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SUMMARY 

Condit ions for  the format ion  of  a iodinated and tritiated protein combination during 
the deiodination o f  doubly labelled (lZXl and ZH) thyroid hormones 

x. T h y r o i d  ho rmones  doub ly  labeled in ~-/~ posi t ion wi th  ZH a n d  in 3",5' or 3" 
wi th  lali ( rlzllL ,ZH~DL-thyroxine: a n d  [131I,ZH]3,5,3'-triiodo-DL-thyronine) can be 
de iod ina ted  by  m i t o c h o n d r i a  a n d  severa l  ace l lu lar  p repa ra t ions"  salt  e x t r a c t s  of 
slices a n d  mi tochondr i a ,  purif ied p r e p a r a t i o n s  of t h y r o x i n e  deiodinase.  The  only  
labelled c o m p o u n d s  p r o d u c e d  u n d e r  t he  a d o p t e d  e x p e r i m e n t a l  cond i t ions  are sn~I- 
and  a prote in  complex,  P X ,  which  con ta ins  b o t h  3H a n d  lSlI. No t r i t ium- labe l l ed  
t h y r o n i n e  or ty 'rosine is formed. Since no ZH loss occurs  du r ing  t he  i n c u b a t i o n  t he r e  
is no exchange  be tween  the  t r i t i u m  a t o m s  of t he  i odo thy ron ine  and  t he  hyd rogen  
a toms  of the  med ium,  ne i the r  do a n y  metabol ic  modif icat ions  occur  in t h e  a l an ine  
~ide chain  du r ing  the  process.  

2. The  ra t io  of t he  specific ac t iv i t i es  of the  two  isotopes in the  c h r o m a t o g r a p h i c  
zones where  res idual  DE-thyroxine  or 3 ,5 ,3 ' - t r i iodo-DL-thyronine  are  loca ted  is ident i -  
cal to  the  b l a n k  af te r  i n c u b a t i o n  w i t h  t h y r o x i n e  deiodinase.  However ,  th i s  is no t  so 
in the  o the r  cases where  a d i s ag reemen t  is observed  in t he  r a t e  of de iod ina t ion  calcu- 
la ted  from the  naeasurement s  of lzlI a n d  3H. 

P X  doe~ always,  a t  t he  end  of the  reac t ion ,  con ta in  a f rac t ion  of t he  131I a n d  the  
to ta l  ZH prov ided  for by  the  d i sappea red  iodo thyron ine .  The  131I c o n c e n t r a t i o n  of 
P X  is not  c o n s t a n t  du r ing  t he  i n c u b a t i o n  period,  b u t  decreases  when  considered as 
a to t a l  a n d  even  in re la t ionsh ip  to t he  c o n c e n t r a t i o n  of all .  T h e  1~1I de iod ina t ion  of 
P X  takes  place in two  s teps  which  seems to ind ica te  t h a t  the  131I is p resen t  in the  
prote in  in two  different  forms. 

3 All t he  used p r e p a r a t i o n s  lead to  the  same reac t ion  p roduc t s .  Also, i t  secm~ 
t imt  the  m e c h a n i s m  of the  de iod ina t ion  is t he  same  in the  d.ifferent cases. T h e  de- 
iodina t ion  of the  t hy ro id  ho rmones  proceeds  in two  steps" (a) the  f ixat ion of t h e  
h o r m o n e  to a prote in ,  p robab ly  t he  enzyme ,  (b) t h e  iodine is pa r t i a l ly  l ibe ra ted  f rom 
the  complex which re ta ins  comple te ly  the  organic  ske le ton  of the  iodo thyron ine .  
T h e  format ion  of P X  t h u s  appea r s  as a necessary  s tep  in the  deiodina~:~n of t h e  
t hy ro id  hormones .  
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I NTRODUCTION 

La drs iodat ion des hormones thyroidiennes T a e t  T n, marqures  en x-fl par  aH et 
en 3 ' ,5 '  par  lnxI, en prrsence de coupes et d ' homogrna t s  de tissus de ra t  conduit  b, 
la formation d 'une  combinaison prot~ique marqu re  par  ~zxI et all ,  renfermant  le 
squelet te  organique de l ' iodothyronine,  et h de l ' i odu re t :  -. Cette combinaison ne 
c~de pas de t r i t ium aux solvants  organiques,  alors que son hydrolyse enzyrnat ique 
ou bary t ique  librre de la diiodotvrosine marqu re  par  nil, mais non par  ~3tI ; la fraction 
de celui-ci associ~e h la prot r ine  appara i t  aiors h l ' r t a t  d ' iodure mineral.  Nous a w m s  
cherch~ h pr~ciser le m~canisme de la formation de la combinaison prot r ique  iodre 
et triti~e prenant  naissance au cours de la d~siodation des hormones thvroidiem~es 
doublement  marquees,  que nous avons consid~r~e comme tan produit  in termrdia i re  
de la r~action. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Molecules marquees 

Nous avons utilis~ les hormones  thvroidiennes:  T 4, T 3 et T 2, marquees  en x-/3 
par aH([aH]T, ,  [aH]Ta et [aH~T2) d 'une  par t  et, d ' au t r e  part ,  T 4 et T 3 doub lement  
marquees,  en ~-fl par  3H et en 3 ' ,5 '  par  131I ([l~II, 3HIT4) et  en 3' ([ ~nlI, aH]Ta) • La T z, 
marqu re  en ~-fl par  aH([~H]T2), produi t  de d~part  pour  l 'obtent ion  de Ta et Ta, a 6t6 
p r rpa r r e  par  action de l 'acide iodh3,drique tfiti~ ~ sur l 'acide fl (4"-mrthoxy-3,5-diiodo- 
4-phrnoxy)-~-benzamidocinnam_ique ~. Sa puret~ a 6t6 contr6Me par  spectroscopic 
dans  l 'u l t raviole t  et pa r  rad iochromatographie  sur papier  ; son activit~ sp~cifique ~tait 
de lO8 mC/mmole  ~. [taq, ~H]T~ et [~axI, nH]Ta ont  6t~ obtenues par  iodation de [nH~Tz 
au moyen  d 'un  m~lange de t-~I~ et de t~I~. Les corps aansi p r rpa r r s  ont  6t6 purifirs 
par  chromatographic  sur papier  et  le rappor t  des activit~s sp~cifiques soigneusement  
d r t e rmin r .  L 'ac t iv i t~  Sl~Cifique en a H a  ~t~ mesur~e par  scintil lation liquide avan t  
marqu~ge par  ~a~I. 

l'r~paration des syst~mes de d~siodation 

Extvait de role: Des coupes de foie ont  dt6 extrai tes  par  KC! x.I57o dans  les 
condit ions indiqures  par  MACLAGAN ET REID 6 et PLASKETT 7, mais avec des concen- 
t ra t ions  en tissu plus ~lev~es, telles que les r~sultats  obtenus puissent 6tre compar rs  

ceux des aut res  sys t rmes  utilisrs" o.4, 0.6 et  o.8 ml d ' ex t ra i t  correspondent  respec- 
t ivement  A I5O, 2~5 et 3oo mg de tissu frais. 

