (insolubilisation de cas6ine brute, 
agitation moins 6nergique d'un milieu plus concentr6 en prot6ine), les r6actions d'io- 
duration sont alors sensiblement plus lentes que lorsque l'on traite par une m~me 
technique au laboratoire une petite quantit6 de prot6ine pure en solution. La formation 
de thyroxine par incubation des produits apr~s addition d'iode au cours d 'un temps 
op6ratoire initiaP 4, n6gligeable dans le second cas n, peut-~tre notable darts le premier. 

De toute mani~re la preuve du r61e de la diiodotyrosine en tant que pr6curseur 
de la thyroxine dans les prot6ines iod6es apport6e par nos r6sultats est plus directe que 
ceUes fournies jusqu'ici soit par l 'ioduration des prot6ines, dent les 6tapes ne peuvent 
pas ~tre dissoci6es, soit par l ' incubation d'acides amin6s ou de peptides iod6s. L'analogie 
du processus 6tudi6 dans ce travail et de la biog6nbse de la thyroxine au sein de la 
thyroglobuline apparatt comme assez 6troite pour que son m6canisme m~rite de susciter 
des recherches. 

R~SUMt~ 

De la N-ac6tyldiiodotyrosylg61atine en solution ~ PH = 7.5 et incubc~e ~ 7 °o s 'enrichit  progres- 
sivement en thyroxine, qu'il  a 6t6 possible de caract~riser par chromatographie sur papier et par 
6rude de son activit6 sur la m~tamorphose des t~tards de Rana esculenta. 

Cette observation apporte la preuve directe du fair que la diiodotyrosine est le pr6curseur de la 
thyroxine au sein des prot6ines iod6es. Son int6r&t pour la pr6paration de celles-ci est discut6e. 

SUMMARY 

When a solution of N-acetyl-diiodotyrosine (PH ~-~ 7.5) on gelatin is incubated at  7 o°, the 
amount  of thyroxine formed gradually increases; this has been demonstrated by paper-chromato- 
graphy and by s tudy of its action on the metamorphosis of the tadpoles of Rana esculenta. 

This observation affords a direct proof for the fact that  diiodotyrosine is the precursor o5 
thyroxine in iodinated proteins. The significance o5 this observation in the preparation of t h e s e  
proteins is discussed. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Wird eine L~sung yon N-Acetyldijodtyrosin (PH = 7.5) bei 7 °0 inkubiert, so reichert sich darin 
allmghlich Thyroxin an; dieses konnte mit  Hilfe der Papierchromatographie und des Studiums seiner 
Wirkung auf die Metamorphose der Kaulquappen yon Rana esculenta nachgewiesen werden. 

Diese Beobachtung liefert einen direkten Beweis fiir die Tatsache, dass Dijodtyrosin der Vor- 
1Aufer des Thyroxins in den jodierten Proteinen ist. Die Bedeutung der genannten Beobachtung ftir 
die Herstellung dieser Proteine wird er6rtert. 
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