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18. Zur Kenntnis der aktiven jodhaltigen EiweiRstoffe 
der Schilddriise 

von H. Isliker und I. Abelin. 
(11. XII. 48.) 

Das organisch gebundene Jod der Schilddruse verteilt sich auf 
2 Aminosauren, die peptidartig im Sekret-Eiweiss, dem Thyreo- 
globulin, eingebaut sind und die sich nach Hydro1 yse voneinander 
trennen lassen: die bei pH 5 losliche Fraktion enthalt Dijodtyrosin 
(ca. 60% des Gesamtjodes), wahrend in den unloslichen Bestand- 
teilen das Thyroxin angereichert ist ’). 

Die Isolierung dieses hochwirksamen Produktes hat das In- 
teresse vom nativen, unabgebautrn Eiweiss abgelenkt. Die klinischen 
Erfahrungen indessen, wonach Thyroxin nicht imstande ist, die Wir- 
kung von Schilddrusenpulver voll zu ersetzen, machen eine Er- 
forschung des Thyroxineiweisses wiinschenswert ”. 

In  hoherem Masse als beim Thyroxin scheinen solche Unter- 
schiede beim Dijodtyrosin vorzuliegen, dem man lange lediglich die 
Rolle einer inaktiven Vorstufe des Thyroxins zuschrieb. Erst 1931 
gelang der Nachweis3), dass Dijodtyrosin zwar nicht auf den myxode- 
matosen, wohl aber auf den hyperthyreoidisierten Organismus im 
Sinne einer Besserung wirke. Von dieser gegenuber Thyroxin snta- 
gonistischen Wirkung wurde bei der Behandlung der Basedow’schen 
Krankheit Gebrauch gemacht. In  der Folge liess sich zeigen, dass aus 
Schilddrusen hergestelltes Dijodtyrosinpepton die Aktivitat des 
reinen Dijodtyrosins sogar ubertrifft - Dieses Verhalten erinnert 
an die Ergebnisse der Fermentchemie. Fur die Fermentwirkung sind 
2 Faktoren verantwortlich : der meist niedermolekulare, spezifisch 
gebaute Co-Fermentanteil entfaltet seine volle Wirksamkeit erst in 
Verbindung mit einem hochmolekularen eiweissartigrn Trager, dem 
Apo-Ferment. Es besteht kein Grund, warum ein ahnliches Prinzip 
nicht aueh bei hormonartigen Stoffen verwirklicht ware : das Dijod- 
tyrosin - die spezifische Gruppe - konnte in Rnalogie dazu als 
Co-Hormon, das Globulin - die Tragersubstanz - als Apo-Hormon 
bezeichnet werden. 

ober  die Natur der im Organismus zur Wirkung gelangenden 
Formen des Schilddrusenhormones herrschen unklare V~rstellungen~),  

l )  Harington, Bioch. J .  20, 293 (1926). 

3) Abelin, Illin. Wschr. 10, 2205 (1931); Bioch. Z. 286, 1 G O  (1936). 
4, Abelin, Rauch, Diss. Bern (1945). 
5, Roche und Michel, Exp. annuels Bioch. MMBd. 9, IGG (1948). 

Thompson und Mitarbeitcr, Arch. Intern. Med. 52, 576 (1934). . 
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namentlich daruber, oh die ursachlich 111 it der Schiltidrrise in Zu- 
sammenhang stehenden Erkrankungen ldiglich auf ei n('n Yerlust he- 
stimmter U5erwachungsmechanismen t l  CLI €ror.monsezi.rnit.rung oiler 
auch auf eine Anderung der Hormonhesc.li:iffrnli~Iit, z .  I:. tier Eiweiss- 
Komp onen te, zuruckzufuhren sind. 

Es ist unwahrscheinlich, dass das l'hyreoglohulin (Jlolekular- 
gewicht : 675 000) als solches in die Zellch eindringt untl dort zur ?Vir- 
kung gelangt ; moglicherweise wird es vorl-rer tl rrrc+li Gcwebsproteasen 
gespalten; bis zu welchem Grade entzieht sich jrtloch iinscr'er Kcnnt- 
nis. Freies Thyroxin bzw. Dijodtyrosi i i  konntr iioi*h nit. im Blut 
nachgewiesen werderi. 

Das bisher untersuchte saureloslich e Dijodtyrosinl,epton ist eiri 
Gemisch einer betrachtlichen Anzahl \-on Polypcytiden mit mehr 
oder weniger hohem Jodgehalt. Dasselhe gilt fur die sii urc~nnlosliche, 
thyroxinhaltige Fraktion. 

Wir stellten uns bei der Inangriffnahine unserer Arheit folgendr 
Aufgaben : 

1. Die Vollziehung einer schonunghvollen Trennnng tler beiden 
Schilddrusenliormone. 

2. Die Isolierung eines mogliehst einheitlichen, I-ioiJhukt iven Dijod- 
t yrosin-Pol y pep tides aus der , ,s%urelDsl i clien E'rak tion". IVegleitend 
hierbei sollte die ehemische Analyse rind die Prufitiig tler grund-  
umsatzsenkendeii Wirkung bei hyperthyi cotischen Versuehstieren sein. 

3 .  Die Darstellurig eines mogliehst pi nheitlichen Thyroxin-Poly- 
peptides aus der ,,saureunloslichen Fr:r kt ion" rintL (1 it. Ikstimniung 
der biologischen Aktivitat desselben i in  Verglcich niit dem vollig 
abgebauten Produkt, dem krystallisiert PII Thyroxin, untl tleni unab- 
gebauten Schilddrusenpulver. Ans den T ('1 suelistlaten wll t  (1 iibgeleit 
werden, ob Thyroxin durch die Bindun!: :in cinch l'ruger s u h t a n z  einr 
Bhnliche ~~rirku~igssteigerur~g wie Dijoti I J  rosiii t.rfid1r.t. 

I. Gewinnung uiid Untersnctiung der Dijs,tllP.rosiiili;iI( i g i b n  1~r:I l i t io t~  c1t.s 
Srhilddrusenri~Trc.is.es. 

A. A h t r e r i n u a g  u n d  l tc in igung der ~ ~ t ~ ~ r e l ~ ~ . ~ l i ~ ~ l ~ ~ ~ ~ i  . \ a t t * : l ~  dcs 
T h y r e o p r o  1 e i i l s .  

Die Auf;lrbeitung der Schilddriisen zerfallt III .olgcntlc St i ~ l i i ~ i  : 

1. Die Hcrstellung eines Auszuges ,  dcr x l l . ~  ~thysiologi:~~ i i  aI,ti\-ci~ I~o~,~ponc~lt ,cu 
thhalt .  Da dieselhen jodhaltig sind, hat rnim ii: d..r Jotll)i st i i ~ l r ~ 8 i i i ~ g 1 )  ( in  hequenics 
Orienticrungsmitt,el zur Hand. In Anpassung ;XI: tit.n ( ~ i ( ~ ~ ) ~ ~ l ; ~ ~ c l ~ ~ ~ ~ ~ ~ l ~ ~ ( ~ ! ~  dcs Sclircktcs 
dient als Exrtritktionsflussigkeit verdiinnte Salzl 

2.  Die Gewinnung des Thyreoglobul ins  c' 

worauf dim Schilddruscrieimriss nach Zusatz v( 
flockt2). ' 

l) Kendall, J. Biol. Chcni. 43, 148 (1920). 
2 ,  Harington und Salter, Bioch. J. 24, 456 (1  !O( ) 
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3. Eine selektive S p a l t u n g  des Thyreoglobulins in Dijodtyrosin- und Thyroxin- 
eiwciss ist bei Anwendung von Sauren oder Basen nicht durchfuhrbar: neben Razemi- 
sierung t'ritt auch a n  anderen Stellen der Molekel Hydrolyse ein. Die grosste Aussicht auf 
Erfolg verspricht die Spaltung mit Hilfe proteolytischer Enzyme ; Abspaltung von reinem 
Dijodtyrosin tritt nicht ein : an jodierten Caseinen konnte festgestellt werden, dass die 
Fermentwirkung von Trypsin mit zunehmendem Jodgehalt des Eiweisses abnimmtl). 