Mitochondries et extrait de mitochomtries traitdes par KCI d L~5°/o" Une fraction 
de mitochondxies a 6t6 prZ.parre/t  par t i r  d ' h o m o g r n a t  de foie de rat  par  la m6thode 
de SCHN~DE~ a. Les mitochondries  non lav~es obtenues ont  6td reprises dans un volume 
de liquide de KREBS--RINGER bicarbonat6 tel qu 'on  utilise les part icules de 15o ou 
3oo mg  de foie pottr chaque essai (volume tota l  du milieu d ' incubat ion-  0. 5 ou I ml). 
La fraction mitochondria le  a ~t~ ~galement ext ra i te  par  KCI ~-~5 % pendan t  3o rain 
h o ° avec ~limination des mitochondries  par  centr ifugation h 5000 /. g pendant  
IO rain; on a utilis~ pour  chaque essai l ' ext ra i t  correspondant  /t x5o ou 300 mg de 

foie. 
Thyroxine-ddsiodase: Chaque essai contient  0.8 mg de pr rpara t ion  enzymat ique  ~ 

Abbreviations: T~, DL-th~roxine ; T~, 3,5,3"-triiodo-DL-thyronine; T~, 3,5-diiodothyron~ne ; 
DIT, diiodotyrosine- 
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dans I ml de liquide de KREBS--RINGER bicarbonat6* (activit6 sp6cifique rapport~e 
l 'homog6nat  = 8o). 

(7onditions d ' incubat ion  et d analx se 

Les diverses pr6parat ions ont ~t6 incub~es en presence de [taiI,3H~T4 ou de 
i l3tI,aH IT3 ~t concentrat ion finale 5" 1o-5 M. L 'hormone  a 6t6 in t rodui te  en solution 
dans le propane 1,2-dioI ~ 50% (0.05 ml) et l 'on a ajout6 dans certains essais une 
solution de FMN dans le liquide dc KREBS--RINGER (concentrat ion finale 5" IO-S M), 
dans un volume total  de I ml. La r6act ion a 6t6 suivie ~t 37 ° darts un appareil  de 
Warburg  (agitation 8o r6v./min) et sous i l luminat ion;  des parties aliquotes de la 
solution (5o tzl) ont 6t6 pr6Iev~es ~t des t emps  divers et analys~es par  chromatographie  
sur 'papier en p renan t  comme solvants les m61anges: n -bu tanol -ac ide  ac~t ique-eau 
(78:5"17) et n -bu tanol  satur6 d ' N H , O H  2 N. La  radioactivi t~ de 1slI a ~t6 mesur6e 
avec un compteur  Geiger-Mtiller sur un appareil  au toma t ique  et celle de aH d6termin~e 
en s~intillation liquide ~°. Les rendements  des compteurs  ont  ~t~ 6tablis avec precision 
et I'o~ a pu ainsi obtenir  des rappor ts  d 'act ivi t~s sp6cifiques (~) pour  chaque section 
du ch roma tog ramme  ou pour  la total i t6 de celui-ci en valeur  relat ive (coups/rain) 
ou en valeur absolue (ddsxnt6grations]min), en t enan t  compte  dans chaque cas de 
la d6croissance de la radioactivi t6 de xatI. Nous avons 6tabli ainsi le rappor t  ~ : xstI/SH 
pour le c h r o m a t o g r a m m e  tota l  d ' , ,n  t6moin de l ' iodothyronine  6tudi6e. m-t6moin de 
"l'~ ou T~ et ,c-total de chaque essai. Les rappor ts :  ~a~I/~H de la zone correspondant  
au corps de RF : o et A Ia zone de T 4 ou T a non consomm6e ont  6t6 respect ivement  
ddsignds par  a -PX,  ~-T 4 et a-T 3. I - / I - t " X  t radu i t  le pa r tage  de tatI entre  les iodures 
et le corps de /¢F = o et % [ z H ~ P X / % [ x m I ] P X  le pourcentage de aH re tenu  dans 
le corps de /¢~,-- o rapport6 b. celui de ~s~I pr6sent dans  ce m6me compos6. 

RESULTATS 

l )6siodation par  les mi tochondries  de fo i e  de rat  

Le syst6me d6siodant,  localis6 pr incipalement  dans les mitochondries ,  n ' y  est 
en concurrence qu 'avec  I 'enzyrne responsable de la format ion de d6riv~s ac6tiques;  
l 'addi t ion de FMN favorise alors la d6siodation aux d6pens de | ' oxyda t ion  de la 
chaine xx. 

Nous awms  ~tudi6 successivement la d~siodation de [xatI,SH~T4 et de [x~xI,aH]Ta 
par des quant i t~s  croissantes de mitochondries .  La  Fig. I a  illustre la dispari t ion 
de T 4 et la formation de ses produi ts  de d6gradat ion mesur~es au moyen  de x31I, 
la Fig. Ib  les m~mes processus mesur6s au moyen  d 'aH dans un essai con tenan t  les 
mitochondries  de 15o mg de foie de rat .  Des r6sultats  analogues ont 6t6 obtenus el~ 
pr6sence de mitochondries  de 30o mg  de tissus. L ' examen  de ces figures mont re  que 
T ,  donne naissance tL de l ' iodure min6ral  (laaI-) et & une combinaison prot6ique (PX) 
marqu(~e/t la fois par  131I et 3H. Dans  les deux cas, on observe que, pour  les diff6rents 
t emps  d ' incubat ion,  les pourcentages  de T 4 disparue diff6rent selon qu' i ls  sont calcul6s 
en se basant  sur les mesures de 3H ou sur celles de x3xI. L ' incuba t ion  de [~3q,aH]T~ 
en pr6sence de mitochondries  de 15o mg  de foie conduit  A des r6sultats  analogues 
(Fig. 2a et 2b). Cette discordance pourrai t  ~tre interpr6t6e par  une perte de ~H. 

