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Les deux hormones thyroidiennes identifi6es jusqu'ici, la L-3:5:3 ' :5 ' - tetraiodothy- 
ronine ou L-thyroxine et la L-3:5:3'-triiodothyronine, d~rivent l'une et l'autre d'un 
m~me aeide amin6, la L-thyronine. I1 est tr~s probable qu'elles se forment au sein de 
la thyroglobuline par condensation, avec 61imination d'un reste d'alanine, de deux 
molficules de L-3 : 5-diiodotyrosine pour la premi~rO, de la L-3-monoiodotyrosine et de 
la L-3:5-diiodotyrosine pour la seeonde 2. On peut se demander si le m~me proeessus 
ne donne pas naissance h d'autres corps dans la glande. En effet, la condensation des 
d~riv6s mono- et disubstitu6s de la tyrosine doit pouvoir conduire k deux triiodo- 
thyronines, halog~n6es l'une en 3 : 5 : 3'-, l 'autre en 3 : 3' : 5'-, selon que le cycle p-hydro- 
xyph~noxyl6 de celles-ci provient de la L-3-mono- ou de la L-3:5-diiodotyrosine. Par 
ailleurs, la formation de la L-3:3'-diiodothyronine ~ partir de deux mol6cules de 
L- 3- monoiodotyrosine m6rite d'etre envisag6e; elle reF?verait du m~me m6canisme que 
la biosynth~se de la L-thyroxine aux d6pens de la L-3:5-diiodotyrosine. L'existence 
dans la glande de quantit6s relativement grandes de L-3-monoiodotyrosinO y rend 
plausible eelle des deux triiodothyronines et de leur homologue 3:3'-diiod6. 

Nous nous sommes propos6 de rechercher si la L-3 : 3'-diiodothyronine et la L-3 : 3': 5'- 
triiodothyronine sont pr~sentes dans la thyroglobuline, auquel cas elles seraient pro- 
bablement s~cr~t6es avec les autres L-iodothyronines que renferme cette protfiine et 
eonstitueraient, comme elles, des hormones thyroidiennes. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Les deux iodothyronines nouvelles sur lesquelles porte notre travail ne pouvaient 
exister dans la glande ou dans le s6rum qu'h des taux minimes, et leur caract6risation 
en presence d'autres d6riv6s de la m~me s6rie posait des probl~mes techniques qui 
n'auraient pas pu ~tre r6solus si l'on n'avait ~tudi6 au prfialable les proprifit6s de ces 
corps 5. l'~tat pur. Anssi a-t-il fit6 nfcessaire d'en r6aliser la synth~sO et de mettre au 
point leur s6paration ehromatographique 5. Nous nous bornerons 5. d~erire ici celles des 
op~rations r~alis6es dans ce domaine pour mener ~ bien nos recherches. 

I. Pr@aration des iodothyronines 
A. DL-3:3"-diiodothyronine. 4 ° mg de nL-3-monoiodothyronine,  obtenue par  d6sioduration par-  
tielle de la nL-3:5-diiodothyronine par  hydrog6nation en presence de nickel de RANEY 4, sont  
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dissous dans 5 ° m l  d 'a lnmoniaque concentr6e et trait6s par  25 mg le en solution dans 5 ml de 
m6thanol, ajoutds par  petites port ions en 1 heure / t  2o°C. On concentre sous vide ~ 5 ml. On s6pare 
le pr6cipitd form6 que l 'on 61imine. La solution est concentr6e/~ 2 ml, ajustde fi p H  = 5.5 par  HC1 
2N, ce qui provoque la pr6cipitation de la DL- 3:3 '-diiodothyronine,  que l 'on lave ~ l 'eau avan t  de 
la dess6cher sur P~O~. F -- 198°C (d4comp.). Teneur en lode, I°o -- 48.1 (th6or. 48.4). 

B. DL-3:3":5 ' - t r i iodothyronine .  14 mg de DL-3-monoiodothyronine dissous dans 20 ml d 'am- 
moniaque concentrde sont  additionnds lentement  de 27 mg 12 dissous dans 5 ml d'6thanol. Apr6s 
s6jour d ' t  heure / t  2o*~C, on concentre sous vide ~ 5 m l e t  l 'on acidifie 5. pH = 5.o par  CH.~ COOH 

2o°'0. ],e pr6cipit6 obtenu renferme la DL-3:3 ' :5 ' - t r i iodothyronine et diverses impuretds. Apr6s 
['avoir sdchd, on l 'extrait  par  i ml d 'dthanol additionn6 de o.i ml NaOH N. On 61inline le rdsidn 
insolullle, on acidifie ~ p H  = 4.5 par  CH 3 COOH ~ lO% et l 'on porte au bain-marie bouillant. 
Aprbs refroidissement, il se forme un prdcipit6 que l 'on 61inline et l 'addition de 5 ml d 'eau provoque 
la pr6cipitation de la DL-3:3 ' :5 ' - t r i iodothyronine que l'on s6che sur P2Oa. F = 2o4~C (d6comp.). 
Teneur  en lode, I% ~ 58.6 (th6or. 58.5). 

H. Caract&es chromatographiques des iodothyronines et solvants approprids (~ leur 
s@aration 

Les RF d 'un  ensemble d ' iodo thyron ines  pr@ar6es  par  synth6se ~ ont  6t6 ddtermin6s 
dans de mul t ip les  solvants,  dont  certains ont  fit6 mis au point  en r u e  de la s @ a r a t i o n  
de ces corps 5. 

L e s  r6sultats  rassembl4s ci-dessous ont 6td obtenus sur papier Whatn lan  No. ~ et apr~s rdv6- 
lation soil par  la ninhydrine, soil par  la r6action de Pauly ou par  celle de BOWDEN, MACLAG.aN 
ST \'VTLKINSON 6 au sulfate c6rique et /t l 'ars6nite de sodium. La ninhydrine exige la pr6sence de 
L 5 ~t 4 ° [,g de produit ,  la r6action de Pauly de 2o/~ 5 ° # g e t  la troisi6me, beaucoup plus sensible, 
de o.5/~ 4/~g. Cette derni6re, seule, est sp6cifique des d6riv6s iod6s. Nous i 'op6rons en impr6gnant  
des r6actifs le ch romatogramme sec. Les laches des corps iod6s apparaissent  alors en blanc sur 
un fond jaune. 

