
VOL. 11 (1953) BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA 543 

SUR L'EXCRI~TION BILIAIRE ET LA GLYCUROCONJUGAISON 

DE LA 3 : 5 : 3 '-TRIIODOTHYRONINE 

par 

JEAN ROCHE, RAYMOND MICHEL ET JAMSHED TATA 

Laboratoire de Biochimie gdndrale et comparde, CollOge de France, Paris (France) 

L' in jec t ion  au rat  de faibles doses de thyroxine  marqu6e par  ~ I  est suivie de 
l 'excr6tion biliaire d 'une  fraction de l ' iode radioact if  administr6 ~. Trois combinaisons 
renfermant  celui-ci ont  6t6 individualis6es par  chromatographie  sur papier. Elles sont  
constitu6es par  la thyroxine  elle-mSme, associ~e k son glycuroconjugu6 et ~t un  produi t  
dont  la na tu re  est encore inconnue *. L 'emploi  de thyroxine  marqu6e au moyen  de ~C 
dans le carboxyle a, par ailleurs, permis de pr6ciser que la coniugaison porte sur la 
fonction ph6nol de l 'acide amin6 ~. La r6cente identif icat ion de la 3 : 5 : 3 ' - t r i iodothyronine  
comme cons t i tuan t  de la secr6tion hormonale  thyroid ienne  ~ nous a condui t  k entre-  
prendre sur le m6tabolisme de ce produi t  des recherches, dont  celles consacr6es ~, son 
61imination biliaire sont d6crites dans ce travail .  Elles ont  port6 pr inc ipa lement  sur la 
formation 6ventuelle de ses glycuroconjugu6 et sulfoconjugu6 dans le foie. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 
Techniques 

On fait subir ~ des rats males pesant de 28o ~ 300 gu n  cath6t6risme du canal biliaire au moyen 
d'un tube de polyth~ne de 0. 5 mm de diam~tre int6rieur, afin de recueillir leur bile pendant une 
p6riode de 24 heures, pendant laquelle on les maintient sous anesth6sie au penthotal (3 ° mg darts 
2 ml H~O administr6s par portions successives). On injecte ~. trois d'entre eux, par vole sous-cutan6e, 
8.8/2g de L-3:5 : 3'-triiodothyronine marquee en 3' par 181I (15/~c) set  trois autres re~oivent en outre 
du sulfate de sodium marqu6 par asS, sans entratneur (8 #c). 

La bile a ~t~ recueillie quantitativement ~ la huiti~me et ~ la vingt-quatri~me heure d'exp6rience 
et des chromatogrammes ont 6t6 r6alis6s sur des 6chantillons individuels de 50 ~ 80/zl (chromato- 
graphie ascendante sur papier Whatman N ° i, en pr6sence d'un m61ange de IOO p. de coUidine et 
de 35.5 P. d'eau et dans une atmosphere satur6e d'ammoniaque). La radioactivit6 propre ~ lalI et 

3sS a 6t6 mesur6e dans la bile totale et sur les chromatogrammes au moyen d'un compteur cloche, 
type CEA, avec et sans un 6cran d'aluminium (18 mg A1/cm 2) retenant totalement le rayonnement fl 
de ass et celui d'X31I dans une proportion que l'on a d6termin6e ~ l'aide d'un 6talon d'131I de radio- 
activit6 connue. L'ex6cution des deux mesures sur un m6me mat6riel permet d'y doser 131I et 85S. 

Excret ion biliaire de la 3 : 5 : 3'-triiodothyronine et de ses d~riv~s 

Quelques-uns des r6sultats obtenus  ont  6t6 rassembl6s dans le Tableau  I, avec des 
donn6es comparat ives  6tablies apr~s inject ion de thyroxine  marqu6e en 3' :5'  k trois 
rats  (12.4 k 18/ ,c  131I)S. 