* Cette pr6paration tic thyroxinv-d~siodase nous a 6t6 adress6e par M. S. LISSITZKY (Facult6 
de M~decine et de Pharmacie de Marseille), que nous remercions vivement. 
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C e p e n d a n t ,  la v a l e u r  d 'm- to ta l  d a n s  un  essai  d ' i n c u b a t i o n  de T ,  a u  t e m p s  12o ra in  
(,, - -  z4.6 ) et cel le  d u  t 6 m o i n  (~ = 27.9)  d i f f6 ren t  peu.  I1 ne  s e m b l e  d o n c  p a s s e  pro-  
d u k e  de p e r t e  g l o b a l e  de aH et  l ' 6 v o l u t i o n  des  v a l e u r s  d ' a  p o u r  P X  et  T a r6s idue l l e  
su r  les c h r o m a t o g r a m m e s  ne  p e u t  ~t re  i n t e r p r 6 t ~ e  q u e  si la  zone  c o r r e s p o n d a n t  ~ T 4 
( ' on t i en t  u n  m61ange  a l t e r n a t i v e m e n t  p i u s  ou m o i n s  r i che  en  lode q u e  ie t d m o i n .  
Les r 6 s u l t a t s  o b t e n u s  a v e c  r13]I.aH~Ta son t  d u  m ~ m e  ordre .  

D a n s  le cas  de  T 4, P X  c o n t i e n t  1/5 h 1/7 de  lalI  d u  t 6 m o i n  Ta. L a  q u a n t i t 6  
d ' i o d u r e  m i n 6 r a l  l ib6rd a u g m e n t e  p r o p o r t i o n n e I l e m e n t  p l u s  v i t e  q u e  la  t e n e u r  en 
lode de ,-=DV (Fig.  3)- 

Le  t a u x  de  d 6 s i o d a t i o n  est  p r o p o r t i o n n e l  h la  q u a n t i t 6  de m i t o c h o n d r i e s  m i se  en 
o e u v r e  e t  ce la  p o u r  u n e  m 6 m e  c o n c e n t r a t i o n  de  F M N  (Fig.  4)- P a r  con t r e ,  l a  d6sio-  
d a t i o n  a u g m e n t e  p o u r  u n e  m 6 m e  quan t i t c ;  de  F M N  q u a n d  on a j o u t e  F e  z+. d a n s  ce 
cas,  x - P X  est  p l u s  ~lev6 q u e  d a n s  le t 6 m o i n  i n c u b 6  en  p r 6 s e n c e  de~ seuls  F M N  ou 
Fe 2+. N o u s  a v o n s ,  en  ou t re ,  c o n f i r m 6  q u ' E D T A ,  les t h y r o n i n e s  1o -a M (T.~ ou son 

$0 ~ a ) TOO ~ o ) 

~ - - , , . ~  i X  

.....4[- 

0 lh - -  2'h-t _ , , t 0 Ih 2h 
Fig. I. Cin6tique de  d 6 s i o d a t i o n  de  ~"tl,aH T4 par les mitochondries de t5o mg de foie: a ,  ta~l" 

b, all. 

m T 
% 

3H % 
a 

1 3 1 ] : _  

k i [ .  I , I , , , | _ _  

.~0 60  ~2o rain 

b 

39 60  ~20 re~t) 

Fig .  2. Cin6tique de d~;odaf ion de ~l~q,sll;T 3 pax les mitochondries de xSo mg de foie" a, =aq.  
b, 3H. 
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isom6re,  la 3 , 3 ' , 5 ' - t r i i o d o t h y r o n i n e ,  p a r  exemple)., ~les w~atl~mm~. ~S@h~-, cys td ine ,  
p r o p y l t h i o u r a c i l e  i o  -a M) i n h i b e n t  la dds ioda t i0n  ~e~ , g ~ ~  qFm. I~ ~eneur en ~s~I 
de P X  n ' e s t  pas  modifide i d e n t i q u e m e n t  p a r  cesdi~,ews ~ .  

l )dsiodation de p3zI ,aH] T 4 par  l' extrait de m i t o c h o n ~ e s  fl~wr tK(GI 

Les c ind t iques  de dds ioda t ion  on t  dtd d tabl ies  ~ o ~ k x m m ~ I t ~  p o u r  les m i to -  
chondr i e s  i n t ac t e s ,  l ' e x t r a i t  de celles-ci t r a i tdes  pax  t]KtCI1 u : ~ % ~  ett ½~ cu lo t  rds iduel  
de ce t t e  e x t r a c t i o n .  D a n s  Ies t rois  cas. les i n c u b a ~ o n s  ,omtt ~ n~huli~es en prdsence 
de F M N  5" IO-~ M e n  u t i l i s an t  c h a q u e  fois un  v o l u m e , d e ~ 3 ~ e ~ ~ m t  cor respon-  
d a n t  ~t un  m~me poids  de t issus  frais (15o ou 3oo m~.~ Ipnm mm ~o lume  final  de 
o. 5 ou I ml). 

La  Fig .  5 r e p r o d u i t  les c indt iques  de ddsiodatiom ( ( m ~ ) ) n m ~ v z t ~ e m e n t  p o u r  le 
s y s t ~ m e  m i t o c h o n d r i e s ,  e x t r a i t  de m i t o c h o n d r i e s  p a r  t~Ol ~tt Itv ¢lflbt~ Les  p r o d u i t s  
de la rdac t ion  son t  t o u j o u r s  l ' i odure  et le ma td r i e l  , f i e / R ~ =  ~ mmmq~4, p a r  v~xI. La  
.~omme des t a u x  de dds ioda t ion  p o u r  l ' e x t r a i t  de m ~ , o d h o m ~ v ~  t~a~z ~C1 e t  le culo* 

t311 
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3n 
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120 min 
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,~D rain 
. . . ~ m i n  

5 10 
Fig. 3- Evolution en fonction du temps ('5, 3 o, 
Oo, I2O ra in )de  la rdpartition de x3zI entre 
l'iodure (tstI-) et PX([IsII~PX) au cours de 
l'incubation de [131I,'~H]T 4 avec les mito- 

chondries de zSO mg de foie. 

Fig. 4. ':]ROhrfi/cm ~mmme d~siDd__b~__'on et quantitd 
die ~ t ~ m ~ .  

