Einfluf} verschiedener Medikamente auf die Bindung
von Schilddriisenhormonen an Lebermitochondrien

Influence of Various Drugs on the Adsorption of Thyroid Hormones
to Liver Mitochondria

Richard Wahl und Ekkehard Kallee *

Medizinische Universitatsklinik Tiibingen
(Z. Naturforsch. 29 ¢, 608 — 617 [1974] ; eingegangen am 14. Mai 1974)
Distribution Equilibria, Drug Action, Mitochondria, Protein Binding, Thyroid Hormones

1. [®]i-thyroxine (T,) or ['3]r-triiodothyronine (T;) was added in 50 pM—25nm and
26 pm—132 nM concentrations to suspensions of rat liver mitochondria. In distribution equilibria
between soluble proteins and mitochondria the adsorption of the thyroid hormones to the mito-
chondria followed an approximately linear function when the radioactive hormones were added
within the range of physiological concentrations. At identical protein concentrations T, was ad-
sorbed to the mitochondria one tenth more strongly than T, when neither serum proteins nor cell
sap had been added. The adsorption of both Ty and T, to mitochondria and soluble proteins is
reversible. The distribution of the thyroid hormones between organelles and soluble proteins
depends on the ratio of the protein concentration in the sedimented mitochondria to the protein
concentration in the supernate after centrifugation. The desorption of Ty and T, from the mito-
chondria by soluble proteins, however, represents no linear function.

2. The distribution equilibria of simultaneously added '*I—T, and !2»5I—T; can be shifted
by certain drugs. Chlorpromazin and dinitrophenol displaced the thyroid hormones from their
binding to soluble proteins onto the mitochondria. Vice versa, phenylbutazone, phenytoin, brom-
sulfalein and silymarin displaced the hormones from the mitochondria more strongly than from
soluble proteins. Sodium oleate displaced the hormones in both directions. Minor shifting effects
or none at all could be detected when several other drugs were used. The described procedure
apparently yields new information on some effects of drug action.

Einleitung Der Transport vieler proteingebundener Stoffe
aus dem Plasma in die Zelle war lange Zeit nur
schwer zu verstehen, da die Bindungsvorgénge ein-
seitig von den Serumproteinen her betrachtet und
untersucht wurden. Weniger bekannt als die Bin-
dung an Serumproteine sind auch heute noch die
Adsorptions- und Desorptionsvorgénge, welche in-
nerhalb der Zelle an Mitochondrien, Mikrosomen
und 16slichen Zytoplasmaproteinen nach den glei-
chen Prinzipien wie an den Serumvehikeln ablau-
fen 5 63,6637 Ays den Verteilungsgleichgewichten,
die sich in vitro zwischen Serumvehikeln und bin-
dungsfahigen Zellproteinen einstellen, ist die Exi-
stenz ,adsorptiver Transportketten abzuleiten 5.

Bestimmte Serumproteine binden korpereigene
Hormone und Stoffwechselprodukte sowie kérper-
fremde Farbstoffe und Arzneimittel und transpor-
tieren diese mit dem Blut in die Organe® 2. Die
Vehikelproteine! konnen den Abstrom von Sub-
stanzen aus den Kapillaren ins Gewebe verzogern
und wahrscheinlich auch umgekehrt den Flux be-
stimmter Stoffe aus den Organen ins Blut beschleu-
nigen. Die Bindungsvorgénge gehorchen einem Son-
derfall des Massenwirkungsgesetzes in Form von
Adsorptionsisothermen 3% 3% 4, Die Adsorption vie-
ler Stoffe an Proteine ist grundsatzlich reversibel

und meist ziemlich unspezifisch; daher konnen be-
stimmte Substanzen andere aus den Bindungs-
plitzen verdringen. Manche Anderung der Wir-
kung von gleichzeitig verabreichten Arzneimitteln
diirfte auf gegenseitiger Verdringung beruhen .

* Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemein-
schaft.
Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. E. Kallee, Medi-
zinische Universitatsklinik,, D-7400 Tiibingen, Otfried-
Miiller-Strafle 10.

Abkiirzungen: Ty, [131]] Trijodthyronin; T4, [**]] Thyroxin.

Damit wird der Transport einiger organischer An-
ionen bis zu den Zellorganellen zumindest teilweise
verstandlich: Reversibel adsorbierte Substanzen, zu
denen auch die Schilddriisenhormone zihlen, wer-
den zunidchst an Serumproteine gebunden, dann
von Proteinen des fliissigen Zytoplasmas (Zellsaft,
Cytosol) ibernommen und zuletzt an Mitochon-
drien und Mikrosomen adsorbiert 2. An den Mem-
branen von Zellen und Zellorganellen kann viel-
leicht eine ,,Zwischenadsorption® auftreten. Wahr-
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scheinlich erfolgt der Transport der Schilddriisen-
hormone und mancher anderen anionischen Sub-
stanz passiv, denn er ist mit bekannten physiko-che-
mischen Gesetzen weitgehend erkldrbar, und er be-
darf — zumindest in Abwesenheit trennender Mem-
branen — keiner Unterstiitzung durch aktive, enzy-
matische Transportmechanismen seitens der Mem-
branen.

Uber die adsorptive Verteilung der Schilddriisen-
hormone zwischen Serumvehikeln und Zellorganel-
len liegen nur sparliche Untersuchungen vor % 6% 7: 8,
Unser Interesse galt dem Einflul} einiger Medika-
mente auf die Bindung von Schilddriisenhormonen
an Lebermitochondrien in Gegenwart von Serum-
proteinen und Zytoplasmaproteinen. Die Verschie-
bung der Verteilungsgleichgewichte kann bei der
Behandlung von Schilddriisenkrankheiten von un-
mittelbarer Bedeutung sein ?. Zugleich zeigt das hier
beschriebene Verfahren ganz allgemein eine neue
Mboglichkeit auf, einen Parameter der Wirkung von
Medikamenten auf den peripheren Stoffwechsel von
Schilddriisenhormonen und anderen Substanzen in
Modellversuchen zu ermitteln.

