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SUMMARY 

Specificity of thyroidal and hepatic microsomal iodotyrosine deiodinase 
The deiodinating activity of thyroid and liver microsomes was studied with 19 

compounds including 3-iodo-L-tyrosine and 3:5-diiodo-L-tyrosine and their analogs. 
While L-iodotyrosines were ahnost completely dehalogenated, D-iodotyrosines, a- 
methyl-DL-iodotyrosines and 3:5-diiodo-4-hydroxyphenyl-DL-lactic acid were poor 
substrates for the deiodinase. All the other compounds tested remained unchanged 
including 3:5-diiodo-4-hydroxyphenyl-~-guanidyl propionic acid, 3:5-diiodo-4- 
hydroxyphenyl propionic acid and 3:5-diiodoty ramine. The phenol group played a 
major role since 3-iodo-5-nitro-L-tyrosine and 3-iodo-L-phenylalanine were not decom- 
posed. In conclusion, thyroid and liver deiodinase are highly specific enzymes. It 
appears probable that the enzymatic site requires the carboxyl, amino and phenol 
groups of the substrate to exert its activity. 

INTRODUCTION 

Les iodotyrosines sont deshalog6nfes par la plupart des tissus selon un processus 
enzymatique ; en effet, les pr6parations thyroidiennes et ~ un degr6 moindre, celles de 
foie, rein, intestin provoquent la d6gradation de la 3:5-diiodo-L-tyrosine en L-tyrosine 
et iodures avec formation de 3-iodo-L-tyrosine comme interm6diaire 1-5. Le caract6re 
enzymatique de la r6action est bien 6tabli et l'existence d'une d6siodase spfcifique 
active sur les iodotyrosines et inactive sur les iodothyronines, ne semble plus faire de 
doute 6-9. L'enzyme est localis6 dans les microsomes, les mitochondries et les noyaux 
en sont pratiquement d6pourvus. Cependant l'activit6 microsomale ne semble se 
manifester qu'apr6s addition de NADPH ou de surnageant cellulaire l°,n. 

On a montr6 que l'enzyme est thermolabile, contrailement ~ l'iodothyronine 
d6siodase, et que les flavoad6nines nucl6otides (FAD et FMN) le stimulent en pr6sence 

* Cet article fair part ie d 'un  travail  destin6 5. une th6se es sciences qui sera soutenue par  
Paul Dumas  devant  l 'Universit6 de Dijon. 
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de NADPH12, la. Un traitement pr6alable des animaux par la thyrotropine ou le 
propylthiouracile augmente la deshalog6nation des iodotyrosines par le tissu thyro~- 
dien mais n'affecte pas les pr@arations h6patiques14,15. La d6siodase est fortement 
inhib6e par les effecteurs des groupements sulfhydriles, par un exc~s de substrat, par 
les nitro ou bromotyrosines, par la mdnadione et par tousles accepteurs d'electrons 
susceptibles d'intervenir dans l 'oxydation du NADPH ~6 21. L'ana6robiose, les forma- 
teurs de complexe, certains m6taux comme Cu 2+ ou Fe a+ sont sans effet2,~°, n. Le fait 
que la d~siodase soit localis6e dans les microsomes thyroidiens, h@atiques ou r6naux 
et qu'elle n6cessite la pr6sence de NADPH comme activateur, permet de supposer 
qu'il s'agit soit d'un m~me enzyme, soit d'un enzyme diff6rent mais dot6 de propri6t6s 
voisines. Quelques essais de purification n'ont pas encore permis de r6soudre ce pro- 
bl~meta, 2e. 

Les propri~t6s de la d~siodase sont relativement bien connues; par contre les 
donn6es sur sa sp6cificit6 sont peu nombreuses. L'enzyme thyroidien qui provoque la 
deshalog6nation des bromotyrosines, est inactif sur la 3:5-diiodo-D-tyrosine ainsi que 
sur les iodo et bromothyronines~-S, 25,26. La thyroglobuline ou les peptides contenant 
des residus d'iodotyrosine ne sont pas deshalog6n6s 5~ moins de subir une hydrolyse 
pr6alable 23-25. 

Notre travail a pour but l'6tude de la sp6cificitfi de la d6siodase en utilisant 
comme mat6riel enzymatique des microsomes thyrofdiens ou h@atiques que l'on fait 
agir sur plusieurs analogues structuraux des iodotyrosines dont la chalne alanine 
lat6rale est plus ou moins modifi6e. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Nature des composds iodds 
Les produits iod6s utilis6s r@ondent & la formule g6n6rale: 

I 

Y 

X=OH OU N, Y=Z ou 14 ou NO2, R=chai"ne 
atkyl6e 

On peut les classer en quatre groupes chimiques se distinguant par la nature de 
leur chaine lat6rale. 