~ o o  700 

30 qio ~i#~ 

' ~ g  PX 

3D ~ ~ Z~ 60  :i~ 
b G 

Fig. 5. Cindtiques de ddsiodation de ?*II,aH]T~ par (R) aes miitm~hemfl[~ii~ d~, ~_-3o, mg de foie, 
;b) l 'extrait par KCI I_ 15 O/o d'une m6me prdl~.,~'~n ,de.,-mi't~hrmfl.i4~., (~)llm~lh, aulot de centrifu- 

gation de l'e~t~/~t .~,b). ~ ........ ' 
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r~si(luel s e n t  s u p 6 r i e u r s  au  t 6 m o i n  m i t o c h o n d f i e s .  Le T a b l e a u  [ : -eprodui t  les r 6 s u l t a t s  
o b t e n u s  ( m e s u r e s  de  ls lI  e t  de  ZH A 60 "~x" m;, , ]  la d 6 s i o d a t i o n  est  i m p o r t a n t e  d a n s  les 
d e u x  cas ;  il ne  s e m b l e  pas  3" a v o i r  de  p e r t e  de  3H ca r  a - t o t a l  es t  t o u j o u r s  peu  d i f f e ren t  
de  4- P X  c o n t i e n t  q u a t r e  fois m o i n s  de  ~s~I que  T 4. Le p o u r c e n t a g e  des  i odu re s  fo rm6s  
est  3-5 ~t 4 fois p lus  6lee6 que  celui  de  P X .  

Prt:paral ion 

3!  
3 I - K C I  

T A B L E A U  I 

TAUX DES DIVERS P R O D U I T S  DE LA RI~ACTION, 
RAPPORTS I a I | J a H  DES CHROMATOGRAMMES (~-TOTAL} ET DE l '~X { ~ - l ) X )  

ET RAPPORT DE 131[ RETROUV/~ DAN'S LES IODURI~S/I : ; I I  RETROUVI~: DANS [-)X ( I / [ - l ' X )  

.Xlesures a u  t e m p s  6o  r a i n  d e  l ' i n c u b a t i o n  d e  ii~:nI,SHiTa en  p r 6 s c n c e  d e  l ' e x t r a i t  ( .~[-KCI) p a r  
KCI  1.15 Or'O d e  m i t o c h o n d r i e s  (M) tic foie  d e  r a t .  

Total:  ,,- T o t a l  ~- P X I / [- P X % 1 % [ P . V  % [3H] I - 'X  i -  + I - P X  

53 .6  I3-4 5 7  `2 67 4 0-95 4 . 0  
35 9 .9  4 r 45 4, i 0 . 9 9  3-5 

Ddsiodalion de C131I,SH~T4 par l'extrait de foie par KCI 

L a  c i n 6 t i q u e  de  d ~ s i o d a t i o n  a 6t6 6 tud i6e  d a n s  six essais ,  t ro i s  en la p r6sence ,  
t ro i s  en l ' abse r ,  ce de  F M N  5" lO-5 M. C h a q u e  s6rie c o r r e s p o n d  a u x  e x t r a i t s  de  15o -225  
et  3oo m g  de  t i s su  p o u r  un  v o l u m e  final  de  I rnl. L a  Fig.  6 r e p r o d u i t  les c i n 6 t i q u e s  
de  d ~ s i o d a t i o n  p a r  l ' e x t r a i t  de  225 m g  de foie (a) en  la p r6 sence  e t  (b) en l ' a b s e n c e  de  
F M N .  Les  p r o d u i t s  de  la r 6 a c t i o n  s e n t  e x c l u s i v e m e n t  le co rps  de  ICp --*_o et  l ' i odu re .  
Les  r ~ s u l t a t s  des  a u t r e s  essais  s e n t  a n a l o g u e s ,  F M N  n ' a u g m e n t a n t  pas  Ie t a u x  de 
d 6 s i o d a t i o n .  Le  T a b l e a u  i i  i n d i q u e  le t a u x  des  d i v e r s  p r o d u i t s  de  la r 6 a c t i o n  a p r b s  
60 m i n  d ' i n c u b a t i o n  (calcul6s en ]31i e t  3H) e t  les r a p p o r t s  a - t o t a l ,  ~ - P X  e t  I - / I - P X .  

Ces r ~ s u l t a t s  p e u v e n t  6 t re  i n t e r p r 6 t 6 s  de  la  m a n i ~ r e  s u i v a n t e :  (a) la c i n & i q u e  
de  ia  r 6 a c t i o n  es t  b e a u c o u p  p lu s  r~gul ibre  q u ' a v e c  les c o u p e s  et  les h o m o g 6 n a t s  t.~. 
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F i g .  6. E i n 6 t i q u e  d e  d 6 s i o d a t i o n  d e  [naq,aH~T3-4 p a r  u n  e x t r a i t  p a r  K C I  x. 15 ~/O d e  c o u p e s  d e  f o i e :  
(a) e n  l a  p r 6 s e n c e  d e  F M N  5" I o - a  M" (b) e n  I ' a b s e n c e  d e  ce  c o f a c t e u r .  

B i o c h i m .  B i o p h y s . . 4 c t a ,  69  ( t 9 6 3 )  2 7 1 - 2 8 3  



~ ~ } ~ ' m r 0 k ~  D E  L A  T H Y R O X I N E  E T  C O M P L E X E  P R O T I ~ I Q U E  2 7 7  

T A B L E A U  I I 

/X3AII~ ~tt.~i4 DI3~I~It~ PRODUITS  D~ LA R]~ACTION ET RAPPORTS ~s~I/'ZH 
(~-~t'~t . ' ~  tttormora~ai:r~, a - P X  ET 0t-TOTAL) A P R ~ S  INCUBATION P E N D A N T  6 0  MIN 
:DE ]Illl[].II'~[H.'IT'I4 1 t~  I~..R~'SENCE D ' U N  E X T R A I T  DE F O I E  DE RAT PAR K C I  I . I 5 ° o  

I L e . i a p p o r t  ~ - t o t a l  d u  t 4 m o i n  Ta  e s t  6 g a l  h 3 . 7 - 3 . 8 .  