Ergebnisse

Abhingigkeit der Adsorption von Schilddriisenhor-
monen an Mitochondrien von der Hormonkonzen-
tration

Die Mitochondrienfraktion
wurde in Saccharoselosung suspendiert und in der
Kilte mit ['31J]Thyroxin (T,) oder ['3']J]Trijod-
thyronin (T3) in verschiedenen Konzentrationen
versetzt. Nach Abzentrifugieren wurde die Radio-
aktivitit der Mitochondriensedimente gemessen.

In den Adsorptions-Verteilungsgleichgewichten
war die Bindung der Schilddriisenhormone an die
Mitochondrien bei Hormonzusitzen innerhalb des
physiologischen Bereichs nicht von der molaren
Hormonkonzentration im Ansatzvolumen abhingig,
sondern von den Proteinkonzentrationen in der
festen und in der fliissigen Phase ®. Daher sind die
Hormonzusitze und die gebundenen Hormonmen-
gen hier in Gewichtseinheiten pro mg Mitochon-
drienprotein angegeben (Abb. 1). Ausfiihrliche Da-
ten sind den Tabellen einer élteren Arbeit % zu ent-
nehmen.

Die spezifische Radioaktivitit beider Hormone
war ziemlich hoch. Daher lagen die zugefiigten Hor-
monmengen bei den niedrigen Ts- und T,-Zusitzen

von Rattenlebern
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Abb. 1. Adsorption von !3!J-markierten Schilddriisenhormo-
nen an Lebermitochondrien in Abhdngigkeit vom Hormon-
zusatz. Die Lebermitochondrien waren in Zuckerlosung bei
2—4 °C suspendiert. Den Suspensionen A und C wurden
keine loslichen Proteine zugefiigt. Um das Verhiltnis [Z]/
[s] anzuheben, erhielt Suspension B Rattenserum, D mikro-
somenfreies Leberzytoplasma zugesetzt. Daher liegen die
Kurven B und D auf einem tieferen Niveau, und bei hohen
Hormonkonzentrationen biegen sie nach oben ab, da die
Mitochondrien freies Ty und T, von den lislichen Proteinen
iibernehmen. Zu den Kurven gehiren folgende Parameter:

Hormon- Prozen-

konzen- tuale Ad-

trationen sorption

(abge- an die

rundete Mito-
[s] Werte) chondrien
4+ [s] [ [/ mi- ma- mi-

ma-
[[1 [mg/ [mg/ [s] ni- xi- ni-  xi-

Versuchs- [mg/ ml] ml] mal mal mal mal
reihe ml] [pM] [nM] [%]
A(IlTa—f) 3,6 27 09 033 60 10 81 86
B(IXa—f) 046 0,26 0,2 0,77 190 25 47 62
C(XXIb—f) 2,0 1,6 04 025 40 130 75 80

D(XXIIb—f) 3,0 1,1 19 1,73 25 80 38 55

[s] =Proteingehalt des Mitochondriensediments in der Sus-
pension.
[{] =Konzentration der 16slichen Proteine.
Die romischen Zahlen geben die zugehirigen Protokoll-
nummern an ™.

unterhalb der physiologischen Hormonkonzentra-
tion der Rattenleber und des Rattenserums . Aus
dem gleichen Grunde blieb bei beiden Schilddriisen-
hormonen der Anteil, welcher an die Sedimente ad-
sorbiert wurde, bei gleichbleibenden Mitochondrien-
mengen uber mehrere Zehnerpotenzen ziemlich kon-
stant. Erst bei relativ hohen Hormonzusitzen wi-
chen die Werte von der Geraden im logarithmischen
Koordinatensystem leicht nach oben ab, also in
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Richtung auf die Mitochondrien. Dieses Verhalten
ist nur bei den Kurven B und D deutlich zu erken-
nen: Hier enthielten die Uberstinde geniigend 16s-
liches Protein, aus welchem die .,freien“ Hormon-
anteile auf die Bindungskapazitit der Mitochon-
drien ausweichen konnten. In den Ansitzen zu den
Kurven A und C dagegen lag das Verhiltnis /s der
1oslichen (=1) und der strukturgebundenen (=s)
Proteine in einem weniger giinstigen Bereich, so
dal die Bindungskapazitat der
nahezu absolut dominierte.

Mitochondrien

Einflu der Proteinkonzentration auf die Hormon-
bindung

Der Uberstand von Zellorganellen enthilt stets
eine gewisse Menge 16sliches Organellenprotein, da
beim Rehomogenisieren zwangsldufig ein Teil der
Mitochondrien und Mikrosomen zerrieben wird. In-
folgedessen stellt sich auch in mehrfach gewasche-
nen Mitochondrienpréparationen immer ein Vertei-
lungsgleichgewicht zwischen sedimentierbaren und
loslichen hormonbindenden Proteinen ein. Jedoch
1aBt sich das Gleichgewicht durch Zusatz loslicher
adsorptionsfahiger Proteine verschieben.

Bei konstantem Hormonzusatz war der prozen-
tuelle Anteil von Schilddriisenhormonen, der an die
Mitochondrien adsorbiert wurde, stark abhéngig
von der Proteinkonzentration im Uberstand. Als
entscheidender Faktor erwies sich das Verhaltnis
der Konzentrationen zwischen strukturgebundenen
Proteinen im Mitochondrien-Sediment (s) und 16s-
lichen Proteinen im Uberstand (). Wie aus Abb. 2
hervorgeht, war schon in den Ausgangswerten (1)
vor Zugabe von Serum- oder Zytoplasmaproteinen
die Adsorption von T, an die Mitochondrien stets
etwa um ein Zehntel starker als die Adsorption von
T, (vgl. auch Abbn. 3 —5 und Tab. III).

