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Bestimmung der Bindung von Trijodthyronin an Serumproteine mittels Dextran- Gel-Filtration * #*

P.C. Scrisa, R. Laxparar, H. G. Hemnze und K. ScEwarz

IT. Medizinische Klinik der Universitéit Mimchen (Direktor: Prof. Dr. Dr. G. BoDECHTEL)
und Institut und Poliklinik fiir physikalische Therapie und Rontgenologie der Universitit Miinchen
(Direktor: Prof. Dr. H. vox BRAUNBEHRENS)

Die Schilddrise speichert Jod gegen einen Konzen-
trationsgradienten, um dieses zur Synthese der Schild-
driisenhormone zu verwenden. Diese Fahigkeit der
Schilddriise 148t sich mit dem *®-Jod-Speicherungstest
tir die klinische Diagnostik erfassen. Man bestimmt
dabei einmal die Jodspeicherungsféhigkeit als sog.
Jodidphase und im weiteren Kurvenverlauf die sog.
Hormonjodphase. Weitere Hinweise auf die Hormon-
abgabe der Schilddriise an das Blut erhalt man durch
Messung des Gesamt-'¥1Jods im Serum, oder genauer
durch Ermittlung des proteingebundenen ¥ Jods. Da
es noch keine einfachen Bestimmungsmethoden fiir die
tatséchliche Hormonkonzentration im Blut gibt, miBt
man diese indirekt mit der Bestimmung des protein-
gebundenen, nicht radioaktiven Jods (PB!27I). Als fiir
die Schilddriisenhormonkonzentration spezifischer gilt
der Wert des butanolextrahierbaren stabilen Jods
(BE'™1). Der ganz iiberwiegende Anteil der Schild-
driisenhormone liegt in proteingebundener Form vor,
dennoch ist die Konzentration an freiem Hormon fiir
die Wirksamkeit des Hormons entscheidend. Man hat
daher Methoden eingefiihrt, die diese Bindungs- und
Transportverhdltnisse der Hormone fir die Klinik
néber analysieren lassen. Die Bestimmung der Bin-
dung von in vitro zugesetztem L-Trijodthyronin-Jod
an Erythrocyten [1] und die in vitro-Bestimmung der
Serumproteinbindung von zugesetztem L-Trijod-
thyronin-13'Jod [2—4§] haben als Laboratoriumsmetho-
den fiir die klinische Schilddriisenfunktionsdiagnostik
immer mehr an Bedeutung gewonnen.

In der vorliegenden Arbeit wird iiber ein Dextran-
Gel-Filtrations-Verfahren berichtet, das erlaubt, im
Serum von Patienten den proteingebundenen und den
sog. freien Anteil an in vitro zugesetztem L-Trijod-
thyronin-1%1Jod zu bestimmen.

Abkiirzungen. Ty, Ty-127 = L-Trijodthyronin-1¥Jod (sta-
biles Nuklid); T3, T;-131 = L-Trijodthyronin-*1Jod (in-
stabiles Nuklid), no. = normal, PB27T — Protein Bound
¥ odine, BE?'I = Butanol Extractable %Iodine, IPM =
Impulse pro Minute, DPM == Desintegrationen pro Minute,

TSH = Thyroid Stimulating Hormone, Z = Mittelwert, ¢ =
Standardabweichung (sigma), pCi = mikro Curie.

* Mit Unterstiittzung der Deutschen Forschungsgemein-
schaft.
** Herrn Prof. Dr. Dr. h. ¢. CarL. KrAUSPE in Verehrung
zum 70, Geburtstag gewidmet.

Methoden und Priparate

Dextran-Gel-Filtration: In einem Gesamtvolumen von
3 ml wurden 1,5 ml Serum mit 0,2 bis 0,4 pCi L-Trijodthyro-
nin-¥1Jod in 0,01 m Natriumphosphat-Puffer pH 7,4 im
Schittelbad bei 37°C 15 min lang inkubiert. Von diesem
Gesamtvolumen von 3 ml wurde nach Beendigung der In-
kubation je 1ml in ein Mefréhrchen zur Bestimmung der
Gesamtaktivitdt gebracht und 1 ml zur Dextran-Gel-Filtration
verwandt. Vorversuche hatten gezeigt, daB die Inkubations-
zeit von 15 min zur Equilibrierung der Trijodthyroninbindung
bei weitern ausreicht [4] und daB die Untersuchungen mit aus-
reichender Reproduzierbarkeit bei Zimmertemperatur durch-
gefithrt werden kénmen. Mit ¥ Jod verseuchtes Serum (3¥1Jod-
speicherungsteste oder 1¥'Jod-Behandlung) kann znm Abklin-
gen der Radioaktivitit wochenlang bei —15° C aufgehoben
werden, ohne daB sich die Trijodthyroninbindungsverh#ltnisse
im Serum &ndern.

Standardsdulen (h=23 om, d=0,8 cm) wurden mit 1,8 g
Dextran-Gel (Sephadex G-25, fine, Perlform), welches in
0,01 m Natriumphosphat-Puffer pH 74 1—2 Std gequellt
war [6], gefillt. Zur Vermeidung bakterieller Besiedelung der
Siulen wurden diese tdglich frisch bereitet. Die Stulen ent-
hielten nach FLopix {7] unten eine Schicht Glaswolle, daritber
eine Schicht Glasperlen und darauf das Gel-Bett, dessen
untere 5 com durch Sedimentation bei verschlossenem Aus-
fluBhahn eingefillt wurden. Die Siulen erlaubten eine Durch-
fluBgeschwindigkeit von ca. 1 wl/min. Vor der Dextran-Gel-
Filtration wurden die Siulen mit 3 Gelbettvolumina 0,01 m
Natriumphosphat-Puffer pH 7,4 gespiilt.

Von dem Inkubationsgemisch wurde jeweils 1 ml mit einer
Pipette vorsichtig aufgetragen und dabei vermieden, da8 dis
Oberfliche des Gels aufgewirbelt wurde. Nach Einsinken der
Probe wurde zweimal mit 1ml 0,01 m Natriamphosphat-
Puffer pH 7,4 nachgewaschen und dabei die Saulenwand iiber
dem Gel-Bett abgespiilt. Danach wurde ein Puffer-Vorrats-
gefiB (0,01 m Natriumphosphat-Puffer pI 7,4) an die Siule
angeschlossen und bei einern Filtrationsdruck von ca. 1 m
Wasser eluiert. In Vorversuchen fand sich bei Verwendung
von 0,01 m Tris [Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan]-HCI-
Puffer pH 7.4 an Stelle von Phosphatputfer keine Versinderung
der Serumproteinbindungsverhsltnisse fir Trijodthyronin.

