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SUMMARY 

Certain critical observations can be made with regard to the 
preparation and properties of artificially halogenated proteins on 
the basis of the study of the iodination and biosynthesis of thyro- 
globulin in the thyroid gland and its physico-chemical properties. 
It appears that iodination causes two types of changes. The first 
has to do with halogenation method used. The damage is caused 
by the actual iodination conditions and can be avoided if the chemical 
iodination methods are replaced by enzymatic techniques. The 
second is an inevitable consequence of the introduction of the halogen 
(which is tantamount to changing the primary structure of the 
molecule). The physico-chemical properties (probably the confor- 
mation of the protein) depend on the halogen content and its dis- 
tribution. In the case of thyroglobulin, two types of change are 
observed. For fairly low halogen contents, each iodine atom introduced 
causes an increase in the sedimentation factor (from 17 to 20 S). 
When the iodine content is increased, the molecule, which has 
hitherto been broken down by the detergent into sub-units of 12 S, 
develops a resistance to this treatment, so that iodination modifies 
the interaction between sub-units. 

L'e'tude de l'iodation et de la biosynthbse de la thyroglobuline 
dans la glande thyroi'de et de ses propride's physicochimiques per- 
met quelques observations critiques sur la prkparation et les pro- 
priktks de prote'ines artificiellement halogknkes. I1 apparait. que 
l'iodation entraine deux types de modijcations : le premier rel2ve 
de la me'thode d'halogknation. I1 s'agit des dommages causks par 
les conditions mZmes d'iodation; ils peuvent gtre e'vitPs si l'on 
remplace les me'thodes chimiques d'iodation par les me'thodes enzy- 
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matiques. Le second est une conskquence inkvitable de I’introduction 
d’halogdne (qui revient ri changer la structure primaire de la molk- 
cule) : les propriktks physicochimiques (probablement la confor- 
mation de la protkine) dkpendent de la teneur en halogdne et de sa 
distribution. Dans le cas de la thyroglobuline, on constate deux 
types de changements : pour des teneurs modkrkes en haloghe, 
chaque atome d’iode introduit provoque une augmentation du coef- 
ficient de skdimentation (de 17 d 20 S ) .  Lorsque la teneur en iode 
atteint une valeur plus klevke. la molkcule, jusque Id dissocike par 
les detergents en sous-unitis de 12 S, devient rksistante d ce traite- 
ment : I’iodation modijie donc I’interaction entre sous-unitks. 

La thyroglobuline est l’une des rares prottines iodees naturelles. Elle 
est halogtnte dans la glande thyro‘ide des Vertibrts et peut Ctre aistment 
marquee par voie biologique par l’un ou l’autre des isotopes de l’iode. L’halo- 
gbne est prtsent dans deux dtrivts de la tyrosine : la 3-mono-iodotyrosine 
et la 3,5diiodotyrosine, dans deux iodothyronines : la thyroxine et la 3,5,3’- 
triiodothyroxine et, accessoirement, dans l’iodohistidine. 

Au cours de ces dernikres anntes, divers travaux ont eu pour objet l’ttude 
du mtcanisme enzymatique de l’iodation de cette prottine, l’articulation de 
sa biosynthhse et de son halogtnation, les proprittts physicochimiques des 
moltcules obtenues. 

L’iode rtagit facilement avec de nombreuses autres prottines. On obtient 
ainsi des moltcules artificiellement halogentes, qui peuvent Ctre marquees 
aisement par l’un ou l’autre des isotopes de l’iode (1311 et lZ5I). Ces moltcules 
sont utilistes : l o  comme modbles pour 1’Ctude de l’iodation de la thyro- 
globuline et de la thyroxinogenbe (lJ’); 20 comme marqueurs de protkines, 
skriques ou non, dont on veut connaitre la vitesse de renouvellement, le mtta- 
bolisme, la distribution (’); 30 pour rtaliser le dosage par radioimmuno- 
tlectrophortse ou prtcipitation immunologique, notamment de protkines 
hormonales, prksentes B l’ttat de trace dans le sang @); 40 pour l’ttude de la 
structure des prottines et les relations existant entre celle-ci et l’activitt bio- 
logique (9-23). Dans ce cas, l’iode est un rtactif sptcifique de groupe. L’intro- 
duction d’iode sur une moltcule prottique permet tgalement de prkparer des 
cristaux de densitt tlectronique tlevee qui sont ntcessaires pour les etudes de 
structure aux rayons X Cz4).  