Wihrend sich T; durch l6sliche Bindungsproteine
des Leberzytoplasmas in dhnlicher Weise aus den
Mitochondrien desorbieren liel wie durch Vehikel-
proteine des Rattenserums, traten beim T, erheb-
liche Divergenzen auf: Da T, nicht so fest wie T,
an die Mitochondrien gebunden ist, liell es sich
.durch l6sliche Zytoplasmaproteine leichter desor-
bieren als das Trijodthyronin. Besonders stark de-
sorbierte das Rattenserum T, da Serumproteine T,
viel stirker als T, binden 11716 62,

EinfluB von Arzneimitteln auf Adsorption und De-
sorption von Schilddriisenhormonen

Bei der Auswahl der Arzneimittelkonzentratio-
‘nen in den Suspensionen wurde nicht von den in
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Abb. 2. Desorption von Schilddriisenhormonen aus Leber-
mitochondrien durch Rattenserum und 16sliche Zytoplasma-
proteine. Eine Suspension von Mitochondrien aus 30 g Rat-
tenleber in Rohrzuckerlosung wurde in zwei Hilften aufge-
teilt, von denen die eine pro ml 287 pg ¥1J-T,, die andere
genau gleich viel 131J-T; enthielt. Diese Ansdtze wurden
nochmals halbiert und entweder mit Rattenserum oder mit
konzentriertem Zytoplasma versetzt (Versuchsreihe XXIIT—
XXVI in ®). Parameter der Ausgangswerte (&) ohne Zu-
satz von loslichen Proteinen:

Hormonkonzen-
[s14-[0 [s] [ [4/Ls] trationen
[mg/ml] [mg/ml] [mg/ml] WITy ST,
1,86 1,38 0,48 0,35 370 pm 440 pMm

[s] = Proteingehalt des Mitochondriensediments in der

Suspension,
[/] = Konzentration der l6slichen Proteine,
[1z] = mg losliches Protein/ml Suspension zugesetzt.

vivo im Plasma melbaren Konzentrationen ausge-
gangen, da die Plasmaspiegel hochgradig vom Ab-
strom in die Gewebe abhingig sind. Vielmehr
wurde willkiirlich angenommen, daf} die Medika-
mente nach rascher intravenoser Injektion sich im
zitkulierenden Plasma — unter Vernachldssigung
des gleichzeitig stattfindenden Schwundes — gleich-
méllig verteilen.

Die Medikamente wurden grundsitzlich in drei
Versuchsanordnungen gepriift. In der ersten Reihe
wurde eine Suspension von Mitochondrien mit ver-
schiedenen Konzentrationen eines Medikaments
ohne Zusatz loslicher Proteine gemischt. Der zwei-
ten Reihe wurde so viel fliissiges Zytoplasma zuge-
fiigt, wie dem Lebervolumen entsprach, das als
Ausgangsmenge fiir die Gewinnung von Mitochon-
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drien gedient hatte. Obwohl bei der Aufarbeitung
der Lebern sicher ein Teil der Mitochondrien mit
der Kernfraktion verloren geht, lie} sich in dieser
zweiten Reihe eine Anniherung an das physiologi-
sche Verhiltnis der Bindungskapazitdten von Mito-
chondrien einerseits, Mikrosomen und loslichem
Zytoplasmaprotein andererseits erzielen. Die dritte
Reihe erhielt statt fliissigem Zytoplasma 0,9 — 1,0 ml
Rattenserum pro Gramm verarbeitete Rattenleber
zugesetzt.

In allen drei Reihen waren gleichzeitig T; und Ty
in so geringen Mengen enthalten, dal} diese unter-
halb der angenommenen physiologischen Konzen-
trationen 1 lagen. Thyroxin und T; waren jeweils
entweder mit 131] oder mit 125] markiert, so daf
sie in den Mitochondriensedimenten simultan ge-
messen werden konnten.

In einigen Versuchen wurden die Mikrosomen
aus dem Zytoplasma entfernt. Damit lie} sich aber
nur eine geringfiigige Parallelverschiebung der
Zytoplasmakurven um etwa 5 — 10% nach oben oder
unten erzielen. Die Mikrosomen verhalten sich also
in solchen Verteilungsgleichgewichten praktisch
gleich wie die 16slichen Zytoplasmaproteine. Aufjer-
dem sind die Mitochondrien stets mit groflen Mi-
krosomen vermischt. Fiir eine vollstindige Abtren-
nung der Mikrosomen sind tiberdies so hohe g-
Werte erforderlich, dafl hochmolekulare Bindungs-
proteine ebenfalls zu sedimentieren beginnen und
dadurch die physiologische Konzentration an los-
lichen Zytoplasmaproteinen verschoben wird. Aus
all diesen Griinden wurden die Mikrosomen -fiir
die Medikamentenversuche im fliissigen Zytoplasma
belassen.

Zur Untersuchung gelangten hauptsichlich solche
Medikamente, von denen aus Experimenten mit
Serumproteinen eine Ty oder Ty-verdrangende Wir-
kung bekannt ist 16724 62 ferner andere, welche bei
Thyreotoxikosen héufig verabreicht werden. Je
nachdem, ob das betreffende Medikament T; und
T, aus den Mitochondrien oder aus den loslichen
Proteinen stirker verdringte, enthielten die abzen-
trifugierten Mitochondrien mehr oder weniger Ra-
dioaktivitat als in den Ausgangswerten.

Keine meBbare Anderung der Bindung von T,
und T, an die Mitochondrien war mit den in Tab. I
aufgefithrten Prédparaten zu erzielen. Ein negativer
Befund bedeutet aber nicht, daf} eine verdridngende
Wirkung ausgeschlossen sei: Wenn die verdringten
Hormonmengen in der festen Phase und im Uber-
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Tab. I. Medikamente ohne mefBbaren Verdriangungseffekt.

Préparat untersuchter
Konzentrations-
bereich

Bumadizon (Eumotol®) 0,5—0,016 mm

Desoxycholsaures Natrium

(Decholin®) 1,9-0,03 mm

Furosemid (Lasix®) 120 —1,9 um

Hydroxocobalamin (Aquo-Qytobion®) 86 —1,3 nM

f-Methyl-Digoxin (Lanitop®) 2,5—0,31 nMm

Novamidopyrin (Novalgin®) 5,7—0,09 mm

Oligomycin (Serva) 80 —2,5 ug/ml

Penicillin-G-Kalium

(Penicillin® Bayer) 1,0—0,025 mm

Phenprocoumon (Marcumar®) 32,4—0,51 um

Thiamazol (Favistan®) 1,4—0,043 mm

Tolbutamid (Rastinon®) 3,7—0,06 mm

stand zufallig gleich grof} sind, kénnen sich die
Verdringungseffekte aufheben 25.