T A B L E A U  I 

]~F DE DIVERSES IODOTHYRONINES PURES EN pRI~SENCE DE DIVERS SOLVANTS 

.\: n -butanol  satur6 d 'NH4OH 3 N (I8°C, sens descendant). 
B : n-butanol,  aeide ac6tique, eau (7 8 : 5 : 17) ( I8°C, sens descendant),  
C: collidine aqueuse, a tmosph6re  satur6e d ' N H  a (18°C, sens ascendant).  
D: i s o p e n t a n o l  satur6 d 'NH~OH 2N (I2°C, sens descendant).  
E: n-butanol-dioxane (4: I) satur6 d 'NH4OH 2N (I6"C, sens descendant).  
F: m6thanol-ac6tate d ' a m m o n i u m  o.2 M (I :2.5), p H  -- 6.1 (3°C, sens ascendant).  

Corps (m.) dtudid 
R F dans le solvant 

A B C D E F* 

3-monoiodothyronine o.6o o.7o o.65 o.7o o.64 o.oo 
3 : 5-diiodothyronine o.66 o.65 o.68 o.75 o.64 o.oo 
3 : 3 ' -diiodothyronine o.51 o.7o o.58 o.5o o.48 o.23 
3 : 5 : 3 ' - t r i iodothy ronine o.64 o.7o o.7o o.6o o.6o o.oo 
3 : 3' : 5"-triiodothy ronine o.43 o.68 o.63 o.4o o.4o o . Io  
thyroxine  o.48 o.75 o.59 o.5o o.46 o.oo 
iodures o.31 0.20 0.85 0.20 0.38 0.68 

" en pr6sence d 'au  moins 5 /tg des corps 6tudi4s, un d6calage des taches 
pouvan t  se manifester  pour  des quanti t6s inf6rieures. 

Les donn6es obtenues sont  reproductibles de mani6re satisfaisante dans les conditions in- 
diqu6es, parmi  lesquelles il y a lieu de signaler q u ' u n  contr61e de la temp6ra ture  ( + 3 - 4 ° C )  et du 
pH (6.1) sont  indispensables dans le cas du solvant  F et que l 'emploi du solvant  D exige une 
temp6ra ture  ne d6passant  pas + I 2 - I 3 ° C .  La chromatographie  ~ deux dimensions donne des 
r6sultats part icul i6rement  signifieatifs en uti l isant  les solvants  E et F, car le premier  permet  de 
s6parer d ' abord  la thyroxine  et la 3:3 ' -di iodothyronine des deux tr i iodothyronines et le second 
d' individualiser par  la suite les d6riv6s 3:3'-diiod6 et 3:3 ' :5 '- tr i iod6.  

Dans  les recherches poursuivies  sur  des hydro lysa t s  thyro id iens  ou sur  le s6rum 

Bib l iograph ie  p. 317 . 



3 1 0  J, ROCHE, R. MI(~HI{L, W. WOLF, J. NUNEZ Vt)L. 19  (~950) 

sanguin, les quantit6s des diverses iodothyronines pr~sentes duns les prises d'essai 
6taient trop faibles pour 6tre d~celaes avec certitude par des r6actions chimiques. Aussi 
avons-nous alors op6r6 sur des produits biologiquement marqu(~s par de l'iode radio- 
actif, que nous avons mis en Ovidence par autographic. Cette dernibre a (~t6 r~alis6e it 
partir de ehromatogrammes provenant d'(~chantillons additionn~s d'iodothyronines 
pures, servant d'entraineurs, prOsentes en quantitfi suttisante pour assurer une migra- 
tion et une d~finition r~guliOres des taches et pour permettre la caractdrisation de 
celles-ci par les rfiactions chimiques appropri6es. Une mOme localisation des taehes 
r~vfil6es par les deux techniques identifie un corps radioactif inconnu ~ Fun des 
entralneurs connus ajout~s au milieu. 

I I1 .  Presence de la 3 : 3': 5'-triiodothyronine duns la thyroglobuline 

Des lots de trois rats ~ (lOO-125 g) plac6s ~ t-22°C re~oivent par voie intrap6riton6ale 
50-75 t,c lalI (I*Na sans entraineur). On les sacrifie 48 heures apr~s et leurs corps 
thyroides, renfermant 20 ~ 24 % de la radioactivit6 inj ectfe, sont broy6s en pr6sence de 
poudre de verre et trait6s ~ quatre reprises par 0.5 ml NaC1 ~ 0.9°,/0. Le liquide d'ex- 
traction recueilli renferme pratiquement la totalit6 de la thyroglobuline des glandes. 
On hydrolyse celle-ci ~ +37°C  par les protfinases pancr~- 
atiques totales (pH = 8. 5 ; 30 heures), puis par la papa'fne 
activ6e au moyen d'H~S (pH ~ 5.0; 12 heures). L'hydro- 
lysat obtenu est amen6 ~ pH --= 9.0 par l 'ammoniaque con- 
centr6e, centrifug6 et analys~ par chromatographie sur 
papier Whatman No. I. La r6v~lation des taches des pro- 
duits ajout~s comme entraineurs a 6t6 op~rfe par la r6action 
au sulfate c6rique et ~ l'ars6nite de sodium aet  celle des 
corps marqu6s naturels par radioautographie. 

Les radioautogrammes monodimensionnels obtenus 
traduisent l'existence de constituants iod6s marqu~s dont 
l'un, pr6sent en faible quantit6, est caract~ris6 par un RE 
identique "~ celui de la 3 : 3' : 5'-triiodothyronine, comme en 
rendent compte les deux documents reproduits sur la Fig. i. 
La chromatographie bidimensionnelle a confirmd ce faR, 
qu'obiective le document constituant la Fig. 3, sur lequel 
nous reviendrons. 

