166. Zur Kenntnis der chemischen Beschaffenheit
des Jodthyreoglobulins
von J. Abelin und A. Keller.
(20. IX. 39.)

Die Schilddriise bildet ein spezifisches jodhaltiges Eiweiss, das
den Namen Jodthyreoglobulin trigt. Die wichtigsten jodhaltigen
Komponenten dieses Eiweisses, das Thyroxin und das Dijod-tyrosin,
sind relativ gut erforscht. Uber die Natur des an diese Substanzen
gebundenen Eiweisses ist man noch recht ungeniigend unterrichtet.
Die letzten Jahre brachten allerdings gewisse Fortschritte auf diesem
Gebiete. Es konnten vorerst bessere Darstellungsmethoden des Jod-
thyreoglobuling ausgearbeitet werden (Barnes, Carlson und Riskin?'),
Heidelberger und Palmer?), Cavett, Rice und McCOlendon®) u. a.). Im
Ansgchluss daran wurde es auch moglich, einiges iiber das Molekular-
gewicht und die Struktur dieses Schilddriisenproteins zu erfahren
( Brand, Kassel und Heidelbergert)). Nach den Befunden von Heidel-
berger und Mitarbeitern betrigt das Molekulargewicht des Thyreo-
globuling etwa 675000, Die Molekel besteht wahrscheinlich aus ca.
H760 Aminosidureresten, welche auf 10 ,,Einheiten‘‘ zu je 576 Amino-
sduren verteilt sind. Jede solche ,,Einheit‘‘ besteht ihrerseits aus
240 Cystein-, 60 Methionin-, 60 Tryptophan-, 110 Tyrosin, 10 Dijod-
tyrosin-, 2 Thyroxin- und 80 Glycosaminmolekeln. KEine genauere
Kenntnis des Schilddriisenglobulins ist um so wichtiger, als ja mehr-
facher Grund zur Annahme vorliegt, dass das Thyroxin nicht als
Einzelmolekel, sondern als Bestandteil eines Eiweisskomplexes zur
Wirkung gelangt. Das Thyroxin erinnert in dieser Beziehung an
manche andere Wirkstoffe, bei welchen erst die Vereinigung mit
dem Protein die volle Aktivitit ermoglicht. Man kann sich dann
fragen, ob nicht etwa auch die Art des an das Thyroxin bzw. Dijod-
tyrosin gebundenen Schilddriiseneiweisses biologisch von Bedeutung
ist. Krweist sich die Eiweisskomponente des Jodthyreoglobuling als
eine kaum verdnderbare Substanz, dann sind die physiologischen
Variationen nur auf den jodhaltigen Anteil zuriickzufithren. Ist aber
das Thyreoglobulin ebenso wie das Serumglobulin®), Serumalbumin®),
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Cagein') und manche andere Proteine kein einheitlicher Korper,
dann muss auch die chemische Natur dieses Schilddriiseneiweisses in
Betracht gezogen werden. Einen Beitrag zu diesem Problem liefert
die vorliegende Abhandlung.

Hs wurde der Versuch einer Zerlegung des Jodthyreoglobulins
unternommen. In der Literatur findet sich u. W. nur eine einzige
hier in Betracht fallende Arbeit von Blum, Lehmann und Leistner?)
iiber die Gewinnung jodreicherer Produkte aus dem Thyreoglobulin.
Durch Benutzung von Fillungen bei verschiedenen Salzkonzentra-
tionen konnten die Autoren den {iiblichen Jodgehalt des Thyreo-
globulins von etwa 0,4—0,59%, auf 0,79%, und in einzelnen Fillen
sogar auf 1,29, steigern. Die jodreicheren Produkte erwiesen sich
wirksamer als die entsprechenden jodidrmeren. Die hier durchge-
fithrten Experimente zielten nicht auf die Gewinnung eines mdéglichst
jodreichen und aktiven Thyreoglobuling, sondern auf die Auffindung
von Methoden einer schonenden Analyse der komplizierten Thyreo-
globulinmolekel. Eine Aufspaltung des Jodthyreoglobulins in ein-
zelne ziemlich gut definierbare Gruppen erwies sich tatséchlich als
durchfithrbar, und zwar auf verschiedenen Wegen, die noch weiter
verfolgt werden. Hier soll eine dieser Methoden beschrieben werden.

Experimenteller Teil.
Fraktionierung des Jodthyreoglobulins.