4. Die T r e n n u n g  d e r  P e p t i d e  in einen siiureunloslichen, thyroxinhaltigen und 
einen saureloslichen, dijodtyrosinhaltigen Anteil bei pH 5,0 beruht auf der Verschiedenheit 
der isoelektrischen Punkte der beiden Fraktionen. 

5. Die Isolierung eines e inhc i t l i chen  Di jodtyros in-Thyreopcpt ides .  Die 
meisten Operationen zielen darauf hin, mit Schwermetallfallungen entweder die jod- 
freien, evtl. jodarmen Fraktionen zu cntfernen (Uranylacetat)2), oder die jodreichen 
Fraktionen zur Abscheidung zu bringen (Silbernitrat, basisches Hleiacetat). Ferner wird 
die hohe Loslichkeit dijodtyrosin-enthaltender Peptide in n-Butanol zu ihrer Trennung 
von anderen Eiweissabbauprodukten herangezogen. 

1. Hervte l lung  eines  Schi lddri isenauszuges.  1 kg frische, von Fett und 
Bindegewebe befrcite Rinderschilddriisen wurden bei - 20" eingefroren und in einer 
Turmixmaschine vermahlen. Die Extraktion erfolgte mit 1 Liter 1-proz. Natriumchlorid- 
losung, deren pH mit 0,02-proz. Natriumhydroxyd auf 8 eingestellt war. Die Masse wurde 
nach Zusatz einiger Tropfen Toluol uber Nacht in den Eisschrank gestellt, anderntags 
2 Stunden geschiittelt, durch Gaze filtriert und der Riickstand erneut extrahiert. Die aus 
2 Ansatzen vereinigten Auszuge (4200 ern3) enthielten 0,398 g J und 24,3 g N, entsprechend 
152,1 g Eiweiss. Der Jodgehalt betrug somit 0,26%. 

Zur Fallung des Thyreoglobulins wurde unter energischem Ruhren tropfenweise 
1-n. Schwefelsaure zugesetzt; die Aciditat wurde nach Zugabe von 42 g (= 1%) Na,SO, 
elektrometrisch kontrolliert, da sich das Thyreoglobulin nur bei genauer Einhaltung von 
pH 5,0 innert weniger Stunden zu Boden setzt. Der nach Filtration erhaltene feuchte 
Niederschlag (850 g), der das gesamte im Auszug vorhandene Jod enthielt, wurde in 
4 Liter Wasser suspendiert und 

2. der E i n w i r k u n g  v o n  P e p s i n  unterzogen. Mit 1-n. Salzsaure wurde das pH 
auf 1,6 gebracht und die Suspension 2 Tage bei 37O belassen. Die Aufspaltung der Peptid- 
bindungen fiihrt zur Freisetzung von Aminogruppen und damit zu einer Verschiebung 
des pa gegcn den Neutralpunkt; durch Zusatz von Saure wurde dafiir gesorgt, dass das 
Wirkungsoptimum des Pepsins erhalten bleibt. Nach erneutem Pepsinzusatz (0,5%) iind 
weiteren 24 Stunden wurde mit 4-n.Natronlauge ein pH von 5,0 eingestellt, der auf- 
tretende Niederschlag abfiltriert und zur volligen Abtrennung noch gebundener Reste 
von Dijodtyrosinpepton bei pH 8 und 37" 

3. der E i n w i r k u n g  v o n  T r y p s i n  (0,274) unterworfen. Das pH-Optimum muss 
2mal taglich eingestellt werden, wobei das Hydrolysat jedesmal energisch zu schiitteln ist. 
Nach 48 Stunden erfolgte erneute Zugabe von Trypsin. Da bei langerer Einwirkung Jod 
aus organischer Bindung freigesetzt wird, muss die Dauer der tryptischen Verdauung 
auf ein Minimum beschrankt werden. Um den Verlauf der hydrolytischen Spaltung zu 
iiberblicken, wurde das Freiwerden der Aminogruppen zeitlich quantitativ verfolgt : in 
bestimmten Zeitintervallen wurden den1 Reaktionsgemisch Proben von 1 om3 entnommen 
und nach der Methode von Pope und Stevens3) der Amino-Stickstoffgehalt bestimmt. 

Eine geringe Abnahme des Amino-N in der Endphase wurde in fast allen Ansatzen 
bcobachtet. Aus dem Diagramm ist ersichtlich, dass der tryptische Abbau praktisch 
nach 75 Stunden beendet ist. Das Hydrolysat wurde mit 4-n. Schwefelsaure auf pH 5,O 
gebracht, der entstandene Niederschlag nach 12 Stunden filtriert und das Filtrat mit 
der saureloslichen Fraktion der Pepsinverdauung vereinigt. 

l) dbelin und Tenger, Uiss. Bern (1946). 
?) Harington und RundaZZ, Bioch. J. 25, 1032 (1931). 
3, Pope und Stevens, Bioch. J. 33, 1070 (1939). 
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Die verejnigten Filtrate (Ausgangslosung A) enthalten 0,205 g J in Form von Di- 
jodtyrosin, 8,l g Iy und 0,55 g Amino-N, entsprechend einem molaren N/Dijodtyrosin- 
Verhaltnis (2 X/.J in Molen) von 714. Diese Zahl gibt angenahert an, wie rnanche Amino- 
saure auf cine Molekel Dijodtyrosin zu stehen kommen. Sie wird in unserem Fall etwas 
zu gross ausfallen, da sie auf der hier nicht zutreffenden Voraussetzung beruht, dass jede 
Aminosauren-Molekel nur 1 Atom Stickstoff enthalt. Indessen hat sich diese Verhaltnis- 
zahl fur spatere Betrachtungen als nutzlich erwiesen, da sie sich bei fortgesetzter Rei- 
nigung asyniptotisch einem Minimalwert nahert: dem Wert fur das reine Peptid. 

Zwecks besserer Ubersicht sol1 die nun folgende, immer wieder modifizierte Auf- 
arbeitung der silureloslichen Bestandteile schematisch wiedergegeben werden (Tab. 1). 

4. S c h w er  me t a l lsalz  f a l l  un  g e n  : Der uranhaltige Ruckstand wurde jodfrei 
gewaschen; ein allfalliger Uranuberschuss kann aus dem Filtrat durch Fallung mit 
Ammoniak entfernt werden. Aus der Silberfallung lassen sich die dijodtyrosinhaltigen 
Peptide durch Herauslosen mit 1-n. Salpetersaure vom anorganischen Jod abtrennen. 
Wegen des hohen Chloridgchaltes wurde in einem aliquoten Teil (Losung B) die Trennung 
von den Salzen durch 

5. Dia lyse  bewerkstelligt. Die Verteilung des Jodes, der Polypeptide und der 
niedermolekularen Eiweissabbauprodukte ist aus der Tabelle 2, S. 120, zu entnehmen. 

a) Im D i a l y s e r u c k s t a n d  ist kein anorganisches Jodid mehr vorhanden. Das Jod 
befindet sich hier in Form von Dijodtyrosinpeptonen. 

b) In  der wasser igen P h a s e  des mit Butanol ausgeschuttelten Dialysats kann 
das Jod nur als anorganisches Jodid vorkommen. Die Ninhydrinprobe fallt, sehr schwach 
positiv aus. 

c) In  dcr B u t  a n  o 1 - P ha  s e muss samtliches ins Dialysat gewanderte organisch 
gebundene Jod vorhanden sein, wahrscheinlich in Form niedermolekularer Dijodtposin- 
peptone. (Jodid ist in Butylalkohol schwer loslich.) 