On admet gtnkralement que la prottine halogknee est identique (ou t r h  
peu difftrente) B la moltcule native non iodte. C’est pourquoi le choix de la 
methode d’iodation prtsente un inttrgt majeur. Mais il est prtvisible que, 
m&me dans le cas oh les conditions d’halogtnation sont parfaites et tvitent 
toute dknaturation, des changements interviennent dans la structure fine de la 
moltcule, du fait mCme de l’introduction d’iode, qui revient B modifier la 
structure primaire de la prottine. 
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I1 peut paraitre utile, de ce fait, de prtsenter une analyse rapide des moda- 
litts de l’iodation enzymatique de la thyroglobuline, telle qu’elle intervient 
dans la glande thyroi’de, et de rtsumer brikvement les ttudes sur les change- 
ments de proprittts de cette moltcule au cours de son iodation. 

I. PREPARATION DE PROTEINES ARTIFICIELLEMENT HALOGENEES ET IODATION 
ENZYMATIQUE DANS LA GLANDE THYROi’DE. 

L’introduction d’iode sur les restes de tyrosine des prottines est gtnt- 
ralement effectute par voie chimique. L’tltment I, (1271 ou 1311 et lZ6I tra’ceurs 
ou additionnks de quantitks variables de 1271) peut Ctre utilist directement soit 
en solution iodo-iodurte (243 25), soit introduit par diffusion (26), soit encore 
produit au sein du milieu rtactionnel par tlectrolyse (,’). I1 peut &re tgalement 
gtntrt B partir de IK par action d’un oxydant convenable (H,O,, IO,K, 
chloramine T, etc.) (28-30). Dans tous les cas, la presence d’iode mttallo’idique 
et d’un oxydant reprksente un danger certain pour la prottine; certains tlt- 
ments de la structure primaire peuvent Ctre mCme atteints (groupes -SH, 
-S-S, -S-CH, de la cystine, cysttine et mtthionine notamment (31, trypto- 
phane (16, 33). 

Pour obtenir un rendement convenable d’iodation il est, en outre, ntces- 
saire d’optrer en milieu alcalin. En effet, Mayberry et ul. (347 35) ont ttudit le 
mtcanisme d’iodation chimique de la tyrosine et montrt que le rendement 
de la substitution est proportionnel B la quantitt de phenoxyde formt. 11s 
ont tgalement dtmontrk l’existence d’une catalyse basique qui facilite le dkpart 
du proton en 3 ou 5 de la forme quinoi’de iodke intermtdiaire. Les rtactions 
chimiques proposies pour illustrer ce mtcanisme sont reproduites dans la 
figure 1. 

I1 est donc ntcessaire d’effectuer la rtaction B un pH relativement tlevt 
(suptrieur 8,5), ce qui peut ne pas Stre sans inconvtnient pour l’intkgritt de 
la structure de certaines prottines. Signalons cependant qu’une mtthode peu 
utilide d’iodation chimique, qui met en m v r e  IC1, permet de travailler A des 
pH proches de la neutralitt (14, 36-38). 

Chez les organismes vivants, le processus d’halogknation est enzymatique. 
Par exemple, chez certains microorganismes, le chlore est l’haloghe utilist. 
On a pu extraire un systkme enzymatique soluble B partir de Cddoriumyces 
furnugo qui catalyse l’oxydation des chlorures (39-42). Le systkme est complexe 
et contient : l o  une amylase qui fournit du glucose; 20 une glucose oxydase 
qui, rtagissant avec celui-ci, gtnbre de l’eau oxygtnte ; 3 O  une chloroperoxydase 
qui, oxydie par le peroxyde d’hydrogkne, catalyse l’oxydation du chlorure et 
assure ainsi l’halogtnation du substrat. 