Bei den Medikamenten der Tab. II waren die be-
obachteten Wirkungen so gering, daf} auf eine aus-
fiuhrliche Wiedergabe verzichtet wurde. Wéahrend
Oxytetracyclin und Dihydroergotamin (Gemisch aus
Methansulfonaten von Dihydroergo-cornin, -cristin
und -kryptin aa) T, und T, aus den Mitochondrien
verdrédngten, verstirkte Propranolol die Desorption
aus den loslichen Proteinen, wenn auch nur in ge-
ringem Umfang.

Tab. Il a. Medikamente, bei denen der Verdriangungseffekt
durch Zusatz loslicher Proteine fast vollig abgepuffert wird.

Préparat untersuchter
Konzentrations-
bereich

Oxytetracyclin (Terravenos®) 0.86—0,027 mm

Dihydroergotoxin (Hydergin®) 0,02—0,0003 mg%

Tab. IIb. Medikamente, welche die Desorption aus los-
lichen Proteinen in geringem Umfang verstdrken.

Priparat untersuchter
Konzentrations-
bereich

Propranolol (Dociton®) 144 —23 um

Natriumsalizylat 2,5—0,04 mm

Erhebliche Verdnderungen der Bindung von T,
und T, bewirkten die nachfolgend aufgefiihrien
Substanzen. Die Verdriangungswirkung 1dfit sich
zwar nicht in Absolutwerten angeben, jedoch ist ein
Vergleich anhand der Kurvenverldufe moglich.
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Unter den Phenothiazinderivaten verdringte das
Chlorpromazin N-(3’-Dimethylamino-propyl)-3-
chlorphenothiazin) ohne Zusatz loslicher Proteine
weder T, noch Ty aus der Mitochondrienbindung

(Abb. 3). Es zeigte sogar einen gegenteilicen Ef-
g 2 geg g
900
100
i \/\N/\/“C’
- CHyCHy-CHy N(CHy )y - Hy0

—

T .
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hyroxin
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Chlorpromazin
Abb. 3. Verdringung der Schilddriisenhormone aus der

Serum- und Zytoplasmabindung an die Mitochondrien durch
Chlorpromazin (Megaphen®). Ohne Zusatz loslicher Pro-
teine zeigt Chlorpromazin keinen sicheren Einflul auf die
Hormonbindung. In Gegenwart von Serum und Zytoplasma
kommt es jedoch mit steigender Chlorpromazinkonzentration
zu einem Anstieg der Hormonaktivititen an den Mitochon-
drien. Beim Vergleich der Kurven sind die unterschiedlichen
Ausgangskonzentrationen zu beriicksichtigen.

fekt: In Gegenwart von Rattenserum wurde vor
allem T,, aber auch T, aus den léslichen Proteinen
an die Mitochondrien hin verdringt. Auch in Ge-
genwart von Mikrosomen und léslichen Zytoplasma-
proteinen trat diese Verschiebung auf, wobei die
Mitochondrien Ty und T, etwa gleichmalig ver-
starkt adsorbierten. Beim Vergleich der Zytoplasma-
und Serum-Verdriangungskurven sind jedoch die
unterschiedlichen Ausgangswerte zu berticksichtigen.

Im Verhéltnis zu Chlorpromazin wirkte das
chlorfreie Promethazin (N-(2’-Dimethylamino-pro-
pyl) -phenothiazin) erheblich weniger adsorptions-
verstirkend an den Mitochondrien, wenngleich ein
prinzipiell &hnlicher Effekt zu beobachten war
(Tab. IIT A).

2.4-Dinitrophenol, welches die oxydative Phos-
phorylierung starker als die Phenothiazine entkop-
pelt1® und die Schilddriisenhormone aus den Ser-
rumproteinen verdringt?\' 27, nimmt eine Mittel-
stellung zwischen Chlorpromazm und Promethazin
ein: Es driangt Ty und Ty ganz allméahlich aus 16s-
lichen Proteinen an die Mitochondrien ab (Tab.
111 B).
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Genau entgegengesetzt wie Dinitrophenol, Chlor-
promazin und Promethazin wirkten einige andere
Substanzen. Bromsulfalein (3.3-Bis-(3-sulfo-4-hy-
droxyphenyl)-4.5.6.7-tetrabromphthalid) wird dhn-
lich wie Bromphenolblau 33 37 an Zytoplasmapro-
teine gebunden 32". Es verursachte ohne Zusatz 16s-
licher Proteine eine starke Desorption von T; und
T, aus der Mitochondrienbindung (Abb. 4). Dieser
Desorptionseffekt wurde durch Zytoplasma abge-
schwacht, ebenso bei sehr hohen Farbstoffkonzen-
trationen durch Serumproteine, obwohl Bromsulfa-
lein die Schilddriisenhormone gleichzeitig auch aus
28,62 Bei niedrigen
Farbstoffkonzentrationen, welche dem iiblichen dia-
gnostischen Bereich entsprechen, verdrangte Brom-
sulfalein Ty stirker als Ty aus den Serumproteinen
in Richtung zu den Mitochondrien hin (Tab.II1C).

Phenylbutazon zahlt ebenfalls zu den Substan-
zen, welche die Schilddriisenhormone aus der Se-

den Serumproteinen verdringt

Blr
100 Br_l/\“/CO\
(0]

Br—~.~

Br
Nao,s—,/ “ |/ \I—SOJNa
HO——\ N N\ —O0H
ohnexProleinzusatz

% der eingesetzten Hormonradioaktivitét

an die Mitochondrien gebunden

= 8-
Thyroxin — = M \‘ ~~~~~~~~~
mit Zyroplasmaprotemen \\\
1 1l 1 1 . | 1
g 7000 2000 3000 4000 5000 [pl\f]
Bromsulfalein
Abb. 4. Desorptionseffekt von Bromsulfalein (Brom-

thalein®) auf die Bindung von Schilddriisenhormonen an
Mitochondrien. Bromsulfalein verdrdngt ohne Zusatz los-
licher Proteine Ty und T, aus der Bindung an Mitochon-
drien. Der Zusatz von Zytoplasma schwicht diesen Effekt
ab. Jedoch kam es auch bei Zusatz von Serumproteinen zu
einer iiberwiegenden Desorption von Tg und T, aus den
Mitochondrien (hier nicht wiedergegeben, da die Ergebnisse
einem anderen Mitochondrienansatz entstammten).

rumproteinbindung verdringen 17719 28,29, 62 Aych
aus den Mitochondrien verdringte Phenylbutazon
T; und T, in Abwesenheit loslicher Proteine (Tab.
III D). Zytoplasma schwichte die Desorptionswir-
kung ab, und mit Serumproteinen stellte sich bei
hohen Phenylbutazonkonzentrationen ein Gleich-
gewicht ein.
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Desorption von Schilddriisenhormonen durch Medikamente

Abb. 5. Verdrangung von Schilddriisenhor-

monen durch Olsiure. Natriumoleat desor-

biert dhnlich wie Bromsulfalein T3 und T,

aus den Mitochondrien. Die Desorption von

T, aus Rattenserum ist aber viel stirker als

die von Ty, und die Mitochondrien iiberneh-
men das freigesetzte Ty .