(z) Acides aminds 

X = OH 
COOH Y = H 
f 

R = -CH2-CH Y = NO2 
I 

N H  2 Y = I 

3-iodotyrosine isom~res Let  n 

3-iodo-5-nitro-L-t yrosine 

3:5-diiodotyrosine isom~res Let  D 
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COOH 
I 

R = -CH2-C-CH a 
I 

NH2 

COOH 

R = -CH2-CH 
J 

N H - C - N H  2 

II 
NH 

POaH2 
I 

R = -CH2-CH 

t 
NH~ 

X = H  
COOH 
I 

R CH2-CH 

NH~ 

(2) Amide ester 

X -= OH 
COOC2H5 

R -  CH2-CH 
I 

NHOCCHa 

(3) Acides 

X = OH 
COOH 

R = -CH~-CH 

OH 

Y = H  

Y = I  

Y = I  

Y = I  

Y = H  

Y = I  

Y = I  

3-iodo-g-mdthyl-DL-t yrosine 

3 : 5-diiodo-g-methyl-DL-tY r°sine 

acide [/(3:5-diiodo-4-hydroxy- 
ph6nyl) a-guanidyl-propionique 

acide fl(3 : 5-diiodo-4-hydroxy- 
phfnyl) a-amino-6thyl-phosphoni- 
que 

3-iodo-t-ph6nylalanine 

N-acftyl-3:5-diiodo-L-tyrosine 
6thyl-ester 

Acide fl(3:5-diiodo-4-hydroxy- 
ph6nyl) DL-lactique 
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COOH 

I 
R = -CH2-CH 

H 

Acide fl(3:5-diiodo-4-hydroxy - 
ph6nyl) propionique 

COOH 
F 

R = -CH 
I 
I 

H 

Acide a(3:5-diiodo-4-hydroxy- 
ph6nyl) acdtique 

(4) Amines 

X = OH 
H 
I 

R = -CH2-CH 

i 
NH2 

Y = H  

Y = I  

fl(3-iodo-4-hydroxyph6nyl) 
6thylamine ou 3-iodotyramine 

fl(3 : 5-diiodo-4-hydroxypMnyl) 
6thylamine ou 3:5-diiodoty ramine 

H 

I 
R = - C H - C H  

L L 
O H  N H  2 

Y = H  

Y = I  

fl(3-iodo-4-hydroxyph6nyl) tS- 
hydroxy6thylamine ou 3-iodonor- 

syndphrine 

fl(3:5-diiodo-4-hydroxyphenyl) 
fl-hydroxy6thylamine ou 3:5-di- 

iodonorsynfiphrine 

H 

J 
R ---- - C H - C H  

I I 
OH N H - C H  a 

Y = I  /~(3 : 5-diiodo-4-hydroxyphfinyl) 
fl-hydroxy-N-m6thyl6thylamine ou 

3 : 5-diiodosyn6phrine 

La 3-iodo-L-ph6nylalanine nous a 6t6 fournie par le Professeur R. E. Counsell, 
du laboratoire de Chimie M6dicale de l'Universit6 du Michigan (U.S.A.) que nous 
tenons ~ remercier. Les autres compos6s ont 6t6 synth6tis6s au laboratoire. 

Pr@aration des substrats marquds par 1311 
Les d6riv6s ph6noliques iod6s marqu6s par l a I  sont pr6par6s, ~ l 'exception de la 

3-iodo-5-nitro-L-tyrosine par halog6nation en milieu ammoniacal des d6riv6s ph6noli- 
ques correspondants selon les conditions ant6rieures 26. 

L'iodation de la 5-nitro-L-tyrosine est r6alis6e en milieu ac6tique par IC1 
marqud, selon une technique inspi%e de celle utilis6e pour l 'iodation de la tyrosine 27. 
On prfl6ve IO mCi d'une solution de Na]3]I (traceur sans r6ducteur, pH = 9, C.E.A.) 
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q u ' o n  4vapore  jusqu '~s icc i t6 .  Le  r6sidu est  repr is  pa r  IO ~1 de HsSO 4 I.  5 M. On  a jou te  

20/~1 d ' u n e  so lu t ion  6 thano l ique  d ' iode  2 m M  puis  0.2 ml  d ' u n e  so lu t ion  ac6 t ique  d'IC1 

12 raM. Apr6s 6change,  la so lu t ion  r a d i o a c t i v e  est  add i t ionn6e  par  pe t i t e s  f rac t ions ,  h 

0.2 ml  d ' u n e  so lu t ion  ac6 t ique  de 5-n i t ro-L- tyros ine  IO raM. On laisse reposer  30 min.  

Les op6ra t ions  son t  condu i t e s  en ba in  de glace. 

D a n s  t o u s l e s  cas, les p rodu i t s  ma rqu6s  son t  s6pards par  c h r o m a t o g r a p h i c  

d e s c e n d a n t e  sur  pap ie r  W h a t m a n  I MM en so lvan t  n - b u t a n o l - a c i d e  a c 6 t i q u e - e a u  

(78:5:17,  pa r  vol.)  ou n - b u t a n o l  sa tur6  pa r  N H 4 O H  2 M. L ' a c t i v i t 6  sp6cif ique des 

p rodu i t s  ob t enus  apr6s 61ution est  env i ron  20o/~ 40o ~Ci /~mole .  Les T a b l e a u x  I et  I I  

TABI,EAU [ 

R F CHROMATOGRAPHIQUES DES DI~RIVI~S IODI~S ET DE LEUR PRI~CURSEUR 

Chromatographie descendante sur papier "Whatman i MM en milieu n-butanol-acide ac4tique- 
eau (78:5:17, par vol.). Le RE de l'iodure est 0.29. 