N o .  ~" l'e-f~ti,'~t % 1 -  + % [ * H J P X  ~t-Total at-ILk" I - I . f - P X  
cot tdthot ts  , ,xp~imatt t tM~, "h I'  % I - I ' X  I . P X  " 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

I. E x t r a i t  ,de  n .~ ,  mlg  
d e  c o u p t m  + ~ -3:.3 4 -*~ - '7-9 18.2 3 .92  I .o  5 .2  

2. E x t r a i t  ,de  0--~'~ mlg  
d e  c o  u p ~  -~ [FX~I~ 3~.3  ~. t 3 8 . 4  25 ,2  3-7" o.~ 5-3 

3. E x t r a i t ,  d e  :300 m/.g 
d e  coUpt. 's -~, ~ \  t~ .3  3 .3  22 .6  0 . 9  3 .92  1.3 5 .8 

4. E x t r a i t , O e  a ~ o  r n ~  
d e  coupL-s~ t rn~  f f ' ~  zq,  o 7.2 31 .2  20 .5  3 .34  0 .9  3-4 

5. E x t r a ~ t  n_e ~_2~, wrt~ 
d e  c o u ~ s  ~trn~ l Y ' ~  "¢g ,_r),r) (~. 7 33 .3  22.4 3 .68  ~. i 3 . 9  

~. E x ~ r a f f  ,dc  .Boo n a g  
d e  c o t r p t ~ a ~ r m  f f ' ~ ' ~  ~ 5 . 9  6 . 3  3 2 . 2  2 9 . 2  3 . 6 1  o .S  4- I 

(b) I1 :n',v :a t~ms d~' tpemle di~ 3I-I au  cours  de l ' i n cuba t i on ,  car  a - to t a l  est  en m o y e n n e  
de 3.-8 ,en ~pr~nmw dh, IF.,~, et  de 3.5 sans  ce cofac teur ,  e t  la v a l e u r  m o y e n n e  d '~-T4 
est  de 3-7-!(@ IL~' na~ip~r~ I~- / I -PX est  p lus  61ev6 en la p r4sence  de F M N  (5-4) q u ' e n  
son absence  ((~,'@.. ~ semble  d o n c  favor i se r  la d4s ioda t ion  de P X ,  bien que  les 
t a u x  gl¢ilarm, x die dl~ii~dh~on ne soient  pas  s ens ib l emen t  affect4s avec  l ' e x t r a i t  de 
foie p a r  ~.~2. ((~) Ee~ r a p p o r t s  a - P X  sont  peu  diff4rents  p o u r  les d ive r s  essais;  ils 
t 6 m o i g n e m  ,an ~ ~ ,  IP~  con t i en t  r /3 /~ I /5  de ~a*I de T 4 ini t iale.  (e) Les t a u x  de 
d4sioda~¢m ~ c m t k ~  e ~  mrl~ son t  sup4r ieurs  /~ ceux calcul4s en all .  Or  a - to t a l  des 
essais ,est ~ ¢ ~  et~ i i ~ n i d q u e / t  celui du  t4moin  ; il n ' y  a d o n c  pas  de  pe r t e  de all .  
On petr t  ~ ~ I m r e e ,  fn~¢ pax la prdsence  sur  les c h r o m a t o g r a m m e s ,  au  n i v e a u  de T4, 
d ' u n e  ~adli~aflle rrn0in~ ii~d~e que  ce!!e-ci. 

Ddsio~a, tia~ dbv ~.arm£,:3~_~iT ~ at de [lalI,aH]Ts par la thyroxine-ddsiodase purifide 

Les~t iomsdl ' imaudba~ion de [aalI ,all]T4 et [aa*I,aH]Ts avee  la t hy rox ine -d4s iodase ,  
en prdstmee die ~ $--zo~ a M, on t  4t4 ana lys4s  ~t des t e m p s  diff4rents  (o, 15, 30, 60, 
9 o, x2o ~mii~. ~ rmdii0etkromatogrammes dtabl is  s i m u l t a n 4 m e n t / t  p a r t i r  des  mesu re s  
de aa~ .et ,de :q~l m'.~..~e=~ qua  les seuls p r o d u i t s  de la r4ac t ion  qu i  s ' accumulen*  d a n s  
le milieu~sCmt amlI- nit ~ ,m~t4 r i e l  de RF - -  o (PX)  m a r q u 4  ~t la lois p a r  les d e u x  i so topes  
(Figs..7'm'~)-- 1111me~e. ttorme a u c u n  des mdtabo l i t e s ,  r encon t r4s  parfois  avec  des sys t6mes  
moins  p ~ , t ~ l l ~  qFm. Iir t h y r o n i n e ,  la t y ros ine  et les acides  iodo thy roacd t iques .  
Si l 'on  ,ca~kutle i~0mr ¢lkaqne t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  les t a u x  respect i fs  des c o n s t i t u a n t s  
du  mfilgnge,  ,om l~mm ~ a b l i r  les courbes  c in~t iques  de la d4s ioda t ion  (Figs. 9 et  IO). 
L ' e x a m e n  ~6e ~ ttotmtbes m o n t r e  que  les q u a n t i t 4 s  de T 4 et  T a ddsioddes son t  les 
m6rnes,  ,qu'idihm ~oii~rtm ffvalu~es/ t  p a r t i r  des  mesures  de xs~I ou de al l .  I1 en d4coule  
que  ~ ! g  ,matimm~ lira ltotalit4 des p r o d u i t s  de la d4s ioda t ion  des  d e u x  i o d o t h y r o n i n e s  
~ o u  ~ma ~pr~,dtr/in m a k t ~ ,  de m ~ m e  o r i g i n e - - e t  que  ceux-ci  c o n t i e n n e n t  encore  u n e  
pa r t i e ,de  mmlI;; l/Mmne,. 191kmirnportante, se r e t r o u v e  d a n s  le mi l ieu  sous forme d ' iodure .  
Ce t te  e¢~tmmtla0mftmme . t~vs p o u r c e n t a g e s  d ' i o d o t h y r o n i n e  r4siduelle  4 tabl is  en *~*I et  

Biochim.  Biophys .  .4eta, 69 {1963)  2 7 1 - 2 8  3 
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3H 61imine l '6ventual i t6  d ' une  perte  de 3~I au cours de l 'act ion de la thyroxine-d6si~-  
dase. Nous l 'avons  v6rifi6 en 6tabl issant  qu '~ - to ta l  du t6moin et celui de l 'essai, 
apr6s I2O rain d ' incuba t ion ,  sont  ident iques  (~-total  = z.35), a-T4 de T 4 r6siduelle. 
apr~s le marne t e m p s  d ' incuba t ion ,  est 6gal ~ z.z 5, ce qui pour ra i t  correspondre ~t une 
perte de lmI, donc ~t la  format ion  d ' une  iodothyronine  moins iod6e que T4; l '6cart 
observ6 n'ex, 2~de cependant  pas 7 °~, :o, vateur  comprise dans  la marge  des eITeUr.~ 
exp6rimentales .  

Cet ensemble  de r6sul ta ts :  concordance des t aux  de d6siodation,  des rappor t s  de 
radioact iv i t6  de ~ml et 3H, pour  divers  616ments de mesure,  par  r appor t  au t6moin.  
mon t r e  d ' une  manibre  absolue que les seuls p rodui t s  de ta r6action sont  ceux s6par6s 
sur les c h r o m a t o g r a m m e s .  
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F i g .  7.  l l a d i o c l ~ o m a t o g r a m m e s  ( s o l v a n 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  (7g, : 5 : r 7) )  du milieu 
d ' i n c u b a t i o n  d e  rl*~I,aH~Ta en  p r 6 s e n c e  d e  t h y r o x i ~ e - d 6 s i o d a s e .  P r 6 1 6 v e m e n t s  a p r b s :  a,  o r a i n "  

b, 6o r a i n ;  c, z2o r a i n  d ' i n c u i : ~ t i o n .  