Das Eluat der zu untersuchenden Proben wurde entweder
mit einem automatischen Fraktionssammler (Chromatopart
der Firma Bender & Hobein, Miinchen) in 1 ml-Fraktionen
gesammelt, oder in graduierten Rohrchen bis zu einem Ge-
samtvolumen I von 13 ml aufgefangen. Diese letztere sog.
Batch-Technik (Abb. 1) stellt eine wesentliche technische Ver-
einfachung dar. Dabei sind die Volumina so gewdhlt, daB die
jeweils interessierenden Gipfel, néimlich proteingebundenes
Trijodthyronin-*tJod = 1. Gipfel und ®iJodid = II. Gipfel
(Abb. 1) nicht getrennt erhalten wurden. Von dem Gesamt-
volumen wurde jeweils 1 ml in Réhrchen des Fraktionssamm-
lers pipettiert, welche ihverseits in die benutzten Zihlgerite
paBten, so daB sowohl fiir die Bestimmung der Gesamtaktivitit
(s. oben), wie bei Benutzung des Fraktionssammlers und bei
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Anwendung der Batch-Technik gleiche Zihlgeometrie garan-
tiert war. Die Versuche zeigten, daB die Batch-Technik be-
ziiglich der Genauigkeit der ,,Chromatopart*-Technik eben-
biirtig ist.

Glaswaren, die mit ¥ Jod in Berthrung kamen, waren
vorher mit Kaliumjodidldsungen gesiittigt worden; alle Glas-
waren wurden mit Bichromatschwefelsiure tnd Aqua bidest.
gesplilt. Die Nullwerte der Glaswaren wurden regelmifBig ge-
privft. Zur Messung der Radioaktivitit wurde zunichst ein

Q; x5 besomifvolumen I 73ml Gesomfvolumen I 70wk
R T r -
Ch
oM 7. Gelfiltration Serumnachwaschern
30000 P Z Giprel
e B
g Ser,
3 uir
S 20000 |-
S
a
S
£ 70000
5
b\

7 2 & 7 04

M 7. Gelfiltration Serumnachwaschen
FrI07 (
‘Seﬁz/m
20000
N
profeingebundes '/ sqg. 7re/es

w000 |- 7 7

0 bpmepmet= ?—"‘%ZS%%?"W?-“‘A%"—?-?
40000 —
50000 Todia P71 \‘
20000 —
0000 &

g 4 7 e

A b—ir 4 T ey 4 4> Areed—g—iy
7 F 5 7 9 77 Bo® 178 27 23ml
Abb, 2. Aufirennung des Inkubationsgemisches in proteingebundenes, sog.
freies L-Trijodthyronin-*3Jod und ¥ Jodid mittels Dextran-Gel-Filiration.
Inkubation von Serum mit T.-181 (o o), Dextran-Gel-Filtration,
Serumnachwaschen der Sdule, Messung der Radioaktivitit und Berechnung
wurden unter Mefhoden beschrieben, In analoger Weise wurde die Dextran-
Gel-Piltration von T,-181 ohne Inkubation mit Serum (e o) und von
Na-131J-Lasung mit und ohne Inkubation mit Serurm (a &),
bzw, (s 4} durchgefithrt

Bohrlochkristall (h=45 mm, d==50 mm) und das Zihlgerit
(FH 49) der Firma Frieseke und Hépiner, Erlangen, benutzt.
Dabei entsprach die Impulsausbeute (IPM) ca. 22% der DPM.
Im weiteren Verlauf der Untersuchungen wurde als Zahlgerit
der automatische Probenwechsler der Deutschen Picker-GmbIL
verwandt. Gezéhlt wurde bei einer Impulsausbeute von 15%,
der Null-Effekt betrug ca. 50 TPM; die MeBzeiten waren so
.gewdhlt, daB der statistische Fehler der Impulszihlung in
jedem Fall kleiner als 2% war.

Berechnung: Bei Verwendung des Fraktionssammlers
wurden zwei Aktivitdtsgipfel (Abb. 1 und 2), die durch ein fast
aktivititsfreies Intervall von 1 bis 2 Rohrchen getrennt
waren, erhalten. Nach Abzug der Null-Effekte von den ge-
messenen Impulsraten berechnet sich der prozentuale Anteil
des Jodid an der Gesamtaktivitdt nach Gl (1) und der
prozentuale Anteil des proteingebundenen IL-Trijodthyronin-
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Abb. 1. Schematische Darstellung der Fraktionierung (Chromatopart) des
Eluats und der Batch-Technik bel der Dextran-Gel-Filtration, Inkubation von
Serom mit L-Trijodthyronin-*** Jod, Dextran- Gel-Filtration, Serumnachwaschen
der Séunle, Messung der Radioaktivitat und Berechnung wurden unter Methoden
beschrieben, Die Abbildung zeigh im unteren Anteil einen typischen Versuch

Klin. Wschr.

BJods an dem Gesamt-L-Trijodthyronin-*Jod nach GL (2).
BlJodid in % der Gesamtaktivitit ==

- 2 IPM des II. Gipfels x 100
2 IPM der Gesamtaktivitit

proteingebundenes T,-131 in % des Geamt-T,-131=

ZIPM des L. Gipfels x 100 9
2TPM der Gesamtaktivitit ~—— X IPM des I1. Gipfels 2)

Bei Anwendung der Batch-Technik wurden der I. und
IL. Gipfel {Abb. 1) in dem Gesamtvolumen I von 13 ml
zusammen eluiert und von diesem Gesambvolumen eine
1 ml-Probe gezihlt. Die gemessenen IPM muBten daher
nach Abzug des Null-Effektes mit der Zahl 13 multi-
pliziert werden. Der fiir jeden Versuehstag mit Hilfe der
»Chromatopart'*-Technik ermittelte Anteil des IT. Gipfels
an der Gesamtaktivitdt ist eine iber jeweils mindestens
24 Btd konstante Grofe, wie in Vorversuchen gezeigt
wurde. Durch Multiplikation des so- ermittelten prozen-
tualen Anteils von ¥1Jodid an der Gesamtaktivitds [GL (1)]
mit der in allen weiteren Versuchen eines jeden Tages ein-
gesetzten Gesamtaktivitit errechnen sich die tatsich-
Jlichen Impulsraten aller I1. Gipfel. Bei Subtraktion dieser
berechneten Impulsraten der I1. Gipfel von der gemessenen
ALtivitdt der Gesamtvolumina I (Abb. 1) erhilt man die
Aktivitdt (2 IPM) der 1. Gipfel (= proteingebundenes
L-Trijodthyronin-1#Jod). Die Berechnung des prozen-
tualen Anteils von L-Trijodthyronin-'Jod an dem ge-
samtben zugesetzten L-Trijodthyronin-1*Jod erfolgte dann
wieder nach Gl (2). — Nach Beendigung der 1. Gel-
Filtration (Abb. 1) kann man durch Nachwaschen der
S#ulen mit Normalserum (s, unten) den an Dextran-Gel
gebundenen, sog, freien Anteil des Trijodthyronin-131Jods
eluieren. Die Berechnung des sog. freien Anteils des L-Trijod-
thyronin-**'Jods an dem gesamten zugesetzten T,-131 erfolgt
in analoger Weise nach Gl (3): sog. freies T,-131 in % des
Gesamt-T,-131 =

ZIPM des Gesamtvolumens II x 100
2 IPM der Gesamtaktivitdt —2 IPM des I1. Gipfels

()

®)

Die Summe von sog. freienT;-131 und proteingebundenem
T;-131 lag bei allen durchgefithrien Versuchen bei 100+ 6,17%
(Mittelwert 4- Streuung, Z-- 0). Die in Prozent des zugesetzten
radioaktiven Trijodthyronins angegebenen Anteile an sog.
freien und proteingebundenem T,-131 miissen bei Addition
nicht 100% ergeben, da sie unabhiingig voneinander ermittelt
wurden. Aus diesem Grunde haben wir auch auf die Bildung
eines Quotienten aus dem Verhiltnis von sog. freien zu protein-
gebundenem T;-131 verzichtet.