Nature el RE du prdcurseur RE des ddrivds iodis 

3 -l°d° 3:5 -Diiodo 

Tyrosine o.26 o.55 o.66 
a-M4thyl-tyrosine 0.5o o.72 o.83 
5-Nitro-tyrosine o.33 o.45 - -  
Acide fl(4-hydroxyphdnyl)a-guanidyl-propionique o.41 - -  0.80 
Acide fl(4-hydroxyph6nyl)a-amino-dthylphosphonique o.31 --- 0.62 
Acide a(4-hydroxyph6nyl ) acdtique o.9I - o.94 
Acide fl (4-hydroxyph4nyl) propionique o.89 o.93 
Acide fl(4-hydroxyphdnyl) lactique 0.77 o.9I 
Tyramine o.48 o.76 0.82 
Norsyn6phrine o.36 0.64 0.78 
Syn6phrine o.44 - -  o.81 
N-Ac~tyl-tyrosine 6thyl-ester o.89 - -  0.93 
Phdnylalanine 0.65 0.6o 

TABLEAU 11 

Rb" CHROMATOGRAPHIQUES DE QUELQUES DERIVES IODES ET DE LEUR PRI~CURSEUR 

Chromatographic descendante sur papier Whatman i MM en milieu n-butanol satur6 par NH40H 
'2 M. Le RE de l'iodure est 0.22. 

Nature et RE du pr~curseur RE des d~rivgs iodgs 

3 -Iodo 3:5 -Diiod° 

Tyrosine o.o9 o. i i 0.04 
Acide a(4-hydroxyph6nyl) ac6tique o.18 0.06 0.08 
Acide fl(4-hydroxyph6nyl) propionique 0.26 o. Io o.I 5 
Acide fi(4-hydroxyphdnyl) lactique o.15 0.o 4 o.o 7 
Ph6nylalanine 0.25 0.47 - -  

r a s s e m b l e n t  les R v  c h r o m a t o g r a p h i q u e s  des compos6s  iod6s et  de leurs  p%curseur s  

r e s p e c t i v e m e n t  en  mi l i eu  a c f t i q u e  e t  en  mi l i eu  a m m o n i a c a l .  Le  p r e m i e r  mi l i eu  se prfite 
b ien  ~ la s f p a r a t i o n  de la p l u p a r t  des p r o d u i t s  iod6s ~ l ' e x c e p t i o n  de d4riv6s halog6n6s 

acides qu i  se s6paren t  m i e u x  dans  le second.  
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La puretd des substrats radioactifs est contr616e par chromatographie sur 
papier dans deux solvants et par 61ectrophor~se en tampon volatil. Les produits 
stables correspondants, dont la teneur en lode est satisfaisante, sont utilisds comme 
t6moins marginaux. 

Prdpara~ion du matdriei biologique 
Les pr6parations microsomales sont obtenues 8 partir de thyro~des et de roles 

pr~lev6s, d'une part  sur des moutons et, d 'autre part  sur des rats tomes de souche 
Wistar pesant de 200 8 300 g. 

Les microsomes thyro~diens et h6patiques de mouton ainsi que ceux provenant 
de foie de rat sont isolSs 8 partir d'homogdnats dans le saccharose 0.25 M, centrifug6s 
successivement ~ 800 × g e t  12 ooo × g pendant IO min puis ~t IOO ooo × g pendant 
6o rain. Le dernier culot, correspondant aux microsomes, est repris par du saccharose 
0.25 M de telle sorte que la concentration en prot6ines soit environ de 20 mg/ml pour 
les suspensions h6patiques (soit 1. 3 g de tissu ffais) et IO mg/ml pour la suspension 
thyroidienne (soit 0.4 g de glande). La contamination mitochondriale, estim6e par 
dosage de la cytochrome oxydase, est inf6rieure 8 3~o- 

Les prdparations thyro~diennes de rat sont obtenues selon une m6thode 
simplifi6e. Les glandes de 30 rats sont homog6n6is6es dans le saccharose 0.25 M. 
Apr~s centrifugation ~ 12 ooo × g pendant io rain, le culot est 61imin6. Le surnageant 
renferme les microsomes et les extraits acellulaires solubles ainsi que la thyroglobuline. 
I1 a une teneur en prot6ines de l'ordre de 20 mg/ml dont 8O~o au moins proviennent 
de la prot6ine iod6e. 

Mesure de l'activitd enzyrnatique 
L'dtude de l'activit6 enzymatique de l'iodotFrosine d6siodase est r6alis6e de la 

mani~re suivante: on ajoute, ~ 0. 5 ml de la suspension microsomale, 0.2 ml d'une 
solution faiblement alcaline de produits iodds IO ~ 15o/,M pour une iadioactivit6 de 
l'ordre de 0.5 ~ 5/~Ci dans la prise d'essai, puis 0. 5 ml de NADPH o.I raM; on com- 
plete ensuite ~ 2 ml avec une solution tampon de Krebs-Ringer phosphat~e (pH ~-- 
7.2). La r6action enzymatique est conduite ~ 37 °C pendant 60 rain sous agitation. 
Elle est arr~t~e par addition de o.i ml d'une solution 2 mM d'iodotyrosine stable puis 
on cong~le ~ --20 °C. Un t6moin est pr6par6 avec le m~me compos~ radioactif en 
presence de microsomes pr6alablement chauffds au bain-marie bouillant pendant 5 
rain. Un pr61~vement au temps z~ro est effectu6. 