B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a ,  6 0  ( I963)  27x--283 



DI~.SIODATION DE LA THYROXINE ET COMPLEXE PROTI~IQUE 279 

E n  ce q u i  c o n c e r n e  P X ,  la  r ~ p a r t i t i o n  de 13zI e n t r e  r i o d u r e  et  I - P X  diff+re se lon  

q u e  les t a u x  son t  6 t a b l i s / l  p a r t i r  de  c h r o m a t o g r a m m e s  en  n - b u t a n o l - a c i d e  a c ~ t i q u e -  
e a u  ou en n - b u t a n o l  s a tu r~  de 2 N N H 4 O H  ; ce fa i t  p e u t  t ~ m o i g n e r  de  la  p r e s e n c e ,  d a n s  
P X ,  de  Ia]I d o n t  u n e  p a r t i e  est  li~e d ' u n e  m a n i + r e  r e l a t i v e m e n t  l ab i l e  e t  q u i  d o n n e  
a i s ~ m e n t  n a i s s a n c e  ~ de l ' i odu re .  C e t t e  r e m a r q u e  est  en  a c c o r d  a v e c  c e r t a i n e s  obser -  
v a t i o n s  d ' a u t r e s  a u t e u r s  1~,]3. Le  fa i r  q u e  P X  p e u t  s ' a p p a u v r i r  en 131I est  c o n f i r m 6  
p a r  l ' ~ v o l u t i o n  d ' ~ - P X  en f o n c t i o n  d u  t e m p s  d ' i n c u b a t i o n .  P o u r  u n e  v a l e u r  d'c,- 

t 6 m o i n  - -  z p o u r  T 4 et  0.5 p o u r  T 3, ~ - P X  d i m i n u e  r ~ g u l i ~ r e m e n t  a u  cours  de l ' i n c u -  
b a t i o n  (Fig.  Ix) .  Les v a r i a t i o n s  d u  r a p p o r t  [ a H ] P X / I - P X  a u x  d i v e r s  t e m p s  de  
1 i n c u d a t i o n  m o n t r e n t  p a r  a i l l eu r s  q u e  P X  c o n t i e n t  u n  p o u r c e n t a g e  de ~3~I de p l u s  
en  p l u s  f a ib l e  (Fig.  I2).  
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Fig. 8. Radiochromatogrammes (solvant: )l-butanol - acide ac6tique - eau (78 : 5 : XT) ) du milieu 
d ' ineubation de r"tI,=H]T= en presence de thyroxine-d6siodase. Pr61~vements apr~s: a, o rain; 

b. 6o  rain; c, z2o rnin d ' i n c u b a t i o n .  
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Fig. O. C in6 t ique  de d6siodat i (m de "tZ~l,aH "l't 
pa r  la thvroxine-d6sioda.~c.  

,Ei~.  ,')(, ( ( in  t ~ q , c  (it-, (tdsio(iation tie a'~ll.:)H "1:) 
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Fig. i L. Evo. 'u t ion d '~t- l 'X,  form6 au t ou r s  de l~inutlbtcai~m, tm~ pr~_".mct~- (le thyroxine-ddsiodast - ,  
calculd en p r e n a n t  ,,-T 4 = il ,trt ze:13~ = o.5. 

J 

Fig. t2. E v o l u t i o n  du r a p p o r t  o(, :q-I t 'X/%, ~aalI ~..~K.ff~t~::tttlt:ours tit: l ' i ncuba t ion  en pr6st.nt t- 
de t hy rox ine -d6s iodase  : a. de, 7im~l.~I "W,: )~, ,lt, v~q,aH T:). 
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L ' 6 t u d e  c o m p a r 6 e  d e  l a  d 6 s i o d a t i o n  d e  .Tam[I:.~litlqFa ett  (~ -Ex3q~ ,3H~T3 p a r  d i v e r s e s  

p r 6 p a r a t i o n s  a c e l l u l a i r e s  a p e r m i s  d e  c ~  ,qme ~ p l r o d U i t s  d e  l a  r 6 a c t i o n  s o n t  

t o u j o u r s  l ' i o d u r e  m i n d r a l  e t  u n  c o r p s  i o d 6  .~t ~ ( ( IP~L I~J i m s e  f o r m e  n i  t h y r o n i n e ,  
n i  t y r o s i n e ,  n i  l e s  d 6 r i v 6 s  a c 6 t i q u e s  d e  c e L l e ~ d i  ,~u  ~ q ~  l ~ m n n n e s ,  c o m m e  e n  p r 6 s e n c e  
d e  c o u p e s  o u  d ' h o m o g 6 n a t s  d e  t i s s u s a ~ .  

~itallihn,. l~-ophys..4eta, t~9 (t963) 27z-z83  



DE'SIODATION DE LA THYROXINE ET COMPLEXE PROTI~IQUE 2 8 I  

P X  produit  en prdsence des mitochondries  contient  x/5 ~ ~r/7 de a31I de T 4. 

P X  de T 3, au contraire,  cont ient  darts les t emps  courts de l ' incubat ion plus de 131I 
clue l ' iodothyronine  incub6e marquee  en 3'  par  celui-ci. Dans tous les cas, cependant ,  
en fin d ' incubat ion,  le t aux  de a31I- lib~rd est propor t ionnel lement  plus 6lev6 que 
celui de [ l s U ] p x .  

P X  est le seul produit  triti6 de la r6action, aucune porte de 3H n ' a y a n t  lieu au 
cours de celle-ci. 

L 'addi t ion  de Fe ~+ au milieu con tenan t  [lzxI,3H]T4, FMN et une suspension de 
mitochondries augmen te  le t aux  de d~siodation; dans ce cas, a -PX est plus ~lev6 
que pour  le tdmoin correspondant  ~t une incubat ion en prdsence de FMN ou Fe 2+ seuls. 
Cependant ,  le t aux  de ddsiodation est diff6rent solon qu' i l  est caiculd & par t i r  de 
mesures de a3aI ou de 3H. Cette difference ne peut  6tre interpr~t~e que si l 'on admet  
que les zones renfe rmant  T 4 ou T 3 rdsiduelles et P X  sur les ch romatogrammes  ne sont 
pas homog6nes, c'est-&-dire cont iennent  divers const i tuants  dont  los teneurs  respec- 
t i res  en ~s~I et 3H sont diff6rentes. Cette hypoth6se  semble confirrn6e par I 'dvolution 
d'~-T3 au cours de l ' incubat ion (Tableau I). 