Bestimmung des proteingebundenen Jods ( PB] )
nuch BARKERY

Zur alkalischen Fallung der Serumproteine wurde je 1ml
Serum in hitzestabilen Zentrifugenglisern mit 7 ml Aqua
bidest., 1 ml 10%iger Zinksulfatlosung und 1 ml 0,5 n NaOH
versetzt. Nach Zentrifugation (10 min bei 1800 X g) wurde das
Sediment dreimal mit je 10 ml Aqua bidest. gewaschen und
schlieBlich mit 1 ml 4n Natriumcarbonatlosung vermischt.
Die zum Umrithren eines jeden Sediments beniitzten Glas-
stibe wurden mit den letzten 0,2 ml Natrimmbicarbonatlésung
abgespiilt, AnschlieBend wurden die Zentrifugengldser dber
Nacht in einen Trockenschrank (900 C) gestellt. Am néichsten
Tag erfolgte die Veraschung der getrockneten Riicksténde im
Muffelofen bei 600° C fiir 21/, Std bei ausreichender Sauerstoff-
zufuhr. Die veraschten Riickstinde wurden durch langsamen
Zusatz von je 4 ml eines Gemisches von (1:1) 7n H,80, und
2n HCl und von 4 ml Aqua bidest. sehr sorgfiltie aufgenom-
men. Vorversuche mit radiojodmarkiertem Trijodthyronin
und Thyroxin hatten gezeigt, daf die Hohe der Jodausbeute
von diesem Schritt ganz wesentlich abhéingt. Nach 10 min
Zentrifugieren (1800 X g) wurden je 4 m! des sauren Extraktes
entnommen und mit 0,5 ml 0,1 n Natriumarsenitlosung (Firma
Merck) versetzt. Nach 3miniitigem Temperaturausgleich im
Wasserbad (37° C) wurden den Proben fortlaufend alle 10 sec
0,5ml einer 0,02n Cer-Ammonsulfat-Losung [Ce(SO,), -
2 (NH,),80,] zugesetzt und die Reagensgliser sofort kraftig
umgeschiittelt. Nach 12 min Inkubation bei 37° C wurde die
Extinktion der Proben bei 405 nm fortlaufend alle 10 sec im
Photometer Eppendorf ohne Kompensationsschaltung gemes-
sen. Zu jeder Bestimmung wurde eine Eichkurve mit Kalium-
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jodid angefertigt, woltir je 1 ml Aqua bidest., bzw. Kaliom-
jodid-Standard (Blindwert, bzw. 0,02 bis 0,1 pg Jodid/ml) mit
1 ml 2 n Natriumcarbonatlésung und 2 ml des Gemisches von
7n H,80, und 21 HCI (1:1) versetzt wurden und an diesen
4 ml die Jodbestimmung, wie fiir die unbekannten Proben be-
schrieben, durchgefithrt wurde. Die Standardlésungen wurden
alle 14 Tage erneuert. Aus den Extinktionswerten der unbe-
kannten Proben 148t sich durch Vergleich mit der Eichkurve,
die auf semilogarithmischem Papier eine Gerade darstellt, auf
die vorhandene Jodkonzentration schlieBen. Der erhaltene
Wert wird mit 200 multipliziert, um das PB1#] wie iiblich
in pg-% angeben zu kinnen.

Das zu untersuchende Serum kann ohne Verénderung des
PB2[-Wertes tagelang bei —15° C aufbewahrt werden. Die
Streubreite der Binzelwerte der untersuchten Proben erfordert
eine Dreifachbestimmung zur Ermittlung eines jeden PBY]-
Wertes. Bei der hohen Empfindlichkeit der Methode ist diese
gegen Jodverunreinigungen extrem anfillig. Es empfiehlt sich
aus diesern Grunde, diese Bestimmung in einem eigens zu
diesem Zweck reservierten Leborraum durchzufithren. Als
Suchmethode zum Nachweis einer Jodverunreinigung, z.B.
in Reagenzien, hat sich bei uns ein spot-test mit Besprithen des
Filterpapieres mit 1 %iger Palladiumchlorid-Losung bewdhrt.
Liegt Jodid vor, so entsteht ein dunkelbrauner Fleck. — In
manchen Fillen kann es zweckmiBig sein, die durch Jod
katalysierte Reduktion des gelben CelV zum farblosen Cell
durch Natriumarsenit [8, 97 mittels Zusatz von 0,5 ml 5%iger
Bruzinsulfatldsung in 5 %iger H,S0, nach Ablauf der Inku-
bationszeit von 12 oder 15 min zu unterbrechen. Der entstehen-
de orange-rétliche Farbkomplex ist 20 bis 40 min nach Zusatz
des Bruzinsulfats relativ stabil. Die nach dieser Modifikation
ermittelten Eichkurven und die PB¥I-Werte stimmten bei
30 untersuchten Seren mit den nach #blicher Technik er-
mittelten Werten gut iiberein. Gegentiber der im vorangehen-
den beschriebenen Technik erbringt diese Modifikation jedoch
keinen Zeitgewinn.

Statistische Methoden. Die Berechnung von Mittelwerten (&)
und der Standardabweichung = Varianz (o) erfolgte nach
iblichen statistischen Methoden. Als Normalbereiche gelten
Toleranzbersiche ohne Vertrauenswahrscheinlichkeit [10].

Priparate. L-Trijodthyronin-*1Jod (T;-131) wurde als
Thybon ®-331Jod von den Farbwerken Hoechst, Frankfurt am
Main, in sterilisierter, pyrogenfreier Propylenglykol-Wasser
{1:1)-Losung bezogen., Die spezifische Aktivitit betrug
30 mCi #Jod/mg Trijodthyronin und die Trijodthyronin-
konzentration durchschnittlich 20 pg/ml. Von dieser Lisung

- wurde eine Verdiinnung mit 0,06 m Natriumphosphatputfer
pH 7,4 (1 pCi®Jod/ml und 0,02 bis 0,04 ug Trijodthyronin/ml)
hergestellt und im Bleimantel im Eisschrank aufgehober. Die
Angaben der Firma, dafl das Trijodthyronin in 3" Stellung mit
Jod-131 markiert und etwa jedes finfhundertste Molekiil
Trijodthyronin radioaktiv markiert sei, wurden ohne weitere
Verifizierung akzeptiert. Die Haltbarkeit der Ldsungen ist
einmal durch Abspaltung von *¥'Jodid aus dem L-Trijodthyro-
nin-¥1Jod-Molekiil (nach einer Woche ca. 5%), zweitens durch
Desaminierung und radiochemischen Zerfall (in der ersten
Woche O bis 5%) und drittens durch den Nuklidzerfall des
Thybon®-3.Jod begrenzt® Aus diesen Griinden wurden
Thybon®-1¥.Jod-Losungen nur bis zu einem Alter von héch-
stens 9 Tagen verwandt, — Nichtmarkiertes L-Trijodthyronin
(T3-127) wurde von den Farbwerken Hoechst oder von der
Fluka-AG, Buchs, SG bezogen. Bei der Herstellung wélriger
Losungen von Trijodthyronin ist auf die schlechte Loslichkeit
zu achten. Dewxiran-Gel wurde als Sephadex G-25 fine, Perl-
form, von der Firma Pharmacia, Uppsala/Schweden, bezogen.
L-Thyroxin-¥Jod und nichtmarkiertes L-Thyroxin wurden
von den Farbwerken Hoechst erhalten.