Apr~s incubation, les produits iod6s marquds sont s6par6s par 61ectrophor~se ou 
chromatographie. L'61ectrophor~se est conduite sur papier Whatman 3 MM, pendant 
3 h e n  tampon acdtate d 'ammonium 0.2 M (pH ~ 7), 4 V 'cm-1  et 0.8 mA.cm -1 ou 
en tampon carbonate d 'ammonium 0.2 M (pH = 7.5), 4 V 'cm-1  et 0.8 mA.cm -1. Les 
s6parations chromatographiques sont r6alis6es par vole descendante sur papier 
Whatman I MM en milieu n-butanol satur~ par NH4OH 2 M ou en milieu n-butanol-  
acide ac~tique-eau (78:5:17, par vol.). Le solvant ac6tique permet une meilleure 
r6solution des produits iod6s mais pr6sente l'inconv6nient de provoquer des pertes 
d'iodure. Les concentrations iespectives des compos6s organiques halog6n6s et des 
iodures form6s sont calcul6es apr~s enregistrement des radio61ectrophor6grammes et 
des radiochromatogrammes (Scanner Packard). 

Au cours d'essais prdliminaires nous avons suivi la cin6tique de d6siodation de 
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la 3:5-diiodo-L-ty rosine 7 #M par des microsomes thyloidiens de mouton. L'analyse du 
milieu r6actionnel, effectu6e par chromatographie deseendante en milieu n-butanol 
acide ac6tique-eau (78:5:17, pai vol.), montre que 60% environ de l'iode organique 
est pass6 sous forme d'iodure apr~s 60 min d'incubation avec formation de 3-iodo-L- 
tyrosine comme interm~diaire. Au delft, la vitesse de la r6action enzyrnatique diminue 
de fa~on notable, aussi avons-nous choisi pour toutes les exp6rienees, une concentra- 
tion d'iodotyrosine comprise entre i e t  15 #Met  un temps d'incubation de 60 rain. 

L'effet des mierosomes thyroidiens de mouton sur la 3-iodo-L-phfinylalanine, 
seul compos~ stable utilisd, est dfitermin6 apr~s analyse par activation neutronique 
des produits de la r6action enzymatique. On ajoute, k 0.5 ml d'une solution aqueuse 
de 3-iodo-L-ph6nylalanine 320/zM, I ml de suspension microsomale dont le taux en 
protdines est environ 30 mg/ml, puis o.I ml de NADPH I raM. On complete A 2. 5 ml 
par du tampon Tris-ac6tate 0.2 M (pH = 7.2). Apr~s une incubation ~t 37 °C pendant 
60 rain sous agitation continue, la r~aetion est arrfit6e par cong61ation. Un essai de 
r~f6rence est conduit avec la 3-iodo-L-tyrosine ~ la m~me concentration. Deux t6moins 
sont rdalis6s simultan6ment avee deux 6chantillons de la solution de chaque composfi, 
l'un contenant le produit pur, l'autre, additionn~ de microsomes pr6alablement 
inactiv6s par chauffage. 

Des parties aliquotes des milieux r~actionnels sont chromatographi6es par vole 
descendante sur papier Whatman I MM en milieu n-butanol satur6 par NH4OH 2 M 
ou n-butanol-acide ac6tique-eau (78:5:17, par vol.). Les chromatogrammes, d6coup6s 
en rectangles de 3 cm × 2 cm, sont introduits s@ar6ment dans des ampoules de 
poly6thyl~ne et irradi6s simultan~ment avec des 6talons de KI contenant 0. 4 ug 
d'iode en solution d@osde sur un rectangle de mfime papier. Un blanc, pr@ar6 g 
partir d'une m~me surface de papier est trait~ dans des conditions semblables. 
L'irradiation est conduite dans le r6acteur EL 3 de Saclay dans un flux de neutrons 
thermiques de 7.IO12 n.cm-2.s  -~ pendant 20 min. Imm6diatement apr~s irradiation, 
le spectre )~ des 6chantillons et des ~talons est enregistr6 en op6rant la soustraction 
automatique de la eomposante due au support papier ~ l'aide d'un scintillateur NaI 
4 inches × 4 inches A puits reli~ ~ un sdlecteur d'amplitude 400 canaux. La quantit6 
d'iode pr6sente dans l'~chantillon est d6duite de la surface obtenue en int6grant le pic 7 

441 keV de l~sI forms par r~action (n-y) sur ~ I  stable. Dans un second temps, un 
~chantillon contenant de l'iode, ainsi que le t~moin sont de nouveau soumis A une 
irradiation de 20 rain. Le spectre de leur radioactivit6 y est enregistr~ ensuite pendant 
des temps variant de I ~t 5 rain ~t l'aide d'un d~tecteur au Ge (Li) de 5 ° cm a, ayant 
pour le ~°Co une r6solution de 2. 5 keV, reli6 ~t un s61ecteur 4000 canaux. Ces d~termina- 
tions ont montr6 que le support papier imprdgnd de tampon renferme environ 
3.3" IO-a #g d'iode par cm ~. Les r~sultats trouv~s ~ l'aide de cette seconde technique 
ne different pas de ceux obtenus h l'aide du scintillateur NaI. 