Der Dialyseruckstand, der die wertvollen Bestandteile enthalt, wild wie in Tab. 3, 
S. 121, beschrieben zum Praparat Pn verarbeitet. 

Mit einem Teil der Losung B wurde gepruft, ob sich das organisch gebundene Jod 
quantitativ durch 

6. kon t i n  uie r l i  c he  E x t r a  k t io  n mi  t n - B u t  y la1 ko hol  ausziehen llsst. Wegen 
des hohen Siedepunkts des n-Butanols (t, = 118O), wurde die Extraktion im Vakuuni 
2mal 10 Stunden durchgefuhrt. 

Die eingedampfte Butanol-Phase hinterliess einen fast farblosen, stark dijod- 
tyrosinhaltigen Ruckstand. Dieser wurde, wie in Tab. 3, S. 121, (rechts) beschrieben, mit 
Uranacetat und basischein Bleiacetat gereinigt und lieferte das Priiparat Ps. 
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Tabelle 1. 
Isolierung eines dijodtyrosinhaltigen Thyreopeptons BUS dem Schilddriiseneiweiss. 
Aufarbeitung der Busgangslosung A (saurelosliche Anteile der Pepsin- und Trypsin- 

verdauung). 

Busgangslosung A 
0,205 g Jod 

I 
aufgekocht und mit 70 em3 gcs. Uranyl- 

acetatlosung versetzt 
I 

I I Ruckstrand I 
I 

1 Filtrat 1 
I 

mit heissem W$sser gewaschen im Vakuum eingedkpft  auf 500 em3; 
versetzt mit 200 em3 2-n. AgN0,-Losung 

I 

I 
~~ 1 ,,Ruckstand €3" I 0,128 g Jod 

I 
(800 om3): mik AgNO, noch 

(Cl', J', jodhaltige Peptide). 
Zur Entfernung der Salze : 

andere Verarbeitung. 
Siehe Tab. 2: und 3 

unloslichi Ag- Xalze 

suspendiert in 200 cm3 H,O, 
versetzt mit 1-n. HNO, 

bis pH : 3,5 

voluminose Fallung : I 

I 

Ag J$ AgCl organ. Silberberbindungen, 
ausgeflllt mit 1 -n. XH,-Losung bei pH : 8 

I 

I Filtrat 1 
I 

1 Riickstand I 
I 

im Vakuum zur TrAckene eingedampft. 
I n  Alkohol aufgenommen und mit Kitrit : 

Priifung auf Dijodtyrosin: negativ 

organ. Silberderbindungen, 
suspendiert in 500 om3 ,H,O; 

H,S eingeleitet 
Xinhydrin : schwach positiv I 

I Ruckstand I (Ag,S) 
I 

mit warmem Wasser 
mehrmals gewaschen 

I &rat I 
eingedampft im Vdkuum auf 100 em3. 
Kontinuierl. Extraktion mit Butanol: 

10 Stunden 

I 

I Wasserige Phase I 
I 

1 Butanol-Phase 1 
eingedampft kur Trockene. 

Priifung auf Dijodtyrosin: negativ. 
Ninhydrin: schwach positiv, verworfen 

I 
im Vakuum zur Trockene 

eingedampft : 

I 
Fraktion PA: 32,2 mg Jod 

16,O mg pu' L 1,2 mg NH,-N 
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Tabelle 2. 

Vorversuche. 
Verarbeitung der ,,Losung 1%'. (800 tin'). 

I 

Dialyseruckstand 
4,lX mg ,J 

(= 53%) 
J odid .- 

Biuret + 
Ninhydrin + + 
Nitritprobe -t 

~ 

100 cm3 ,,Losung W* 
7,9 mg Jod 

I 
Dialyse durch 

Zellophanmembrit I I  
I 

-I 

~- 
Wasserige-Phaw I 1,88 mg J 

(= 23,X' ) )  
Jodid + sell :I a .h 
Biuret - 

Ninhydrin + s u h \ \ a ~ ~ h  
Nitritprobe - 

7. E x t r a k t io  n sv  e r su c he mi  t A ce t on  -W a i - c I- m I 5 (. hii n g P I 1 I.i<ittril zuni Zm cck, 
die Ausbcute an aktivem Material zu erhohen. Das ic)n Ifnr?,cgtn,c') I ~ e l  tier Reinigung 
der thyroxinhaltigen Peptide vcrwendete Verfalirtvi licss sic.11 rnclrw.n Iticht auf die 
Dijodtyrosinfraktion ubertragen: 

IUU 90 I D  70 6D 5U 40 31' 20 Iff 

Pig. 2. 
~ + (1 o Aceton 

,Jodverteilung auf den Auseue . 
in Abhangigkeit von der Acclonl onzrtitr.ition. 

den Ruckstancl ~ o 

Die N-Analyse crwics, dass auch Innerhall) dc 1 Frakttown keriw ~ o ~ l ~ ~ i i r c i c r i ~ r i ~ n ~  

8. E x t r a k t i o n s v e r s u c h e  m i t  a lkohol i \  t i (  r I i , ~ l i l a t i g c  Ihc ,ibsolutr und 
erzielt werden konnte. Ebenso erfolglos waren 

relative Jodzunahme im Auszug ist gering. 

l) Hnrrizgton und tkdters, Bioch. J .  24, 456 (:$MI). 
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Tahelle 3. 
Aufarbeitung der ,,Losung B" (vgl. Tabelle I) 

700 em3 ,.Liisung B" 
55,2 mg Jod 

121 

350 em3 
27,6 mg Jod 

I 
dialysiert in 
2 Ansatzen 

I 
I I 
I 1 Dialysat 1 Dialyse- I Riickstand I 

eingedknpft verktzt 
im Vakuum mit 20 em3 

I 
Priifung auf 

Dijodtyrosin : 
sehr schwach+ , 

verworfen. 

0,l-n. 
Silbernitrat 

I I 1 Filtrat I I Ruckstand 1 
I I 

Ninhydrin + 
Nitritprobe - 

verworf en 

gewa'schen 

suspehdiert 
in 

300 em3 H,O 

I 
I 

HZS, 
eingeleitet 

I I 1 Ruckstand I I Filtrat 1 
I 

AgzS, 
gewaschen, 
verworfen 

eingedarn pft 
im Vakuum 
auf 30 em3. 

Mit Tierkohle 
gereinigt 

I 

im VAkuum 
zur Trockene 
eingedampft 

I 

350 em3 
27,6 mg Jod 

20-stiindigJ Extraktion 
mit Butylalkohol 

I 

Butanol- 
I 

wasserige 
Phase 

im V$kuum 
I 

im Vakuurn 
eingedampf t. zur Trockene 
Kein Dijod- eingedampft 

t,yrosin + 50 em3 H,O 

I 1 Phase 

+ Uranylacetat 
I I I Riickstand I I Filtrat I 

I 
versetzt mit 

I 
gewaschen, 
verworfen Ammoniak 

I I I Riickstand I I Filtrat I 
I 

versetzt mit 
I 

Ammonium- 
Uranat basischem 

Bleiacetat 
I I I Filtrat 1 Riickstand I 
I I 

Ninhydrin gewaschen, 
negativ suspendiert 

in 300 em3 H,O 
I 

eingeleitet 
H,S, 

I I I Riickstand I I Filtrat 1 
I 

PbS eingrriampf t 
gewaschen, im Vakuum 
verworfen auf 30 em3. 

Mit Tierkohle 
gereinigt 

I 
in1 Vakuum 

zur Trockene 
eingedampft 

I 

I Fraktion PD: 6,4 mg Jod 
3,9 mg W 
0,32 mg NH,-N I 

Fraktion Pg: 11,8 mg Jod 
6,7 mg N 
0,32 mg NH,-N 
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Bezogen ,!!if r 1 (be%::$ J) Fraktioti 

HELVETICA CHIMICA \ c  r 2. 

