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1. [131I] L-thyroxine (T4) or [131I]L-triiodothyronine (T3) was added in 50 pM — 25 nM 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 T3 was ad­
sorbed to the mitochondria one tenth more strongly than T4 when neither serum proteins nor cell 
sap had been added. The adsorption of both T3 and T4 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 T3 and T4 from the mito­
chondria by soluble proteins, however, represents no linear function.

2. The distribution equilibria of simultaneously added 131I —T4 and 125I —T3 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

Bestimmte Serumproteine binden körpereigene 
Hormone und Stoffwechselprodukte sowie körper­
fremde Farbstoffe und Arzneimittel und transpor­
tieren diese mit dem Blut in die Organe 2. Die 
Vehikelproteine1 können den Abstrom von Sub­
stanzen aus den Kapillaren ins Gewebe verzögern 
und wahrscheinlich auch umgekehrt den Flux be­
stimmter Stoffe aus den Organen ins Blut beschleu­
nigen. Die Bindungsvorgänge gehorchen einem Son­
derfall des Massenwirkungsgesetzes in Form von 
Adsorptionsisothermen 3a> 3b> 4. Die Adsorption vie­
ler Stoffe an Proteine ist grundsätzlich reversibel 
und meist ziemlich unspezifisch; daher können be­
stimmte Substanzen andere aus den Bindungs­
plätzen verdrängen. Manche Änderung der W ir­
kung von gleichzeitig verabreichten Arzneimitteln 
dürfte auf gegenseitiger Verdrängung beruhen 6b.

* Mit Unterstützung durch die Deutsche Forschungsgemein­
schaft.
Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. E. Kallee, Medi­
zinische Universitätsklinik,, D-7400 Tübingen, Otfried- 
Müller-Straße 10.

A bkürzungen: T3 , [131J]Trijodthyronin; T4 , [131J] Thyroxin.

Der Transport vieler proteingebundener Stoffe 
aus dem Plasma in die Zelle war lange Zeit nur 
schwer zu verstehen, da die Bindungsvorgänge 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 Desorptionsvorgänge, welche in­
nerhalb der Zelle an Mitochondrien, Mikrosomen 
und löslichen Zytoplasmaproteinen nach den glei­
chen Prinzipien wie an den Serumvehikeln ablau­
fe n 5’6a’ 6c’ 37. Aus den Verteilungsgleichgewichten, 
die sich in vitro zwischen Serumvehikeln und bin­
dungsfähigen Zellproteinen einstellen, ist die Exi­
stenz „adsorptiver Transportketten“ abzuleiten5. 
Damit wird der Transport einiger organischer An­
ionen bis zu den Zellorganeilen zumindest teilweise 
verständlich: Reversibel adsorbierte Substanzen, zu 
denen auch die Schilddrüsenhormone zählen, wer­
den zunächst an Serumproteine gebunden, dann 
von Proteinen des flüssigen Zytoplasmas (Zellsaft, 
Cytosol) übernommen und zuletzt an Mitochon­
drien und Mikrosomen adsorb iert6a. An den Mem­
branen von Zellen und Zellorganellen kann viel­
leicht eine „Zwischenadsorption“ auftreten. W ahr­
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scheinlich erfolgt der Transport der Schilddrüsen­
hormone und mancher anderen anionischen Sub­
stanz passiv, denn er ist mit bekannten physiko-che- 
mischen Gesetzen weitgehend erklärbar, und er be­
darf — zumindest in Abwesenheit trennender Mem­
branen — keiner Unterstützung durch aktive, enzy­
matische Transportmechanismen seitens der Mem­
branen.

Über die adsorptive Verteilung der Schilddrüsen­
hormone zwischen Serumvehikeln und Zellorganel- 
len liegen nur spärliche Untersuchungen vor 5; 6a’7’8. 
Unser Interesse galt dem Einfluß einiger Medika­
mente auf die Bindung von Schilddrüsenhormonen 
an Lebermitochondrien in Gegenwart von Serum­
proteinen und Zytoplasmaproteinen. Die Verschie­
bung der Verteilungsgleichgewichte kann bei der 
Behandlung von Schilddrüsenkrankheiten von un­
mittelbarer Bedeutung sein 9. Zugleich zeigt das hier 
beschriebene Verfahren ganz allgemein eine neue 
Möglichkeit auf, einen Param eter der W irkung von 
Medikamenten auf den peripheren Stoffwechsel von 
Schilddrüsenhormonen und anderen Substanzen in 
Modellversuchen zu ermitteln.

Ergebnisse

Abhängigkeit der Adsorption von Schilddrüsenhor­
monen an Mitochondrien von der Hormonkonzen­
tration

Die Mitochondrienfraktion von Rattenlebern 
wurde in Saccharoselösung suspendiert und in der 
Kälte mit [131J]Thyroxin (T4) oder [131J]T rijod ­
thyronin (T3) in verschiedenen Konzentrationen 
versetzt. Nach Abzentrifugieren wurde die Radio­
aktivität der Mitochondriensedimente gemessen.