Ergebnisse

Die Dextran-Gel-Filtration erlaubt aus dem In-
kubationsgemisch von radioaktiv markiertem Trijod-
thyronin und Serum das proteingebundene Trijod-
thyronin-¥.Jod, *¥'Jodid und das sog. freie Trijod-
thyronin-3Jod zu frennen {Abb.1, 2, 3). Der erste
nach dem Start der Gel-Filtration eluierte Gipfel der
13 Jodaktivitdt entspricht, wie aus Abb. 3 ersichtlich,

1 Personliche Mitteilung von Herrn FrUmAUF, Farbwerke
Hoechst, Frankfurt a, Main. Wir danken der Firma fir die Uber-

lassung dieser Information und fiir zur Verfiigung gestelltes
L-Trijodthyronin-*#1Jod.
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dem proteingebundenen Anteil des Trijodthyronins.
Er wird parallel zu den Serumeiweilkorpern eluiert,
die mit der von Lowry[11] angegebenen Proteinbestim-
mung pachgewiesen wurden. Der dem ersten Aktivi-
tatsgipfel folgende kleine zweite Radioaktivitdtsgipfel
entspricht dem ¥.Jodid, wie das durch parallele
Chromatographie von Na'3iJ gezeigt wurde (Abb. 2).
Natriumjodid passiert die Dextran-Gel-Sdule mit der
fir Salze typischen Geschwindigkeit und wird also
nach Passage des inneren und des Ausschlufivolumens
des Gel-Bettes eluiert. Die Menge an '3Jodid im Radio-
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Abb. 8. Vergleich der Dextran-Gel-Filtration von proteingebundenem
Ts-131 mit dem Elutionstyp der Serumproteine, Gleiche Serummengen
(0,5 ml) wurden mit und ohne T;-1381 inkubiert. Dextran-Gel-Filtration,
Bestimmung der Radioaktivitit wnd der Proteinkonzentration nach
Lowry wurden unter Methoden beschrieben durchgefiihrt
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Abb. 4. Elution von Dexiran-Gel-gebundenem Ty-131 durch Serumnach-
waschen. 0,2 pCi T3-131 warden auf eine Dextran-Gel-Sdule mit ca. 2,7 g
Sephadex G-25, fine (2 =27 em, ¢ = 0,8 cm) aufgetragen und mit 0,01 m
Natriumphosphatpuffer pH 7,4 eluiert. Das Eluat wurde in 17 3mi
Fraktionen gesammelb. AnschlieBend wurde die S#ule dreimal hinterein-
ander mit jeweils 0,5 ml Serum gewaschen und noch dreimal je 17 Iml
Fraktionen gesammelt (Bludionen I—III). Die Prozentzahlen geben die
Menge der in den einzelnen Gipfeln enthaltenen Radioaktivitit wieder

Thybon® war, wihrend unserer sich iiber ein Jahr
erstreckenden Beobachtungen, keineswegs bei allen
Chargen vom Alter der Losung abhingig[3].

Die zweiten Hélften der Abb. 1 und 2 zeigen, daB
im AnschluB an die erste Gel-Filtration durch Nach-
waschen der Sdulen mit 2 ml eines gepoolten ,,Normal-
serums‘“12 der sog. freie Anteil an Trijodthyronin-
BiJod eluiert werden kann. In einem Vorversuch
(Abb. 4) hatten wir gefunden, daBl nach der Gel-
filtration der iiblicherweise den Inkubationen zuge-
setzten Menge an Trijodthyronin-¥iJod in Abwesen-
heit des Serums iiber 90% des T;-131 auf der Dextran-
Gel-Sdule zuriickgehalten wurden. Schrittweise Elu-
tion mit jeweils 0,5 ml , Normalserum® zeigte, daB
nach der ersten Elution 85,5%, nach der zweiten
Elution 98,1% und nach der dritten Elution 99,7%
des auf die Saule gegebenen L-Trijodthyronin-3Jods
im Eluat wieder gefunden waren. Daraus folgt, wie
auch aus der Tatsache, dafl in allen anderen Ver-
suchen das auf die Saulen gegebene Trijodthyronin-
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BJod zu 100% (Mittelwert) wiedergefunden wurde

(vgl. Methoden), daB durch Nachwaschen der Saulen

mit Serum an Dextran-Gel gebundenes Trijodthyronin
vollstindig entfernt wurde. Die Methode des Nach-
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Abb. b. Abhiingigkelt der T,-131-Proteinbindung von der Dextran-Gel-

Menge in der Siule. Die Dextran-Gel-Filtration erfolgte auf Siulen gleichen

Kalibers mib Variation der Dextran-Gel-Menge, wie auf der Abszisse an-

gegeben. Inkubation von T;-131 mit Serum, Technik der Dextran-Gel-

Filtration, Megsung der Radicaktivitit und Berechnung des Verhiiltnisses

von sog. freien zu proteingebundenem T,;-131 erfolgte wie unter Methoden
beschrieben
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Abb. 6. BinfluB von zugesetztem L-Trijodthyronin-1*"Jod auf das Verhiiltnis
von sog. freien zu proteingebundenen T,-131 bei euthyrecten Patienten.
Dargestellt sind Mittelwerte von 27 Huthyreosen mit der Standardabwei-
chung (£ +o), links in jeder Sidule fiir den proteingebundenen, rechts fir
den sog. freien, prozentualen Anteil an T,-181. Die Gesamtkonzentration an
Trijodthyronin (markiertes und nichtmarkiertes) ist auf der Abszisse
angegeben
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Abb. 7. EinfluB von zugesetztem IL-Trijodthyronin?Jod auf die Menge
des proteingebundenen Trijodthyroning, Dargestellt sind die Mittelwerte
mit der Standardabweichung (% +o) des proteingebundenen L-Trijod-
thyronins in pg pro Ansatz (£ V = 3 ml) von 27 euthyreoten Patienten. Die
Menge des vour 1,5 ml Serum proteingebundenen L-Trijodthyronins wurde
aus der bekannfen IL-Trijodthyronin-Konzenfration im Inkubations-
gemisch und dem prozentualen Anteil des proteingebundenen Ty-131 {Abb.6)
errechnet

waschens mit Serum ist demnach gut geeignet, die
Dextran-Gel-Séulen zu regenerieren und wieder ver-
wendbar zu machen. Das an Dextran-Gel gebundene
Trijodthyronin kann auch durch alkalische Losungen,
wie z.B. Natronlauge eluiert werden [13].