L'61imination de la 3:5:3'-triiodothyronine et l'en- 
richissement en son isom~re 3:3 '  :5'-substitu6 ont 6t6 r6alis~s Fig. i. Radioautogram- rues de l ' h y d r o l y s a t  enzy-  
par chromatographie de l 'hydrolysat thyroidien sur une matique de l'extrait thy- 
ligne de 30 cm de long (solvant :isopentanol ammoniacal, ro~dien total de rats trait~s 

p a r  lalI, 48 h eu re s  a v a n t  
t ° = + I2°C) et 61ution de la bande de R~ = 0.40-0.45, d'6tresacrifi~s:a, solvant: 
rep6r6e au moyen de t6moins marginaux. I1 a 6tfi possible, isopentanol satur6 d'NHi 
en r@6tant cette op6ration, d'augmenter sensiblement le OH 2N (+ t2°C), RF de la 

3 : 3' : 5 ' - t r i i o d o th y  ron ine  
taux du constituant dont le R~ correspond ~ celui de la =o.40;b, solvant:n-buta- 
3:3' :5 '- tr i iodothyronine en 61iminant une pattie du fort nol satur6 d'NH~OH 3 N 
exc6s de thyroxine qui l'accompagne. La mesure de la (+I8°C)'RFdela3:3":5"- 

t r i i o d o t h y r o n i n e  = o.43. 
radioactivit6 des chromatogrammes 6tablis ~ partir des 
6luats a permis d'obtenir des courbes de rfpartition d'l~lI dont un exemple est 
reproduit duns la Fig. 2. 
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Les %sultats de ces divers essais sugg~rent que la 3: 3 ' :5 '- tri iodothyronine accom- 
pagne k un tK's faible taux l'isom~re 3 :5 :3 '  dans la thyroglobuline. Ils ne sauraient 3°I/° 
'°I 

0 5 lO 18 Z0 cm 

F i g .  2. R a d i o c h r o m a t o g r a m m e  ( s o l v a n t :  iso- 
p e n t a n o l  s a t u r 6  d ' N H ~ O H  2N, + I 2 ° C )  d ' u n e  
f r a c t i o n  d e  l ' h y d r o l y s a t  e n z y m a t i q u e  d e  I ' ex -  
t r a i t  t h y r o M i e n  t o t a l  d e  r a t s  t r a i t d s  p a r  ~a I ,  
4 8 h e u r e s  a v a n t  d ' e t r e  sac r i f i6s .  A b s c i s s e s :  
l o n g u e u r ,  e n  c e n t i m ~ t r e s ,  d u  c h r o m a t o g r a m m e  ; 
o r d o n n d e s :  p o u r  IOO la l I  t o t a l  de  l a  p r i s e  d ' e s -  
sa i .  T x  - -  t h y r o x i n e  ; 3 : 3 '  : 5 ' - T R I T h  - -  3 : 3 '  : 5 ' -  
t r i i o d o t h y r o n i n e  ; 3 : 5 : 3 ' - T R I T h  - -  3 : 5 : 3 ' - t r i -  
i o d o t h y r o n i n e ;  M I T e t  D I T  ~ 3 - m o n o -  e t  3 : 5 -  

d i i o d o t y r o s i n e ;  I ~ i o d u r e s  

~tre dus ~i une ddsioduration de la thyroxine au cours des op6rations, comme l'indi- 
quent des exp6riences %moins. L'6ventualit6 de l'identit& du Re d 'nn peptide iodd 
et de la 3 : 3' : 5'-triiodothyronine dans les nombreux solvants employ6s est, par ailleurs, 
tr~s peu probable, en sorte que la presence de la derni~me dans la thyroglobuline nous 
parait  ~tre d6montr6e par nos observations. 

I V. Prdsence de la 3." 3'-diiodothyronine dans la thyroglobuline et darts le plasma sangui~ 

Des lots de trois rats ~ (12o-15o g) ayant  re~u par vole intrap~ritonfiale 50 ~ 75 ffc 
131I (I*Na sans entralneur) ont 6td sacrifi6s de 12 ~ 48 heures aprbs. Leurs corps thy- 
roides, renfermant lO-12 % d'~aI injectd, ont 6t6 broyds avec de la poudre de verre et 
extraits quatre fois par 0.5 ml NaC1 5_ 0.92./0. Les liquides recueillis renferment la 
thyroglobuline. On hydrolyse celle-ci, d 'abord par les prot6inases pancrdatiques 
totales ( p H -  8.5; 30 heures), puis par la 
papaine activ6e au moyen d'H2S (pH = 5.o; 
12 heures). L 'hydrolysat  obtenu, amen6 5_ 
p H - - 9 . o  par l 'ammoniaque concent%e, est 
ensuite soumis 5_ l'analyse. 

Des chromatogrammes bidimensionnels 
ont ~.t6 obtenus apr~s addition des diverses 
iodothyronines servant d'entraineurs, en utili- 
sant comme premier solvant le mdlange de n- 
butanol et de dioxane (4:1) satur6 d 'NH4OH 
2N (sens descendant, + 16 ° C), et comme second 
le m61ange de m6thanol et d'aedtate d'aln- 
monium (1:2.5), pH 6.1 (sens ascendant; 
+ 3 - 4  °C). Les radioautogrammes 6tablis 7t 
part ir  de ces essais pr6sentent un aspect carac- 
tdristique, ainsi que le montre l 'examen du 
document que reproduit, d titre d'exemple, la 
Fig. 3. Ils comportent plusieurs taches dont 
l'une, tr~s faible, occupe la position de la 3:3'-  
diiodothyronine et l 'autre celle de la 3 :3 ' :5 ' -  