L 'ac t ion des ext ra i t s  des mitochond~.-ies ou des coupes par  KC1 r .x5% conduit  
it des rdsultats  analogues:  P X  contient  alors 4 fois moins d ' iode que Ta utilis~e et il 
se forme 4 lois plus d ' I -  que d ' I - P X .  L ' ex t ra i t  de foie par KC1 dfisiode Ta sans qu' i l  
soit n@essaire d ' a jou te r  FMN" on pout supposer que celui-ci est ex t ra i t  en m~me 
temps que l ' enzyme,  ~ moins que le cofacteur  de ce syst6me ne soit pas FMN;  eette 
hypoth6se est peu vraisemblable,  car les produi ts  de la r6action sont identiques dans 
tous Ies cas. 

L 'ac t ion de la thyroxine-ddsiodase sur des subs t ra ts  marqu6s  s imul tan6ment  par  
~n~l et ~i-i conduit  ~ la format ion du ni6me complexe, PX,  lequel renferme la total i t6 
de ZH et 6o ~t 3o% de azaI de l ' iodothyronine  disparue. I I n e  se forme alors pas de 
ddrivds ac6tiques et l 'on n 'observe  aucune  perte  de ZH. Cont ra i rement  ~t ce que l 'on 
observe ~vec des prepara t ions  de mitochondries ,  les t aux  de d6siodation sont identi-  
ques, qu' i ls  soient calcul6s ~t par t i r  des mesures  de ~3~I ou de ZH, et a-T~ est cons tant  
et ident ique pour  le t6moin non incub6 et pour  les essais. P X  semble contenir  
t~II sous deu× formes, dont  l 'une est plus labile que l ' au t re ,  toutes  deux  donnan t  
naissance h des iodures au cours de l ' incubat ion.  Nous pouvons  conclure que divers 
syst~mes acellulaires (particules, extra i ts  et pr6parat ion enzymat ique)  ddsiodent les 
hormones thyroidiennes  scion un m6canisme, sinon identique,  du moins analogue,  
sans qu 'on  puisse affirmer avec cer t i tude qu' i l  existe clans les tissus un seul syst+me 
enzymat ique  de d6siodation, car les r6sul ta ts  ne sont faci lement  interpr~tables qu 'avec  
la thyroxine-d6siodase.  

Compte  tenu des r6sul tats  obtenus antdr ieurement  en pr6sence de coupes et 
d 'homog6nats~, ~, nous avons propos6 le sch6ma r~actionnel suivant  : 

[tall.SH~ PX ----~ [3H 3 DIT 
~teII,SHIITt 

"~ [latI] 1- 

A la lumi6re des nouvelles expfiriences, poursuivies avec des syst6nLes solubles, 
il nous semble n~cessaire d ' appor t e r  ~ celui-ci quelques modifications:  la d~siodation 
des hormones  thyroidiennes  proc6de en deux t emps ;  apr6s fixation de l ' hormone  

un materiel  prot~ique, v ra i semblab lement  l ' enzyme,  le complexe formd lib~re 

Biochim. Biophys. Acta, 6g (r963) 27x-283 
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~maiidl[mienC 1;iodure e t  r e t i e n t  la t o t a l i t 6  d u  s q u e l e t t e  o r g a n i q u e  de l ' i o d o t h y r o n i n e .  
lLe ~ i m n e  de  Ia d6s ioda t i ( )n  a p p a r a i t  a lors ,  en  p r e m i 6 r e  a n a l y s e ,  c o m m e  ~ t a n t  
!le mUi~an~: 

~ PX. , - -~  ?all DIT 
T~ - -  p r o t d i n e s  f o u  t m z v m e )  -- I ) X I  " 

1/~ l~orrmation de  P X  ( P X t  et  PXz)  s e m b l e  d o n c  6 t re  u n e  ~ t a p e  o b l i g a t o i r e  d u  
ma'6emi'.~rrm.di~ l a  d ~ s i o d a t i o n .  Des  e x p & i e n c e s  c o m p I ~ m e n t a i r e s  su r  la n a t m e  des  mol6-  
,~afltes~mitrenferanent ~ i  e t  3H d a n s  P X  et  su r  le m 6 c a n i s m e  & a c t i o n  d u  c o f a c t e u r  FM N 
a t r r  ~ . z l t ] ~ ' I I , ;  s e r o n t  expos6es  u l t 6 r i e u r e m e n t .  T o u t e f o i s ,  nos  o b s e r v a t i o n s  s o n t  en 
,~ ,nmadik t~n~  ~vec  l ' h y p o t h 6 s e  de  la t r a n s i o d a t i o n  ~*, t~ c a r  P X  ne  c o n t i e n t  p a s  u n i q u e -  
rm~m~ tm~B., m a i s  s u r t o u t  3H. N o u s  a v o n s  en o u t r e  r e m a r q u 6  q u ' e n  p r 6 s e n c e  de  c o u p e s  
~ t  :tlth)mt)gaiaatsX, z le t a u x  de  f e r m a t i o n  de t h v r o n i n e  es t  r 6 d u i t  ( 0 - I 0  %) : a v e c  les 
, e ~ a i t - s  .nolifl:~les e t  les p r e p a r a t i o n s  e n z y m a t i q u e s ,  son  a b s e n c e  est  c o n s t a n t e .  Ces 
, ~ l ~ ~ , . ~ t f l i g n e n t  ia c o n t r a d i ,  ' ", ,n e n t r e  nos  r ~ s u l t a t s  et  c e u x  d ' a u t r e s  a u t e u r s  ~ ,  ~z, ~ 
, m n m n ~ r m  ~waisemblab le  le m ~ c a n N m e  b i o c h i m i q u e  de  la  d 6 s i o d a t i o n  q u e  nous  a v o n s  
,,amwtp ~n~'... 