RESULTATS EXPERIMENTAUX 

Les effets des pr@arations microsomales sur les divers analogues structuraux 
des iodotyrosines sont traduits par des tableaux qui comportent la concentration en 
iodure apparu, apr~s 6o min d'incubation A 37 °C et ~ pH 7.2, ~ partir d'une concen- 
tration donnde de dgriv~ halog6n6. Le substrat de r6fdrence est la 3:5-diiodo-L- 
tyrosine ou la 3-iodo-L-tyrosine selon qu'il s'agit de d6riv6s di- ou mono-iodoph6noliques 



SPI~CIFICITI~ DE L'IODOTYROSINE DI~SIODASE 43 

T A B L E A U  I I I  

INFLUENCE DES MICROSOMES THYROIDIENS ET H1~PATIQUES DE MOUTON SUR DIVERS DI~RIVI~S 

3:5-DIIODOPHt%NOLIQ UEs 

La  3:5-di iodo-L-tyrosine,  k la in6me concen t r a t ion  que le p rodu i t  ~ essayer,  est  ut i l is6e comme 
t6moin.  Les iodures  app a r us  sont  dos6s apr6s 60 min  &incuba t ion .  

Produit essayd Tdmoin 

Ddnomination Concentration I- apparus I-  apparus 
(~M) (~,M) (pM) 

Microsomes thyro£diens 
3:5-Diiodo-D-ty  rosine 
3 :5-Di iodo-a-m~thyl -DL-ty  rosine 
Acide 19(3:5-di iodo-4-hydroxyph6nyl)a-guanidyl-  

p rop ion ique  
Ac ide /5 (3 :5 -d i iodo-4 -hydroxypheny l )a -amino-  

d thy lphosphon ique  
N-Ac6ty l -3 :5-d i iodo-L- tyros ine  6 thy l -es te r  
Acide t5(3:5-di iodo-4-hydroxyph6nyl)  DL-lactique 
Ac ide /5 (3 :5 -d i iodo-4 -hydr°xypheny l )  p rop ion ique  
Acide a (3 :5 -d i iodo-4 -hydroxyph6ny l  ) ac~t ique 
3 :5 -Di iodo ty  f amine  
3 :5 -D i iodono r syn@hr ine  
3 : 5 - D i i o d o s y n @ h r i n e  

Microsomes h@atiques 
3:5-Di iodo-D-tyros ine  
3 :5-Di iodo-a-methyl -DL- ty  rosine 
Acide t5(3:5-di iodo-4-hydroxyph~nyl)  DL-lactique 
Ac ide /5 (3 :5 -d i i °do -4 -hydroxypheny l )  p rop ion ique  
Acide a (3 :5 -d i iodo-4-hydroxyph6ny l )  ac~t ique 
3 :5 -Di iodo ty  r amine  

2. 3 0.20 ± 0.04 3.00 £: 0.60 
6.7 1.3o _+ 0.25 7.00 ± 1.4o 

6.3 0.03 ± 0.02 4.1o ~ 0.80 

3.0 0.02 ± o.oi  3.00 ± 0.60 
2.9 0.02 ± O.Ol 2.oo =- 0.4o 
6.9 0.65 ± o . io  7.1o ± 1.4o 
3.5 0.02 ± o.ot  2.1o ± 0.40 
7-4 0.04 £ 0.02 4.1o ± 0.80 
2. 5 0.02 :k o .oi  2.90 ~ 0.50 

14.3 0.o9 ± 0.05 9.7 ° ± 1.7o 
13.o 0.09 £ 0.05 9.7 ° ± 1.8o 

2.0 o.25 :k 0.05 1.2o ± o.2o 
2.0 o.15 ~ 0.03 1.2o ± 0.20 
2.0 o . io  ± 0.02 1.6o ± 0.40 
2.0 0.03 ± 0.02 1.6o ± 0.40 
2.0 0.03 ~c 0.02 1.6o ± o.40 
2.0 0.03 :£ 0.02 1.4o ± 0.30 

T A B L E A U  IV 

INFLUENCE DES MICROSOMES THYROIDIENS ET HEPATIQUES DE MOUTON SUR DIVERS DERIVES 
3-IODOPHENOLIQUES 

La 3-iodo-L-tyrosine,  k la m~me concen t r a t ion  que le p r o d u i t  ~ essayer,  est  ut i l is6e comme t6moin.  
Les iodures  appa rus  sont  dos6s apr~s 6o rain d ' incuba t ion .  