Phenobarbital, Phenytoin, Silymarin sowie He-
parin wirkten dhnlich wie Bromsulfalein und Phe-
nylbutazon: Ohne Zusatz loslicher Proteine erfolgte
eine Desorption der Hormone aus den Mitochon-
drien; Zytoplasma und Rattenserum schwichten diese

Desorption ab (Tab. III E —H).

Natriumsalicylat > verdringte die Schilddriisen-
hormone nicht mefbar aus den Mitochondrien. Da-
gegen wurde aus Rattenserum durch Salicylat vor-
zugsweise Ty desorbiert und von den Mitochondrien
aufgenommen.

Natriumoleat 2% 62 desorbierte ohne Zusatz l6s-
licher Proteine die Schilddriisenhormone aus den
Mitochondrien (Abb.5). Da es sich aber um eine
Seife mit hoher Oberflichenaktivitat handelt, kann
die Moglichkeit einer Schadigung der Organellen-
membran nicht ausgeschlossen werden. Zytoplasma
pufferte auch hier die Desorption ab, und aus Rat-
tenserum wurde T stirker als T, durch Oleat an
die Mitochondrien abgedrangt.

Diskussion

Entgegen einer weitverbreiteten Vorstellung ist
die Bindung von Schilddrisenhormonen an Pro-
teine verhiltnismaflig leicht reversibel, wenn an der
Einstellung monophasischer 3% 3! oder diphasischer
Verteilungsgleichgewichte geeignete biologische Ad-
sorbentien beteiligt sind. Die Verteilung zwischen
der festen Mitochondrienphase und der fliissigen
Phase der 16slichen Proteine laf3t sich als Resultante
ungefihr nach der folgenden empirischen Formel
beschreiben 3:

m,:n,'q//(k'+q,),

m’ = An das Mitochondriensediment

Schilddriisenhormone,

gebundene
in Prozenten des zu-
gesetzten Hormons ausgedriickt (in alteren

Untersuchungen * % als a,” bezeichnet) ;

3E00

35

8% CHy- (CHy )y CH:CH-(CH, )y-C0; N

Ec hyrox:n . ’ .

§ % 60 o,[ ohne Proteinzusatz Thyrw;_ln —

3 \ —_—
NE 40 [ Srme

%8 /../'\%2-—————________&
e ==
a‘g [- s 73 und Thyroxin m/I Zyloplosmaprolemen

by 1
S % 250 500 1000
BN Natrium oleinicum [M]

n’ = extrapolierter Sattigungswert des Mitochon-
driensediments;
k= Verteilungskoeffizient;

¢ = ([s1/[]—m';

[s] = Proteinkonzentration im Mitochondriensedi-
ment nach Abzentrifugieren;

[!] = Konzentration an loslichen Zytoplasma- oder

Serumproteinen im Uberstand der abzentri-
fugierten Mitochondrien (frither mit # be-
zeichnet).

Die Werte fiir n’ sind bei physiologischen Hor-
monkonzentrationen hauptsichlich abhingig vom
Verhiltnis der Proteinkonzentrationen in beiden
Phasen des Homogenats; n’ liegt also um so hoher,
je weniger l6sliches Protein (I) eine Mitochondrien-
suspension enthélt. In fritheren Experimenten be-
wegte sich n” zwischen 0,42 und 0,95 %2, Fiir Thy-
roxin lagen die k-Werte in drei Versuchspaaren
etwa zwei- bis sechsmal hoher als fiir Trijodthyro-
nin, je nachdem ob Rattenseren oder 16sliche Zyto-
plasmaproteine in Saccharose- oder in Elektrolyt-
losung verwendet wurden.

Wie in solchen biologischen Systemen mit etwa
einem halben Dutzend von adsorbierenden Pro-
teinen 324 32033 ynd  ebenso vielen verschiedenen
Assoziationskonstanten und Sattigungswerten nicht
anders zu erwarten ist, wechselte die Ubereinstim-
mung von gemessenen und berechneten Kurven-
punkten %*. Immerhin beschreibt die Formel die re-
sultierenden Verteilungsgleichgewichte der Schild-
driisenhormone anniherungsweise. Vor allem er-
kldrt sie den nichtlinearen Verlauf der Desorptions-
kurven auch im Bereich der physiologischen Hor-
monkonzentrationen.

Aus der Abhingigkeit der Mitochondrienadsorp-
tion von [l]/[s] und aus den erheblichen Hormon-
mengen, welche sich aus den Proteinen durch
manche Medikamente verdringen lassen, geht die
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nahezu vollstindige Reversibilitit der Adsorption
von Ty und T; hervor. Somit kann der von Ster-
ling 3* angegebene dialysierbare ,,freie“ Anteil des
T, von etwa einem halben Promille in Human-
serum nicht als Absolutmall fiir das biologisch
wirksame Schilddriisenhormon betrachtet werden.
Diese Uberlegung steht im Einklang mit der Auf-
fassung Oppenheimers 23.