n:. ILaa di~siodat ion des  h o r m o n e s  t h y r o i d i e n n e s  d o u b l e m e n t  m a r q u 6 e s  en x-fl p a r  
:~[1]t ~tt ~ n  3; ~',z~-" ou. en  3 '  p a r  'aaI( :~laII,aH_:T4 e t  .;lalI,aH-Ta) a 6t6 r~alis~e p a r  des  m i t o -  
, d h , ~  et~ p a r  d i v e r s  sys t&mes  ace l lu l a i r e s :  e x t r a i t s  s a l ins  de  c o u p e s  e t  de  m i t o -  
,dhm~fiaii~. p r d p a r a t i o n s  pur i f ides  de  t h v r o x i n e - d d s i o d a s e .  Dar t s  les c o n d i t i o n s  expdr i -  

axibptdes,  les seuls  p r o d u i t s  m a r q u d s  de  la  d d s i o d a t i o n  s o n t  lz~I- e t  une  
,.~mndtrii~ii~n~ p r o t 4 i q u e ,  P X ,  c o n t e n a n t  aH et  1all- il ne  se f o rme  ni t h y r o n i n e ,  ni 
a x S a r n ~ m + ~ e s .  A u c u n e  p e r t e  de  aH n ' a  l ieu a u  t o u r s  de  l ' i n c u b a t i o n  il n ' v  a don t  
wd ~ i i ~ .  e n t r e  les a t o m e s  de  a l l  de  l ' i o d o t h 3 T o n i n e  e t  le mi l i eu ,  ni m o d i f i c a t i o n s  
~ ~  de  Ia c h a i n e  a l a n i n e .  

~ .  I ~  yap..l~)rt des  a c t i v i t d s  spdc i f iques  e n t r e  les d e u x  i so topes  d a n s  la  zone  des  
, d t t v , rm~og~mames  oh s o n t  Iocal isdes T ,  ou  Ta  rds idue l l e s  es t  i d e n t i q u e  h celui  du  

ainu c o a t s  d ' u n e  i n c u b a t i o n  a v e c l a  th~aroxine-dds iodase .  II n ' e n  es t  p a s  de  
~ l l ~  a u t r e s  cas,  ce qui  se t r a d u i t  p a r  la  n o n - c o n c o r d a n c e  des  t a u x  de  

, ~ i ~  ea leul~s  d ' a p r ~ s  les m e s u r e s  de  Xall o u  d e  *H. 
I P ~  e o n d e n t  d a n s  t o u s  les cas,  /t la fin de  ia  r~ac t i on ,  u n e  f r a c t i o n  de  ~alI e t  l a  

t t ~ d ] a , ~  - 'e l ' i o d o t h y r o n i n e  d i s p a r u e .  L a  t e n e u r  de  P X  en lalI n ' e s t  p a s  c o n s t a n t e  
~em f i m m ~ m  di~ t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  elle d i m i n u e  en  v a l e u r  a b s o l u e  et ,  p l u s  encore ,  
[ t m ~ ~ i m  ~ s a  t e n e u r  e~ a l l .  ~3~I c o n t e n u  d a n s  P X  es t  l ib6r~ en d e u x  t e m p s ,  ce qui  

dii: l~enser q u ' i l  y es t  p r 6 s e n t  sous  d e u x  f o r m e s  d i f f~rentes .  
~ .  IEimr~.mble des  p r e p a r a t i o n s  u t i l i s & s  c o n d u i t  a u x  m ~ m e s  p r e d u i t s  r~ac t ionne l s .  

mmiltmnimne de  la  d ~ s i o d a t i o n  s e m b l e  d o n c  a n a l o g u e  clans ces d i f f e r en t s  cas.  L a  
~ ~ n n  dL~ h o r m o n e s  t h y r o i d i e n n e s  se d~ rou le  en  d e u x  t e m p s :  l ' h o r m o n e  est  

fih ~ m a t 6 r i e l  p r o t ~ i q u e ,  p r o b a b l e m e n t  l ' enz31ne ;  le c o m p l e x e  fo rm~  l ib~re  
ttmmttiidlttmtmt~ lYiodure e t  r e t i e n t  la  t o t a l i t ~  d u  s q u e l e t t e  o r g a n i q u e  de  l ' i o d o t h y r o n i n e .  
ffm f fmmmmi~  die. P X  s e m b l e  d o n c  ~ t re  u n e  ~ t a p e  o b l i g a t o i r e  d e  la d ~ s i o d a t i o n  d e s  
limmlllmm~ ttl i~To~]iennes.  

Biockim. Biophys. Acta, 09 (I963) 27r-283 
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S A L I L  K.  N I Y O G I  AND V I R G 1 L  L.  K O E N I G  

Department of  Biochemistry, Northwestern U~civersily il/Iedical School, 
Chicago, Ill. ( U.S A.)  

( R e c e i v e d  J u n e  2.znd, 1962) 

S U M M A R Y  

a-Crystallin was isolated from ox lenses and purified by repeated p r e c i ~ e m  ~t 
isoelectric point. Electrophoretic analyses in acid and alkaline solutions ~ 
ionic strengths indicate ~-crystaliin to be a single component. Sedimem~tion 
above pH 3.0 at various ionic strengths also indicate that  ~ - c r y s t ~  is a 
component. At pH 3.0 ~.nd below, depending upon the ionic strength, ~ o  ~ 
components appear during sedimentation. Sedimentation and v i s ~  
suggest that  this dissociation is reversible. Sedimentation, viscosity, ~ ~ghlt- 
scattering data at pH 2.0 at various ionic strengths indicate an u n f o l d i n g t o f f ~ ~  
molecule ul t imately leading to dissociation. Sedimentation and l i g h t - s ~  
at pH 9.1 at six ionic strengths (O.l-O.6) indicate nearly a two-fold a g g r ~ i o a a  ~ f f~e  
protein at the higher ionic strengths, possibly accompanied by  a change ~m ~ 
of the moMcule. Molecular weights and dimensions have been c a l c ~  ~ 
mentation, viscosity, and partial-specific-volume data obtained at pH 9.x ~ a t  
ionic strengths. 

* T h e  d a t a  p r e s e n t e d  in  t h i s  p a p e r  a r e  t a k e n  f r o m  a d i s s e r t a t i o n  s u b m i t t e d  ,b3" ~ .  K .  ~ m  
to  t h e  F a c u l t y  o f  N o r t b w e s t e r n  U n i v e r s i t y  in  p a r t i a l  f u l f i l l m e n t  f o r  t h e  d e g r e e ,  Doc~r , c f fF~a~m~-  
o p h y ,  in  1961. 

* * R e q u e s t s  f o r  r e p r i n t s  s h o u l d  b e  a d d r e s s e d  t o  Dr .  V.  L .  KOENI•, J .  F .  BeA1 , R ~  ~Uamtm~,. 
G e n e r a l  Mil ls ,  I n c . ,  9 o o o  P l y m o u t h  A v e n u e  N o r t h ,  M i n n e a p o l i s  27, M i n n .  ( U . S . A . ) .  
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