,+ 
Ill MIT 

, BIT 31~BiTh 

zz,'5' 
, , tmrh 

Fr:~?d 35 {:,~ 353' ,TRI [h  

Vig. 3. R a d i o a u t o g r a m m e  b i d i m e n s i o n -  
nel  ( v e r t i c a l e m e n t :  n - b u t a n o l - d i o x a n e -  
a m m o n i a q u e ,  + ~6 ° C ; h o r i z o n t a l e m e n t  : 
i n d t h a n o l - a c d t a t e  d ' a m m o n i u m ,  - r -3°C)  
d e  l ' h y d r o l y s a t  p a n c r d a t i c o - p a p a i n i q u e  
t o t a l  d e  l a  t h y r o g l o b u l i n e  d e  r a t s  a y a n t  
re~u  12 h a u p a r a v a n t  u n e  i n j e c t i o n  d ' i o -  
( lu res  m a r q u 6 s  s a n s  e n t r a l n e u r  (Tx  = 
t h y r o x i n e ;  3 : 5 : 3 ' -  e t  3 : 3 ' : 5 ' - T R I T h  = 
3 : 5 : 3"- e t  3 : 3 '  : 5 ' - t r i i o d o t h y r o n i n e  ; 3 : 
3 " - d i i o d o t h y r o n i n e ;  X - -  c o r p s  iodds 

i n c o n n u s ) .  

triiodothyronine, et l 'on y note en outre celle d'un corps inconnu (X). 
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Nous avons concentr~ le corps considdr~' comme la 3 : 3 ' -di iodothy r°ninc par chromato- 
graphic pr@arat ive  d 'un  hydrolysat  thyroidien (solvant: ~z-butanol-dioxane saturd 
d 'NH4OH zN), dlution de la bandc radioactive de RF = o-45 o.5o par l 'ammoniaqm, 
au quart  et dvaporation h I ml de l'dluat ~ous vide (t°.~ ~ 3o~:C), afin d 'dviter ta 
ddsioduration en monoiodothyronine du ddrivd (liiodd. Le radiochromatogramme.  
6tabli en presence du mdlange de m~thanol (~t d ' ac&ate  d ' ammonium o.', .1/ (~ :~.5) i~ 
pH = 6.~ h partir  de l'bluat concentrd, comporte trois % 

sommets bien d~finis, dont  l 'un correspond it eelui (It la 3:3 '-  
diiodothvronine, de RF == o.z3 (Fig. 4). Les %sultats ont  II 

3:5:3 ~ +T~ITh 
(~t(' confirm~s en p%sencc d 'autres  solvants mentionn(!s au 
Tableau I. 

3:3' OlTh 

Fig.  4- R a d i o c h r o m a t o g r a m m e  ( m 6 t h a n o l - a c d t a t e  d ' a m m o n i u m ,  l 
+ 3 :C) d ' u n e  f r a c t i o n  de  l ' h y d r o l y s a t  p a n c r d a t i c o - p a p a i n i q u e  de  la  
t h y r o g l o b u l i n e  de  r a t s  a y a n t  regu  ~2 h a u p a r a v a n t  u n e  i n j e c t i o n  
d ' i o d u r e s  m a r q u d s  s a n s  e n t r a i n e u r  (Tx : t h y r o x i n e ,  3 : 5 : 3  ' - T R I T h  = 
3 : 5 : 3 ' - t r i i o d o t h y r o n i n e ;  3:3 ' - D I T h  ' -  3 : 3 ' - d i i o d o t h y  ron ine  : [ = iodu-  
res).  Absc i s se s :  l o n g u e u r  du  c h r o m a t o g r a m m e  (cm);  o r d o n n 6 e s  = % 

la l I  t o t a l  de la  p r i se  d ' e s sa i .  
5 10 15 20 c m  

Des exp6riences complOmentaires ont fit6 r6alis~es selon les modali%s suivantes. 
La totalit~ de l 'hydrolysat  thyroidien a d% soumise h une chromatographic  pr@ara-  
tive monodimensionnelle 12 ml d@osfis en une ligne de 25 cm sur papier Wha tman  
No. ~, solvant:  n-butanol-dioxane satu% d 'NH~OH 2N, t ° = x6°C). La partie inffi- 
rieure du radioautogramme obtenu (partie A de la Fig. 5) comporte une s~rie de bandes 
dont une correspond aux iodures (RF = o.35), une autre h u n  m~lange de thyroxine, 
de 3 : 3 ' :  5 ' - tr i iodothyronine et de 3 :3 ' -d i iodothy  ronine (RF = o.44, o.4o et o.44 ), 
et celle de R~: == 0.58 k la 3 :5  : 3 ' - t r i iodothy ronine. Apr6s filution de la bande de RF = 
o.4o-o.45 par le n-butanol  satu% d'eau, concentrat ion de l '~luat k t ° < 3o°C, on 
soumet la totalit~ de celui-ci "5, une nouvelle chromatographic  sur papier apr~'s addi- 

33'DITh 
T~ 

;3 .3;S 'Tr lTh I 

t 

C3 

' # 
Z 

g 
3 

Fig.  5. A. R a d i o a u t o g r a m m e  p a r t i e l  d ' u n  c h r o m a t o g r a m m e  m o n o d i m e n s i o n n e l  d ' u n  h y d r o l y s a t  
p r o t 6 i n a s i q u e  de  l ' e x t r a i t  t o t a l  du  co rps  t hy ro~de  de  t r o i s  r a t s  a y a n t  re~u 24 h e u r e s  a v a n t  d ' e t r e  
sacr i f i6s  IOO # c  131I ~ l ' 6 t a t  d'131I N a  s a n s  e n t r a i n e u r  ( s o l v a n t :  n - b u t a n o l - d i o x a n e  [4: i ]  sature;  
d ' a r n m o n i a q u e  2 N ,  + 16 ° C). B. R a d i o a u t o g r a m m e  d ' u n  p r o d u i t  de  f r a c t i o n n e m e n t  du  m 6 m e  
h y d r o l y s a t  (vo i r  t ex t e ) ,  6 t a b l i  /~ p a r t i r  d ' u n  c h r o m a t o g r a m m e  b i d i m e n s i o n n e l  ( p r e m i e r  s o l v a n t :  
~ - b u t a n o l d i o x a n e  [4 : 1] s a t u r d  d ' a m m o n i a q u e  2 N, -F I6  ° C; d e u x i 6 m e  s o l v a n t  : m d t h a n o l - a c 6 t a t e  
d ' a m m o n i u m  o.21~/ [1 :2 .5] ,  p H  = 6.1, + 3  ° C ) .  T x  = t h y r o x i n e ;  3 : 5 : 3 ' - T R I T h  e t  3 : 3 ' : 5 ' -  
T R I T h  = 3 : 5 : 3 ' -  e t  3 : 3 '  : 5 ' - t r i i o d o t h y r o n i n e  ; 3 : 3 ' - D I T h  ~ 3 : 3 ' - d i i o d o t h y r o n i n e  ; I -  = i o d u r e s  