Es ist vermutet worden, daBl das Dextran-Gel als
ein sog. Molekiilsieb wirksam ist: Nach dieser Vor-
stellung sollen grofe Molekiile, wie Serumproteineund

Klin. Wschr .

somit auch das proteingebundene Trijodthyronin die
Séulen schnell, d.h. in dem sog. AusschluBvolumen
passieren, wihrend kleinere Molekiile, wie das ,,freie*
Trijodthyronin Eintritt in die Maschen des Dextran-
Gel-Netzes finden und somit die Sdule verzégert pas-
sieren [2, 6, 12, 14]. Dem widerspricht die Beobachtung
{Abb. 5), dafl die Menge des in den Saulen befindlichen
Dextran-Gels einen Eioflufl auf die Hohe der Anteile
an sog. freien bzw. proteingebundenem Trijodthyronin
hat, Mit zunehmender GroBe des zu passierenden Gel-
Bettes nimmt der Anteil an sog. freien Trijodthyronin,
das ist der an Dextran-Gel gebundene Anteil an
Trijodthyronin, zu, wihrend der proteingebundene
Anteil abnimmt. Es besteht also offensichtlich eine
Kompetition von Dextran-Gel und Serumeiweil3-
kérpern um das angebotene L-Trijodthyronin. Das
Dextran-Gel ist also nicht nur als bloBes Molekiilsieb
wirksam, sondern verdndert durch Adsorption von
Trijodthyronin das Verhiltnis von sog. freien zu
proteingebundenem Trijodthyronin im Serum. Die
Bezeichnung ,,freies” Trijodthyronin wurde als nicht
zutreffend aus diesem Grund von uns vermieden. Die
Dimensionen der von uns ausgewdhlten Standard-
sdulen wurden nach Vorversuchen festgesetzt, welche
gezeigt hatten, dafl bei Verwendung von weniger als
1,6 g Sephadex G-25 fine die Trennung zwischen pro-
teingebundenem L-Trijodthyronin-'®Jod und *#Jodid
nicht ausreichend war. Auf die Problematik der Be-
stimmung des tatséchlichen , freien* Anteils an Tri-
jodthyronin wird in der Diskussion noch eingegangen.

Wie unter Methoden angegeben, wurde dem Inku-
bationsgemisch 0,2 bis 0,45 uCi L-Trijodthyronin-
HJod (=0,004 bis 0,01 ug Trijodthyronin/ml) zuge-
setzt. Diese zugesetzte L-Trijodthyronin-Menge liegt
in der Grollenordnung der physiologischerweise vor-
handenen L-Trijodthyronin-Konzentration im Serum
und darf deshalb nicht als Spurendosis (,tracer)
im strengen Sinn der Definition gelten. In sog. Ver-
dréngungsversuchen haben wir diesem tblichen In-
kubationsgemisch  nichtmarkiertes Trijodthyronin
zugesetzt, um Anhaltspunkte iiber die Gesamtbin-
dungskapazitdt der Serumproteine fiir Trijodthyronin
zu erhalten. Bei diesen Verdringungsversuchen er-
folgte die Inkubation also einmal mit ,tracer”-Dosen,
ferner mit 0,1 pg und schlieBlich mit 0,5 pg nicht-
markiertem Trijodthyronin (T,;-127) pro ml (Abb. 6).
Die Bestimmung des sog. freien und des protein-
gebundenen Anteils an Trijodthyronin-3tJod erfolgte
wie {iblich mit der Dextran-Gel-Filtration. Abb. 6
zeigh, daB mit steigender T;-127-Konzentration im
Inkubationsgemisch der Anteil an proteingebundenem
T,-131 langsam abnimmt und der Anteil an sog. freien
T,-131 entsprechend zunimmt. Die Bedeutung dieser
Befunde fiir die Schilddriisenfunktionsdiagnostik wird
in einer weiteren Mitteilung besprochen [15]. Berechnet
man aus den gefundenen prozentualen Anteilen des
proteingebundenen T;-131 und der bekannten Kon-
zentration an T,-127 die tatsidchlich proteingebundene
Menge an Trijodthyronin pro Ansatz, so findet sich ein
nahezu linearer Anstieg mit steigender Trijodthyronin-
konzentration im Ansatz (Abb. 7). Vorversuche hatten
bereits gezeigt, dall die Menge des proteingebundenen
Trijodthyronins bei Zusatz von steigenden Mengen
Trijodthyronin zum Inkubationsgemisch keineswegs
asymptotisch einem Grenzwert zustrebt, wie das bei
einer einfachen S#ttigungskurve eines definierten
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Tabelle 1. Bestimmung der proteingebundenen Trijodthyronin-
menge mittels der Cer-Ammonsulfatmethode. Mit der wunier
»Methoden' beschriebenen Jodbestimmung wurde die Menge des
durch 1 ml Serum proteingebundenen Trijodihyronins, welches
nach Inkubation von Serum in 1:2- bis 1:6-Verdiinnung mit
0,005 m Phosphatpuffer pH 7,4 mit den angegebenen Trijod-
thyroninkonzentrationen und Dextron-Gel-Filiration auf Sdulen
mat 4,2 g Sephadex G-25 abgetrennt wurde, gemessen. Angegeben
sind Mittelwerte und Eatremwerte von 8 Versuchen

Trijodthyronin-
konzentration
(Millimikro-
gramm/ml) . . . 50

Inkubations-
volumen (ml} . .

290 783

[
]
=]

Proteingebundenes
Trijodthyronin -
(Millimikro-
gramm) . . . . 63

(46—80)

264
(217—335)

1550
(1096—2350)

Prozentualer Anteil
des protein-
gebundenen Tri-
jodthyronins . . 33%

(19—50%)

53%
(43—60%)

63%
(46—80%)

Proteins zu erwarten gewesen wire (Tabelle 1). Bei
diesen Versuchen wurde nach Dextran-Gel-Filtration
die proteingebundene Menge an Trijodthyronin mit
der unter Methoden beschriebenen Jodbestimmung
ermittelt. Diese Versuchsanordnung bot den Vorteil,
da man Trijodthyroninkonzentrationen und niché
nur prozentuale Verteilungen messen konnte, sie war
jedoch zu ungenau und umstéindlich, um fiir die klini-
sche Diagnostik, d.h. fiir die Bestimmung der Trijod-
thyroninbindung an Serumproteine benutzt werden
zu kénnen. Ferner war storend, daf nur etwa 41 % des
in einer eingewogenen Trijodthyroninmenge befind-
lichen Jods mit der Cer-Ammonsulfat-Methode erfafit
wurden. Diese Schwierigkeit war auch Barx®r [8] bei
seinen Untersuchungen tiber den Jodnachweis in
Papierchromatogrammen von Thyroxinanalogen auf-
gefallen.

Die Bestimmung des proteingebundenen Jods
(PB*T)mittels alkalischer Veraschungnach BARKER [7]
ist ein jahrelang in die klinische Schilddriisenfunktions-
diagnostik eingefithrtes Verfahren. Es handelt sich um
eine Modifikation von alteren Verfahren [16, 177. Es ist
technisch einfach und nach unserer Erfahrung aus-
gezeichnet reproduzierbar. Die Methode empfiehlt sich
besonders bei einer groBen Zahl von anfallenden
PB#7]. Bestimmungen, wenn die Automation noch
nicht zur Verfiigung steht [18]. Wie unter Methoden be-
reits erwihnt, ist bei diesem Verfahren auf die griind-
liche Siureextraktion nach der Veraschung besonders
7z achten. Versuche, bei denen 31Jod-markiertes
Thyroxin dem Serum von zwei euthyreoten Patienten
vor der alkalischen Proteinfillung zugesetzt wurde,
zeigten (Tabelle 2), daB 39,5% der eingesetzten Radio-
aktivitdt in den zur Jodbestimmung verwandten 4ml
des sauren Extraktes der veraschten Proteinsedimente
wiedergefunden wurden. Der Rest des Extraktes
(4 ml) und die Asche enthielten die iibrigen 60,5% der
Radioaktivitat. Das zeigt einmal, daB das sorgfiltige
Umrithren bei Zufuhr des Siuregemisches zum ver-
aschten Riickstand der die Jodausbeute bestimmende
Schritt ist und daB bei der offenen alkalischen Ver-
aschung (600°C) kein Jodverlust vom Thyroxin-
¥Jod entsteht. Kurzmv [19] hat berichtet, daB nach
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Tabelle 2
Ausbeute an .Jod bes Zusatz von L-Thyroxin-*tJod 2um
Serum bei der P.B'¥1-Bestimmunyg miltels offener alkalischer
Veraschung (Banger). Erkldrung s. Teat. Angegeben sind Mittel-
werte von je vier Bestimmungen in zwei Sera euthyreoter Patienten