In den Adsorptions-Verteilungsgleichgewichten 
war die Bindung der Schilddrüsenhormone an die 
Mitochondrien bei Hormonzusätzen innerhalb des 
physiologischen Bereichs nicht von der molaren 
Hormonkonzentration im Ansatzvolumen abhängig, 
sondern von den Proteinkonzentrationen in der 
festen und in der flüssigen Phase 5. Daher sind die 
Hormonzusätze und die gebundenen Hormonmen­
gen hier in Gewichtseinheiten pro mg Mitochon- 
drienprotein angegeben (Abb. 1). Ausführliche Da­
ten sind den Tabellen einer älteren Arbeit 6a zu ent­
nehmen.

Die spezifische Radioaktivität beider Hormone 
war ziemlich hoch. Daher lagen die zugefügten H or­
monmengen bei den niedrigen T3- und T4-Zusätzen

10’ 102 103 104 105 [p g /m g ]  
pg,3,J-Schilddrusenhormon pro mg Mitochondrienprotein

zugesetzt

Abb. 1. Adsorption von 131J-markierten Sdhilddrüsenhormo- 
nen an Lebermitochondrien in Abhängigkeit vom Hormon­
zusatz. Die Lebermitochondrien waren in Zuckerlösung bei 
2 — 4 °C suspendiert. Den Suspensionen A und C wurden 
keine löslichen Proteine zugefügt. Um das Verhältnis [/]/  
[s] anzuheben, erhielt Suspension B Battenserum, 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 T3 und T4 von den löslichen Proteinen 
übernehmen. Zu den Kurven gehören folgende Parameter:

Hormon­ Prozen­
konzen­ tuale Ad­
trationen sorption
(abge­ an die
rundete Mito­

[s] Werte) chondrien
+ [̂ ] m [IV mi- ma- mi- ma-
[/I [mg/ [mg/ [s] ni- xi­ ni- xi­

Versuchs­ [mg/ ml] ml] mal mal mal mal
reihe ml] [pM] [hm] [%]

A ( I I I a - f ) 3,6 2,7 0,9 0,33 60 10 81 86
B ( I X a - f ) 0,46 0,26 0,2 0,77 190 25 47 62
C (X X Ib -f) 2,0 1,6 0,4 0,25 40 130 75 80
D (X X IIb -f)  3,0 1,1 1,9 1,73 25 80 38 55

[s] =  Proteingehalt des Mitochondriensediments in der Sus­
pension.

[Z] =  Konzentration der löslichen Proteine.
Die römischen Zahlen geben die zugehörigen Protokoll­

nummern an ßa.

unterhalb der physiologischen Hormonkonzentra­
tion der Rattenleber und des Rattenserums 10. Aus 
dem gleichen Grunde blieb bei beiden Schilddrüsen­
hormonen der Anteil, welcher an die Sedimente ad­
sorbiert wurde, bei gleichbleibenden Mitochondrien- 
mengen über mehrere Zehnerpotenzen ziemlich kon­
stant. Erst bei relativ hohen Hormonzusätzen 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 Uberstände genügend lös­
liches Protein, aus welchem die „freien“ Hormon­
anteile auf die Bindungskapazität der Mitochon­
drien ausweichen konnten. In den Ansätzen zu den 
Kurven A und C dagegen lag das Verhältnis l/s der 
löslichen ( = / )  und der strukturgebundenen ( = s )  
Proteine in einem weniger günstigen Bereich, so 
daß die Bindungskapazität der Mitochondrien 
nahezu absolut dominierte.
Einfluß der Proteinkonzentration auf die Hormon­
bindung

Der Überstand von Zellorganeilen enthält stets 
eine gewisse Menge lösliches Organellenprotein, da 
beim Rehomogenisieren zwangsläufig ein Teil der 
Mitochondrien und Mikrosomen zerrieben wird. In­
folgedessen stellt sich auch in mehrfach gewasche­
nen Mitochondrienpräparationen immer ein Vertei­
lungsgleichgewicht zwischen sedimentierbaren und 
löslichen hormonbindenden Proteinen ein. Jedoch 
läßt sich das Gleichgewicht durch Zusatz löslicher 
adsorptionsfähiger Proteine verschieben.

Bei konstantem Hormonzusatz war der prozen­
tuelle Anteil von Schilddrüsenhormonen, der an die 
Mitochondrien adsorbiert wurde, stark abhängig 
von der Proteinkonzentration im Überstand. Als 
entscheidender Faktor erwies sich das Verhältnis 
der Konzentrationen zwischen strukturgebundenen 
Proteinen im Mitochondrien-Sediment (s) und lös­
lichen Proteinen im Überstand (/). Wie aus Abb. 2 
hervorgeht, war schon in den Ausgangswerten ( t )  
vor Zugabe von Serum- oder Zytoplasmaproteinen 
die Adsorption von T3 an die Mitochondrien stets 
etwa um ein Zehntel stärker als die Adsorption von 
T4 (vgl. auch Abbn. 3 — 5 und Tab. I I I ) .