n l i n 6 r a u x .  
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tion d'entraineurs (solvant : mfthanol-acf ta te  d 'ammonium 0.2 M (1:2.5), pH = 6.1, 
t ° 3 ~'C, sens ascendant). La radioactivit6 du chromatogramme obtenu se localise 
en grande pattie sur deux taches de RF correspondant respectivement aux 3 :3 ' :5 ' -  
triiodothyronine et 3:3'-diiodothyronine. On blue la r6gion occup6e par des corps de 
Rt: compris entre o.13 et 0.38 afin de soumettre ceux-ci ~ une chromatographie bi- 
dimensionnelle, dont les r6sultats autographiques sont reproduits dans la partie B 
de la Fig. 5. La prfsence de 3:3'-diiodothyronine et de 3:3 ' :5 '- tr i iodothyronine est 
objectiv6e avec une tr6s grande nettet6 par cette derni6re. 

La quantit6 de 3:3'-diiodothyronine marqu6e pr6sente k la douzihme heure 
d'exp6rience a 6t6, dans de nombreux cas, 6gale ou 16g~rement sup6rieure au quart 
de celle de la thyroxine pr6sente. Le d6riv6 diiod6 apparait  plus pr6cocement que 
celle-ci et diminue par la suite, peut-~tre en raison de sa transformation partielle 
en 3 : 3' : 5'-triiodothy ronine par ioduration. 

Une autre s6rie d'essais a 6t6 consacr6e "~ la recherche de la 3 : 3'-diiodothyronine 
dans le plasma sanguin. Elle a port6 sur trois lots de trois rats ~4 (125-15o g) ayant  
re~u par voie intrap6riton~ale IOO ~c 131I (I*Na sans entratneur) que l'on a sacrifi6s 
15, 24 et 48 heures apr6s. Les corps thyroides des animaux de chaque lot renfermaient 
respectivement 24, 28 et 19% d'~aH inject6. Le sang a fit6 recueilli sur h@arine et le 
plasma, s6par~ par centrifugation, a ~t6 extrait ~ trois reprises par du n-butanol 
.~atur6 d'HC1 o.I N (trois extractions successives par 2o ml, IO ml et IO ml). La radio- 
activit6 par ml de plasma et le pourcentage de celle-ci extraite sont les suivants: 

Temps apr~s l'in]ection I5 heures 24 heures 48 heures 

R a d i o a c t i v i t 6  p a r  ml  d e  p l a s m a  0 .23  # c  o .45  # c  o . I  5 # c  
° o d e  l a  r a d i o a c t i v i t ~  e x t r a i t e  62 47  53 

Les extraits butanoliques ont 6t~ 6vapor~s sous vide ~t temp6rature inf6rieure ~t 
3o°C. Le r6sidu see a 6t~ repris par o.2 ml de n-butanol satur6 d'eau et la solution 
obtenue a fit6 soumise ~ l 'analyse chromatographique apr~s addition d'entraineurs. 
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F ig .  6. R a d i o c h r o m a t o g r a m m e s  m o n o d i m e n s i o n n e l s  6 t a b l i s  a u x  d e u x  6 t a p e s  s u c c e s s i v e s  d e  l a  
c h r o m a t o g r a p h i e  b i d i m e n s i o n n e l l e  d ' u n  e x t r a i t  n - b u t a n o l i q u e  d e  p l a s m a  d e  r a t  p r61ev6  15 h e u r e s  
a p r ~ s  l ' i n j e c t i o n  d '13JI (ioo/~c I*Na s a n s  e n t r a l n e u r  5. 3 a n i m a u x ) .  A.  c h r o m a t o g r a p h i e  e n  m 6 1 a n g e  
d e  n - b u t a n o l - d i o x a n e  (i  : i )  s a t u r 6  d ' N H I O H  2 N ,  s ens  d e s c e n d a n t ,  t ° = I 6 ° C .  M e s u r e s  s u r  F e n -  
s e m b l e  d u  c h r o m a t o g r a m m e .  B .  c h r o m a t o g r a p h i e  e n  m 6 1 a n g e  d e  m 6 t h a n o l - a c 6 t a t e  d ' a m m o n i u m  
0.2 W/ (i  :2 .5) ,  p H  = 6.1,  s ens  a s c e n d a n t ,  t o ~ + 3 ° C. M e s u r e s  s u r  la  r 6 g i o n  d u  c h r o m a t o g r a m m e  
c o r r e s p o n d a n t  ~ l a  r 6 g i o n  o c c u p a n t  d u  i 6 e  a u  I g e  c m  s u r  A. I -  = i o d u r e s ;  T x  = t h y r o x i n e ;  
3 : 5 : 3 ' - T R I T h  - -  3 : 5 : 3 ' - t r i i o d o t h y  r o n i n e  ; 3 : 3 ' - D I T h  = 3 : 3 ' - d i i o d o t h y  r o n i n e .  A b s c i s s e s  : l o n g u e u r  

(cm) d u  c h r o m a t o g r a m m e ;  o r d o n n 6 e s :  % 131I d e  l a  p r i s e  d ' e s s a i .  
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Des chromatogrammes 5~ deux dimensions ont ("t6 6tablis en prenant comme premier 
solvant le m61ange: n-butanol-dioxane (I : I )  satur(! d'ammoniaque 2N (sens des- 
cendant, + I 6  ° C) et comme second le m61ange: mdthanol-ac6tate d'aminoniuIn 
o.2M, pH = 6.1 (I:2.5; sens ascendant; -+3 4 ° C), ~ partir des extraits du plasma 
de chaque lot d'animaux. 