Dans la thyro‘ide, il existe un systkme analogue qui catalyse l’halogtnation 
des restes de tyrosine de la thyroglobuline B partir de l’iodure captt par la 
glande (43-64). La source d’eau oxygtnte n’est pas trbs bien dtfinie, mais on 
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FIG. 1. Reactions proposees par Mayberry et al. (34) pour illustrer le mkanisme de I’iodation 
chimique de la tyrosine. 

admet qu’elle peut &tre constitute par le systbme glucose-glucose oxydase ou 
par le DPNH (ou le TPNH), selon la rtaction f4*, 54) : 

DPNH + FMN+ DPN + FMNH 
2FMNH + O,+FMN + H,O, 

Le pH optimum de la rkaction peroxydasique est proche de la neutralitd. 
Par analogie avec ces systbmes, qui rtalisent l’halogtnation de prottines 

dans des conditions trks douces, nous avons propost l’utilisation de peroxy- 
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dases pour la prtparation de prottines artificiellement halogtntes (65). On sait, 
en effet, que non seulement la peroxydase thyroldienne, mais tgalement la 
chloroperoxydase, la mytloperoxydase, la lactoperoxydase, etc., additionntes 
de H,O, ou d’un systbme gtnkrateur de peroxyde d’hydrogbne, rtalisent l’halo- 
gtnation de la tyrosine libre (3-57 66). 

La peroxydase de raifort (65) et la chloroperoxydase (66) permettent l’ioda- 
tion de la thyroglobuline et d’autres prottines dans des conditions proches de 
celles qui existent dans la glande thyroi‘de. La peroxydase de raifort n’halogbne 
cependant pas la tyrosine libre, mais conduit i des polymbres de cet acide 
amint @’). I1 semble, dans ce cas, que la tyrosine soit oxydte sous forme radi- 
calaire et donc polymtriske avant que l’iodation puisse intervenir. Ce resultat 
suggbre donc que la rtaction peroxydasique est de type radicalaire *. En uti- 
lisant la methode de rtsonance paramagnttique nuclkaire, Yamazaki et al. 
ont pu montrer que l’oxydation de divers substrats par une peroxydase et 
H,O, comporte comme ttape intermtdiaire la formation de radicaux 
libres (68g 69). 

Le mecanisme de la rtaction enzymatique serait different de celui de la 
rtaction chimique (fig. 2). 

La rtaction d’iodation proctderait alors de la manibre suivante : 10 La 
peroxydase est oxydte par l’eau oxygtnde. I1 semble que le peroxyde produit 
par le systbme glucose-glucose oxydase ne soit pas libre dans le milieu. 20 La 
peroxydase oxydte catalyse l’oxydation de l’iodure. Mais l’iode oxydt form6 
ne semble pas libre dans le milieu rtactionnel; il est probablement fix6 i 
1 ’enzyme . 

L’absence d’eau oxygtnte libre dans le milieu et la fixation de l’iode 
oxydt sur l’enzyme sont deux elements favorables de l’iodation enzymatique. 
Cunningham (‘O) a suppost que, au cours de l’oxydation de l’iodure par la 
peroxydase thyroidienne, l’espbce d’halogbne oxydte obtenue est fixte sur 
les ponts disulfure de la prottine pour former un dtrivt intermtdiaire instable 
(iodure de sulfenyle). 

La rtaction enzymatique d’iodation se dtroule donc dans des conditions 
proches de celles dtcrites pour le systbme thyroi‘dien, probablement plus compa- 
tibles que les mithodes chimiques avec la conservation des propriCtCs struc- 
turales des prottines. Elle permet, en outre, d’introduire dans certains cas un 
nombre d’atomes d’iode plus Clevt que les mithodes chimiques, ce qui pour 
certaines utilisations peut presenter un inttrCt. Ainsi, la thyroglobuline ne 
peut etre halogCnCe chimiquement au-deli d’une cinquantaine d’atomes sans 
qu’interviennent des dissociations et des dtnaturations irrtversibles (‘l). 

Par la mtthode enzymatique on peut introduire, par contre, jusqu’i 200 atomes 
d’halogbne sans denaturation apparente (65). 

* Dans un travail trbs rkcent, Yip et Hadley (Biochim. Biophys. Ada ,  122 : 406, 1966) 
confirment que la rkaction d’iodation par une peroxydase est de type radicalaire. 
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FIG. 2. Reactions proposees pour illustrer le mecanisme de I’iodation enzymatique par une 
peroxydase. 