Während sich T3 durch lösliche Bindungsproteine 
des Leberzytoplasmas in ähnlicher Weise aus den 
Mitochondrien desorbieren ließ wie durch Vehikel­
proteine des Rattenserums, traten beim T4 erheb­
liche Divergenzen au f: Da T4 nicht so fest wie T3 
an die Mitochondrien gebunden ist, ließ es sich 
durch lösliche Zytoplasmaproteine leichter desor­
bieren als das Trijodthyronin. Besonders stark de- 
sorbierte das Rattenserum T4 , da Serumproteine T4 
viel stärker als T3 binden 11-16> 6a.

Einfluß von Arzneimitteln auf Adsorption und De­
sorption von Schilddrüsenhormonen

Bei der Auswahl der Arzneimittelkonzentratio­
nen in den Suspensionen wurde nicht von den in

Abb. 2. Desorption von Schilddrüsenhormonen aus Leber- 
mitochondrien durch Rattenserum und lösliche Zytoplasma­
proteine. Eine Suspension von Mitochondrien aus 30 g Rat­
tenleber in Rohrzuckerlösung wurde in zwei Hälften aufge­
teilt, von denen die eine pro ml 287 pg 13IJ-T4 , die andere 
genau gleich viel 131J-T3 enthielt. Diese Ansätze wurden 
nochmals halbiert und entweder mit Rattenserum oder mit 
konzentriertem Zytoplasma versetzt (Versuchsreihe XXIII — 
XXVI in 6a) . Parameter der Ausgangswerte (§ )  ohne Zu­
satz von löslichen Proteinen:

Hormonkonzen- 
[sl +  [Z] [s] [/] M/M trationen 
[mg/ml] [mg/ml] [mg/ml] 131J-T4 ‘31J-T3

1,86 1,38 0,48 0,35 370 p M  440 p M

[s] =  Proteingehalt des Mitochondriensediments in der 
Suspension,

[/] =  Konzentration der löslichen Proteine,
[Zz] =  mg lösliches Protein/ml Suspension zugesetzt.

vivo im Plasma meßbaren Konzentrationen ausge­
gangen, da die Plasmaspiegel hochgradig vom Ab­
strom in die Gewebe abhängig sind. Vielmehr 
wurde willkürlich angenommen, daß die Medika­
mente nach rascher intravenöser Injektion sich im 
zirkulierenden Plasma — unter Vernachlässigung 
des gleichzeitig stattfindenden Schwundes — gleich­
mäßig verteilen.

Die Medikamente wurden grundsätzlich in drei 
Versuchsanordnungen geprüft. In der ersten Reihe 
wurde eine Suspension von Mitochondrien mit ver­
schiedenen Konzentrationen eines Medikaments 
ohne Zusatz löslicher Proteine gemischt. Der zwei­
ten Reihe wurde so viel flüssiges Zytoplasma zuge­
fügt, wie dem Lebervolumen entsprach, das als 
Ausgangsmenge für 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, ließ sich in dieser 
zweiten Reihe eine Annäherung an das physiologi­
sche Verhältnis der Bindungskapazitäten von Mito­
chondrien einerseits, Mikrosomen und löslichem 
Zytoplasmaprotein andererseits erzielen. Die dritte 
Reihe erhielt statt flüssigem Zytoplasma 0 ,9 — 1,0 ml 
Rattenserum pro Gramm verarbeitete Rattenleber 
zugesetzt.

In allen drei Reihen waren gleichzeitig T3 und T4 
in so geringen Mengen enthalten, daß diese unter­
halb der angenommenen physiologischen Konzen­
trationen 10 lagen. Thyroxin und T3 waren jeweils 
entweder mit 131J oder mit 125J markiert, so daß 
sie in den Mitochondriensedimenten simultan ge­
messen werden konnten.

In einigen Versuchen wurden die Mikrosomen 
aus dem Zytoplasma entfernt. Damit ließ sich aber 
nur eine geringfügige Parallelverschiebung der 
Zytoplasmakurven um etwa 5 — 10% nach oben oder 
unten erzielen. Die Mikrosomen verhalten sich also 
in solchen Verteilungsgleichgewichten praktisch 
gleich wie die löslichen Zytoplasmaproteine. Außer­
dem sind die Mitochondrien stets mit großen Mi­
krosomen vermischt. Für eine vollständige Abtren­
nung der Mikrosomen sind überdies so hohe g- 
Werte erforderlich, daß hochmolekulare Bindungs­
proteine ebenfalls zu sedimentieren beginnen und 
dadurch die physiologische Konzentration an lös­
lichen Zytoplasmaproteinen verschoben wird. Aus 
all diesen Gründen wurden die Mikrosomen für 
die Medikamentenversuche im flüssigen Zytoplasma 
belassen.