La Fig. 6 illustre les r6sultats obtenus sur celui provenant de rats sacrifi6s x5 h 
apr~s l'injection d'~a~I. Le radiochromatogramme A traduit les valeurs d6termin~es 
duns la direction du premier d~veloppement (n-butanol-dioxane-NH~OH 2N). Trois 
sommets distincts peuvent alors fitre rep6r6s; l'un, de RF = o.27, correspond ~ un 
corps ineonnu; les deux autres occupent, l'un la position des iodures, l'autre celle de 
la thyroxine et de la 3 : 3'-diiodothyronine, pratiquement confondues dans ce solvant. 
La 3:5:3'-triiodothyronine n'apparait pas de fa¢on nette sur ce document. Aprbs 
chromatographic en deuxi~me dimension avec le m~lange de m6thanol et d'ac6tate 
d'ammonium, on mesure la radioactivit6 cm par cm sur une bande de 3 cm de large, 
parall~le au sens du deuxi~me d6veloppement et correspondant & la tache de thyroxine 
et de 3 : 3'-diiodothyronine. La Fig. 6 B rend compte de l'existence de deux sommets 
occupant les positions respectives de la thyroxine (RF = o), l'autre celle de la 3:3 ' -  
diiodothyronine (RF = o.18). 

Le radioautogramme bidimensionnel reproduit dans la Fig. 7 provient du plasma 
des rats sacrifi6s 24 h apr~s l'injection d'~3H; il com- 
porte plusieurs taches radioactives, correspondant res- 
pectivement 5 la 3 : 3'-diiodothyronine, h la thyroxine, 
aux iodures et k nn produit de nature inconnue. Ce 
dernier pr6sente un RF voisin des iodotyrosines en n- 
butanol-dioxane-NH40H 2N et pourrait ~tre consid6r6 
comme de la diiodotyrosine si son RF en m6thanol- 

Fig. 7. R a d i o a u t o g r a m m e  d ' u n  c h r o m a t o g r a m m e  b id imen-  
s ionnel  de l ' ex t r a i t  n -bu t ano l i que  du p l a s m a  de ra t s  prdlev6 
2 4 heures  apr6s admin i s t r a t i on  d ' lalI  ( ioo ktc I*Na,  sans  en- 
t ra ineur ,  5~ 3 an imaux) .  So lvan t s :  (i) n -bu t ano l -d i oxane  ( I : i )  
sa turd  d ' N H 4 O H  2N, sens  descendan t ,  t ° =  I6°C;  (2) m6 tha -  
nol -ae6ta te  d ' a m m o n i u m  o.2 M (I : 2.5), p H  = 6. r, sens  ascen-  
dan t ,  3°C. I - = i o d u r e s ;  T x = t h y r o x i n e ;  3 : 3 ' - D I T h = 3 : 3 ' -  

d i iodothyronine .  

ac6tate d'ammonium n'excluait pas cette hypoth6se (RF -- o dans ce solvant au lieu 
de o.34 pour la diiodotyrosine). I1 correspond sensiblement soit 5 la position du corps 
S pr6sent duns le plasma de rats thyroideetomis6s trait6s par la thyroxine radio- 
active, soit ~ celle du glycuroconjugu6 de la thyroxineL La teneur en 3:3'-diiodo- 
thyronine du plasma peut, comme duns le corps thyroide, d@asser le quart de celle 
de la thyroxine pr6sente. Elle apparait pr~cocement, puisqu'on la rencontre dans la 
quinzi~me heure apr~s l'injeetion d'13aI, et son taux sanguin parait s'abaisser par 
la suite. 

Des essais du m~me type ont fit6 r~alis~s sur l'extrait n-butanolique du corps 
thyroide des animaux, renfermant la totalit~ des acides amines iod6s libres de la 
glande et divers peptides iod~s provenant de l'hydrolyse physiologique de la thyro- 
globuline. Cette fraction de l'iode thyroidien est tr~s faible (o.5-1% d'lalI total dans 
nos exp6riences), mais elle est biologiquement tr~s importante, puisque la s6cr6tion 
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hormonale  s'61abore ~ par t i r  de ses const i tuants .  Nous y avons d6cel6 la pr6sence 
eonstante  de trOs pet i tes  quantitfis de 3 :3 ' -d i iodothyronine  et de 3 :3 ' :5 ' - t r i iodo-  
thyronine,  que l 'on peut  penser ~tre certains des corps ineonnus dont l 'existence avai t  
6t6 signal6e ant6r ieurement  s. L 'une  et l ' au t re  des deux iodothyronines 6tudRes se sont 
montr6es r6fraetaires ~ l 'act ion de la deshalog6nase thyroidienne. 

DISCUSSION DES RI~SULTATS ET CONCLUSIONS 

La pr6sence dans la thyroglobuline et, ~ l '6tat  d 'acides aminfs  libres, dans la 
glande, des 3 : 3 ' -di iodothyronine et 3 : 3' : 5 ' - t r i iodothyronine (probablement  sous la 
forme L) peut  4tre consid6r6e comme 6tablie par  nos r6sultats ; il convient  d ' examiner  
sa signification, en ce qui coneerne le r61e hormonal  6ventuel de ces corps et leur bio- 
synth~se. 

Nous avons d6termin6 avec N. ETLING 9 l 'activit6 antigoitrog6ne (hyper t rophic  
thyroidienne au 6-N-propylthiouracile)  des diverses iodothyronines vis-a-vis du ra t  
et l 'on t rouvera  les r6sultats de nos essais dans le Tableau II .  