Eine Losung von Jodthyreoglobulin wird bei verschiedenem py
fraktioniert, wobei Eiweissniederschlige mit verschiedenem Jod- und
Thyroxingehalt erhalten werden. Im einzelnen verfihrt man wie
folgt:

Moglichst sofort nach dem Schlachten herauspréparierte und bei Eisschranktem-
peratur aufbewahrte Schilddriisen vom Rind, Schaf oder Schwein werden von Fett und
Bindegewebe befreit und fein zerhackt. Der so gewonnene Cewebsbrei wird mit dem
gleichen Volumen einer alkalischen Kochsalzlésung tibergossen und 3 Stunden im Schiit-
telapparat bei Zimmertemperatur extrahiert. Als Jxtraktionsfliissigkeit benutzt man
eine Losung von 1% Kochsalz, welche 0,029 Natronlauge enthilt. Man coliert den Aus-
zug durch ein Tuch, presst den Rickstand aus und extrahiert ihn in gleicher Weise
nochmals drei Stunden lang. Die vereinigten Filtrate werden mit dem gleichen Volumen
einer gesattigten Ammoniumsulfatlésung versetzt, 24 Stunden stehen gelassen, zentri-
fugiert und der Thyreoglobulinniederschlag bis zur Befreiung von Ammoniumsulfat
dialysiert. Als Konservierungsmittel kann Tricresol benutzt werden. Die im Dialysier-
schlauch zuriickbleibende Losung wird filtriert und zuerst auf ein py = 6 gebracht.
Beim Stehen scheidet sich ein feinflockiger Niederschlag aus, der abfiltriert wird. Er
enthilt gewohnlich 0,20—0,25%, Jod (Fraktion 1). Das Filtrat dieser Fallung wird bis
zu einem pg =4 angesiuert. Dabei entsteht erneut eine Eiweissfillung, deren Jodgehalt
denjenigen der Fraktion I ubersteigt. Er betrigt gewchnlich ctwa 0,4% (Fraktion II).
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Bei einigen Schilddriisenausziigen ergibt die Fallung bei einem pg = 6 ein Produkt,
das bloss 0,1--0,14%, Jod enthilt (Fraktion IIT).

Die so erhaltenen Eiweissfallungen sind in Wasser 16slich und geben die iiblichen
Protein- und Jodreaktionen. Zwecks weiterer Reinigung werden die Niederschlige in
Wasser bei Zusatz von ganz wenig Natronlauge aufgelost, wieder bei den entsprechenden
Pr gefdllt, die Fallungen scharf abzentrifugiert, mit Alkohol oder Aceton denaturiert,
gut ausgewaschen und nach dem Trocknen mit Ather oder Petrolither entfettet.

Die Bestimmung des Gesamtjods nach Kendall') und des Thyr-

oxinjods nach Blau?) ergab bei den einzelnen Fraktionen folgendes
Resultat:

1 . Thyroxinjod in

i Geza:;ll:fsd_ %, des Gesamt-

‘ jodgehaltes
Fraktion I . . . . . . L 0,289, 21,199,
Fraktion IT. . . . . . | 0,419, 19,80,
Fraktion IIT . . . . . ; 0,149, 19,549,

Beachtenswert bei diesen Zahlen ist erstens, das gegenseitige
Verhéltnis des Gesamtjodgehaltes der einzelnen Fraktionen. Benutzt
man den Jodgehalt der Fraktion III (0,14 %) als Vergleichseinheit,
so enthilt die Fraktion I die doppelte und die Fraktion IT die drei-
fache Menge davon. Im Gegensatz zu den schwankenden Gesamt-
jodwerten ist der prozentuelle Thyroxinjod-Gehalt der einzelnen
Fraktionen auffallend iibereinstimmend und schwankt nur inner-
halb relativ enger Grenzen. So weisen die Fraktion II mit dem
héchsten und die Fraktion IIT mit dem niedrigsten Jodwert prak-
tisch den gleichen prozentuellen Thyroxinjod-Gehalt auf (19,80 und
19,549%). Der Thyroxinjod-Gehalt des Thyreoglobulins betrigt ge-
wohnlich ebenfalls 20—25 9%, des Gesamtjods. Die Eiweissjodierung
scheint allgemein so zu verlaufen, dass etwa '/, bis hochstens 1
der gesamten aufgenommenen Jodmenge der Thyroxinbildung dient.

Bei der biologischen Priifung der gewonnenen drei Substanzen
wurden zwei Fragen verfolgt. Erstens, der Zusammenhang zwischen
dem Jodgehalt und der Wirksamkeit der einzelnen Fraktionen.
Zweitens, die Moglichkeit eines physiologischen Zusammenwirkens
der einzelnen Jodbestandteile in der Gesamtmolekel des Thyreo-
globulins.

ad 1) Die vergleichende Priifung der biologischen Aktivitit
der drei Fraktionen erfolgte im Grundumsatzversuch an der Ratte.
Jede der drei Substanzen wurde an je zwei Ratten verfiittert, die
dargereichten Gesamtjodmengen waren in allen Versuchen ganz
gleich. Die Wirkung der Fraktionen IT und IIT stimmt praktisch
gut miteinander iiberein. Die Fraktion 1 wirkte dagegen bedeutend
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stirker und rascher. Eine direkte strenge Beziehung zwischen Wirk-
samkeit und Jodmenge liess sich somit nicht feststellen (vgl. Fig. 1).
Analoge Erfahrungen wurden auch bei der Verfiitterung von Schild-
driisengewebe gemacht, wo der Jodgehalt keinen zuverldssigen Mass-
stab des physiologischen bzw. therapeutischen Kffektes darstellt.