Besprechung d e r  Res t i l t a te  
Die Ausgangslosung A enthielt . . . . . . . . 205.0 trig cJo:I 

Praparat PA (aus Ag-Fallung) . . . . . . . . :32,2 n q  Jod 
Praparat PB (aus Butanolauszug) . . . . . . 11,8 rns ,rod 
Praparat Pu (aus Dialyserhckstand) . . . . . ti,4 mg ,Jod 

am Dialysevorversuchen . . . . . i , ~  n r t :  tlotl 
Totd  58,l ]rig .Jod 

Davon konnte zuruckgewonnen werden in den b;ndprotluktc%ii : 

r "  

Ent lialtc~nci 

25,176 
42,7% 
2 3 , ~ "  

Daraus geht hervor: 
a) Die Fallung mit Silbernitrat fuhrt zu holieii Verlustm. l i l  JIotlcllversuchen 

wurde festgestellt, dass Silbernitrat selbst bei gel inger S.tl~,c~tcrz~iiireboiizrntration 
(pH 4,8) Jod aus dem organischen Molekelverbantf bcrauszuspaltcn \ t'rning. 

b) Die Dialyse fhhrt nicht zur einwandfreien l'tecnuny, dn (lie Blrtnbl,tn fur nieder- 
molekulare Peptone durchlassig ist (vgl. Tab. 2). 

c) Die Extraktion mit Butanol liefert die bwteii Resultatc~. 
d) Die Fallung mit basischem Bleiacetat hat Iwi Frahtiorl 1'1% nii r '  zli gcringen Vcr- 

lusten gefuhrt. 
Das wichtigste Kriterium fur die 1 erwc~ntilmrlwit einer Iso- 

licrungsmethode ist der Reinheitsgrad d t h r  orhultenrn f'rap;irate. 
Aus der Gegsnuberstellung des N/.I- und tles X Alniino-N-Ver- 

haltnisses (in Molen ausgedruckt) lassw sich dies1 wzuglich weit- 
gehende Schlusse ziehen: wir gehen nieht -wit felil, M en11 \i ir snneh- 
men, dass sich unser fermentativ abgehutes Pcpt o11  or tier Ecini- 
gung aus einer Anzahl gleieh langer I'eptitlkct :llIfl):bUl e ,  von 
denen eine oder mehrere Dijodtyrosin en1 hielteri, etwa ~i ; tcI i  iolgcndeni 
Schema : 

I H,S--CHR-('O.NH--CHR-CO.XH- ("1U-iY)'XH ('KR C'OOH 
I!. H,K-CHR-CO.KH-CHR-CO.NH- ('ILK*- ('O'lH ( ' H I ?  -C'OOH 

Il l  H,K--CHR-CO.KH--CHR-CO.PiH- ('1iR-c 'O.SH ( 'HI< COOH 
R = beliebiger Aminosaurenrest. I :  = Di1ocltj ti)siii~t 5t. 

Unter diesrr Voraussetzung bleibt cias Vcr1i:~lf r1i.s X ,Amino-S 
annahernd konstant, auch wenn wir i r r i  Verlsuf eirirr Iieinigungs- 
operation die inaktiven, jodfreien K e t l ~ n  I uritl I LI ciitftlrnen. Wir 
finden tatsachlieh experimentell bei der A.\u+gargsloXwg A ( \  gl. S. 119) 
ungefahr dasselbe Verhaltnis wie bei den qereinigtrn 13ntlprodukten. 

7 
Riickstand I( 
350 em3 Losiinp I3 
350 em3 Losun:, B 

128 m y  Jod I 
di,(i I Y ~ E  ,Jod 
27,(i nip Jod 
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Tabello 5. 
Gegenseitiges Mengenverhaltnis zwischen Stickstoff und lJod bei den einzelnen dijod- 

tyrosinhaltigen Praparaten. 

123 

(in Molen) 
Amino-Pu' J 

In ,,Amgangs- 
losung A '  I I 

Anders verhalt es sich mit dem molaren N-Dijodtyrosinver- 
haltnis, welches sich aus der Formel 

(Atomgewicht J) .g Stickstoff 
(AtomgewichtNrg Jod ~ 

berechnen lasst (vgl. S. 118). 
Es lasst sich ohne weiteres ableit,en, dass sich dieses Verhaltnis 

beim Eliminieren jodfreier Ketten im Verlaufe der Isolierung einem 
Minimalwerte nahert, der demj enigen des reinen, jodhaltigeri Peptides 
entspricht und grossenordnungsgemass mit dem QuoDient N/Amino-N 
ubereinstimmt,. 

Wir konnen hieraus folgern, dass ein Peptid umso reiner ist, 
je iihnlieher die Quotienten N/Arnino-N und 2 N / 3  (in Xolen) sind. 
Diese Bedingung ist bei den erhaltenen Praparaten, besonders bei 
der Fraktion PB, die mit Butanol gereinigt wurde, weitgehend erfullt. 

Zur Prufung der physiologischen Aktivitat eines Praparates sind 
mehrere Gramm erforderlich. Fur die Darstellung der 

9. zur W e r t b e s t i m m u n g  ve rwende ten  P r a p a r a t e  P, und 
P, (S. 125) ergab sich deshalb die Forderung nach einem grosseren 
Ansatz (2 kg) und nac,h Beschrankung auf die leistungsfahigen Ver- 
fahren: (Butanol, Bleiacetat). 

Damit bei der Verdauung der voluminosen, in 4 Liter suspendierten Thyreoglobulin- 
fallung das Pepsin optimale Wirkung entfalte, miissen griissere Sauremcngen zugesetzt 
werden, die nach der Neutralisation die saurelosliche Fraktion als Salze verunreinigen. 
Dasselbe gilt fur die bei dcr Trypsinverdauung zugesetzte Xatronlauge. Spateres Aus- 
dialysieren fiihrt zu Verlusten. 

Die Anwendung eines pflanzlichen Enzymes, des Papains, fuhrte zu einer wesent- 
lichen Vereinfachung: dessen Wirkungsoptimum liegt zwischen pH 5 und 7. In  reinem 
Zustand wirkt es wie Pepsin als typische Proteinase, d. h. es baut native Proteine zu 
Polypeptiden ab. Aktivierung mit Rlausaure vcrleiht dem Papain die Eigenschaft einer 
Polypeptidase, indem es bei demselben pH Polypeptide zu niedermolekularen Peptiden 
abbaut. Die Verdauung erfolgte in einer 0,4-proz. Papainlosung') bei 40° und pH 6,0. 

Wach 24 Stunden wurde die 2. Phase durch Zusatz von O,50/6 Blausaure eingeleitet: 
166 em3 6-proz. KCN-Losung wurden mit l-n. Salzsaure auf Methylrot neutralisiert und 
zum Hydrolysat gegeben; nach weiteren 18 Stunden war die Aufspaltung beendet. 

1) Papain von Baird und Tatlock (London). 
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Das Piltrat enthielt: 0,521 g J und 21,6 g N, nityirechmtl e inem nrolaic~n S Di~od- 
tyrosinverhaltnis \-on 751 ; es wurde mit Uranylacct,i t :erriirigt i i ~ d  Iircrauf drrekt der 
kontinuicrlichen Extralrtiori mit Butanol im Vahuiiiri untrruorfc~n. Sac11 I 0  Stunden 
wurde dic biitylalkoholische Phase im Vakuum eiii.-eclanipft. Sic hnrtvr I i c  \- 5 g einc'r 
hcllen, pulverigen Masse, 

enthaltend: 0,148 g J und 0.19.) g S 
entsprechend: 0,315 yo J und 2*11 I 0  ?$ J 1'2 

In dieseni als P, bezeiclincten Praparat betrug ,i,rs Verhnltni~ 2 \ .I (111  Molen) 12,9, 
~ x a r  also von derselbeii Gmssenordnung wie die im I c  r/t >11 A i r w t z  gcvotiiic>tii 11 Produkte. 

