
PRELIMINARY NOTES 24I 

s B. HAGIItARA, H. ]~ATSUBARA, M. NAKAI AND I%. OKUNUKI, J. Biocltem. Tokyo, 45 (t958) I85- 
9 H. FUWA, J. Biochem. Tokyo, 4 t (~954) 583 . 
10 K. HAMAGUCHI, K. ROKKAKU, M. FtrNATSU AND K. HAYASHI, J. Bioch Tokyo, 48 (196o) 35 t. 
n j. R. KtMMEL AND E. L. S.~HTH, J. Biol. Chem., 207 (t954) 515 • 
l'-, K. MORIHARA, Bull. ,'tgr. Chem. Soc. Japan, zt (t957) It. 
13 S. AKABORf, T. IKENAKA AND B. I-[AGIHARA, J. Biochem. Tokyo. 4 ~ (z954) 577. 

Received May Ist, 1962" 

Revised manuscript received November I3th, 1962. 

Biochim. Biophys. Acta, 71 (I963) 239-24t 
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Sur la biosynth~se in vitro des hormones thyro'|'diennes 
partir de ia L-tyrosine triti~e 

La 3,5-diic:dO-L-tyr~.,sine et la 3-1,,,.oiodo-L-tyrosine, consid~r~es comme pr~curseurs 
des hormones thyroidiennes, prennent  n-aissztnce par iodation de la tyrosine et l'on 
admet, selon une hypoth6se d'HARINGTON 1 g~n~ralis6e par ROCHE etal. 2, que les iodo- 
thyronines sont biosynth6tis~es par condensation de deux molecules d'iodotyrosine 
avec perte d 'une chaine d'alanine. Divers arguments exp6rimentaux, pour la plupart  
indirects, ont d6j~ 6t6 fournis en favour de cette hypoth~se; n~anmoins il nous a paru 
utile de v6rifier si la tyrosine fix6e par la glande au cours de la biosynth+se de la 
thyroglobuline est bien le pr6curseur du squelette carbon~ des iodothyronines; nous 
3' sommes parvenus grace -k l'emploi de tyrosine triti~e en position ~/3, d'activit~ 
sp6cifique 61ev6e (86 mC/mmole) 3. 

A. Conditiovs d'incubation permettant l'hormonogdn~se in vitro. La formation de 
thyroxine in vivo ne se manifeste que 6 h environ apr~s !'injection d'lazI --. Elle a 6t6 
rarement signal~e in vitro; los incubations de coupes de glande n 'ont  6t6 en g6n6ral 
poursuivies que pendant  quelques heures et les crit~res d'identification de thyroxine 
employ6s n 'ont  pas toujours 6t6 rigoureux. Les recherches poursuivies in vivo avec 
131I sont facilit6es par la concentration thyroidienne des iodures, mais tel ne peut 
6tre l e c a s  pour la tyrosine, laquelle est fix~e par l 'ensemble des tissus apr~s son 
injection. On ne ponvait  done escompter de r~sultat~ sa.qsfaisants qu'in vitro, dans 
la mesure off la survie de coupes serait assur6e pendant un temps assez long. Nous 
y sorranes parvenus en incubant  lOO mg de coupes sous O 2 ~t 37 ° pendant  2 4 h dans 
3 ml d 'un milieu nutri t if  appropriO additionn6 soit d'~3~I - soit d'[3H]tyrosine. Qo2 (zo 
essais par s~rie de mesures) demeure constant pendant  toute la dur~e de l ' incubation. 