ad 2) An Hand eines Gemisches aus den Substanzen I und IT
wurde -die Frage gepriift, ob sich etwa die einzelnen Fraktionen in
ihrer Wirkung gegenseitig unterstiitzen. Die benutzte Mischung
bestand aus drei Teilen der Fraktion I1 mit vier Teilen der Fraktion I;
der Jodgehalt derselben betrug 0,339, Wie Fig. 1 zeigt, wirken
50 mg dieser Kombination schneller und stirker als die gleiche
Menge der Fraktion IT mit ihrem hgheren Jodgehalt von 0,41 9%,
Die Ticre dieser Versuchsreihe verloren durchschnittlich im Laufe
von 14 Tagen 29 g ihres Korpergewichtes. Die mit den Fraktionen I
oder I1 behandelten Ratten verloren im gleichen Zeitabschnitt 11
bzw. 13 g. Die Mischung aus den Fraktionen I und Il bewirkte
ferner eine durchschnittliche Erhohung der Atemfrequenz pro Minute
von 88 auf 126; die Fraktionen I bzw. JI steigerten dagegen die
Atemfrequenz im Durchschnitt von 84 auf 97 pro Minute.
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Kurve A. Wirkung der Jodthyreoglobulinfraktion IT auf den Grundumsatz von
Ratten. Tigliche Eingabe von 50 mg dieser Substanz, entsprechend 205 y Jod. Mittel-
werte von 2 Versuchsserien.

Kurve B. Wirkung der Thyreoglobulinfraktion ITT auf den Grundumsatz von
Ratten. Tagliche Fingabe von 150 mg dieser Substanz entsprechend 210y Jod. Mittel-
werte von 2 Versuchsserien.

Kurve C. Wirkung der Mischung der Fraktionen I und IT auf den Grundumsatz
von Ratten. Tigliche Eingabe von 50 mg dieser Mischung entsprechend 168y Jod,
davon 96y Jod als Fraktion I und 729 Jod als Fraktion II. Mittelwerte von 2 Ver-

suchsserien. Trotz geringerer Jodzufuhr wirkt diese Kombination stirker und schneller
als die Einzelfraktionen des Jodthyreoglobulins.

Wie bei den einzelnen Fraktionen (s. Fig. 1), richtet sich auch
bei den Kombinationen derselben die physiologische Aktivitdt nicht
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nach dem absoluten Jodgehalt. Die Wirkung des Jodthyreoglobulins
lasst sich nicht als eine blogse Summe der physiologischen Effekte
seiner jodhaltigen Einzelbestandteile auffassen. Die bekannten wech-
selvollen Wirkungen der einzelnen Schilddriisenproben bei gleichem
Jod- und sogar bei gleichem Thyroxingehalt konnten unter diesem
Gesichtspunkte ihre teilweise Erklirung finden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das Jodthyreo-
globulin genau so wie viele andere Proteine kein einheitlicher Ei-
weissstoff ist. Das globulinartige Schilddriiseneiweiss liess sich bis
jetzt in drei getrennte Fraktionen zerlegen. Jede derselben enthilt
organisch gebundenes Jod; dessen Menge wechselt aber von Fraktion
zu Iraktion. Jede der bis jetzt untersuchten Frakfionen enthilt
auch Thyroxin. Das in Form von Thyroxin gebundene Jod macht
in allen Fillen rund 209, des Gesamtjods aus.

Die einzelnen gewonnenen Thyreoglobulinfraktionen sind biolo-
gisch aktiv, doch nicht in gleichem Ausmasse. Der Grad der bewirk-
ten Grundumsatzerhohung geht dem Jod- bzw. Thyroxingehalte
nicht streng parallel. Die Natur des mit dem Thyroxin vereinigten
Eiweisses scheint physiologisch ebenfalls von Bedeutung zu sein.

Universitidt Bern, Physiologisches Institut.

167. Beitrag zur chromatographischen Methode in der
anorganisehen Chemie

von H. Erlenmeyer und H. Dahn.
(29. IX. 39.)

Die Trennung anorganischer Kationen und Anionen auf chro-
matographischem Weg ist zuerst von G. M. Schwab und seinen
Mitarbeitern!) beschrieben worden. Als Adsorptionsmittel kamen
hauptsichlich Aluminiumoxydpriparate zur Verwendung und, wo es
notig war, wurden die adsorbierten Ionen durch weitere Reagentien
entwickelt, d. h. in farbige Verbindungen iibergefithrt.

Im TFolgenden wollen wir iiber einige Versuche berichten, aus
denen hervorgeht, dass 8-Oxychinolin als Adsorbens gleichfalls die
Moglichkeit zur chromatographischen Trennung von Ionen bietet.
Als Adsorptionsgefdsse wurden kleine 5-8 ¢m lange Rohre mit
0,3 cm innerer Weite beniitzt. Auf einem am unteren Ende ange-
brachten Wattebausch wurde das Adsorptionsmittel unter Schiitteln
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