A4us drr uasserigrn Phase (200 om3), in uelrliei m i t  dri 111 m ~ , i L t i o n  noch Ul~od-  
tyrosin nachgeuiesen u erdm konnte, wurden dit. iocll ialt lp~ Rcita~itlleilc mit einein 
gleichen Volumen basischen Bleiacetats (nach Ph. H V) gcfal it. 2 Strind(~rl ~ r ~ i t  Schaefel- 
masserstoff zersetzt urid vom Bleisulfid abgetrcnn: Vac h Eint~ngcn !in \ .Ikuurn snf 
100 em3 wwde die Losung mit einein gleichen Volriiric 11 95-proz. 411 
2 Tage in dm Eisschrank gestellt. Vom entstandcirr n salziqcri Sicvir 
filtriert und dieselbe Operation nach Eincngen dcs b'iILrats wicdc rho 

dampfen im Valiuum einen braunlichen Ruckstarid 'in Gewic.htt~ 1011 13 g 
Die filtrierte Peptonflussiglieit liefcrte nach 1:i.h mdlung i i i i t  'I'ic.rkolilc und Ein- 

Diesrr enthielt: 0,21 g J und (),hi6 g N \ 
entsprerhend: 0,1470 J und B,\6 ' l o  M 1 ''I 

In den1 als PI bezeichneten Praparat, betrug rliw VcrEtnltrni 2 \ .I (111 Molen): 56. 

10. Chromatograph i sche  A n a l j  s v  V O I I  P, untl P2 .  Da die 
Aktivit5t der erhaltcnen Praparate nichl iiur tiurcli ikiw spezifische 
Gruppe, sontlern auch weitgehend durrah die Ikhchaffenheit ihrer 
Tragersubstanz bestimmt wird, ist zu c1r.rc.n C'liaraktc.risic.rung auch 
einc Analyse der jodfreien Aminosauren goboten. b'u;* tliescn Bweck 
schien uns das chromatographische Verlaliren VOII ('0 

und 11farti.n l) geeignet, bei welchem an St elk tlcr ul)lic.l-ien Kolorinen 
frei herunterhangende Spezialfiltrierpapirmtreif cn w r v  cmk t werden. 
Aus 0 , l  mg dex hydrolysierten Praparal P S  wcrdtin die ,hinosawen 
je nach der Grime ihres Vertei1ungskoc.ftizienten zwiwhen Wnsser 
und einem andern Losungsmittel (Phenol) verschietlm rm.h  \-on der 
beweglichen Phase mitgerissen. 

Dieser Prozedur wurden 5 Substanzvn unterzogcri : Praparat PI, 
P,, die gereinigte, siiureunlosliche Thj i ouinfraktion, reincs Dijod- 
tyrosin, reines Thyroxin und ein ,,Lauft(A\t (Glutarniri\ain.c., Alanin, 
Valin, Phenylalanin). 

Das Thyroxin giht mit Ninhydrin niir eiric : i u s h t w t  schv ihche 
Farhreaktion. Dijodtyrosin wandert relat i i  langsnni urid c>rgiht eineri 
hlaugrunen Flecken. 

, Trypto- 
phan + +, Glutaminssure +, Cystein 4 . Alanin - +, 
Phenylalanin +. 

P r a p a r a t  Y, enthalt die gleicheir 1Sexttmtlteil(> i n  gerinperer 
Konzentration ohne Phenylalanin. 

Reide Praperate enthalten daneben \vpar;rginhaure ill Spurc~n~). 
I) Biochern. J. 38, 224 (1944). 

Herrn Dr. H .  Elsaesser (Organisch-Chemi~clir 5 Instirut, li(3111) ,( i t i11 die Dnrch- 

P r a p a r a t  P, enthalt neben Dijotli vrosin: T~rosi i i  
3Zethioniri 

fubrung dcr Analyse unser Dank ausgesprochen. 
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B. Biologische W e r t b e s t i m m u n g  d e r  gewonnenen  d i j o d -  
t' y r o s in  h a 1 t ig  en  A b b a u 1) r o d u  k t e d e s S c h i l  d d r U s en e i - 

weisses (P1 und PJ. 
1. P r i n z i p  d e r  Methode .  Die zuverlissigste Methode zur 

Priifung der physiologischen Aktivitat von Schilddriisenpraparaten 
ist die Messung des Gesamtenergieumsat,zesl) von Ve,rsuchstieren. 

Da alle Energieentfaltung im Korper sich auf oxydative Pro- 
zesse zuruekfuhren lasst, kann aus dem Sauerstoffverbrauch auf den 
Energieumsatz geschlossen werden (Prinzip der indirekten Calori- 
metrie). 

' 

Durch ein Glasgefass, in welchem sich das Versuchstier befindet, wird ein wasser- 
und kohlensaurefreier Luftstrom geleitet. Aus der abgesaugtcn, mit Ausatmungsluft ver- 
mischten Luft wird der Wasserdampf in konzentrierter Schwefelsaure, die Kohlensaure 
in  Natronkalkgefassen gebunden. Der vom Versuchstier aufgenommene Sauerstoff wird 
aus der Differenz der ausgeatmeten Oxydationsprodukte (Summe: CO,+ H,O) und dem 
Gewichtsverlust des Tieres ermittelt. 

Wir verwendeten 10 mannliche weisse Ratten, die an die Versuchsbedingungen 
angewohnt wurden, worauf von jedem Tier die normalen Mittelwerte dcs Grundumsatzes 
.(1100-1300 Cal/m2 und 24 Stunden), des Korpergewichtes und der Atemfrequenz be- 
stimmt wurden. 

2. D i e  p r o p h y l a k t i s c h e  Wirkung.  Reim normalen Or- 
ganismns ist das Dijodtyrosineiweiss inaktiv ; es wirkt nur bei der 
Hyperthyreose grundumsatzsenkend. Aus diesem Grunde mussen die 
Ratten zuerst mit thyroxinhaltigen Stoffen (Thyroidea siccata) 
hyperthyreoidisiert werden, worauf erst die dijodtyrosinhalt'igen 
Praparat'e auf ihre kurative Wirkung gepruft werden kiinnen. 

Die Tiere konnen aber auch vorerst prophylaktisch mit Dijod- 
tyrosinpepton und erst dann mit Schilddriisenpulver behandelt 
werden. Man vergleicht den Hyperthyreoseverlauf dieser Tiere mit 
demjenigen von Kontrolltieren, die keiner Vorbehancllung mit Dijod- 
tyrosinpepton unterzogen wurden. 

Den Tieren Nr. I 1, 12 und 13 wurden taglich 100 y ,  nach 5 Tagen 50 y Jod in Form 
Ton Praparat PI pcr os verabreicht. Die Tiere Nr. 14 und 15 erhielten taglich 50 y Jod 
in Form von Praparat P,. Am 10. Tage wurde die Vorbehandlurig unterbrochen und 
am 11. Tage bci allen Ratten (inklusive den 5 nicht vorbehandelten Kontrolltieren) die 
Rehandlung mit Schilddriiscnpulver eingeleitet (tagliche Dosis: 0,324 g Thyroid gland: 
Wellcome, London, enthaltend 197 y Thyroxin). 

Fig. 3 zeigt den Yerlauf der Hyperthyreosc ohne Anwendung 
vorbeugender Massnahmen. Dais oft rasche Abfallen der Kurve nach 
Erreichen eines Hiichst8w-ertes ist als Folge einer Abwehrreaktion zu 
deuten. 

Die vorbehandelten Tiere reagieren zunac'hst mit einer geringen 
Grandumsatzsenkung. Die schiitzende Wirkung des Dijodtyrosin- 
pcptons (Pl) geht deutlich aus Fig. 4 hervor. 

1) De Quenjain und Abelin, Hb. biol. Arbeitsmeth. VIII, 1 (8 .  1587). 
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0 5 I D  15 L-0 2<5 ?Q 5 , : ~  -* 

Fig. 3. 
Experimentelle Hyperthyreose o hne  Vorbehandlung i r l i i  dijcicltyrosintiidf igen Substanzen. 