T A B L E A U  I I  

ACTIVITI~ ANTIGOITROGENE RELATIVE Dig DIVERSES IODOTHYRONINES PURES 

Composd dtudid Activitd relative 

D L - t h y r o x i n e  I oo 
DL-3 : 5 : 3 ' - - t r i i o d o t h y  r o n i n e  5 ° o  
DL-3 : 3 ' :  5 ' - t r i i o d o t h y r o n i n e  5 
DL- 3 : 3 ' - d i i o d o t h y r o n i n e  8 5 

L'act ivi t~ de la 3 : 3 ' -di iodothyronine est voisine de celle de la thyroxine,  en sorte que 
le r61e de la premiere en t an t  qu 'hormone  thyroidienne appara i t  comme impor tan t ,  
6rant donn6 son t aux  dans la glande et dans le plasma. La  3 : 3' : 5 ' - t r i iodothy r°nine 
est, par  ailleurs, tr~s peu act ive en t an t  qu 'agent  antigoitrog~ne, mais il n 'es t  pas 
exelu qu'elle pr6sente ~ un degr~ 61ev6 d 'au t res  propri6t6s du type  thyroxinien.  Aussi 
la s6cr6tion du corps thyroide apparai t-el le  comme constitu6e par  un m6lange d ' au  
moins quatre  hormones:  la thyroxine,  les 3 : 3' : 5'- et 3 : 5 : 3 ' - t r i iodothyronines et la 
3 : 3 ' -di iodothyronine.  La thyroxine  et la 3 : 3 ' -di iodothyronine sont les plus abondantes  
de celles-ci et le t aux  des deux d~riv6s triiodt~s est toujours  no tab lement  plus faible 
que celui de la 3 : 3 ' -di iodothyronine.  

La biosynth~se des deux nouveaux const i tuants  thyroidiens d6crits dans ce 
t ravai l  pose ~ nouveau le p robRme de l 'origine des iodothyronines dont  les positions 
3 : 5 : 3' : 5' ne sont pas toutes  halog6n6es. On peut  envisager que la 3 : 3 ' -di iodothyro-  
nine se forme dans la glande, par  condensation de deux mol6cules de 3-monoiodo- 
tyrosine, ou qu'elle provienne, secondairement,  de la deshalog6nation partielle de la 
thyroxine  ou de l 'une des tr i iodothyronines.  Cette derni~re r6action pourrai t  6gale- 
men t  avoir  lieu, par  ailleurs, dans les cellules r6ceptrices. En  fait, l ' appar i t ion pr~coce 
de la 3 :3 ' -d i iodothyronine  marqude ~t un temps  de l 'exp6rience off la glande est la 
plus riche en 3-monoiodotyrosine radioact ive nous a fait  consid6rer la premiere hypo-  
th~se comme la plus plausible. L ' inact ivi t6  de la deshalog6nase thyroidienne sur les 
deux t r i iodothyronines corrobore 6galement cette mani6re de voir, laquelle tend ~ con- 
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f6 re r  ~t la 3 - m o n o i o d o t y r o s i n e  u n  r61e i m p o r t a n t  d a n s  la b i o s v n t h ~ s e  des  h o r m o n e s  

t h v r o ~ d i e n n e s .  Q u a n t  :'L la 3 : 3 ' - d i i o d o t h y r o n i n e  p l a s m a t i q u e ,  s o n  o r i g i n e  nou.~ sembl~,  

t h y r o / d i e n n e  e t  n o n  p 6 r i p h 6 r i q u e ,  en  r a i s o n  d u  p a r a l l 6 1 i s m e  d e s  v a r i a t i o n s  d u  t a u x  

de  e c t t e  h o r m o n e  d a n s  la g l a n d e  e t  dan.~ le s a n g  qu i  s ' e s t  m a n i f e s t d  a u  c o u r s  de  no> 

essa i s .  L a  f o r m a t i o n  de  la  3 : 3 ' : 5 ' - t H i o d o t h y r o n i n e  p a r a i t  r e l e v e r  d ' u n  m 6 c a n i s m ~ '  

p l u s  c o m p l e x e ,  m a i s  a u q u e l  la d 6 s i o d u r a t i o n  p a r t i e l l e  de  la  t h y r o x i n e  es t  s a n s  dout(~ 

& r a n g e r .  P a r  c e n t r e ,  l ' h a l o g d n a t i o n  de  la  3 : 3 ' - d i i o d o t h y r o n i n e  p a r  12 c o n d u i r a i t  {~ 

la  f o r m a t i o n  de  la 3 : 3 '  : 5 ' - t r i i o d o t h y r o n i n e  ~. O n  p e u t ,  d~'s lors ,  e n v i s a g e r  q u e  ce  c o r p s  

p r e n d  n a i s s a n c e  so i t  p a r  c o n d e n s a t i o n  d ' u n e  m o l e c u l e  de  3 - m o n o i o d o t y r o s i n e  e t  d ' u n ( ,  

m o l 6 c u l e  d e  3 : 5 - d i i o d o t y r o s i n e ,  a v e c  p e r t e  de  la  c h a i n e  d ' a l a n i n e  d e  ce l le -c i ,  s o i t  p a r  

i o d u r a t i o n  de  la 3 : 3 ' - d i i o d o t h y r o n i n e .  L a  c o e x i s t e n c e  d e  ces  d e u x  p r o c e s s u s  d a n s  la 

g l a n d e  es t  p r o b a b l e .  

R ~ S U M E  

i. Ira 3 :3 ' -d i iodothyronine  et  la 3 :3 ' :5 ' - t r i iodo thyron ine  on t  6t6 mises en 6vidence en ran t  
que cons t i tuan t s  de la thyroglobuline.  Ces deux corps, lib6r6s par  l 'hydrolyse  enzymat ique  de 
la prot6ine, doivent  6tre consid6r6s comme de nouvelles hormones  thyroidiennes.  

2. La s6cr6tion hormonale  de la glande est consti tude par  au moins qua t re  iodothyronines,  
a p p a r t e n a n t  p robab lemen t  toutes  ~ la sdrie L : la thyroxine,  la 3 : 5 : 3 ' - t r i iodothy ronine, la 3 : 3': 5'- 
t r i iodothyronine  et la 3 : 3 ' -di iodothyronine.  La pr6sence du dernier  de ces corps dans  le s6rum a 
~t6 dtablie. 