11. H~TBROG~N~ITB D’IODATION DE LA THYROGLOBULINE. 

La thyroglobuline renferme 110 restes de tyrosine, 12 restes de mono- 
iodotyrosine et 10 restes de diiodotyrosine. Le contenu en iode est donc tgal 

32 atomes. Mais, en fait, il n’est pas constant d’une prkparation h I’autre. 
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I1 peut varier entre 0,2 et 1,5 %. Diverses indications permettent de supposer 
qu’en fait la thyroglobuline est constituke par un mtlange de moltcules de 
teneur en halogbne diffirente, le contenu en iode reprtsentant donc une 
moyenne. En effet, il est possible de &parer par chromatographie sur un 
Cchangeur anionique (DEAE-cellulose QU DEAE-Sephadex (72-76) des frac- 
tions dont la teneur en iode est diffkrente. Les fractions sont d’autant plus 
faciles h tluer qu’elles contiennent moins d’halogbne. Par ultracentrifugation 
en gradient de saccharose, on stpare tgalement des fractions dont le rapport 
monoiodotyrosine/diiodotyrosine est diffkrent ; les fractions les plus riches en 
iode sont celles qui stdimentent le plus rapidement (76). Ce rCsultat met en tvi- 
dence 1’hCtCrogCnCitC d’iodation. I1 indique tgalement que les moltcules les 
plus halogCnCes ont des propriCtCs de sedimentation difftrentes de celles qui 
le sont moins. Nous reviendrons sur ce rCsultat plus loin. 

On a pu montrer que d’autres propriCtCs physiques dtpendent de la teneur 
en halogbne : par exemple la rtsistance h la ddnaturation par la chaleur et 2 
la dissociation par les detergents (719 777 78). Lorsque l’on traite la thyroglobuline 
(19 S) par le doddcylsulfate de sodium, on dissocie partiellement cette molt- 
cule en deux sous-unitCs identiques de 12 S et de poids moltculaire moitit 
moindre (325 000) (779 78). Mais une portion de la protCine rtsiste au traitement 
et on a pu montrer que c’est la plus iodte (769 789 $O). 

L’existence de cette hCtCrogCnCitC d’iodation se comprend aistment si 
l’on se rCfbre au fait que l’introduction d’halogbne n’est pas codte. La mono- 
iodotyrosine et la diiodotyrosine ne sont pas incorporCes dans la thyroglobuline 
au cours de la synthbse protkique (81$ 82); de plus, une dtsiodase spkcifique 
trbs active est prtsente dans la glande et assure la deshalogtnation trbs rapide 
des iodotyrosines libres (83). La situation pour la thyroglobuline est donc ana- 
logue celle dCcrite pour les protCines artificiellement halogCnCes : l’iode 
est distribuC au hasard entre les restes de tyrosine ayant la m&me rCactivitC. 
Cha et Scheraga ont pu ainsi isoler sur Amberlite des molecules de ribonucltase 
iodte difftrant par leur contenu en iodotyrosine, et ttablir par cette mCthode 
la rtactivitC de divers restes de tyrosine selon leur position (15, 16). 

111. CONS~QUENCE DE L’IODATION : LES MODIFICATIONS DE CONFORMATION. 

Nous avons indiqut ci-dessus que l’introduction d’un atome d’iode sur 
un reste de tyrosine d’une prottine revient, en fait, a changer la structure 
primaire de celle-ci, le dtrivC halogen6 - monoiodotyrosine et diiodotyrosine - 
ayant toute une sCrie de proprittds difftrentes de celles de l’acide amint prC- 
curseur. Ainsi, le pK de la fonction phCnol de la tyrosine est de 10, 13 (84), 

celui de la monoiodotyrosine de 8,2 (8s) et celui de la diiodotyrosine de 6,36 (86). 