Produit essayd Tdmoin 

Ddnomination Concentration I-  apparus I-  apparus 
O,M) (~M) #,M) 

Microsomes thyroidiens 
3-Iodo-D-tyros ine  3.0 o.15 -5_ 0.03 2.40 ± 0.50 
3-Iodo- a -m~thyl -DL-tyros ine  3.0 0.25 ± 0.05 2.40 + 0.50 
3-Iodo-5-ni t ro-L- tyros ine  3.0 0.02 ~ o.oi  1.55 £ 0.30 
3 - I o d o t y r a m i n e  5.0 0.03 ± o.o2 2.1o ± o.40 
3 - Iodonorsyn6phr ine  5.0 0.03 -3- 0.02 2.00 ± 0.40 

Microsomes hdpatiques 
3-Iodo-D-tyrosine 3.0 0.60 £ o.15 1.8o ± 0.35 
3-Iodo- a -m6thyl -DL-tyros ine  3.0 0.25 £ ,0 .05  1.8o ± 0.35 
3-Iodo-5-ni t ro-L- tyros ine  2.0 0.02 ± o.oi  1.45 :k 0.30 



44 p. DUMAS et al. 

utilis6s g la m~me concentration comprise entre I e t  15 #M. Les valeurs trouv6es pour 
la d6siodation de chaque produit repr6sentent la moyenne des r6sultats obtenus avec 
au moins trois pr6parations microsomales, chaque essai @ant r6alis6 en triple exem- 
plaire. 

Le Tableau I I I ,  donn6 ~ titre d'exemple, rend compte de l'influence respective 
des microsomes thyroidiens et h6patiques de mouton sur les analogues structuraux de 
la diiodotyrosine. Seule parmi les compos6s essay6s, la 3:5-diiodo-L-tyrosine est forte- 
ment deshalog6n6e. Son st6r6oisom6re D, les d6riv6s a-m6thyl6 et lactique ne le sont 
que faiblement; tous les autres produits demeurent inattaqu6s. En faisant agir les 
m~mes particules sur les d6rivfs 3-iodophfnoliques, on obtient des r4sultats analogues 
ainsi qu'il ressort du Tableau IV. 

Les variations d'activit6 enzymatique observ6es sont dues au fait que les 
microsomes de mouton poss6dent une activit6 variable d'un lot ~ l 'autre, m4me si les 
teneurs en protdines sont voisines. De plus, il semble que l '6tat nutritionnel et 
physiologique puisse varier d 'un animal g l 'autre et retentir ainsi sur les effets enzyma- 
tiques des pr6parations microsomales in vitro 2s. 

Les pr6parations thyroidiennes de rat  poss6dent sur les produits iod6s la m4me 
sp6cificit6 que celles des glandes de mouton, comme l'indique le Tableau V, puisque 

T A B L E A U  V 

INFLUENCE DES MICROSOMES THYROiDIENS DE RAT SUR DIVERS D]~RIVI~S IODOPH•NOLIQUES 

].a 3:5-di iodo-L-tyrosine et  la 3-iodo-L-tyrosine sont  ut i l is6es comme t6moin,  r e s p e c t i v e m e n t  pour  
les p rodu i t s  diiod6s et  monoiod6s, elles sont  employ6es  k la  m4rne concen t r a t i on  que les subs tances  
k essayer.  Les iodures  ap pa r us  son t  dos4s apr6s 60 min  d ' i ncuba t ion .  

Produit essayd T~moin 

Ddnomination Concentration I -  apparus 1- apparus 
(~M) (~M) #,M) 

3 : 5 - D i i o d o - D - t y  ros ine  1. 5 0.02 :L O.Ol 
3 :5 -Di iodo-a -methy l -oL- ty  rosine I "5 O,O2:1:O.O1 
Acide  f i ( 3 : 5 - d i i o d o - 4 - h y d r o x y p h 4 n y l )  

a - A m i n o - 4 t h y l p h o s p h o n i q u e  3.0 0.03 ~ o.o2 
A c i d e / ~ ( 3 : 5 - d i i o d o - 4 - h y d r o x y p h e n y l )  DL- lac t ique  I.O 0.02 -:~ o.o1 
Ac ide  f l ( 3 : 5 - d i i o d o - 4 - h y d r o x y p h 6 n y l )  p r o p i o n i q u e  i .o 0.02 ± o .o i  
Ac ide  c z ( 3 : 5 - d i i o d o - 4 - h y d r o x y p h 6 n y l )  a c ~ t i q u e  i . o  o .o2 :4 :  o.oE 
3 : 5 - D i i o d o t y  r a m i n e  2.o o.03 ± 0.o2 
3 - i o d o - D - t y r o s i n e  o.5 o .o i  ~ o .o t  
3 - I o d o - a - m ~ t h y l - D L - t y r o s i n e  0. 5 o .o i  ::1: o .o t  
3 - I o d o - 5 - n i t r o - L - t y r o s i n e  2.o o.o2 ! o .o l  

2.1o [ 0.40 
2 . i o  ! 0 .40 

2.5 ° :l: 0.50 
1.4o ± o.3 ° 
1.45 k o.3o 
1.45 ± o.3 ° 
2.80 :L 0 .60  
0.25 ± 0.05 
0.25 k 0.o5 
1.2o :~ 0.25 

seules les L-iodotyrosines sont d6shalog6nfes alors les autres d6riv6s restent inchang6s. 
Les essais r6alis6s avec les microsomes h6patiques conduisent ~ des r6sultats analogues. 