Zur Untersuchung gelangten hauptsächlich solche 
Medikamente, von denen aus Experimenten mit 
Serumproteinen eine T3- oder T4-verdrängende W ir­
kung bekannt ist 16-24> 6a, ferner andere, welche bei 
Thyreotoxikosen häufig verabreicht werden. Je 
nachdem, ob das betreffende Medikament T3 und 
T4 aus den Mitochondrien oder aus den löslichen 
Proteinen stärker verdrängte, enthielten die abzen­
trifugierten Mitochondrien mehr oder weniger Ra­
dioaktivität als in den Ausgangswerten.

Keine meßbare Änderung der Bindung von T3 
und T4 an die Mitochondrien war mit den in Tab. I 
aufgeführten Präparaten zu erzielen. Ein negativer 
Befund bedeutet aber nicht, daß eine verdrängende 
Wirkung ausgeschlossen sei: Wenn die verdrängten 
Hormonmengen in der festen Phase und im Über-

Tab. I. Medikamente ohne meßbaren Verdrängungseffekt.

Präparat untersuchter
Konzentrations­
bereich

Bumadizon (Eumotol®) 0,5 —0,016 mM 
Desoxycholsaures Natrium

(Decholin®) 1 ,9 -0 ,0 3
Furosemid (Lasix®) 120 —1,9 
Hydroxocobalamin (Aquo-Qytobion®) 86 —1,3
/?-Methyl-Digoxin (Lanitop®) 2,5 — 0,31
Novamidopyrin (Novalgin®) 5,7 — 0.09
Oligomycin (Serva) 80 —2,5 
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

mM
/UM
nM
nM
mM
/<g/ml

stand zufällig gleich groß sind, können sich die 
Verdrängungseffekte aufheben 25.

Bei den Medikamenten der Tab. II waren die be­
obachteten Wirkungen so gering, daß auf eine aus­
führliche Wiedergabe verzichtet wurde. Während 
Oxytetracyclin und Dihydroergotamin (Gemisch aus 
Methansulfonaten von Dihydroergo-cornin, -cristin 
und -kryptin ää) T3 und T4 aus den Mitochondrien 
verdrängten, verstärkte Propranolol die Desorption 
aus den löslichen Proteinen, wenn auch nur in ge­
ringem Umfang.

Tab. II a. Medikamente, bei denen der Verdrängungseffekt 
durch Zusatz löslicher Proteine fast völlig abgepuffert wird.

Präparat untersuchter
Konzentrations­
bereich

Oxytetracyclin (Terravenös®) 0,86 — 0,027 mM
Dihydroergotoxin (Hydergin®) 0 ,0 2 -0 ,0 0 0 3  mg%

Tab. II b. Medikamente, welche die Desorption aus lös­
liehen Proteinen in geringem Umfang verstärken.

Präparat untersuchter
Konzentrations­
bereich

Propranolol (Dociton®) 144 —2,3 /um
Natriumsalizylat 2,5 — 0.04 mM

Erhebliche Veränderungen der Bindung von T;i 
und T4 bewirkten die nachfolgend aufgeführten 
Substanzen. Die Verdrängungswirkung läßt sich 
zwar nicht in Absolutwerten angeben, jedoch ist ein 
Vergleich anhand der Kurvenverläufe möglich.
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Unter den Phenothiazinderivaten verdrängte das 
Chlorpromazin (N- (S’-Dimethylamino-propyl) -3- 
chlorphenothiazin) ohne Zusatz löslicher Proteine 
weder T4 noch T3 aus der Mitochondrienbindung 
(Abb. 3). Es zeigte sogar einen gegenteiligen Ef-

Abb. 3. Verdrängung der Schilddrüsenhormone aus der 
Serum- und Zytoplasmabindung an die Mitochondrien durch 
Chlorpromazin (Megaphen®). Ohne Zusatz löslicher Pro­
teine zeigt Chlorpromazin keinen sicheren Einfluß auf die 
Hormonbindung. In Gegenwart von Serum und Zytoplasma 
kommt es jedoch mit steigender Chlorpromazinkonzentration 
zu einem Anstieg der Hormonaktivitäten an den Mitochon­
drien. Beim Vergleich der Kurven sind die unterschiedlichen 

Ausgangskonzentrationen zu berücksichtigen.

fekt: In Gegenwart von Rattenserum wurde vor 
allem T4 , aber auch T3 aus den löslichen Proteinen 
an die Mitochondrien hin verdrängt. Audi in Ge­
genwart von Mikrosomen und löslichen Zytoplasma­
proteinen trat diese Verschiebung auf, wobei die 
Mitochondrien T3 und T4 etwa gleichmäßig ver­
stärkt adsorbierten. Beim Vergleich der Zytoplasma- 
und Serum-Verdrängungskurven sind jedoch die 
unterschiedlichen Ausgangswerte zu berücksichtigen.