Uber den Transport adsorbierbarer Substanzen
aus dem Serum in die Zelle hinein konnen gegen-
wirtig nur Vermutungen angestellt werden, da die
Glieder der Transportketten erst teilweise bekannt
sind. Grundsatzlich sind drei Ausgangssituationen
denkbar:

a. Keine Bindung an Serumproteine, sondern
nur an intrazellulire Proteine. In diesem Falle
wiirden lediglich der Widerstand der Kapillar- und
Zellmembranen sowie die Abbaugeschwindigkeit
dartiber entscheiden, wie rasch die Substanz aus der
Blutbahn schwindet 33.

b. Bindung an Serumproteine und an intrazellu-
lire Proteine. Hier miifite das Verhiltnis zwischen
extrazellulirer und intrazellulirer Adsorption den
wichtigsten primédren Faktor eines passiven Trans-
ports darstellen. Der Widerstand der Zellmembran
und die Abbaugeschwindigkeit wéren hier sekun-
diare Faktoren. Wiirde der Schwund aus dem Blut
schneller erfolgen, als das Adsorptionsverteilungs-
gleichgewicht erwarten liele, so kime entweder eine
Zwischenadsorption an Membranen in Frage, oder
die Membranen miifiten die Passage im Sinne eines
aktiven Transports fordern. Jedoch muf} eine intra-
zellulire Anreicherung nicht unbedingt auf einem
aktiven Transport beruhen, es kann sich auch um
passive Adsorptions-
handeln 35737,

c. Bindung nur an Serumproteine, nicht an
intrazellulire Proteine. Solche Substanzen konnen
die Blutbahn bei starker Adsportion nur entweder
zusammen mit den Vehikeln verlassen, oder es muf}
bei raschem Schwund ein aktiver Transport durch
die Membran angenommen werden.

und Speicherungsvorgiange

Fir die Schilddriisenhormone gilt die unter b.
aufgefiihrte Konstellation: Adsorption an Proteine
beidseits der Kapillar- und Zellmembranen. Inner-
halb der Zelle wird T, stdrker als T, an die Mito-
chondrien > % und Kerne ?* adsorbiert. Da jedoch
T, an die Serumproteine viel stirker gebunden ist
als das Tj, schwindet T, mit einer Halbwertszeit
von einer Woche beim Menschen erheblich langsamer
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aus der Blutbahn als das T; mit seiner Halbwerts-
zeit von ein bis zwei Tagen. Die Verteilungsgleich-
gewichte in Abwesenheit trennender Membranen
lassen aber fiir beide Hormone einen schnelleren
Schwund erwarten. Folglich iibt die biologische
Membran einen hemmenden Einflufl auf den Trans-
port von T3 und T, aus.

Da die Schwundgeschwindigkeit der Schilddrii-
senhormone von der Adsorption an die Serumpro-
teine mitbestimmt wird, steht zu erwarten, daf} eine
Verschiebung der Verteilungsgleichgewichte durch
Medikamente den Abstrom ins Gewebe modifizie-
ren kann. Tatsichlich sind von einigen hier unter-
suchten Medikamenten verschiedenartige Einfliisse
auf den Hormonstoffwechsel oder auf klinisch-chemi-
sche Parameter der Schilddriisenfunktion bekannt.

Beispielsweise beschleunigt Phenobarbital iiber
eine Enzyminduktion den Thyroxinabbau in der
Leber ?*. Phenytoin dagegen erhoht lediglich die
Aufnahme von '31J-T, in der Leber 2!, obwohl es
in vitro die Verteilungsgleichgewichte der Schild-
driisenhormone &hnlich wie Phenobarbital ver-
schiebt. Die Desorption der Schilddriisenhormone
aus den Mitochondrien durch Phenytoin liefle ohne-
hin eine umgekehrte Wirkung erwarten, also eine
verminderte T,-Aufnahme durch die Leber. Mog-
licherweise liegen aber die Verhiltnisse bei lang-
fristiger Phenytoinapplikation ganz anders als nach
rascher intravenoser Injektion.

Heparin beeinflulit in wvivo die Kinetik von
Thyroxin, indem es T, gleichzeitig aus den Serum-
proteinen # und aus den Lebermitochondrien ver-
drangt. Infolgedessen steigt unter einer Heparin-
therapie aufler dem Thyroxinspiegel im Blut vor
allem die Konzentration an ,freiem“ Thyroxin
(FT,) an**7%_ ihnlich wie Bromsulfalein durch
Desoxycholsdure aus der Leber in die Blutbahn zu-
riickbefordert werden kann 7. Maoglicherweise blok-
kiert Heparin T;-Bindungsplédtze nicht nur in der
Leber, sondern auch in anderen Organen, so daf}
der erhohte FT,-Spiegel den Stoffwechsel nicht

nachteilig beeinfluf}t.

Wie die Beispiele von Phenytoin und Heparin
zeigen, fithrt die einseitige Betrachtung des Thyro-
xinstoffwechsels unter dem Gesichtspunkt der Ver-
dringung von T, allein aus den Serumproteinen
oder den Zellproteinen Erkla-
rung der komplizierten Vorginge. Auch die Ad-
sorptions-Verteilungsgleichgewichte  allein  lassen
keine sichere Voraussage tiber den Einflu} eines

aus zu keiner
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Medikaments auf den T,-Schwund zu. Jedoch ge-
stattet die Kenntnis der Adsorptions-Verteilungs-
gleichgewichte auch bei scheinbaren Widerspriich-
lichkeiten neue Ruickschliisse auf Details von Arz-
neimittelwirkungen.

Methoden

Albinoratten % (Ivanovas, Kisslegg), 200 —
300 g schwer, wurden in Athernarkose durch Herz-
punktion entblutet. Die Leber wurde von der Pfort-
ader aus mit 37 °C warmer Biosteril®-Losung per-
fundiert, bis sie blutfrei erschien. AnschlieBend
wurde mit 0,44M (150g/l) koérperwarmer Sac-
charoselosung so lange perfundiert, bis die Ober-
flache glasig glanzte. Nach Ablaufen der tiberschiis-
sigen Zuckerlosung bei 2 —4 °C wurde die Leber
mit dem Skalpell zerkleinert und in einem Dounce-
schen Glashomogenisator (Braun, Melsungen) mit
dem losen Stempel in eiskalter Zuckerlosung homo-
genisiert 3. Pro Gramm Leber kamen 4 ml Zucker-
l6sung und 0,03 — 0,04 ml einer frisch angesetzten
0,1 M Zitronensédurelosung. Ein aliquoter Teil von
2 —3ml des Homogenats aus mehreren gleichzeitig
verarbeiteten Lebern wurde auf Zimmertemperatur
erwarmt und sein pH-Wert auf 6,2 eingestellt. (Bei
pH < 6,0 werden die Mitochondrien irreversibel
 geschadigt, und bei pH 7.4 zeigen sie ihre grofite
Schwellung.)

