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Die Gegenwirkung der physiologischen Téatigkeit des Insu-
larapparates der Bauchspeicheldriise und der Schilddriise ist
schon seit langem bekannt. Viele Forscher haben sich bemiiht
vereinzelte Fragen dieses Verhiltnisses oder das ganze Problem
zu lésen. Der Weg der zum erwéhnten Ziel fithren sollte, ging
selbstverstandlich auch durch die Untersuchungen von Eigen-
schaften und Wirkungen der vereinzelten Inkrete, die die gen-
nanten Driisen absondern.

Schon lange wurde von Ducheneau') und Bodan-
s k'y?) beobachtet, dass Thyreoidektomie bei Tieren die Em-
pfindlichkeit gegen Insulin erhéht. Hyperthyreoidismus auch
kiinstlich erzeugt ist dagegen oft mit einer leichten Hypergly-
kdmie begleitet. ~

Bodansky®) priifte bei der simultanen oder vorhergehen-
den Injektion von Thyroxin die Geschwindigkeit des durch In-
sulin verursachten Blutzuckerabfalls und konnte nur eine ver-
zogerte Wiederherstellung der normalen Blutzuckerwerte
feststellen. Denselben Effekt beobachteten spiter auch Hous-
say und Busso'). Wenn dagegen die Thyroxininjektion gegen
das Ende der durch Insulin verursachten Hypoglykédmie verab-
folgt wurde, konnten sie eine unmittelbar folgende Euglykamie
nachweisen, Diese Effekte kann man einer durch Thyroxin
erzeugten Verarmung der Leber an Glykogen zuschreiben, die
aber im zweiten Falle nicht stattfindet. Bei normalen Tieren
beobachteten sie ebenso beim Schaf dass nach der Insulin-
hypoglykdmie Thyroxin die Riickkehr des Blutzuckers auf die
normalen Werte beschleunigt.

Die Fiitterung mit Schildriise erzeugt wie manche Authoren
bestétigen konnten® % 7 %) eine erhéhte Resistenz gegen die In-
sulinwirkung. Nach ihren Angaben sind solche durch Insulin
erzeugte Blutzuckerkurven im garzen abgeflacht.

Asher und Okamura?) haben Tiere mit Schilddriise-
tabletten gefiittert und den Effekt der Tabletten durch die An-
wendung von Insulin und Glukose geddmpft. Ein vermindenter
Sauerstoffverbrauch nach Insulinzufuhr bei Basedowkranken
bemerkte auch M ayer'). ;

Die Auffassung von Sie g e1") besteht darin, dass Thyroxin
sowie Insulin ihre Wirkung auf die Leberzelle selbst ausiiben

*) Vortrag gehalten in der Gesellschaft fiir Exper. Medizin in Zagreb,
am 5 Dezember 1949, ' o '
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Er beobachtete auch bei Thyreotoxikose eine Verzégerung der
durch Insulin ausgelésten Hypoglykdmie. Gesunde Menschen,
die Thyroxin bekommen hatten, zeigten eine Stunde spiter mit
Insulin behandelt auch eine verzdgerte Erniedrigung des Blut-
zuckerwertes.

Was den Mechanismus dieser Wirkung betrifft sind die Be-
funde von Althausen und Stockholm®) merkwiirdig.
Diese Authoren haben bestitigt, dass das Schilddriisehormon im
Darmapparat die Resorption von Dextrose, Galaktose, Stirke
und Oleinsidure verstirkt,

Es ist bekannt, dass Thyroxininjektionen einen Glykogen-
abfall in der Leber und im geringeren Ausmass auch im Muskel
verursachen. Solche und &hnliche Ergebnisse fithrten zum
Schluss, dass nicht nur der Angriffspunkt von Hormonen, son-
dern auch der Hormonantagonismus auf Stoffwechsel statt-
findet.