3. La 3:3 ' -d i iodothyronine ,  corps d 'act ivi t6  antigoitrog6ne voisine de celle de la thyrox ine  
(d6riv6 L), a 6t6 d6celde dans  la glande et dans le p lasma ~ des t aux  pouvan t  d6passer  le quar t  de 
celui de la thyroxine.  Les deux  t r i iodothyronines  sen t  toujours  prdsentes en quant i t6s  beaucoup 
plus faibles, dans  l 'organe comme dans  le sang. 

4. On peu t  envisager que la biosynth6se de la 3 : 3 ' -di iodothy ronine s 'op~re par  condensat ion  
de deux moldcules de 3-monoiodotyrosine.  Celle des deux t r i iodothyronines  reposera i t  sur la m6me 
rdaction entre  une moMcule de 3-monoiodotyrosine et  une de 3:5-di iodotyrosine.  L ' iodura t ion  
partielle de la 3 :3 ' -d i iodothyronine  est par  ailleurs susceptible de conduire ~ la 3 :3 ' :5 ' - t r i iodo-  
thyronine .  En  revanche,  il est peu probable  que l 'un des d6riv6s incompl6tement  halog6n6s (di- 
e11 tri-) puisse se former  par  d6sioduration in t ra thyro id ienne  d ' u n  homologue plus riche en lode. 

SUMMARY 

3 : 3 ' -d i iodothyronine and 3 : 3' : 5 ' - t r i iodothy ronine have  been demons t r a t ed  as being con- 
s t i tuen t s  of thyroglobulin.  These two substances,  l iberated by  the  enzymic hydrolysis  of the  
protein,  may  be considered as new thyro id  hormones.  

2. The hormone  secretion of the  gland consists of at  least four iodothyronines,  all p robab ly  
belonging to the  L series : thyroxine,  3 : 5 : 3 ' - t r i iodothyronine,  3 : 3' : 5 ' - t r i iodothyronine  and  3 : 3'- 
d i iodothyronine.  The presence of the  last of these substances  in the  se rum has been establ ished.  

3- 3 : 3 ' -d i iodothy ronine, a substance wi th  antigoitrogenic ac t iv i ty  similar  to t h a t  of thyrox ine  
(L-derivative), has  been de tec ted  in the  gland and in the  p lasma in quant i t ies  somet imes  exceeding 
a quar te r  of the  thyroxine  quant i ty .  The two t r i iodothyronines  are always present  in much  smaller 
amounts  in the  organ than  in the  blood. 

4. One may  regard the  biosynthesis  of the  3 : 3 ' -d i iodothyronine as being effected by  conden-  
sat ion of two molecules of 3-monoiodotyrosine.  That  of the  two t r i iodothyronines  is based on the  
same react ion be tween one molecule of 3-monoiodotyrosine and one of 3:5-di iodotyrosine.  The 
par t ia l  iodinat ion of the  3 : 3 ' -di iodothyronine on the  o ther  hand  m a y  possibly lead to the  format ion  
of the  3 :3 ' :5 ' - t r i iodo thyron ine .  However,  it  is ha rd ly  probable  t ha t  incomple te  halogen deriva- 
t ives (di- or tri-) can  be formed by thyro id  de iodinat ion  of a homologue richer in iodine. 
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Z U S A M M E N F A S S U N G  

I. 3 ,3 ' -Di jod thyron in  und  3,3', 5 ' -Tr i jod thyron in  s ind  als nat t i r l iche Bes tand te i l e  des Thyro -  
.vlobulins charak te r i s ie r t  worden.  Beide K0rper ,  welche du rch  enzyn l a t i s che  Hydro ly se  des 
F-iweiss-stoffes f re igenlacht  werden,  s ind  als neue  Sch i lddr i i senhormone  anzusehen .  

2. Die h o r m o n a l e  A u s s c h e i d u n g  der Driise wird durch  m i n d e s t e n s  vier  J o d t h y r o n i n e  ge- 
bildet, die m6gl icherweise  alle der  L-Reihe angehOren:  Thyrox in ,  3,5,3'-Trijodthyronin, 3,3 ' ,5 ' -  
T r i jod thyron in ,  und  3 ,3 ' -Di jod thyron in .  Die Anwesenhe i t  des le tz ten dieser K6rper  im B l u t s e r u m  
ist bewiesen worden.  

3 - 3 , 3 ' - D i j o d t h y  ronin,  ein P r o d u k t  von  ~ihnlicher A n t i k r o p f - W i r k u n g  wie T h y r o x i n  (L- 
Derivat) ,  ist  in der Driise und  im B l u t p l a s m a  nachgewiesen  worden und  zwar in Mengen,  die ein 
Viertel der T h y r o x i n m e n g e  iibertreffen k6nnen .  Die beiden Tr i jod thyron ine  s ind immer ,  sowohl 
in tier Driise als im Blute,  in viel ger ingeren Mengen  vo rhanden .  

4. Die B iosyn these  des 3 ,3 ' -Di jod thyron ins  durch  K o n d e n s a t i o n  zweier Molektile yon  3- 
Monojod tyros in  k a n n  a n g e n o m m e n  werden.  Diejenige der beiden Tr i jod thy ron ine  k 6 n n t e  m a n  
a u f  eine ~thnliche Reak t ion  zwischen je e inem Molektil yon  Mono- u n d  Di jod ty ros in  zuri ickf/ ihren.  
Ausse rdem kann  eine teilweise Iod ie rung  des 3 ,3 ' -Di jodt l lyronins  z u m  3 ,3 ' ,5 ' -Tr i jod thyron in  
f/ihren. Andererse i t s  is t  est  abe t  unwahrsche in l i ch ,  dass  einer der teihveise ha iogen ie r ten  K6rpe r  
Di- u. Tri-) durch Schi lddr / i sen-desha logenierung  eines jod-re icheren Homologen  en t s t ehen  kann .  
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