Les mesures de l 'activit6 de la d6siodase thyroidienne de mouton sur la 3-iodo- 
L-ph~nylalanine, obtenus apr6s dosage de l'iode par activation neutronique, sont 
rassembl6s dans le Tableau VI. Le produit iod6 non ph6nolique n'est pas dfsiodfi alors 
que la 3-iodo-L-tyrosine, /~ la m~me concentration molaire, est enti6rement deshalo- 
g4n6e. Une quantit6 importante d'iode demeure ~ l'origine des chromatogrammes. 
Elle semble provenir des iodo prot6ines microsomales lesquelles ne migrent pas en 
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T A B L E A U  V I  

A C T I O N  D E S  M I C R O S O M E S  T H Y R O I D I E N S  D E  M O U T O N  S U R  L A  3 - I O D O - L - P H I ~ N Y L A L A N I N E  64¢tM 
C O M P A R I ~ E  .'~- LA 3 - I O D O - L - T Y R O S I N E  -~ L A  M ~ M E  C O N C E N T R A T I O N  

Les  p r o d u i t s  de  la  r 6 a c t i o n  s o n t  s6par6s ,  aprSs  60 m i n  d ' i n c u b a t i o n ,  p a r  c h r o m a t o g r a p h i c  p a r  vo le  
d e s c e n d a n t e  su r  p a p i e r  W h a t m a n  I MM en p r d s e n c e  de  n - b u t a n o l  s a t u r 6  p a r  N H 4 O H  2 M c o m m e  
s o l v a n t .  L ' i o d e  es t  dos6 p a r  a c t i v a t i o n  n e u t r o n i q u e .  C o m p o s i t i o n  des  c h r o m a t o g r a m m e s  : A, i o d u r e  
de  p o t a s s i u m .  B, 3 - i o d o - L - p h 6 n y l a l a n i n e .  C, 3 - i o d o - L - p h ~ n y l a ] a n i n e  + m i c r o s o m e s  i nac t i vds .  
D, 3 - i o d o - L - p h 6 n y l a l a n i n e  + m i c r o s o m e s  act i fs .  E mi l ieu  d ' i n c u b a t i o n  + m i c r o s o m e s  i nac t i v6s .  
F, 3 - iodo-L- ty ros ine .  G, 3 - iodo -L- ty ros ine  + m i c r o s o m e s  inac t ivds .  H,  3 - iodo -L- ty ros ine  + m i c r o -  
s o m e s  act i fs .  

Chromatogrammes Quantitd d'iode (/~M) 

R F  = 0 R F = 0 . I I  R F ~ 0 . 2 2  RF = 0 . 4 7  

(origine) (3-iodo-L-tyrosine) (I-) (3-iodo-L-phdnylalanine) 

A - -  - o . 7 o  - -  

B - -  - -  0.50 
C 0.80 - -  - -  o.21 
D 1.16 - -  - -  0.23 
E 1.42 - -  - -  - -  
F - -  o.81 - -  - -  
G 1.4 ° 0 .46 - -  - -  
H 1.86 - -  o.41 - -  

chromatographie puisqu'on retrouve de l'iode 5- l'origine des chromatogrammes m~me 
lorsque le milieu d'incubation est d@ourvu de substrat halog6n6 ou d'iodures. 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

Les iodotyrosines naturelles sont intens6ment deshalog6n6es par les microsomes 
thyroidiens ou h@atiques gT~Ce 5- un enzyme dou6 d'une spdcificit6 tr~s stricte. 

Les r6sultats obtenus avec les d6riv6s 3:5-diiodoph6noliques parasubstitu~s 
sont 5- cet 6gard particuli~rement ddmonstratifs puisque la d~siodase microsomale de 
mouton agit essentiellement sur la 3:5-diiodo-L-tyrosine mais est peu efficace sur le 
st6r6oisom~re D ainsi que sur la plupart des produits essay6s. I1 est m~me vraisem- 
blable que la faible r@onse constat6e avec la 3:5-diiodo-u-tyrosine proc~de d'une 
certaine rac6misation qui est susceptible de se manifester au cours de l'iodation de son 
pr6curseur en milieu ammoniacal. 

Le meilleur substrat  enzymatique est celui qui poss~de une chalne L-alanine en 
para par rapport  au ph6nol. En effet, la substitution de l'hydrog~ne du groupement 
acide a-amind par un radical m6thyle diminue consid6rablement l'influence de la 
d6siodase. Comme les p K  I e t  p K  2 sont sans doute peu modifids par la pr6sence du 
radical m6thyle, on est conduit 5- penser que l'affinit6 de la d6siodase pour le substrat 
est diminu6e par suite d'un emp~chement st6rique. Par contre, la substitution du 
radical amine de la chMne alanine par un reste guanidyle, emp~che tout effet de 
l 'enzyme. I1 est probable que la pr6sence d 'un groupement d'une basicit~ plus forte 
que celle du radical amine favoriserait son rapprochement avec le radical ph6nolique 
provoquant ainsi une torsion moldculaire qui s'opposerait 5. la fixation de l 'enzyme. 
Cependant, la substitution du radical amine par un hydroxyle ne supprime pas totale- 
ment l'affinit6 de l 'enzyme pour le substrat, puisque la d6siodation de l'isost~re lacti- 
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que de la diiodotyrosine, quoique faible, reste n6anmoins significative. D'une fa~on 
gdn~rale, la substitution par un hydrog~ne du radical amine ou du radical carboxyle, 
soit le remplacement de ce dernier par un groupe phosphonique, empfichent l 'activit6 
catalytique de l 'enzyme de se manifester. I1 en est de mfime lorsque la fonction 
carboxylique est est~rififie et la fonction amin~e acfityl~e. 