On sait le r81e que le tyrosine joue dans la constitution de la structure tertiaire 
de la protdine, qui elle-m&me conditionne la conformation de la moltcule; 
on admet gCnCralement que le phenol de la tyrosine intervient dans la formation 



82 J. NUNEZ 

de liaisons hydrogbnes. On sait Cgalement que les groupes polaires et apolaires 
sont orient& diffkremment par rapport i la surface de la molCcule. Un change- 
ment de pK de la fonction phCnol doit donc se traduire par une modification 
des liaisons hydroghes et par un changement d’orientation des cycles phtno- 
liques par rapport i la surface d’hydratation. Ces observations permettent de 
comprendre Cgalement l’abolition de l’activiti biologique constatCe aprbs 
iodation. On peut penser, en effet, que le centre actif est affectk, directement 
ou non, par un changement conformationnel de la molCcule. 

A cet Cgard, les travaux sur la thyroglobuline ont fourni toute une sCrie 
d’informations qui confirment les CventualitCs dtcrites ci-dessus. Nous avons 
vu que l’hCtCrogCnCitt d’iodation de la thyroglobuline a pu &tre mise en Cvi- 
dence parce que certaines propriCtCs physiques de la molCcule sont modifides 
par l’introduction d’halogbne. 

Nous avons indiquC plus haut, par exemple, que les prdparations natives 
de thyroglobuline sont dissociCes par le dodtcylsulfate de sodium en sous- 
unit& de 12 S dans la proportion de 60-70%. Si l’on iode artificiellement de 
la thyroglobuline, on constate que la proportion de fractions rdsistant i I’ac- 
tion du dCtergent augmente en fonction du contenu en halogbne jusqu’i repre- 
senter prbs de 100%. I1 faut donc admettre que l’interaction entre sous-unitis 
est affectte par la teneur en haloghe de la molCcule. On ne peut cependant pas 
encore indiquer quel est le mCcanisme de cette modification et, plus prCci- 
sCment, si des liaisons covalentes (ponts -S-S par exemple, selon de Crom- 
brugghe et al. sont formCes au cours de I’iodation. La sensibilitb i la dCna- 
turation par la chaleur est aussi fonction de la teneur en halogbne : Robbins 
a montrC que les moltcules qui sont tluCes le moins facilement d’une colonne 
de DEAE-Sephadex et qui sont prtcisdment les plus halogCnCes sont plus 
sensibles B ce traitement (75). 

Ces rCsultats permettent donc de confirmer que toute une strie de pro- 
prittes physiques sont modifiCes au cours de l’iodation d’une prottine. I1 
en est d’autres qui permettent de supposer que les modifications portent sur 
la conformation de la molecule. 

Lorsque 1’011 Ctudie la biosynthbse de la thyroglobuline, on constate 
que la cinttique d’incorporation d’un acide aminC marquC se fait selon la 
sCquence d’evenements suivante : l’acide amin6 est d’abord incorpork dans 
des fractions proteiques legbres (3-8 S), puis la radioactivitk est renfermCe 
dans un composC de 12 S (88-9D), pour s’accumuler enfin dans une molCcule 
dont les propriitts analytiques et immunologiques sont celles de la thyro- 
globuline (91-93). Le coefficient de sddimentation, Ctabli par ultracentrifugation 
en gradient de saccharose, de cette protCine nCosynthCtisCe (17 S) est cependant 
infirieur B celui de la thyroglobuline (19 S) (92). On constate Cgalement que 
cette protCine de 17 S n’est pas halogCnCe (92). On peut d’ailleurs la siparer 
de la thyroglobuline par chromatographie sur colonne de DEAE-Sephadex (93). 

Si l’on Ctudie parallblement la cinCtique de l’iodation, on constate que 
la proteine marquCe par I’iode in vilro contient moins d’halogbne que la stable, 
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accumulte au cours de la vie de l’animal. LB encore la prottine iodte in vitro 
prtsente un coefficient de stdimentation (18,4 S) inftrieur B celui de la thyro- 
globuline (19 S). 