Im Kiihlraum (6 —8 °C) wurde das iibrige Ho-
mogenat mit Zuckerlosung auf das doppelte Volu-
men verdiinnt und mit 675 g 20 min bei 4 °C
zentrifugiert. Das Sediment enthielt unzerstorte
Zellen und die Kernfraktion, der Uberstand eine
Suspension von Mitochondrien und Mikrosomen in
flissigem Zytoplasma (,,Zellsaft“). Aus diesem
Uberstand lassen sich die Mitochondrien bei
13000 x g (10 min) abtrennen, die Mikrosomen
anschlieffend bei 25000 — 30000 x g (30 min).

Das mitochondrienhaltige Sediment wurde ein-
mal mit Zuckerlosung gewaschen, wobei das Volu-
men der Waschflissigkeit dem einfachen Homo-
genatvolumen entsprach. Dennoch waren die Mito-
chondrien stets mit Mikrosomen verunreinigt. Die
Mitochondrien wurden mit Zuckerlosung auf das
1,2-fache der ersten (1:5) Homogenatverdiinnung
aufgefiillt, also auf 1:6 verdiinnt, mit dem losen
Stempel des Homogenisators rehomogenisiert und
mit radioaktiven Schilddrisenhormonen versetzt:
6ng ['?]]Trijodthyronin und 10ng [**']J]Thyro-
xin/ml Suspension. Die Radioaktivitidtskonzentratio-
nen lagen zwischen 0,1 und 0,5 ©«Ci/ml Suspension.

Von dieser Mitochondrien-Stammsuspension wur-
den je 5ml in vorgekiihlte 25-ml-MeBkélbchen ein-
pipettiert, so dall  die  Endkonzentrationen
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2,6:107°M Ty und 1,8:107°M T, betrugen. Die
Medikamente wurden in unterschiedlichen Konzen-
trationen hinzugefiigt und je nach Versuch mit
0,9 — 1,0 ml Rattenserum oder mit 10 ml des mit
Zuckerlosung  verdiinnten,  mikrosomenhaltigen
Zytoplasmas (also aus 1g Leber) versetzt. Fiir
einige orientierende Versuche diente mikrosomen-
freies Zytoplasma.

Die MeBkolbchen wurden mit kalter Zucker-
l16sung ad 25 ml aufgefillt und daraus in Doppel-
ansitzen je 2 x3ml (=12ml) entnommen. Je eine
Probe der Doppelansitze diente als 100%-Wert,
aus der anderen wurden die Mitochondrien bei
13000 x g abzentrifugiert und einmal mit Zucker-
losung gewaschen; schliellich wurden die Radio-
aktivitdten der beiden Proben verglichen.

In den alteren Untersuchungen (Abbn. 1 und 2)
war die Proteinstickstoff-Konzentration nach Kjel-
dahl in den Mitochondriensuspensionen vor und in
den Uberstinden nach dem Abzentrifugieren be-
stimmt worden %, In den neueren Versuchen mit
Medikamenten verwendeten wir die von Lowry mo-
difizierte Methode nach Folin-Ciocalteu.

Die Medikamente wurden, soweit verfigbar, aus
handelsiiblichen ~ Ampullenlésungen  entnommen.
Bei diesen 1dft sich zwar ein Einflufl von Losungs-
vermittlern und Stabilisatoren nicht ausschliefen,
doch werden solche Zusitze letzten Endes auch dem
Patienten mitinjiziert. Die angegebenen Arzneimit-
telkonzentrationen gelten fiir die 25-ml-Suspen-
sionen. Bei der Wahl der Ausgangskonzentrationen
der Stammlosungen wurde die Annahme zugrunde-
gelegt, dal} die gesamte tdgliche Hochstdosis eines
Medikaments nach intravenoser Injektion in einem
Volumen von 31 enthalten sei. In wenigen Faillen
lagen die Ausgangskonzentrationen iber der vom
Hersteller angegebenen Maximaldosis. Solche Uber-
schreitungen sind vertretbar, da Uberdosierungen
auch beim Menschen nicht selten vorkommen.

[*31]] Trijodthyronin (Radiothybon®, spezifische
Radioaktivitit etwa 30 uCi/ug T3) und ['31J]Thy-
roxin (spezifische Radioaktivitit etwa 10 uCi/ug
T,) stammten von den Farbwerken Hoechst.
[125]]Trijodthyronin wurde teils von Amersham/
Buchler, Braunschweig, teils von Abbott, Ingelheim,
mit spezifischen Aktivitdten von etwa 50 — 100, ge-
legentlich auch 400 xCi/ug T, bezogen. Stichpro-
benweise wurden Chromatogramme zur Reinheits-
kontrolle angefertigt.

Die Verdrangungsversuche wurden in verschiede-
nen Monaten reproduziert. Ein Vergleich der Abso-
lutwerte ist jedoch nicht méglich, da der Mitochon-
driengehalt verschiedener Priparationen nicht von
vornhérein konstant gehalten werden kann und das
Verhiltinis zwischen sedimentierbaren und loslichen
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Proteinen von Tier zu Tier Schwankungen unter-
worfen ist. SchlieBlich sind Ratten als ,,Halbwinter-
schlafer in verschiedenen Jahreszeiten unterschied-
lich empfindlich gegeniiber Thyroxin .

1 H. Bennhold, Ergebn. Inn. Med. Kinderheilk. 42, 273
[1932].

2 H. Bennhold u. H. Ott, Handbuch der allgemeinen Patho-
logie (F. Biichner, E. Letterer, F. Roulet, eds.), 5. Bd.,
1. I'l,, p. 166, Springer, Berlin 1961.

% J. M. Klotz u. J. Ayers, Discuss. Faraday. Soc. 13, 189
[1953].

 F. H. Dost, Grundlagen der Pharmakokinetik, 2. A., p.
104, Thieme, Stuttgart 1968.

4 E. Kallee, Hoppe-Seyler’s Z. Physiol. Chem. 290, 207
[1952].

5 E. Kallee, Protides of the Biological Fluids (Proc. 7th
Colloq., Bruges 1959 (H. Peeters, ed.), p. 161, Elsevier,
Amsterdam 1960.