Des faits semblables ressortent des exp6riences r6alis6es avec les pr@aiations 
thyroidiennes ou h@atiques de rat. Les seules difffirences relev6es avec les particules 
correspondantes de mouton concernent les analogues a-mfithyl6 ou lactique des iodo- 
tyrosines qui ne sont pas d6siod6s. I1 convient cependant de remarquer que ces com- 
pos6s sont assez peu sensibles ~ l 'action des microsomes de mouton et qu'une d6sioda- 
tion notable n 'apparai t  qu'avec des quantit6s d'enzymes sup6rieures ~ celles utilis6es 
avec les pr@alations thyroidiennes de rat, lesquelles contiennent en plus la thyro- 
globuline comme contaminant. 

Les essais r6alisfis avec les produits 3-iodoph~noliques ont conduit h des r6sultats 
analogues ~ ceux obtenus avec leurs homologues diiod6s. Une donn6e suppl6mentaire 
a 6t6 appor%e par l'utilisation de la 3-iodo-5-nitro-L-tyrosine qui n'est pas d~siod6e 
bien qu'il s'agisse d'un acide a-alnin6 ph6nolique de la sdrie L. I1 est donc probable que 
le pK de la fonction ph6nol du substrat, modifi6 par la pr~sence en ortho d'un substi- 
tuant  nitr6, intervient dans l'affinit6 enzymatique. 

Le r61e de la fonction ph6nol semble d'ailleurs primordial puisque l 'enzyme est 
sans action sur la 3-iodo-L-ph~nylalanine, substrat  non hydroxyl6. Ce fair %suite 
d'essais pratiquds avec des microsomes thyroidiens de mouton mis en pr~sence de 3- 
iodo-L-tyrosine ou 3-iodo-k-ph6nylalanine, utilis6es ~ la mfime concentration. Les 
dosages d'iode rdalisds par activation neutronique montrent que le premier produit 
est totalement deshalog6n6 alors que le second reste inchangfi. La quantit~ d'iode, 
retrouv~e g l'origine des chromatogrammes, est essentiellement apportfie par les 
particules microsomales dont la teneur en halog~ne est comprise entre o.I et o.2% du 
taux en prot6ines. 

En conclusion, la fonction ph6nol doit n6cessairement intervenir dans la 
combinaison enzyme-substrat qui exige 6galement le groupement acide a-arnin6 de la 
chaine L-alanine. De plus, la distance intramol~culaire entre ce groupement et 
l 'hydroxyle ph6nolique ortho-iod6 intervient dans l'activitfi d~siodante de l 'enzyme. 

L'enzyme thyroidien, qui s'av~re st~r6osp~cifique, permet ainsi un cycle intra- 
thyroidien de l'iode en intervenant donc directement sur la sfilectivit6 de la s6cr~tion 
hormonale et indirectement sur la biosynth~se de la thyroglobuline. Par contre, le 
I61e de la d~sioda~e pr~sente dans divers tissus pfriph~riques et douse de la m~me 
st-dcificitd que celle de la glande thyroide, reste encore g 61ucider. 

R~SUM~ 

Les recherches ont consis% g. 6tudier l 'activi% de l'iodotyrosine d~siodase des 
microsomes thyro~diens et h@atiques sur dix neuf compos6s repr&ent~s par les 3- 
iodo- et 3:5-diiodo-L-tyrosine et leurs analogues structuraux. Dans les conditions oil 
les L-iodotyrosines sont intens~ment deshalog6n6es, les D-iodotyrosines (peut-~tre 5~ 
cause d'une racdmisation partielle), les a-m~thyl-nL-iodotyrosines et l'acide 3:5- 
diiodo-4-hydroxyph6nyl-DL-lactique ne le sont que faiblement. Tous les  autres pro- 
duits fitudi6s, en particulier l'acide 3:5-diiodo-4-hydroxyph6nyl-a-guanidyl propioni- 
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que,  l ' a c ide  3 : 5 - d i i o d o - 4 - h y d r o x y p h e n y l  p r o p i o n i q u e  et  la  3 : 5 - d i i o d o t y r a m i n e  r e s t en t  

p l a t i q u e m e n t  i na t t aqu6s .  La  fonc t ion  ph6nol  du  s u b s t r a t  joue  un  r61e f o n d a m e n t a l  

pu i sque  la  3 - iodo-5-n i t ro -L- tyros ine  e t  la 3 - iodo-L-ph6nyla lan ine  d e m e u r e n t  i nchan -  
g~es. Les  d6siodases t h y r o i d i e n n e  et  h6pa t ique  poss~dent  donc  une  sp6cificit6 tr~s 

s t r ic te .  On  p e u t  supposer  que  l ' e n z y m e  se fixe sur  les fonc t ions  ca rboxy le ,  a m i n e  et  

pheno l  du  s u b s t r a t  ga'~ce/~ t ro is  s i tes  d is t incts .  
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