Kontrolltiere: Nr. lti --YO. 
Am 22. Versuchstag: Einsetzcn tier Nachbehandhrnz mit thglich I0 .Jod in Form der 

Praparate P, bzn. P.,. 

Fig. 4. 
Experimentelle Hyperthyreose nach prophylaktischz I 13eharidImg mii t h i  dijodtyrosin- 

haltigen Praparat PI. Tierr. Yr. 11 -13. 

Die Wirkung tics Priiiparates P, ( 0 , ; L I : ~ ~ ~  , I)  ist zii Eicyinn etvias 
schwiicher, spiiter abrr iimso amgepriig-t i'r uml nac~1ih;iltigt~n~ (Fig. 5). 

3 .  Die  k u r a t i v e  Wirkung.  Ohnv (lie Scliiltldi.riserizufuhr zu 
unterbrechen, wurden die Kontrolltiertl einer ~ach~,(.11,2ntilung niit 
Dijodtyrosineiweiss unterzogen (tiiglich~~ 1)osis : 1 0  y .I in Form von 
P, hzw. P,). Zwei der am starksten mitgmomiiirnen 'I'iw reagierten 
nach 6 Tagen mit einer Grundumsatzst.nl~urie. 3 on tlixeh~chnittlieh 

Bei Anwenclung von r e inem Di j  ot l tyrosi  r i  .sintl zur nus- 
ldsung einrr grundurnsatzsenkenden TVi] luing 100-200 rnz erforder- 
lich, entsprechend einer Jodmenge von 5 4 5 5 0 - 1 I 7 1 0 o 7 )  J o tl, 

307". 
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wahrend mit D i j o d t y r o s i n p e p t o n  schon 1 0  y J o d  einen deut- 
lichen Effekt auslosen. Der um einige Zehnerpotenzen starkere Effekt 
des letzteren lasst sich nur auf die Koppelung des Co-Hormons mit 
der Tragersubstanz zuruckfuhren. 

Fig. 5. 
Verlauf der experimentellen Hyperthyreose : 

Tiere Nr.11, 12, 13 
behandelt mit Praparat P, (0,14% J). 
Tiere Nr. 14, 15, 
behandelt mit Praparat P, (0,315% J). 

Mittelwertc der 
a) Gruppe I 

b) Gruppe I1 

c) Kontrolltiere: Nr. 16, 17, 18, 19, 20. 

Auf Grund unserer Versuchsresultate erscheint ein Abhau der 
Peptone bis zum Dijodtyrosin im Darmkanal unwahrscheinlich. Der 
Dijodtyrosin-Komplex kann somit als Antigen wirken und Anti- 
korper erzeugen, die - bei der nahen chemischen Verwandtschaft 
der Haptengruppen Dijodtyrosin und Thyroxin - auch mit Thyroxin- 
eiweiss reagieren und dessen Wirkung aufheben oder wenigstens 
beeintrachtigen konnenl). 

4. Die  W i r k u n g  d e r  P r a p a r a t e  auf F rosch la rven .  
a) P r i n z i p .  Der Impuls zur Metamorphose von Froschlarven, 

der unter physiologischen Bedingungen von der Schilddruse ausgeht, 
kann auch vorzeitig durch Verfutterung von Schilddrusenpraparaten 
ausgelost werden,). Hierbei besteht kein Antagonisnius zwischen 
Thyroxin und Dijodtyrosin : letzteres wirkt - wenn auch vie1 schwa- 
cher - so doch in derselben Richtung wie Thyroxin. 

Unsere Versuche verfolgten den Zweck, die Praiparate P, und P, 
auch in ihrer morphogenetischen Wirkung mit Dijodtyrosin zu ver- 
gleichen. Es wurden Verdiinnungsreihen hergestellt und an 200 Larven 
die his zum Erreicheri eines definierten Entwicklungsgrades verflos- 

l) Ahebin und VuiZZe, Endokrinologie 2, 248 (1928); Schw. Med. Wschr. 1943, 1365. 
2, Gudernatsch, Arch. Entw.-mechan. 34, 457 (1912). 



I’raparat Vcrdunnungc t i  
Dieselbe Wirkung (Lntialten 

von 1 vim 
r 

D i j o d t y r o s i n :  
58,5% Jod . . . 1:20000 1 . ~ 0 0 0 0  
100 cm3 cnthalten 2925 y Jod 1 l t i2 y Jod 

PI: 0,14% Jod 1 : 50000 1 I000000 

P,: 0,315% Jod 1:250000 1 ’ 50() 000 

~~ 

100 cm3 enthalten 0,28 y Jod 0.12 y ,Jod ______ 

100 cm3 enthalten 1,26 y Jod 0.(i3 Jod 

Es folgt daraus, dass unse r  P r a p a r . t t  I’, ((0.1 1 . J o d )  e ine  
ca .  1 0  000-fach ,  Y r a p a r a t  P, ( 0 , 3  1.5 yo ,Jotl) ( ~ ~ I I P  ( h a .  2 3 0 0 -  
f a  c h gr o s s e r e  In o r  p h o g e n e t i s c h e A k t i 17 i t :I t 21 11 f \\ e i s t a 1 R 
r e ines  D i j o d t y r o s i n .  

Alc tlvl tCLt 

1)ijodt~rosiii = 1 
beLogcn 1 xuf 

I 
I 

IO43O 

2322 I 

11. Grwinnung und Untrrsuchung clw d ti! roxiiihaHigm Friilition 
des Schilddrureneiu vi.ses. 

Es sollte gepriift, werden, oh such T I ~ y r o ~ i i ~  tluwli I?indiing an 
spezifisches Schilddriiseneiweiss einr ~ ~ - i r k u ~ i ~ ~ s l ~ ~ i ~ ~ ~ i , i i i i ~  erfghrt. 
Bei peroraler Verabreichung nimmt die i 1  ti\iihl \ o r 1 1  ‘ l ’ h ~  1-osin ziim 
Mono- zum Dinatriumsalz zu. Die T tlic ’\9. c i  ~xcrlbslich- 
keit dieser Stoffe in der gleichen R iiinrnil , \l)riclif fitr 
eine weitgehende Rbhangigkeii, der Al, t i \Titiit \ o i i  c l ( 3 1 .  I:cwrption. 
I)ass (lie Zugchiirigkeit der Praparate Z I I Y  I > -  o tkr  1,- R e i l i t a  i in t l  tlcrcri 
Liisliehkeit f u r  die calorigene Wirlcim~~ \ o n  Eccleiit iin: is1 , st cht 
heute fest. Die Fragc aber, ob nach erfol2tt.r R ~ ~ s t i r ~ ~ l i o n  (lit> hktivitiit 
tles Thyrovins im Pepbidverband ai ic l i  \.om chcini+licii Gesicht s- 
punkt irii‘olge Anwesenheit einer Tragc.111 lass rgc~ri i i l~~r .  tler \\-irk- 
sumkeit dex reinen Co-Hormones erhbht \I 1 rd,  tiocli i~iic~iitschic~dcn. 
Zur Lbsung dieser Frage miissen die 1’1 e t p w J t  CL part’iii c ~ r a l  zugefnhrt 
werden. 
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A. A b t r e n n u n g  u n d  Re in igung  d e r  s au reun los l i chen  An-  
t e i l e  des  T h y r e o p r o t e i n s .  

1. E x t r a k t i o n ,  F a l l u n g  und Verdauung des Thyreoglobulins erfolgten nach 
den Angaben in Tab. 7. Da das Fett bei der Trennung zum grossten Teil in die Thyroxin- 
fraktion mitgerissen wird, muss dieses schon im Auszug entfernt werden: nach energischem 
Schiitteln rnit Toluol und langerem Stehen gelingt es, eine dicke Fettschicht an der 
Oberflache anzusammeln, die sich nach Einfrieren leicht als kompakte Masse abheben 
lasst. Die dunkelbraun gefarbte, saureunlosliche Fraktion (17,2 g) wurde dijodtyrosinfrei 
gewaschen. Sie enthielt 0,127 g J in Form von Thyroxin. 