Im Verhältnis zu Chlorpromazin wirkte das 
chlorfreie Promethazin (N -(2 /-Dimethylamino-pro- 
pyl)-phenothiazin) erheblich weniger adsorptions­
verstärkend an den Mitochondrien, wenngleich ein 
prinzipiell ähnlicher Effekt zu beobachten war 
(Tab. I l l  A ).

2.4-Dinitrophenol, welches die oxydative Phos­
phorylierung stärker als die Phenothiazine entkop­
pelt 15 und die Schilddrüsenhormone aus den Ser- 
rumproteinen verdrängt21>27, nimmt eine Mittel­
stellung zwischen Chlorpromazin und Promethazin 
ein: Es drängt T3 und T4 ganz allmählich aus lös­
lichen Proteinen an die Mitochondrien ab (Tab. 
I l l  B ).

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 ähn­
lich wie Bromphenolblau 33, 3' an Zytoplasmapro­
teine gebunden 32b. Es verursachte ohne Zusatz lös­
licher Proteine eine starke Desorption von T3 und 
T4 aus der Mitochondrienbindung (Abb. 4 ). Dieser 
Desorptionseffekt wurde durch Zytoplasma abge­
schwächt, ebenso bei sehr hohen Farbstoffkonzen- 
trationen durch Serumproteine, obwohl Bromsulfa­
lein die Schilddrüsenhormone gleichzeitig auch aus 
den Serumproteinen verdrängt 28‘6a. Bei niedrigen 
Farbstoffkonzentrationen, welche dem üblichen dia­
gnostischen Bereich entsprechen, verdrängte Brom­
sulfalein T3 stärker als T4 aus den Serumproteinen 
in Richtung zu den Mitochondrien hin (Tab. I l l  C).

Phenylbutazon zählt ebenfalls zu den Substan­
zen, welche die Schilddrüsenhormone aus der Se-

Abb. 4. Desorptionseffekt von Bromsulfalein (Brom­
thalein®) auf die Bindung von Schilddrüsenhormonen an 
Mitochondrien. Bromsulfalein verdrängt ohne Zusatz lös­
licher Proteine T3 und T4 aus der Bindung an Mitochon­
drien. Der Zusatz von Zytoplasma schwächt diesen Effekt 
ab. Jedoch kam es auch bei Zusatz von Serumproteinen zu 
einer überwiegenden Desorption von T3 und T4 aus den 
Mitochondrien (hier nicht wiedergegeben, da die Ergebnisse 

einem anderen Mitochondrienansatz entstammten).

rumproteinbindung verdrängen 17~19> 28> 29> 6a. Auch 
aus den Mitochondrien verdrängte Phenylbutazon 
T3 und T4 in Abwesenheit löslicher Proteine (Tab.
I ll  D). Zytoplasma schwächte die Desorptionswir­
kung ab, und mit Serumproteinen stellte sich bei 
hohen Phenylbutazonkonzentrationen ein Gleich­
gewicht ein.
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CHy (CH2)rC H  CH-(CH2) r C02 Na

Thyroxin m„  Serum

§•5 T= ; - 
ll--------—t)

°  s
S 0

'To und Thyroxin mit Zytoplasmaproteinen 
J  j ___________ i___

Abb. 5. Verdrängung von Schilddrüsenhor­
monen durch Ölsäure. Natriumoleat desor- 
biert ähnlich wie Bromsulfalein Ts und T4 
aus den Mitochondrien. Die Desorption von 
T3 aus Rattenserum ist aber viel stärker als 
die von T4 , und die Mitochondrien überneh­

men das freigesetzte T3 .

250 500
Natrium oleinicum [jJM]

1000

Phenobarbital, Phenytoin, Silymarin sowie He­
parin wirkten ähnlich wie Bromsulfalein und Phe­
nylbutazon: Ohne Zusatz löslicher Proteine erfolgte 
eine Desorption der Hormone aus den Mitochon­
drien; Zytoplasma und Rattenserum schwächten diese 
Desorption ab (Tab. I l l  E — H ) .

N atrium salicylat27 verdrängte die Schilddrüsen­
hormone nicht meßbar aus den Mitochondrien. Da­
gegen wurde aus Rattenserum durch Salicylat vor­
zugsweise T3 desorbiert und von den Mitochondrien 
aufgenommen.

N atrium oleat28,6a desorbierte ohne Zusatz lös­
licher Proteine die Schilddrüsenhormone aus den 
Mitochondrien (Abb. 5 ). Da es sich aber um eine 
Seife mit hoher Oberflächenaktivität handelt, kann 
die Möglichkeit einer Schädigung der Organellen- 
membran nicht ausgeschlossen werden. Zytoplasma 
pufferte auch hier die Desorption ab, und aus Rat­
tenserum wurde T3 stärker als T4 durch Oleat an 
die Mitochondrien abgedrängt.