Envi ron  30% d'~8~I inject6 avec la 3 :5 :3 ' - t r i i odo thyron ine  marqu6e en 3' sont  
61imin6s en 24 heures, tandis  que s~S n 'es t  excrdt6 qu 'k  un  t aux  min ime (3.4%) et 
un iquemen t  au cours des premieres heures d'exp6rience. L ' in jec t ion  de thyroxine  
marqu6e en 3:5 condui t  k des r6sultats analogues, l '61imination d ' ~ I  po r t an t  toutefois 
sur une fraction sensiblement  moindre de la radioactivit6.  
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T A B L E A U  I 

IODE RADIOACTIF TOTAL (131I) ET SOUFRE RADIOACTIF TOTAL (353) ~LIMIN/~,'S PAR LA BILE APRI'~S 

I N J E C T I O N  AU RAT DE THYROXINE,  DE 3 : 5 : 3 ' - T R I I O D O T H Y R O N I N E  ET DE SULFATE DE SODIUM MARQU/SS 
(% DE LA. DOSE INJECTI~E) 

Temps Volume 
Produil de rdcolte de bile lslI dlimind a~S dlimind 
marqud injecld de la bile recueilli % % 

(heures) (ml) 

Tx o 8 4.2 9.3 - -  
Tx 8-24 5.8 13. 7 - 
T R I T h  0-8 4.6 14.o - 
T R I T h  8-24 7.5 14.3 -- 
T R I T h  

+ S*O4Na 2 o 8 5 .t I t . 7  3.4 
T R I T h  

+ S*O4Na ~ 8-24 8.6 15.2 o 

Fig. I. R6part i t ion d'la~I sur  des radio- %% 
chromatogrammes  (collidine aqueuse) r 
de la bile d 'un  ra t  (300 g) apr~s injec- 30 
tion de 8.8 /zg de 3 : 5 : 3 ' - t r i iodothyro-  
nine marqu6e en 3'. (Abcisses : longueur 
des chromatogramnles  en cm; ordon- 
n6es: 1311% total  de la prise d'essai 20 
danE la bile secr~t6e au cours des 8 
premieres heures ou entre 8 et 2 4 

heures apr~s l ' injection. 10 L 
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Fig. 2. R@ar t i t ion  d'131I et de asS sur  un radiochromatogrammc 
(collidine aqueuse) de la bile d 'un  ra t  (280 g) huit  iours aprbs l'in- 
jection de 8.8/~g de 3:5:3 ' - t r i iodothyronine (TRITh) marquee 
en 3' et de S*O4Na 2. (Abcisses: longueur du chromatogramme 
en cm; ordonn6es: 131I% et 35S% total  de la prise d'essai), 

Fig. 3. Radioautogrammes  des produi ts  iod6s (131I) secr6t6s par  la bile 
d 'un  ra t  (3o0 g) dans leE huit  premieres heures apr~s l ' injection: t, 
de 8.8 #g de 3:5:3 ' - t r i iodothyronine  marqu6e en 3'; 2, de 12. 4 /~g de 
thyroxine  marqu6e en 3' et 5' (solvant: collidine aqueuse). F = froni 
du solvant;  I -  = iodures; Tx = thyroxine;  T R I T h  = 3:5:3 '- tr i iodo- 
thyronine ,  corps inconnus = A, B, a et b danE le cas de la 3 : 5 : 3 "  
t r i iodothyronine et I, I I ,  i et 2 dans celui de la thyroxine;  O = origine 

du chromatogramme.  

Abr6viations valables pour  routes leE figures: 
T R I T h  = 3:5:3 ' - t r i iodothyronine ,  A et B = corps inconnus, I -  = iodures. 
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L'analyse radiochromatographique 7 de la bile a conduit ~ l '6tablissement de 
courbes dont quelques-unes ont 6t~ reproduites dans les Figs. I et 2, anxquelles nous 
avons joint un document radioautographique (Fig. 3). 