2. D i e  B a r y t f a l l u n g .  Zur Entfernung der wahrend der Hydrolyse entstandenen 
pigmentierten Bestandteile wurde deren Schwerlijslichkeit in Barytwasser verwertet : 
eine Probe des Riickstandes von 3 g wurde in 100 cm3 Wasser suspendiert und mit wenig 
Ammoniak in Losung gebracht. Nach kurzem Sieden wurden 10 g Bariumhydroxyd 
(Trihydrat), in 20 em3 siedendem Wasser gelost, zugesetzt. Nach Abtrennung vom dunkel- 
gefarbten Niederschlag, wurde das Filtrat angesiiuert und durch Zusatz von Natrium- 
acetat auf pH 5,0 eingestellt; der sich im Laufe von 48 Stunden abscheidende, feinkornige, 
fast weisse Niederschlag (0,24 g) enthielt 0,0093 g J ,  entsprechend 3,88%. Das Peptid hat 
einen hohen Reinheitsgrad, aber die Ausbeute ist klein: 57,8% J gingen verloren, weshalb 
ein anderes Verfahren gepriift wird. 

3. E x t r a k t i o n  m i t  Aceton .  Durch Extraktion thyroxinhaltiger Abbauprodukte 
mit 70-proz. Aceton lasst sich der groisste Teil des jodhaltigen Materials ausziehen, wahrend 
bedeutende Anteile jodfreier Substanz ungelost bleiben. 

Der Riickstand T (Tab. 7), enthaltend noch 0,105 g Jod, wurde 3mal rnit 100 om3 
70-proz. Aceton behandelt ; wahrend der Extraktion wurde das pH durch Salzsaurezusatz 
auf 1,6 gehalten. Das Ungeloste gab mit Nitrit keine Thyroxinreaktion mehr und wurde 
verworfen, wahrend die Filtrate sofort mit 2-n. Natronlauge auf ein pR von 5,0 gebracht 
wurden. Das Aceton wurde im Vakuum abdestilliert und die zuriickbleibende wiisserigc 
Losung schwach alkalisch gemacht, wobei der olige, braune Niederschlag in Losung ging. 
Zur Entfernung restlichen Fettes wurden 170 em3 Ather zugegeben und energisch geriihrt, 
wiihrenddem das pH mit Salzsaiure vorsichtig wieder auf 5,0 eingeatellt wurde. An der 
Trennungsfllche Wasser-Ather setzte sich ein braunlicher Niederschlag an (P,), der be- 
zogen auf sein Trockengewicht (5,5 g) 1,76% J ,  2,4% Thyroxin') und 3,85% N enthielt. 
Hieraus berechnet sich der Thyroxin- Jodgehalt zu 1,57% und das molare N/Thyroxin- 
verhiiltnis zu 79,2 (vgl. S. 123). 

B. Biologisehe W e r t b e s t i m m u n g  des  gewonnenen  P r a -  
p a r a t e s  P,. 

Reines Thyroxin sollte mit einer gleichen Rlenge Thyroxin in 
Form von Praparat P, in seiner Wirkung auf den Grundumsatz von 
weissen Ratten verglichen werden. Aus den im theoretischen Teil 
dargelegten Grunden werden die Praparate intraperitoneal zugefuhrt. 

3 Tiere (Gruppe I) erhielten taglich 100 y Thyroxin, entsprechend 65,4 y Jod in Form 
von 0,5 cm3 einer Thyroxinlosung 1 : 5000. (Mononatriumsalz in physiologischer Kochsalz- 
losung.) 3 weitere Tiere (Gruppe 11) erhielten dieselbe Menge Thyroxin in Form einer Losung 
von Praparat P, (12,5 mg). Nach einer Woche stieg der 0,-Verbrauch deer mit P, behandelten 
Tiere auf uber 45% und erreichte in der 3. Woche einen Durchschnitt von 79,376 iiber dem 
Kormalwert. - Weit schwacher reagierte die Gruppe I auf die taglichen Thyroxindosen. 

Auf dieselbe Weise wurde die Wirkung der 4mal schwacheren Dosis gepriift, einer 
Thyroxindosis, die in freier Form den Stoffwechsel der Versuchstiere (Gruppe 111) nicht 
wesentlich zu bceinflussen vermochte, in Form von Praparat P, dagegen schon nach 
2 Wochen Grundumsatzsteigerungen von 38,l yo bzw. 33,8% hervorrief (Gruppe IV). 

l) Roche und Michel, Bioch. e t  Biophys. Acta I ,  335 (1947). 
9 
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Tabelle 7. 

Isolierung eines thyroxinhaltigen Peptons a us dem Schiltltliuseneiweiss. 

I 1,95 kg Schilddriiye I 
fein zerhackt und extraliiert 

mit alkalischer 1-proz. NaCI -Losung 

I 

I 
I 4 1 Auszug: 0,65 g .loti 1 

gefallt rnit verA. Schwc4rlsaurc 
und Na,SO, bei pa 5,O 

I 
I Thyreoglobulin ~ 

rnit Papain verdaut bei plC 6,5 

rnit Salzsaure g e h t  bei p l r  5,0 
I 

Papain aktipliert mit HCN 

I 17,2 g Riickstand T: O , T . l ” / ,  Jod 1 
I 

I 

I 
rn 
0,022 g J 

suspendiert in 
300 cm3 Wasser, 
mit Baryt gefallt 

1 Filtrat I 
I 

I 
versetzt mit 

Salzslure und 
Natriumacetat 

bis pH 5,O 

I Niederschlag I 
I 

0,0093 g Jod 
= 3,88% Jod 

I 
Ausbeute: 42,2% 

0,105 g J 
3nial extraliieit init 

bei pIr 1.6 
7 0 - p ~ ) ~ .  Aceton 

I 

auf pH 5 gebracht, 
Aceton iin Vakuuin 

eingedanipft 
I 

I Kiickstand I 
mit KaOH versetzt 

bis pH h,  
.&therzribatz, 

iuhren untl ausfnllen 
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Besprechung  d e r  R e s u l t a t e .  
1. Die um ein Vielfaches starkere Wirkung des Thyroxinpoly- 

peptides ist in Fig. 6 deutlich ersichtlich. Der im Tierversuch erzeugte 
Effekt nimmt nicht proportional, sondern annahernd mit der Wurzel 
aus der angewandten Menge des Praparates zu. Aus der Tatsache, 
dass die Hyperthyreose der mit 100 y Thyroxin behandelten Gruppe I 
(Maximum 37 %) Bhnlich verlauft wie diejenige der mit 25 y Thyroxin 
in Form von Praparat P, behandelten Gruppe IV (Maximum 31,80/,), 
ergibt sich, dass d ie  A k t i v i t a t  des  T h y r o x i n s  d u r e h  d ie  B i n -  
d u n g  a n  spezif isches Sch i ldd r i i s enpo lypep t id  auf  d a s  
3-4fache gehoben wi rd .  In  Anbetracht der parenteralen Ein- 
fuhrung kann dem Praparat P, keine reine Thyroxinm irkung, sondern 
nur eine spezifische, durch das Zusammenkommeri von Co- und 
Apohormon bedingte Aktivitat zugrunde liegen. 

I I 

10 15 20 25 &qe * 

Fig. 6. 
Vergleich dcr durch Thyroxin bzw. Thyroxinpeptid erzeugten experimentellen Hyper- 

thyreose . 
Mittelwerte von Gruppe : 

. . . . . . . . . . . . . . . .  I: taglich 100 y Thyroxin (Roche) ( 6 5 4  Y J) 
111: ,, 2 5 7  ,, ( ,, j .  ( 16,3 Y J) 
11: ,, 100 y ., in Form von P, ( 654 Y J) 

IV: ,, 25 y ,, in Form von P, ( 1 6 3  y J) 
V: ,, 200 y ,, in Form von Thyreoidea siccata . . . . .  (644 Y J) 

(Vgl. Fig. 3, S. 126 Kontrolltiere Nr. 16-20.) 