Diskussion

Entgegen einer weitverbreiteten Vorstellung ist 
die Bindung von Schilddrüsenhormonen an Pro­
teine verhältnismäßig leicht reversibel, wenn an der 
Einstellung monophasischer 30, 31 oder diphasischer 
Verteilungsgleichgewichte geeignete biologische Ad- 
sorbentien beteiligt sind. Die Verteilung zwischen 
der festen Mitochondrienphase und der flüssigen 
Phase der löslichen Proteine läßt sich als Resultante 
ungefähr nach der folgenden empirischen Formel 
beschreiben 5:

m =  n  ■ q  /  (k’ +  q ) .

m =  An das Mitochondriensediment gebundene 
Schilddrüsenhormone, in Prozenten des zu­
gesetzten Hormons ausgedrückt (in älteren 
Untersuchungen 5> 6a als a% bezeichnet) ;

n =  extrapolierter Sättigungswert des Mitochon- 
driensediments;

k' =  Verteilungskoeffizient;

q = ( W / m - m ' ;
[s] = Proteinkonzentration im Mitochondriensedi­

ment nach Abzentrifugieren;
[Z] =  Konzentration an löslichen Zytoplasma- oder 

Serumproteinen im Überstand der abzentri­
fugierten Mitochondrien (früher mit ü  be­
zeichnet) .

Die Werte für n sind bei physiologischen H or­
monkonzentrationen hauptsächlich abhängig vom 
Verhältnis der Proteinkonzentrationen in beiden 
Phasen des Homogenats; n ' liegt also um so höher, 
je weniger lösliches Protein (/) eine Mitochondrien- 
suspension enthält. In früheren Experimenten be­
wegte sich n zwischen 0,42 und 0,95 6a. Für Thy­
roxin lagen die Ä/-Werte in drei Versuchspaaren 
etwa zwei- bis sechsmal höher als für Trijodthyro­
nin, je nachdem ob Rattenseren oder lösliche Zyto­
plasmaproteine in Saccharose- oder in Elektrolyt­
lösung verwendet wurden.

Wie in solchen biologischen Systemen mit etwa 
einem halben Dutzend von adsorbierenden Pro­
teinen 32a> 32b’33 und ebenso vielen verschiedenen 
Assoziationskonstanten und Sättigungswerten nicht 
anders zu erwarten ist, wechselte die Übereinstim­
mung von gemessenen und berechneten Kurven­
punkten6a. Immerhin beschreibt die Formel die re­
sultierenden Verteilungsgleichgewichte der Schild­
drüsenhormone annäherungsweise. Vor allem er­
klärt sie den nichtlinearen Verlauf der Desorptions­
kurven auch im Bereich der physiologischen H or­
monkonzentrationen.

Aus der Abhängigkeit der Mitochondrienadsorp- 
tion von [ /] /[s ]  und aus den erheblichen Hormon­
mengen, welche sich aus den Proteinen durch 
manche Medikamente verdrängen lassen, geht die
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nahezu vollständige Reversibilität der Adsorption 
von T4 und T3 hervor. Somit kann der von Ster­
ling 34 angegebene dialysierbare „freie“ Anteil des 
T4 von etwa einem halben Promille in Human­
serum nicht als Absolutmaß für das biologisch 
wirksame Schilddrüsenhormon betrachtet werden. 
Diese Überlegung steht im Einklang mit der Auf­
fassung Oppenheimers 23.

Über den Transport adsorbierbarer Substanzen 
aus dem Serum in die Zelle hinein können gegen­
wärtig nur Vermutungen angestellt werden, da die 
Glieder der Transportketten erst teilweise bekannt 
sind. Grundsätzlich sind drei Ausgangssituationen 
denkbar:

a. Keine Bindung an Serumproteine, sondern 
nur an intrazelluläre Proteine. In diesem Falle 
würden lediglich der W iderstand der Kapillar- und 
Zellmembranen sowie die Abbaugeschwindigkeit 
darüber entscheiden, wie rasch die Substanz aus der 
Blutbahn schwindet 35.

b. Bindung an Serumproteine und an intrazellu­
läre Proteine. Hier müßte das Verhältnis zwischen 
extrazellulärer und intrazellulärer Adsorption den 
wichtigsten primären Faktor eines passiven Trans­
ports darstellen. Der W iderstand der Zellmembran 
und die Abbaugeschwindigkeit wären hier sekun­
däre Faktoren. Würde der Schwund aus dem Blut 
schneller erfolgen, als das Adsorptionsverteilungs- 
gleichgewicht erwarten ließe, so käme entweder eine 
Zwischenadsorption an Membranen in Frage, oder 
die Membranen müßten die Passage im Sinne eines 
aktiven Transports fördern. Jedoch muß eine intra­
zelluläre Anreicherung nicht unbedingt auf einem 
aktiven Transport beruhen, es kann sich auch um 
passive Adsorptions- und Speicherungsvorgänge 
handeln 35-37.