L 'examen de la Fig. I traduit  l 'existence d 'un m6lange de corps iod6s radioactifs, 
parmi lesquels la 3:5:3 '- tr i iodothyronine a 6t6 identififie par son RF. En dehors de 
celle-ci deux produits, d6sign6s respectivernent par A e t  B, sont r6guli~rement pr6sents 
et des traces d'iodures peuvent les accompagner. Les proportions dans lesquelles la 
substance inject6e et les corps A et B sont 6limin6s varient d 'un sujet ~ l 'autre et au 
cours de l'exp6rience. Dans l'ensemble, le corps A pr6domine fortement au d6but de 
celle-ci, tandis que le taux de B augmente par la suite. Les pourcentages respectifs de 
la radioactivit6 des divers constituants iod6s de la bile sont, 8 heures apr6s l 'injection: 
A = 6o, B = 13, T R I T h  = 21 et, entre 8 et 24 heures: A = 37, B = 23, T R I T h  = 32, 
I -  --= 7 sur les chromatogrammes de la Fig. I. La 3 : 5 : 3'-triiodothyronine est, par contre, 
plus abondante dans la bile dont le graphique i de la Fig. 2 illustre la composition 
(A = 21, B = IO, T R I T h  --  46, I -  = 18). 

Les produits A et B ne renferment pas de soufre radioactif, lequel est fix6 g des 
taches occupant des positions diff6rentes (Fig. 2, graphique 2). L 'une de celles-ci corres- 
pond aux sulfates min6raux (absence de migration en collidine aqueuse) et une autre, 
importante,  est interm6diaire h celle du d6riv6 triiod6 et des iodures. Comme nous avons 
observ6 qu'elle est pr6sente re&me si les animaux ont regu S*O~Na 2 non associ6 ~ la 
3:5:3'-tri iodothyronine, il est peu probable qu'elle renferme un d6riv6 de celle-ci 
m61ang6 g d 'autres d4riv6s soufr~s normalement excr~t6s par la bile*. 

On remarquera que les radioautogrammes obtenus (Fig. 3) pr6sentent une com- 
plexitfi plus grande que les chromatogrammes correspondants (Fig. I). I1 en est ainsi 
parce que des radioactivit4s trop faibles pour ~tre mesur6es avec pr6cision au compteur 
de Geiger-Mtiller sont r6v616es sur les premiers, l 'autographie 6tant ~ cet 6gard d'une 
extreme sensibilit6. En dehors des iodures, du d6riv~ inject6 et des corps A ou I e t  B 
ou I I ,  il y a lieu de signaler que les biles 6tudi6es renferment ~ de tr~s faibles taux 
d 'autres d6riv6s iod6s, l 'un de R v tr~s petit  (I e t a ) ,  l 'autre de Rv voisin de celui du 
corps B ou I I  (2 ou b). L'existence du corps I,  d6j~ signal6e apr~s administration de 
thyroxine ~, m6rite d'etre rapproch6e de celle du corps a, survenant apr~s injection du 
d6riv6 triiod6. L'analogie des deux autogrammes reproduits dans la Fig. 3 est & tous 
6gards tr~s grande. 

Caractdrisation d'un glycurocon~'ugud de la 3 : 5 : 3'-triiodothy ronine 

0.5 ml de bile provenant  d'un rat  ayant  re~u 8 heures auparavant  le dgriv6 triiod6 
marqu6 est d@os6 sur une ligne de d@art  de 19 cm d'une feuille de papier Whatman 
N ° I (2o × 35.5 cm). On enroule celle-ci dans un tube cylindrique renfermant nn 
mflange de collidine (IOO p.) et d'eau (35.5 P.) servant ~ la chromatographie ascendante 
(atmosphere saturfe de NH~OH, t = 16°). Apr~s 42 heures, on s~che le chromatogramme 

l 'air chaud (t ° < 4 o°) et l 'on en mesure la radioactivitfi afin d 'y  localiser le corps A. 
On d6coupe la bande renfermant celui-ci que l 'on blue par l 'ammoniaque (NHIOH 
concentr6e dilufe ~ I/IOO, deux 61utions successives par Io ml, rendement:  95%). La 
radiochromatographie d 'un 6chantillon de la solution permet de contr61er la s61ectivit~ 
de la s@aration du corps A (voir Fig. 4, graphique I). 