I | Eingesetzte IPM . . . . . . 27957 | 100%
II | IPM in 4 ml,,Sdureextrakt’ . 11012 39,5%
III | IPM in den restlichen 4 ml
Saureextrakt und Asche-
riicksténden . . . . . . . 17729 63,5 %
iv Summe TPM IT4-I1I | 28741 103 %

dieser Veraschung Na'¥J vollstindig wiedergefunden
wurde, Bei der iiblichen Verwendung von 4 ml Saure-
extrakt fiir die Jodbestimmung liegt die Ausbeute fir
das aus Thyroxin stammende Jod also bei 2 X 39,5% =
79% . Dieser Wert? stimmt mit den in der Literatur,
auch fir die saure Veraschung mit und ohne Destilla-
tion, angegebenen Werten in etwa iiberein [16, 20]. —
Inentsprechenden Versuchen wurde dem Serum Trijod-
thyronin-1¥1Jod zugesetzt. Dabei wurden von der ein-
gesetzten Radioaktivitdt nur etwa 60% im sauren
Extrakt der veraschten Serumproteine wiedergefun-
den. Das ist moglicherweise der Ausdruck der gegen-
iber Thyroxin deutlich schwécheren Proteinbindung
des Trijodthyronins im Serum [15].

Diskussion

Zum Studium der Transport- und Bindungsverhélt-
nisse von Trijodthyronin im Serum sind eine ganze
Reihe von Verfahren angegeben worden. Fiir die K-
nik haben sich einerseits Methoden zur Bestimmung der
Bindung von zugesetztem L-Trijodthyronin-®Jod an
Erythrocyten und andererseits Verfahren, die die Bin-
dung von Trijodthyronin an Serumproteine direkt oder
indirekt messen, bewdhrt [1—4, 12, 21—25]. Die Me-
thoden des L-Trijodthyronin-1¥Jod-Erythrocyten- Auf-
nahmetestes| 1] und des L-Trijodthyronint*Jod-Ionen-
austauscherharz-Aufnahmetestes [22-—25] wurden von
uns selbst nicht mit dem von uns angewandten Verfah-
ren der Dextran-Gel-Filtration zur Bestimmung sowohl
des sog. freien, als auch des proteingebundenen Anteils
an zugesetztem L-Trijodthyronin-'*Jod verglichen.
Wie RaBmwowrrz u. Mitarb. zeigen konnten [2, 3], sind
der Erythrocytenaufnahmetest und die Dextran-Gel-
Filtrationsmethode beziiglich der Zuverlissigkeit und
der Ergebnisse praktisch gleichwertig. Der Erythro-
cytenaufnahmetest ist mit gewissen Nachteilen, wie
dem zeitraubenden Waschen der Erythrocyten, der
Gefahr der Hamolyse und der Abhéngigkeit der Er-
gebnisse vom Hamatokrit-Wert behaftet [26]. Er er-
laubt ferner nicht, das freie 131Jodid aus dem Reaktions-
gemisch zu eliminieren. Demgegeniiber bietet das
Dextran-Gel-Filtrationsverfahren gewisse Vorteile:
Die Methode ist nach unserer Erfahrung technisch ein-
facher [2, 3, 4, 12] und zeitsparender, vor allem dann,
wenn die Batch-Technik neben der ,,Chromatopart*-
Technik (vgl. Methoden) angewandt wird. Ein wesent-
licher Vorteil liegt darin, daB das Verfahren die unab-
héngige Bestimmung des sog. freien und des protein-
gebundenen L-Trijodthyronin-31Jods erlaubt und die
Moglichkeit zur Durchfithrung der Verdringungs-
versuche bietet, welche den klinischen Wert der
Methode erhohen [15].

2 Auch bei Verwendung von Jodo-trol®, Dade Reagents,
Inc., lag die PB**I-Ausbeute bei 80%.

Ga
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Mit der Methode der Dextran-Gel-Filtration mifit
man keineswegs den physiologischerweise protein-
gebundenen und ,,freien” Anteil des Hormons. Wir
haben daher die Bezeichnung ,.sogenannter freier
Anteil an L-Trijodthyronin-t¥Jod gewihlt, Es ist ver-
schiedentlich behauptet worden [2, 74], daf} bei diesem
Verfahren das Dextran-Cel lediglich als Molekiilsieb
wirke und keine Kompetition zwischen Dextran-Gel
und Plasmaproteinen um das zugesetzte L-Trijod-
thyronin bestiinde. Die hier mitgeteilten Versuche
(Abb. 5) zeigen dagegen, daB sich das reversibel ge-
bundene L-Trijodthyronin kompetitiv zwischen Se-
rumproteinen und Dextran-Gel verteilt [27]. Bei Sdulen
mit groBerer Dextran-Gel-Menge ist deshalb auch der
Anteil des ,sogenannten freien” L-Trijodthyronin-
18 Jods deutlich hoher. Schitzt man die Werte fiir sog.
freies bzw. proteingebundenes L-Trijodthyronin (Abb.5)
fiir gegen Null sinkende Dextran-Gel-Mengen, so er-
halt man Werte fiir sog. freies L-Trijodthyronin-1*Jod
von unter 5%. Die direkte Messung des Anteils an
freiem L-Trijodthyronin durch Dialyse-Versuche3
zeigt, dal sogar weniger als 1% des gesamten L-Tri-
jodthyronins in freier Form vorliegt. Es kann also kein
Zweifel daran bestehen, daB das Dextran-Gel mit den
Serumproteinen um das zugesetzte L-Trijodthyronin
kompetiert und nicht als einfaches Molekiilsieb wirk-
sam ist. Die Bezeichnung ,freies’ L-Trijodthyronin
sollte daher bei Anwendung dieses Verfahrens sowie
des Erythrocytenaufnahmetestes und auch des Resin-
Aufnahmetestes vermieden werden. — Dal} Dextran-
Gel bei den beschriebenen Verfahren nicht nur als
Molekiilsieb wirksam ist, sondern Adsorptionsvorginge
fiir die Bindung des Trijodthyronins an Sephadex-G25
eine Rolle spielen, war schon aus dem Elutionstyp des
Trijodthyroning zu schliefen [6]. Wie oben besprochen,
passiert Trijodthyronin die Dextran-Gel-Sdulen er-
heblich langsamer, als z.B. Natriumjodid, ein Befund,
der nicht allein durch die MolekiilgréBe der Verbin-
dungen zu erkliren ist.