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

Für die Schilddrüsenhormone gilt die unter b. 
aufgeführte Konstellation: Adsorption an Proteine 
beidseits der Kapillar- und Zellmembranen. Inner­
halb der Zelle wird T3 stärker als T4 an die Mito- 
chondrien5’ 6a und K erne24 adsorbiert. Da jedoch 
T4 an die Serumproteine viel stärker gebunden ist 
als das T3 , schwindet T4 mit einer Halbwertszeit 
von einer Woche beim Menschen erheblich langsamer

aus der Blutbahn als das T3 mit seiner Halbwerts­
zeit von ein bis zwei Tagen. Die Verteilungsgleich­
gewichte in Abwesenheit trennender Membranen 
lassen aber für beide Hormone einen schnelleren 
Schwund erwarten. Folglich übt die biologische 
Membran einen hemmenden Einfluß auf den Trans­
port von T3 und T4 aus.

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

Beispielsweise beschleunigt Phenobarbital über 
eine Enzyminduktion den Thyroxinabbau in der 
L eber24. Phenytoin dagegen erhöht lediglich die 
Aufnahme von 131J-T4 in der L eber24, obwohl es 
in vitro  die Verteilungsgleichgewichte der Schild­
drüsenhormone ähnlich wie Phenobarbital ver­
schiebt. Die Desorption der Schilddrüsenhormone 
aus den Mitochondrien durch Phenytoin ließe ohne­
hin eine umgekehrte W irkung erwarten, also eine 
verminderte T4-Aufnahme durch die Leber. Mög­
licherweise liegen aber die Verhältnisse bei lang­
fristiger Phenytoinapplikation ganz anders als nach 
rascher intravenöser Injektion.

Heparin beeinflußt in vivo die Kinetik von 
Thyroxin, indem es T4 gleichzeitig aus den Serum­
proteinen 41 und aus den Lebermitochondrien ver­
drängt. Infolgedessen steigt unter einer H eparin­
therapie außer dem Thyroxinspiegel im Blut vor 
allem die Konzentration an „freiem“ Thyroxin 
(FT4) an 42-45, ähnlich wie Bromsulfalein durch 
Desoxycholsäure aus der Leber in die Blutbahn zu­
rückbefördert werden k an n 47. Möglicherweise blok- 
kiert Heparin T4-Bindungsplätze nicht nur in der 
Leber, sondern auch in anderen Organen, so daß 
der erhöhte FT4-Spiegel den Stoffwechsel nicht 
nachteilig beeinflußt.

Wie die Beispiele von Phenytoin und Heparin 
zeigen, führt die einseitige Betrachtung des Thyro­
xinstoffwechsels unter dem Gesichtspunkt der Ver­
drängung von T4 allein aus den Serumproteinen 
oder aus den Zellproteinen zu keiner Erklä­
rung der komplizierten Vorgänge. Auch die Ad­
sorptions-Verteilungsgleichgewichte allein lassen 
keine sichere Voraussage über den Einfluß eines
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Medikaments auf den T4-Schwund zu. Jedoch ge­
stattet die Kenntnis der Adsorptions-Verteilungs- 
gleichgewichte auch bei scheinbaren Widersprüch­
lichkeiten neue Rückschlüsse auf Details von Arz­
neimittelwirkungen.

M ethoden

Albinoratten 9 (Ivanovas, Kisslegg), 200 — 
300 g schwer, wurden in Äthernarkose durch Herz­
punktion entblutet. Die Leber wurde von der Pfort­
ader aus mit 37 °C warmer Biosteril®-Lösung per­
fundiert, bis sie blutfrei erschien. Anschließend 
wurde mit 0,44 m  (150 g/1) körperwarmer Sac­
charoselösung so lange perfundiert, bis die Ober­
fläche glasig glänzte. Nach Ablaufen der überschüs­
sigen Zuckerlösung 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 Zuckerlösung homo­
genisiert 39. Pro Gramm Leber kamen 4 ml Zucker­
lösung und 0,03 — 0,04 ml einer frisch angesetzten
0,1 M  Zitronensäurelösung. Ein aliquoter Teil von
2 — 3 ml des Homogenats aus mehreren gleichzeitig 
verarbeiteten Lebern wurde auf Zimmertemperatur 
erwärmt und sein pH-Wert auf 6,2 eingestellt. (Bei 
pH <  6,0 werden die Mitochondrien irreversibel 
geschädigt, und bei pH 7,4 zeigen sie ihre größte 
Schwellung.)

Im Kühlraum (6 — 8 °C) wurde das übrige Ho- 
mogenat mit Zuckerlösung auf das doppelte Volu­
men verdünnt und mit 675 x g  20 min bei 4 °C 
zentrifugiert. Das Sediment enthielt unzerstörte 
Zellen und die Kernfraktion, der Überstand eine 
Suspension von Mitochondrien und Mikrosomen in 
flüssigem Zytoplasma („Zellsaft“ ). Aus diesem 
Uberstand lassen sich die Mitochondrien bei 
13000 X g  (10m in) abtrennen, die Mikrosomen 
anschließend bei 25000 — 30000 x  g  (30 min).