* Cette exp6rience ne pr6juge pas de la formation 6ventuelle de sulfoconjugu6s 5, partir du soufre 
organique des tissus. 
Bibliographie p. 547. 
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L'61uat ammoniacal est concentr~ sous vide (t < 35°) et son r6sidu sec repris par 
o.5 ml d'une solution de /~-glycuronidase de rate de veau renfermant 15oo unitds 
Fishmann de cet enzyme*, ajust6 ~ pH = 4.6 et mis ~ l'6tuve ~ 37 ° sous tolu~ne pendant 
18 heures. Ce temps 6cou16, on amine ~ pH = 2.0 par HC1 o.1 N e t  l'on extrait ~ trois 
reprises par 5 ml de n-butanol satur~ par HC1 o.1 N, que l'on concentre ensuite sous 
vide. Le r6sidu sec est repris par o.3 ml de n-butanol neutre et des radiochromato- 
grammes en collidine aqueuse et en n-butanol satur6 d'ammoniaque 2 N sont (!tablis 
sur cette solution. Les graphiques 2 et 3 de la Fig. 4 illustrent les r~sultats obtenus. 

L'action de la fl-glycuronidase sur le corps A lib~,re de la 3:5:3'-tri iodothyronine 
avec un rendement de 8o p. Ioo environ dans les conditions o/1 nous nous sommes places, 
la caract6risation de cette derni~re par son R~; en pr6sence de deux solvants appropri6s 
6tant techniquement satisfaisante. I1 y a donc lieu de consid~rer le corps A comme un 
glycuroconjugu6 du produit inject& 

A 
'3~1% '3' 1% 

30 _ 30 
O 

20 _ 20 

IO _ IO 

0 I0 20 30 cm 0 

® 

TRITh 

l0 20 30 cm 

a4 % 

20 

10 A 

L&. 
0 l0 Z0 30 cm 

Fig. 4. R a d i o c h r o l n a t o g r a m m e s :  i ,  du  corps A 61u6 (solvant :  collidine aqueuse) ;  2 et 3, du p rodu i t  
de Fac t ion  de la /5-glycuronidase sur  le corps A (solvant :  collidine aqueuse  pour  2 et  n -bu t ano l  

a m m o n i a c a l  pour  3). 

DISCUSSION DES RI~SULTATS 

L'injeetion au rat de doses de 3:5:3'-tri iodothyronine tr~s faibles (environ 3/*g 
p. IOO g), bien que sensiblement sup6rieures 5. celles d'ordre physiologique, provoque 
l'excr6tion biliaire rapide d'une partie de ce corps, de deux de ses d6riv6s et, 6ventuelle- 
ment, de tr~s petites quantit6s d'iodure. L'un des produits inconnus individualis6s dans 
la bile s'est r6v616 6tre, tr~s probablement, un glycuroconjugu6 de la 3:5:3'-tri iodo- 
thyronine et, par ailleurs, la formation de sulfoconjugu6s n'est susceptible de porter, 
si elle a lieu, que sur une fraction minime de celle-ci. Ces r6sultats m6ritent d'Stre 
rapproch6s de ceux obtenus ant6rieurement sur l'61imination h@atique de la thyroxine 
et de ses d6riv6s 2, a. Dans un cas comme dans l'autre, le r61e du foie dans le m6tabolisme 
des deux hormones parait ~tre le suivant : en dehors d'une d6sioduration dont l'intensit6 
ne peut pas 8tre pr6cis6e & partir de la seule 61imination des iodures, l'organe 61imine 
en nature une fraction des hormones et en transforme une autre en d6riv6s d'excr6tion, 
parmi lesquels des glycuroconjugu6s ont pu 8tre caract6ris6s. On peut penser que ces 
processus sont physiologiquement peu importants et qu'ils constituent les 616merits 
d'une sorte de m6canisme de s6curit6 contre la pr6sence d'un execs des hormones 
thyroidiennes dans le sang. Toutefois, le fait que la radiothyroxine administr6e 5. dose 

* Nous  remerc ions  Mr. le Professeur  MAX JAYI.E d ' avo i r  bien voulu  m e t t r e  & not re  d i spos i t ion  
la p r epa ra t i on  t i t r6e d ' e n z y m e  utilis6e darts ce t ravai l .  
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p h y s i o l o g i q u e  es t  en  p a r t i e  r e t r o u v f e  d a n s  les f6c6s s m o n t r e  que  ce m f c a n i s m e  do l t  fitre 

d ' u n e  e x t r 6 m e  sens ib i l i t6  et ,  de  ce fa i t ,  p a r t i c i p e r  k la r g g u l a t i o n  du  t a u x  s a n g u i n  des  