Ces difftrences entre les coefficients de stdimentation dtpendent donc 
d e  la teneur en halogbne : plus la proteine est iodCe, plus le coefficient de stdi- 
mentation est tlevt. I1 est facile de le confirmer puisque, apres iodation arti- 
ficielle, les coefficients de stdimentation de la prottine ntosynthttiske (17 S) 
et de celle halogtnte in vitro (18,4 S )  augmentent pour rejoindre celui de la 
thyroglobuline (19 S). On peut atteindre un maximum de coefficient de sidi- 
mentation (20 S )  en introduisant artificiellement un excbs d’halogbne, ce qui 
est possible puisque le nombre de restes de tyrosine disponibles est impor- 
tant (110). On constate alors que le niveau d’iodation pour lequel ce maxi- 
mum est atteint est le mCme que celui pour lequel les molicules sont totalement 
rtsistantes au dodtcylsulfates de sodium. 

Ces rtsultats indiquent que la valeur de 17 S pour la moltcule non iodte 
est un minimum et celle de 20 S un maximum. Entre ces deux valeurs, le coeffi- 
cient de stdimentation tvolue en fonction de la teneur en halogbne : chaque 
atome d’iode provoquerait de ce fait une transition discrzte, qui se traduirait 
par une augmentation du coefficient de stdimentation. Une transition plus 
nette interviendrait pour un niveau d’iodation eleve, mise en tvidence par 
l’apparition de la rtsistance au dodtcylsulfate de sodium. Cette deuxibme 
transition ttmoigne alors de l’influence de l’iodation sur la nature et la force 
des liaisons rtunissant les sous-unitis. 

Nous avons attribut cette Cvolution des proprittts physicochimiques de 
la thyroglobuline en fonction de son niveau d’iodation B des changements 
conformationnels. En effet, la valeur d’un coefficient de stdimentation dtpend 
de trois paramhtres : le poids moltculaire, la forme et la densite de la molecule. 
Dans le cas de la thyroglobuline (poids moltculaire : 650 000), mtme lorsque 
la teneur en iode atteint la valeur de 60-70 atomes, l’augmentation de poids 
moEculaire calculte est trop faible pour faire passer le coefficient de stdi- 
mentation de 17 S B 20 S. 

Cette augmentation ne peut donc Ctre que le risultat d’un changement 
de forme ou de densitt qui, elles-mtmes, pourraient Ctre la constquence du 
changement de polarite de la fonction phenol d’un certain nombre de restes 
de tyrosine, dfi lui-mtme B leur iodation. 

Ce changement de coefficient de stdimentation en fonction de l’halogt- 
nation n’est pas limit6 B la thyroglobuline; on peut vtrifier qu’il en est de mtme 
pour d’autres moltcules telles que strumalbumine, globine, etc., prottines 
habituellement marqutes artificiellement par l’iode. 

Les rtsultats obtenus avec la thyroglobuline permettent donc de confir- 
mer I’existence de modifications de structure, qui ne sont pas des dtnaturations 
dues B la mtthode d’halogtnation, mais qui sont une constquence intvitable 
de l’iodation. Les prottines artificiellement iodtes ne sont pas homologues 
des prottines natives ; elles en different par diverses propriitCs physicochimiques. 
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CONCLUSION. 

Les connaissances que l’on posskde sur les modalitts de l’iodation enzy- 
matique de la thyroglobuline dans la glande thyroyde et sur l’tvolution de 
ses proprittts au cours de l’halogtnation permettent quelques observations 
critiques sur la prtparation et les proprittts des prottines artificiellement 
halogtntes. I1 apparait ainsi que les mtthodes d’iodation par des enzymes 
peroxydasiques tels que la ptroxydase de raifort (65) ou la chloroperoxydase (66b 
sont susceptibles, du fait mCme de leur mtcanisme, de conduire B des produits 
marquis prksentant des qualitts suptrieures a celles obtenues avec des mtthodes 
chimiques. L’exemple de la thyroglobuline et les rtsultats obtenus avec cette 
prottine en ce qui concerne l’httkrogtntitt de distribution de l’halogbne et 
les modifications intvitables de structure qu’entraine son introduction per- 
mettent, en outre, de souligner que les prottines artificiellement iodtes ne 
sont pas homologues des protkines natives B partir desquelles elles sont prt- 
parees. Si, dans de nombreux cas, les difftrences constattes ne sont pas assez 
importantes pour restreindre leur utilisation, l’interprttation des rtsultats. 
auxquels elles conduisent devrait en tenir compte. 
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