Das mitochondrienhaltige Sediment wurde ein­
mal mit Zuckerlösung gewaschen, wobei das Volu­
men der Waschflüssigkeit dem einfachen Homo- 
genatvolumen entsprach. Dennoch waren die Mito­
chondrien stets mit Mikrosomen verunreinigt. Die 
Mitochondrien wurden mit Zuckerlösung auf das 
1,2-fache der ersten (1:5) Homogenatverdünnung 
aufgefüllt, also auf 1 :6 verdünnt, mit dem losen 
Stempel des Homogenisators rehomogenisiert und 
mit radioaktiven Schilddrüsenhormonen versetzt:
6 ng [125J]Trijodthyronin und 10 ng [131J]Thyro- 
xin/ml Suspension. Die Radioaktivitätskonzentratio­
nen lagen zwischen 0,1 und 0,5 /<Ci/ml Suspension.

Von dieser Mitochondrien-Stammsuspension wur­
den je 5 ml in vorgekühlte 25-ml-Meßkölbchen ein­
pipettiert, so daß die Endkonzentrationen

2 ,6 -10-9 M  T4 und 1,8• 10 9 M  T3 betrugen. Die 
Medikamente wurden in unterschiedlichen Konzen­
trationen hinzugefügt und je nach Versuch mit
0,9 —1,0 ml Rattenserum oder mit 10 ml des mit 
Zuckerlösung verdünnten, mikrosomenhaltigen 
Zytoplasmas (also aus 1 g Leber) versetzt. Für 
einige orientierende Versuche diente mikrosomen- 
freies Zytoplasma.

Die Meßkölbchen wurden mit kalter Zucker­
lösung ad 25 ml aufgefüllt und daraus in Doppel­
ansätzen je 2 x  3 ml ( =  12 ml) entnommen. Je eine 
Probe der Doppelansätze diente als 100%-Wert, 
aus der anderen wurden die Mitochondrien bei 
13000 x g  abzentrifugiert und einmal mit Zucker­
lösung gewaschen; schließlich wurden die Radio­
aktivitäten der beiden Proben verglichen.

In den älteren Untersuchungen (Abbn. 1 und 2) 
war die Proteinstickstoff-Konzentration nach Kjel- 
dahl in den Mitochondriensuspensionen vor und in 
den Überständen nach dem Abzentrifugieren be­
stimmt w orden6a. In den neueren Versuchen mit 
Medikamenten verwendeten wir die von Lowry mo­
difizierte Methode nach Folin-Ciocalteu.

Die Medikamente wurden, soweit verfügbar, aus 
handelsüblichen Ampullenlösungen entnommen. 
Bei diesen läßt sich zwar ein Einfluß von Lösungs­
vermittlern und Stabilisatoren nicht ausschließen, 
doch werden solche Zusätze letzten Endes auch dem 
Patienten mitinjiziert. Die angegebenen Arzneimit­
telkonzentrationen gelten für die 25-ml-Suspen- 
sionen. Bei der Wahl der Ausgangskonzentrationen 
der Stammlösungen wurde die Annahme zugrunde­
gelegt, daß die gesamte tägliche Höchstdosis eines 
Medikaments nach intravenöser Injektion in einem 
Volumen von 3 1 enthalten sei. In wenigen Fällen 
lagen die Ausgangskonzentrationen über der vom 
Hersteller angegebenen Maximaldosis. Solche Über­
schreitungen sind vertretbar, da Überdosierungen 
auch beim Menschen nicht selten Vorkommen.

[i3tj]Trijodthyronin (Radiothybon®, spezifische 
Radioaktivität etwa SOjuCi/jug T3) und [131J]Thy- 
roxin (spezifische Radioaktivität etwa 10 jud/jug  
T4) stammten von den Farbwerken Hoechst. 
[i25j]Trijodthyronin wurde teils von Amersham/ 
Buchler, Braunschweig, teils von Abbott, Ingelheim, 
mit spezifischen Aktivitäten von etwa 50 — 100, ge­
legentlich auch 400//Ci//<g T3 bezogen. Stichpro­
benweise wurden Chromatogramme zur Reinheits­
kontrolle angefertigt.

Die Verdrängungsversuche wurden in verschiede­
nen Monaten reproduziert. Ein Vergleich der Abso­
lutwerte ist jedoch nicht möglich, da der Mitochon- 
driengehalt verschiedener Präparationen nicht von 
vornherein konstant gehalten werden kann und das 
Verhältnis zwischen sedimentierbaren und löslichen
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Proteinen von Tier zu Tier Schwankungen unter­
worfen ist. Schließlich sind Ratten als „Halbwinter­
schläfer“ in verschiedenen Jahreszeiten unterschied­
lich empfindlich gegenüber Thyroxin 40k
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