“ E. Kallee, Acta Isotop. VI, Suppl. I, 1—98 [1966].

® H. Remmer, Dtsch. Med. Wschr. 99, 413 [1974].

% H. Reyes, A. J. Levi, Z. Gatmaitan u. I. M. Arias, J. Clin.
Invest. 50, 2242 [1971].

7 N. Freinkel, S. H. Ingbar u. J. T. Dowling, J. Clin. Invest.
36, 25 [1957].

8 S. Lissitzky, Radioaktive Isotope in Klinik und Forschung
4, p. 315, Urban und Schwarzenberg, Miinchen, Berlin
1960.

9 E. Kallee, R. Wahl, K. H. Secker, D. Mallet u. J. Bohner,
Med. Klin. 68, 1689 u. 1733 [1973].

10 S, Reichlin, J. Bollinger, I. Nejad u. P. Sullivan, Mount
Sinai J. Med. 40, 502 [1973].

11 J. Robbins u. J. E. Rall, Phys. Rev. 40, 415 [1960].

12 J. R. Tata, Brit. Med. Bull. 16, 142 [1960].

13 J. R. Tata, Recent Progr. Hormone Res. 18, 221 [1962].

14 (C. Osorio u. N. B. Myant, Brit. Med. Bull. 16, 159 [1960].

15 G. Siebert, Handbuch der allgemeinen Pathologie. Stoff-
wechsel und Feinstruktur der Zelle I, 2. Bd. (bearb. von
E. Molbert, W. Oehlert, B. Schultze, G. Siebert, redigiert
von F. Biichner), Springer, Berlin-Gottingen-Heidelberg
1968.

18 H. Ott u. E. Kallee, Kolloid-Z. Z. Polym. 127, 40 [1952].

17 M. Benmiloud, Ann. Endocr. (Paris) 23, 533 [1962].

18 S, Debiasi, S. Marinis u. E. Kallee, Acta Isotop. 3, 41
[1963].

19 F. W. Aly, W. Hadam, E. Kallee u. G. Kloss, Radioisotope
in Pharmakokinetik und klinischer Biochemie, 6. Jahres-
tagung der Gesellschaft fiir Nuklearmedizin, 26.—28.
September 1968 (W. Keiderling, G. Hoffmann u. H. A.
Ladner, ed.), p. 197, F. K. Schattauer, Stuttgart 1970.

20 H, L. Schwartz, A. R. Schadlow, D. Faierman, M. I. Surks
u. J. Oppenheimer, J. Clin. Endocr. 36, 598 [1973].

212 F. L. Hoch, Arch. Biochem. Biophys. 124, 248 [1968].

2> p_England, W. A. Harland, J. S. Orr u. T. W. Randall, J
Physiol. (London) 229, 33 [1973].

Desorption von Schilddriisenhormonen durch Medikamente 617

Frdulein H. Kaltenbach danken wir fir die vor-
ziigliche Assistenz, Herrn J. Bichtmann {fir das
Zeichnen der Diagramme.

* J. H. Oppenheimer u. R. R. Tavernetti, Endocrinology 71,
496 [1962].

2 J. H. Oppenheimer, New Eng. J. Med. 278, 1153 [1968].

#b J. H. Oppenheimer, M. I. Surks u. H. L. Schwartz, Recent
Progr. Hormone Res. 25, 381 [1969].

24 J. H. Oppenheimer, Mayo Clin. Proc. 47, 864 [1972].

25 R. Wahl, J. Bohner, R. Oekonomopoulos, B. Steiner, H.
Hagenmaier u. E. Kallee, Arzneimittelforschung 23, 1009
[1973].

6 M. B. Wechsler u. L. Roizin, J. Ment. Sci. 106, 1501
[1960].

27 L. K. Christensen, Acta Med. Scand. 166, 133 [1960].

28 E. Kallee, Radioaktive Isotope in Klinik und Forschung 4,
p- 378, Urban und Schwarzenberg, Miinchen 1960.

29 S, Marinis, S. Debiasi u. E. Kallee, Acta Isotop. 3, 269
[1963].

30 E. Kallee, F. Lohss u. S. Debiasi, Nuclearmedizin, 2,
Suppl. 1,111 [1962].

31 E. Kallee, G. Lang u. W. Heinzel, Acta Isotop. 3, 303
[1963].

322 H. Grimminger, F. Heni u. E. Kallee, Z. Naturforsch. 17b,
769 [1962].

3> A J. Levi, Z. Gatmaitan u. I. M. Arias, J. Clin. Invest. 48,
2156 [1969].

33 H. Grimminger, Acta Isotop. 2, 21 [1962].

34 K. Sterling u. M. A. Brenner, J. Clin. Invest. 45, 153
[1966].

35 J. Wollensak, E. Kallee u. G. Seybold, Z. Naturforsch.
10b, 582 [1955].

36 G. Seybold, Die Medizinische 1958, 1232.

37 E. Kallee u. W. Oppermann, Z. Naturforsch. 13b, 532
[1958].

38 W. Eger, Arch. Exp. Path. Pharmakol. 224, 1 [1954].

39 A. L. Dounce, R. F. Witter, K. J. Monty, S. Pate u. M. A.
Cottone, J. Biophys. Biochem. Cytology 1, 139 [1955].

40 C. Martius u. B. Hess, Arch. Biochem. 33, 486 [1951].

41 F. Clark u. K. R. Crispell, J. Clin. Endocr. 27, 153
[1967].

42 D. L. Schatz, R. H. Sheppard, G. Steiner, C. S. Chan-
darlapaty u. G. A. de Veber, J. Clin. Endocr. 29, 1013
[1969].

43 M. Saed-Uz-Zafar, J. M. Miller u. G. M. Breneman, J.
Clin. Endocr. 32, 633 [1971].

44 J. M. Hershman, C. M. Jones u. A. L. Bailey, J. Clin.
Endocr. 34, 574 [1972].

45 J. Herrmann, P. Hilger, H. J. Rusche u. H. L. Kriis-
kemper, Dtsch. Med. Wschr. 99, 888 [1974].

46 E. Kallee, Dtsch. Med. Wschr. 99. 1369 [1974].

47 N. Lang, Klin. Wschr. 37, 931 [1959].

[