Wir sind der Ansicht, daB man mit der Bestim-
mung des ,,freien® Anteils an L-Trijodthyronin-*3'Jod
einen physiologisch und auch pathogenetisch wichtigen
Parameter der Schilddriisenfunktion mift. Es ist zur
Zeit zwar noch nicht moéglich, den tatséchlich physio-
logischerweise vorhandenen freien Anteil des L-Trijod-
thyronin zu bestimmen. Einerseits gilt némlich, daB
das bei dem Dextran-Gel-Filtrationsverfahren, eben-
so wie bei dem Resin- oder Erythrocytenaufnahme-
test, zugesetzte Trijodthyronin sich zwischen Serum-
proteinen und den mehr oder weniger physiologischen
Akzeptoren kompetitiv verteilt. Andererseits besteht
auch bei Dialyseversuchen kein physiologisches Ver-
héltnis zwischen extracelluldren sowie celluléren Bin-
dungsstitten und wilirigem Verteilungsmediem fir
Schilddriisenhormone. Alle diese Verfahren haben
ferner den Nachteil, daB radioaktiv markiertes L-Tri-
jodthyronin in Mengen zugesetzt werden muB, die im
Bereich der physiologischen Trijodthyroninkonzen-
trationen liegen. Man arbeitet also keineswegs mit
einem ,,tracer” im strengen Sinn der Definition. Hs
ist aber wohl doch méglich, Aussagen fiber die umter-
schiedliche Bindungsintensitét von Trijodthyronin und
Thyroxin zu machen. Vergleicht man die mittels
Dextran-Gel-Filtration bestimmten Werte fir ,,soge-

3 INGBAR, S.H.: Persénliche Mitteilung vorlaufiger Er-
gebnisse (1965).
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nanntes freies” L-Trijodthyronin-'*Jod (normal ca.
11 bis 19%) mit den Werten fiir ,,sogenanntes freies‘
L-Thyroxin-**Jod (normal ca. 2 bis 3%), so findet
man, daf der prozentuale Anteil an sog. freien T;-131
etwa zehnmal so grof ist, wie derjenige an sog. freien
T,-131 [15]. Ein entsprechendes Verhiltnis findet man
bei Bestimmung des ,freien” Anteils der Hormone
mittels Dialyseverfahren. Man weill nun, daB die
physiologische Aktivitit eines Hormones von der
Konzentration des nicht proteingebundenen Anteils
abhéngt. Man hat die Konzentration an freiem Hor-
mon auch , Aktivitdt in Analogie zur Ionenaktivitit
der physikalischen Chemie genannt. — Es ist anderer-
seits bekannt, dal} die periphere L-Thyroxin-Konzen-
tration mindestens zehnmal so hoch ist wie die des
L-Trijodthyronins [46]. L-Thyroxin stellt somit den
Hauptanteil der zirkulierenden Schilddriisenhormone.
SchlieBlich ist die Wirkung von L-Trijodthyronin auf
den Basalstoffwechsel etwa achtmal stérker als die
von L-Thyroxin [28]. Andere Autoren berichteten, daf
bei Injektion von aequimolaren Mengen von L-Trijod-
thyronin und L-Thyroxin die erstgenannte Substanz
eine ragchere und stdrkere Wirkung auf den Basalstoff-
wechsel hatte [29]. Es ist ja auch diskutiert worden, ob
nicht L-Thyroxin erst an der 5 Stelle dejodiert wer-
den miisse, ehe es seine Wirksamkeit entfalten kann[30].
Rechnet man alle diese Daten zusammen, so erkennt
man, daf dem ,freien* oder auch dem ,,sogenannten
freien” L-Trijdothyronin eine wesentliche physiolo-
gische Bedeutung zukommen muf.

Fiir die Hohe des Anteiles an sog. freien L-Trijod-
thyronin im Serum ist im wesentlichen die L-Thyroxin-
konzentration verantwortlich [21]. Esist daher versucht
worden, auf diesem Prinzip eine Bestimmungsmethode
fir die Thyroxinkonzentration im Serum aufzubauen
[31, 32]. Dabei wird das in einem Probandenserum ent-
haltene Thyroxin alkoholisch extrahiert und die Ver-
dringung von an die Proteine eines gepoolten Normal-
serums gebundenem L-Trijodthyronin-®Jod nach
Zusatz der unbekannten Thyroxinmenge gemessen.
Das von uns angewandte Verfahren bietet gegentiber
dieser Methode, welche im tbrigen sehr von der Voll-
stindigkeit der alkoholischen Extraktion des L-Thy-
roxins aus dem Probandenserum abhingig ist, den
Vorteil, dafl die L-Thyroxin-Konzentration nicht be-
ziiglich ihrer Wirkung auf die L-Trijodthyronin-¥tJod-
Bindung in einem gepoolten Normalserum, sondern
fiir die tatsichlichen Proteinbindungsverhalinisse im
Serum eines zu beurteilenden Patienten untersucht
wird.

Das in steigender Konzentration dem Serum zuge-
setzte, nicht markierte L-Trijodthyronin fihrt zu
einer je nach dem Schilddrisenfunktionszustand [15]
mehr oder weniger grofien Verminderung des prozen-
tualen Anteils des proteingebundenen L-Trijodthyro-
nin-*#Jods (Verdringungsversuche). Theoretisch miiB3-
te mit Krhéhung der Konzentration eines Liganden
(T,) der prozentuale Anteil der proteingebundenen
Form des Liganden sich asymptotisch einem Null-
wert nihern [33]. Wird der Ligand jedoch von mehr als
einem Protein gebunden und haben diese in verschie-
dener Konzentration vorliegenden Proteine unter-
schiedliche Affinitat zu dem Liganden, so fithrt das
zu einer erheblichen Abflachung der Asymptote, die
sich jetzt nicht, oder nur bei sehr hoher Konzentration
dem Nullwert zu nihern braucht. Bei der beobachteten
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Kurve (Abb. 7) handelt es sich daher um die Resul-
tante der Sittigungskurven verschiedener Proteine fiir
den Liganden (T} einerseits und der Verdringungs-
kurven fiir kompetitiv gebundene Substanzen (z.B. T,)
andererseits. In dem von uns gewahlten Bereich der
L-Trijodthyronin-Konzentration nimmt dementspre-
chend der prozentuale Anteil des proteingebundenen
L-Trijodthyronin-**Jods nur sehr langsam ab, wih-
rend die Menge des proteingebundenen L-Trijod-
thyronin steil zunimmt (Abb. 6 und 7). Daraus kann
man schliefen, dafl die Gesamtbindungskapazitdt der
Serumproteine fiir L-Trijodthyronin mit den in den
beschriebenen Verdringungsversuchen angewandten
Hormonkonzentrationen bei weitem nicht ausgenutzt
war [34].