2. Von Interesse ist ein Vergleich der Wirkung von Thyroxin- 
polypeptid und Thyreoglobulin. Letzteres wurde bei der Wertbe- 
stimmung der Praparate P, und P, zur Hyperthyreoidisierung der 
Ratten verwendet (8.126). (Kontrolltiere 16-20.) Die tagliche Jod- 
zufuhr betrug in jenen Versuchen 644 y ,  die Thyroxindosis 200 y ;  die 
entsprechenden Mengen bei der P,-Behandlung waren : 65,4 y J o d  
und 100 y Thyroxin. 

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



132 HELVETICA CHIMIC \ .\(:T \. 

Trotz der fast 10mal hoheren Jotl-  rind dtlr tloppc'lten Thyroxin- 
dosierung wirkt das Schilddrusenpulver, wie aus Pig. 6 Iiervorgeht, 
weniger stark als P,. Seine gleichsam g,rcdBmpfte Wirkung kann suf 
das Dijodtyrosineiweiss zuruckgefuhrt werden, dessen Jodgehalt 
60% des Gesamtjodes der Tabletten ilusmacht. - I)ie T h y r e o -  
g lobul in  wir kung ist demnach als R e \ u 1 t i e r  end e z we i e r  A n t  a - 
gon i s t en  z u  b e t r a c h t e n ,  wobei die Aktivititt tier 'rhyroxinkom- 
ponente uberwiegt. Hieraus darf nich t geschlossen wcrden, dass 
Thyreoglobulin eine Mischung oder lockere T-erbindung zweier 
Hormone darstelle. Die Frage nach cle~* caheniischen Einheitlichkeit 
des Schilddruseneiweisses wurde in einr.1. hpateren Arbtiit gepriift : 

Es zeigte sieh hierbei, dass sorgfaltig prapariertes Thyreo- 
globulin bei p,-Werten von 6,0, 6,5, i , O ,  7,-1.5 tiurch E l e k t r o -  
phorese  nicht zerlegbar ist. 

Dagegen traten oberhalb pH 8 drei Gradientinn auf, die sich chemisch (Gesamt-, 
Thyroxin- Jod) und biologisch (Kaulquappenmethode) nicht vonrinander unterscheiden 
liessen. Die Komponenten konnten identifiziert wordm als 

Beweglich kei t  pII 8,5, Ttlnip.: 3 , 5 O )  
Natives Thyreoglobulin . . . . . . 8,2240-5 emL sec Volt 
Denaturiertes Thyreoglobulin . . . . 7,73. 10-' ,, ,, 
,,a"-Thyreoglobulin . . . . . . . . 3,82.10-i ,, ,, 

Letzteres stellt ein labiles Intermediarprodukt zw ischen nativeni nnd denaturiertem 
Thyreoglobulin dar. Lundgren') wies die Existenz solcher a-Protrine 1x3 CJiitersuchungen 
mit der Ultrazentrifuge nach; sie zeichnen sich dtirc h sehr klcine Scdinicmtationskon- 
stanten aus. Das Gleichgewicht 

N 7 -  a -- 1) 
(Natives-) (a-Protein) (Di'iiat uriertes Protein) 

nird bei alkalischer Reaktion nach rechts versc1iol)rri. 
Dieselben Komponenten liessen sich erkenneii, a Is versucht W U I  dc, Thyrcoglobulin 

durch kurze Einwirkung von Fermenten (30 Minut en) selcktiv zu spnltm. Es scheint, 
dass die Fermentwirkung primar in einer Denaturic.rung beitrht, worarif ci st dic Hydro- 
lyse an den durch die Aufrollung der Molekel freigc.lepten htellen einretzt. Dijodtyrosin- 
und Thyroxinpeptid lassen sich durch Elektrophorcw erst nacah :I-stunthper Verdauung 
(Papain: pH 6,5) voneinander trennen. 

Das einheitliche Verhalten des Thvreoglohulins zwisehen pH 6 
und 8 lasst sich zunachst nicht vereinharen mit den Befunden, 
wonach Thyreoglobulin durch fraktioniri te l%llung2) urid Rbsorp- 
tion3) in Komponenten versehiedenen .lodgehalt8 zcrlcgt werden 
kann. Die Tatsache, dass die elektrophorcstiscl-ie Hen rglichkeit eines 
EiweiBstoffes durch Jodierung nicht mrdirdert n ird I) .  erkliirt diesen 
Gegensatz. 

l) Lundgren, J. Physic, Chem. 43, 989 (1939). 
z ,  Rbelzn und Keller, Helv. 22, 1365 (1939). 
3, RiviBrP, Gautron und The'ly, C. r. 224, 423 ( 1 %  7). 
4, Herriot, J. Qcn. Physiol. 25, I85 (1942). 
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In  Anlehnung an die heutigen Auffassungen uber die Biosynthese 
des Thyroxinsl) konnen wir deshalb behaupten, dass wir im Sch i ld -  
d r u s e n h o r m o n  e in  e inhe i t l i ches  i n  ve r sch iedenen  S t u f e n  
d e r  J o d i e r u n g  sich be f indendes  Globul in  vor uns haben. 

Zusammenf  assung.  

1. Es wird die Isolierung eines dijodtyrosinhaltigen und eines 
thyroxinhaltigen Polypeptids aus dem Schilddruseneiweiss auf 
fermentativem Wege beschrieben. 

2. In  ihrem naturlichen Verband mit den anderen Aminosiiuren 
wirken sowohl Dijodtyrosin wie Thyroxin bedeutend starker als fur 
sich allein. 

Die grundumsatzsteigernde Wirkung der untersuchten Schild- 
driisensubstanzen nimmt in folgender Reihe zu : Thyroxin, Thyreo- 
globulin, Thyroxinpolypeptid. 

Die morphogenetische Aktivitat des Dijodtyrosins bei der Haul- 
quappenmetamorphose erfahrt durch dessen naturliehe Bindung an 
die Aminosauren des Thyreoproteins je nach Darstellung der Pra- 
parate eine 2300- bis 10  000-fache Steigerung. 

Diese Befunde erinnern an die Ergebnisse der Fermentchemie, 
wonach der spezifische Co-Fermentanteil erst durch die Vereinigung 
mit dem eiweissartigen Apo-Ferment die volle Aktivitat erlangt. 

3. Es wurde ferner die Frage des Zusammenwirkens der beiden 
jodhaltigen Fraktionen des Schilddruseneiweisses - der dijod- 
tyrosin- und der thyroxinhaltigen Komponente - untersucht. Das 
Dijodtyrosin-Polypeptid scheint im Sinne eines Regulators des 
Thyroxineinflusses zu wirken. Die Vergiftungserscheinungen nach 
Zufuhr von Thyroxin konnten durch eine vorangehende und gleich- 
zeitige Zufuhr von Dijodtyrosin-Polypeptid abgeschwacht und die 
Grundumsatzerhohungen herabgesetzt werden. 

Die physiologische Wirkung des nativen Thyreoglobulins darf 
als Resultante des Dijodtyrosin- und des Thyroxineffektes aufge- 
fasst werden. 

4. Die beiden jodhaltigen Hormone sind im Thyreoglobulin 
zu einem einheitlichen Komplex zusammengefasst, der sich durch die 
Elektrophorese bei p,-Werten zwischen 6,O und 7,45 nicht zerlegen 
liisst. 

Medizinisch-Chemisches Institut der Universitiit Bern. 

l) Roche und Michel, Exp. annuels Bioch. M6d. 9, 166 (1948). 