d e u x  h o r m o n e s .  A ce t i t re ,  les r 6 s u l t a t s  du  t r a v a i l  a c t u e l  m 6 r i t e n t  de  r e t e n i r  l ' a t t e n t i o n  

d a n s  l ' 6 t ude  du  m 6 t a b o l i s m e  de ces corps  e t  d a n s  leur  u t i l i s a t i on  t h 6 r a p e u t i q u e .  La  

g r a n d e  ana log ie  que  p r d s e n t e n t  le c o m p o r t e m e n t  de la t h y r o x i n e  e t  celui  de  la 3 : 5 : 3 ' -  

t r i i o d o t h y r o n i n e  en  ce qu i  c o n c e r n e  l ' e x c r 6 t i o n  h 6 p a t i q u e  de ces co rps  r e s so r t  pa r  a i l leurs  

de nos  r eche rches ,  l esque l les  compl (" ten t  , ce t  6gard  celles que  nous  p o u r s u i v o n s  sur  

le m f t a b o l i s m e  des  m6m~,s p r o d u i t s  9. 

R~SUM~ 

I. L'injection ~ des rats de petites doses (3/~g P. lOO g) de 3:5:3 '- tr i iodothy ronine marquee 
en 3' par 131I est suivie de l'excr6tion biliaire d'une fraction de l'iode administr6 (environ 3 ° % en 
2 4 heures). Les sulfates marqu6s (ass) inject6s simultan6ment ne sont rejet6s par la bile qu'~ un 
taux minime et pendant  les 8 premi6res heures. 

2. De la 3:5:3'-tri iodothyronine est alors prdsente en nature dans la bile en m~me temps que 
deux autres d6riv6s iodds (A et B), dont les taux respectifs sont tr6s variables. Le plus abondant de 
ceux-ci CA) a 6t6 caractdris6 comme un glycuroconjugu6 du produit inject6, qu'il lib6re par action 
de la fl-glycuronidase. 

3. L'excr6tion biliaire de la 3:5:3'-tri iodothyronine et de ses d6riv6s prdsente de grandes 
analogies avec celle de la thyroxine. 

SUMMARY 

i. The injection inlc, rats of small doses (3 #g P. ioo g) of 3:5:3'-triiodothyronine labelled on 
3' by lalI is followed by the excretion of a fraction of radioactive iodine (about 3 ° % in 2 4 hours) 
in the bile. Labelled s,qphates (35S) injected at the same time are eliminated by bile only in very 
small amounts and during the first 8 hours. 

2. 3:5:3'-triiodothyronine is eliminated by bile with two other iodinated derivatives (A and B) 
present in very variable amounts. The most abundant of these, A, has been characterized as a 
glycuroconjugate of the injected substance, which is freed from the product A by fl-glycuronidase. 

3. Biliary excretion of 3:5:3'-triiodothyronine and of its derivatives offers a great similarity 
with that  of thyroxine. 

ZUSAMMENFASSUNG 

i. Bei Ratten folgt der Injektion geringer Mengen (3 #g pro ioo g) von in der 3'-Stellung mit 
ialj markierter 3 : 5 : 3'-Trijodthyronin eine Ausscheidung yon Bruchteilen radioaktiven Jods (unge- 
I~ihr 30% in 2 4 Stunden) in der Galle. Zu gleicher Zeit injizierte markierte Sulfate (ssS) werden 
durch die Galle nur in sehr goringen Mengen und w~ihrend der ersten 8 Stunden ausgeschieden. 

2. 3 : 5 : 3'-Trij odthy ronin wird durch die Galle zusammen mit zwei anderen anwesenden jodierten 
Derivaten (A und B) von sehr wechselnden Ausbeuten ausgeschieden. Das am reichlichsten vor- 
handene Derivat CA) wurde als ein Glycurokonjugat der injizierten Substarez charakterisiert. 3 : 5 : 3'- 
Trijodthyronin wird durch Einwirkung yon ]5-Glycuronidase auf das Derivat A in Freiheit gesetzt. 

3. Die Gallenausscheiduug des 3:5:3'-Trijodthyronins und seiner Derivate zeigt weitgehende 
Analogien mit der des Thyroxins. 
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