B. Incorporation d'131I et d' [3H",.t.vrosiue clans la thyroglobuline: identification des 
iodothyronines.form/es. Les coupes et le milieu d ' incubation sent analysts soit s6par6- 
ment, solt aprSs homog6ndisation et isolement des particules cetlulaire~ (mitochon- 
dries-microsomes, surnageant) par centrifugation diff6rentielle (700 × g pendant 
2 rain, puis 105000 >: g pendant  I h). Les liquides obtenus sent analys6s h l '6tat brtit 
ou apr~s dialyse, par chromatographie sur papier (solvants: n-butanol-acide ac6t ique-  
eau (78: 5 : 17) et (8 : 2 : 2), amylol tertiaire satur6 de NH,OH 2 N) et 61ectropbor~se 
s , r  papier (v6ronal pH 8.6, 18 h). I1 a 6t6 ainsi 6tabli qu'Xn~I - et [ZH]tyrosine sent 
fixes par les coupes et partiellement incorpor6s dans la thyroglobuline de celles-ci 
et qu'il  se forme 6galement d'autres prot6ines iod~es et triti6es, de mobilit6 ~lectro- 
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phordtique nulle dans les conditions adoptdes. Les liquides d ' incubat ion ont dt6 
hydrolysds soit par  un mdlange de t rypsine cristallisde et d 'enzymes pancrdatiques 
to taux (pancrdatine) ~ pH 8.6 et pendant  48-7 2 h, soit par  la bary te  ,t 4 % agissant 
f~ ioo  ~' en tube scet.16 pendant  6-18 h. L 'autoradiochromatographie  et la radio- 
chromatographic ont permis de constater  les fairs suivants:  

(1) L 'hydrolyse  enzymatique dtant  tr6s souvent incompl6te, la prdsence de 
nolnbreux peptides iodds rend alors aldatoire l ' identification directe de thyroxine.  
Cependant,  en fract ionnant  un hydrolysat  aussi total  que possible, on peut identifier 
sans ambiguitd [lalI~thyroxine ",k c6td de corps inconnu,~ et confirmer'~," ia pr6sence 
d 'un compos6 inconnu de RF dlevd marqud par  131I. 

Lc~ peptides tri t ids obtenus apr6s incubation en prdsence de [3Hjtyrosine et 
hydrolyse enzymat ique sont plus nombreux que ceux marqu6s par ~3q, ce qui s 'ex- 
plique par  la faib!e teneur de la thyroglobuline en acides aminds iodds (15 rdsidus 
environ) par  rappor t  au hombre de rdsidus de tyrosine ( I i o  rdsidus) qu'elle renferme. 

(2) L 'hydrolyse  baryt ique  ddsiode les acides aminds iodds (3-iodo-L-tyrosine et 
3,5-diiodo-L-tyrosine en tyrosine, les i(Klothyronines en thyronine) paptiellement en 
6 h 7 et totalement  en i8 h. Ce fait consti tue un inconvdnient majeur  lorsque l ' isotope 
utilisd est ~s~I, mais, si l ' incubation des coupes a 6td rdalisde en prdsenee d ' [aHj-  
t~ 'osine,  la d6siodation chimique des iodothyronines dventuellement formde,: doit  con- 
duire ;t la thyronine triti6e [3H]thyronine. Or, comme la thyroglobuline ne renferme 
pas de thyronine, celle que l 'on identifie dans les hydrolysats  baryt iques  provient  
donc des iodothyronines biosynthdtis6es, puis d6siod6es au cours du t ra i tement  alcalin. 

Les hydrolysats  baryt iques  ont 6td ext ra i t s  par  le ~t-butanol acide et les ext ra i t s  
analyses et fractionnds par  chromatographie mono- et bidimensionnelle. Les chro- 
matogrammes se sont rdvdlds renfermer [ZH]thyronine provenant  des iodothyronines 
fol redes h par t i r  d '  [ZH]tyrosine. On a constatd 6galement la prdsence dans l 'hydrolysat  
baryt ique non fractionn6 d 'un corps inconnu migrant  en front des chromatogrammes 
et qui contient 131I et all.  

II ressort de nos rdsultats que: (I) La  thyroglobuline marqude par  lslI et aH 
est svnth6tisde au cours d ' incubat ions prolong4es de coupes de thyroide en prdsence 
de lalI et [SH~tyrosine. Une autre  protdine iodde et tritide se forme darts les coupes 
de glande. (2) [I3~I !Thyroxine est synthdtisde dans les conditions d ' incubat ion  utilisdes. 
(3) Une pa t t ie  au moins du squelette carbond (cycle A) des thyronines  formdes 
provient  de [3H]tyrosine. (4) Le corps inconnu iodd (131I) d6j'h signal6 par  divers 
auteurs ~,e qui migre en fr~mt des chromatogrammes contient [aH}tyrosine ou Fun 
de ses d6rivds. 
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