Die Bestimmung der Bindung von zugesetztem
L-Trijodthyronin-**Jod an Serumproteine 146t sich
durch Anwendung der Zonenelektrophorese verfei-
nern., Durch diese Methode wird es méglich zu messen,
wieviel ' L-Trijodthyronin-'*Jod an das thyroxin-
bindende Globulin (TBG) fixiert wird. Bei Zusatz
von nicht markiertem L-Trijodthyronin (bis 0,5 pg/ml)
erniedrigt sich der Anteil des an TBG gebundenen
L-Trijodthyronin-#Jods. Dem entspricht, dall bei Zu-
satz von L-Thyroxin-*®Jod der an TBG gebundene
Anteil bei Schilddriiseniiberfunktion erniedrigt und
bei Schilddriisenunterfunktion erhoht ist [35, 36]. —
Papierelektrophoretische Auftrennung des Serums
zeigt, daf sich das L-Thyroxin nicht nur an die spezi-
fischen Proteine der Interalpha-Phase bindet, sondern
auch die weniger spezifischen Praalbumine und Albu-
mine mit L-Thyroxin beladen sind [37]. Bei der Unter-
suchung der Bindungskapazitat des Serums fiir L-Thy-
roxin fand man [38] bei einer Konzentration von L-Thy-
roxin, die etwa das Zwei- bis Dreifache der normalen
betrug, eine zunehmende Abwanderung des L-Thy-
roxins vomn TBG zum Albumin und anderen Proteinen.
Die Untersuchung der Bindung von Thyroxinanalogen
an Albumin zeigte, dall die Bindung von D- und L-
Thyroxin gleich stark war, also nicht stereospezifisch
ist, und dafl L-Trijodthyronin wesentlich schwicher ge-
bunden wurde[39, 40, 41]. Die Affinit4t des L-Thyroxins
zu den Serumproteinen ist absteigend vom thyroxin-
bindenden Globulin (TBG) tiber die Prdalbumine
(TBPA) zu den Albuminen zwei- bis sechsmal so grofl
wie fiir das L-Trijodthyronin (zit. nach [42]).

IngBar und FREINKEL[43, 44] postulieren eine Reihe
von Gleichgewichten zwischen ,freiem‘ L-Thyroxin,
sowie T,-bindenden Proteinen und dem Hormon-
proteinkomplex. Die folgenden Gleichungen beschrei-
ben die Gleichgewichte zwischen L-Thyroxin (T,) und
celluldren (TBC;) sowie extracelluliren (TBC,)
thyroxinbindenden Komponenten (TBC) und den
Komplexen von Thyroxin und thyroxinbindenden
Komponenten andererseits.

K,
+ TBCee ==== TBCec X T,

K,

4
-~ TBCe

, Ke
TBCe X T, —— »D

Die Formel wird mit dem Ausdruck (D = Degra-
dation) der Vorstellung gerecht, daf das cellulir
gebundene Hormon zum Teil abgebaut wird. Man darf
annebmen, dafl das MaB der Beeinflussung des cellu-
laren Stoffwechsels durch Schilddriisenhormone von
der Menge an cellulir gebundenem IL-Thyroxin
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{TBC, x T,) abhéngig ist. Bei dem in dieser Arbeit
beschriebenen Dextran-Gel-Filtrationsverfahren spielt
das Dextran-Gel die Rolle der celluldren thyroxin-
bindenden Komponenten. Es imitiert somit die phy-
siologischen Verhiltnisse und stellt bei der Versuchs-
anordnung eine konstant gehaltene GroBe dar.

Die Autoren danken der Deutschen Forschungsgemein-
schaft fiir eine Sachbeihilfe (Sc¢ 4/14-3). Frau D. SgmErT und
Frau E. SaMBAUER danken wir fiir ausgezeichnete technische
Assistenz. Die in dieser Arbeit mitgeteilten Ergebnisse sind
zum Teil der Dissertation von R.LANDGRAF entnommen [45].

Zusammenfassung. 1. Es wird eine Methode zur
gleichzeitigen Bestimmung des sog. freien und des
proteingebundenen Anteils von in vitro zugesetztem
L-Trijodthyronin-13Jod im Serum mittels Dextran-
Gel-Filtration angegeben. In der beschriebenen Form
ist diese Technik fiir die routinem#fiige Anwendung
in der Klinik zur Bestimmung der Bindungs- und
Transportverhdltnisse von Trijodthyronin geeignet.

2. In sog. Verdrangungsversuchen wurde nicht-
markiertes Trijodthyronin dem Inkubationsgemisch
von Serum und L-Trijodthyronin-'*Jod zugesetzt.
Die zugesetzten Trijodthyroninmengen erschopfen die
Gesamtbindungskapazitdt der Serumproteine in dem
gewahlten Konzentrationsbereich keineswegs. Im
Gegensatz zum Verhalten der prozentualen Anteile
des sog. freien und des proteingebundenen Trijod-
thyronins steigt die absolute Menge des protein-
gebundenen Trijodthyronins dabei steil an. Man findet
eine Kurve, die nicht einer einfachen Sittigungskurve
entspricht, sondern eine Resultante aus Séttigungs-
kurven verschiedener Trijodthyronin-bindender Pro-
teine und Verdringungskurven kompetitiv gebunde-
ner Substanzen (z.B. Thyroxin) darstellt.

3. Dextran-Gel wirkt nicht als einfaches Molekiil-
sieb fiir Trijodthyronin. Es greift vielmehr durch
Adsorptionsvorgénge kompetitiv in die Serumprotein-
bindungsverhéltnisse des Trijodthyronins ein. Die
physiologische Bedeutung des sog. freien Anteils an
Trijodthyronin wird diskutiert.

4. Die Methode zur Bestimmung des protein-
gebundenen Jods (PB!'?71) mittels alkalischer offener
Veraschung (BARKER) wurde technisch vereinfacht
und beziiglich ihrer Reproduzierbarkeit untersucht.
Die #Jodausbeute aus zugesetztem L-Thyroxin-
1B Jod lag bei diesem Verfahren bei ca. 80%.

Swmmary. 1. A method allowing the simultaneous deter-
mination in serum of the socalled free and the protein bound
part of l-triiodothyronine-**1I added in vitro, using dextran
gel filtration, is presented. Assessment of serum protein
binding and transport of triiodothyronine can be conveniently
performed for clinical purposes by this procedure.

2. In socalled discharge experiments non-labelled triiodo-
thyronine is added to incubation mixtures of serum and 1-tri-
iodothyronine-1311. The amount of added triiodothyronine did
not exhaust the total binding capacity of serum proteins for
triiodothyronine. In contrast to the behaviour of the percent-
ages of socalled free and protein bound triiodothyronine the
absolute amount of protein bound triiodothyronine was rising
linearly with rising concentrations of triiodothyronine added.
The curve obtained was interpreted as resulting from saturation
curves of different triiodothyronine binding proteins and
discharge curves of competitively bound substances, e.g.
thyroxine. '

3. Dextran gel is not acting merely as molecular sieve for
trilodothyronine, but rather competing actively with serum
proteins for triiodothyronine, adsorbing the latter. The phy-
siological réle of the socalled free triiodothyronine is discussed.

4. With addition of 1-thyroxine-311 80% of ¥odine was
recovered, when the method of BARKER for determination of
serum protein bound *%iodine (open alkaline ashing) was used.

6*
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Wenige Jahre nachdem Horrmany (1896) [24] und
nach ithm mehrere Autoren auf Muskelatrophien bei

* Die Untersuchungen wurden mib Unterstitzung der
Deutschen Forschungsgemeinschaft durchgefithrs.

der ,, Thomsenschen Erkrankung® hingewiesen haben,
grenzten STEINERT [49] und gleichzeitig BarTeN und
Gigs [3] das Krankheitsbild der ,, Myotonia atrophica™
von der ,Myotonia congenita® ab. Hierbei wies