Der thyroide und metathyreoide Diabetes mellitus sind nach
Houssay® Ausdriicke einer reversiblen und irreversiblen
Schiadigung der @-Inselzellen von Pankreas durch die Schild-
driise. Der erste besteht aus extrapankreatischen Stérungen wie:
erhéhte Glukoseabsorption, Abfall des Leberglykogens, erhéhte
Resistenz auf Insulin, erhéhter Grundumsatz und erhéhte Labi-
litat auf Ketondmie und Ketonurie. Das zweite weist neben
diesen Erscheinungen auch eine Hyperglykdmie bedingt durch
eine irreversible Schidigung der {-Inselzellen auf,

Um das Problem auch von chemischer Seite zu beleuchten
soll man einige Eigenschaften der genannten Substanzen Thyro-
xin und Insulin in Betrachtung ziehen. Wie wir beobachtet ha-
ben'), reagiert Thyroxin wahrscheinlich mit Thrombin indem
es die durch Thrombin ausgeléste Fibrinogengerinnung verzé-
gert. Es ist nicht bewiesen, dass Thrombin Disulfidgruppen in
seinem Molekiil besitzt aber voraussetzend, dass Thyroxin eben
mit diesen Gruppen reagiert, sollte sich derselbe Effekt mit
Insulin wiederholen.

Wie schon bekannt, besitzt reduziertes Insulin keine Fahig-
keit Blutzucker zu erniedrigen’® ') und viele Reduktionsmittel
zerstoren seine Wirksamkeit. Niemann und Redemann')
haben festgestellt, dass nur diejenigen Thyroxinanaloge thyro-
xinartige Eigenschaften besitzen, die imstande sind sich chionid
umzusetzen und dass ihre Wirksamkeit abhingig von der Ein-
stellung des Gleichgewichtes ist d. h. »vom Redoxpotential des
Systems als ganzes«, .

Damit haben die erwdhnten Authoren die Befunde von man-
chen anderen Forschern bestitigt und erweitert. Die vorherge-
gangenen Arbeiten von G a d d u m'®) verdienen eine besondere
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Aufmerksamkeit. Er hat gezeigt dass Thyronin, 88-Di/3,5-dijod-
4-hydroxyphenyl)-alanin und 3,5-Dijodtyrosin ohne irgendeinen
Einfluss auf die Kaulquappenmetamorphose und auf den Sauer-
stoffverbrauch der Raten sind. Er verlangte, dass eine Verbin-
dung, um thyroxinartige Wirksamkeit zu entfalten, in ihrem
Molekiil das Sauerstoffatom zwischen zwei Phenolringen als
Ether, vier Jodatome (in jedem Phenolring auf 3,5-Stelle) und
auf einem Ring Alanin in para-Stellung besitzt.

Endlich haben Frieden und Winzler') ebenfalls mit
dem Kaulquappenmetamorphosetest gezeigt, dass diejenigen
Verbindungen thyroxinartige Wirksamkeit besitzen, die ortho-
dihalogenphencldiphenylethersche Konfiguration, eine Hydroxyl-
gruppe in ortho- oder para-Stellung beziiglich des Ethersauer-
stoffs und eine Seitenkette (ohne eine genaue Beschreibung)
besitzen,

Voraussetzend dass das Thyroxin imstande ist als Reduzens
die noch unbewiesenen Disulfidgruppen in Thrombin zu redu-
zieren, wollten wir dies auch mit Insulin priifen. Roche und
Michel?) haben gezeigt, dass in tierischen hypertrophierten
Schilddriisen der Cystingehalt mit dem sinkenden Thyroxinge-
halt parallel verlauft.

Es ist ganz klar, dass solch eine Vereinfachung der Problem-
16sung nicht imstande ist, das ganze Problem zu umfassen, aber
auf diesem Wege arbeitend hofften wir, dass viele Ereignisse
in diesem Hormongegenspiel aufs Licht gebracht werden
konnten.

Versuchsanordnung und Ergebnisse

Die Versuche fiihrten wir mit dem amorphen Insulin (»Pli-
va«)®) der 20 internationale Einheiten in 1 mg enthielt durch.
Vom Hormon wurde eine 0,5%ige Lésung im gepufferten Wasser
pH 8 angefertigt,

Thyroxin, das wir benutzt haben, war dl-Thyroxin (Roche])
in einer 0,5X10° molaren Losung die auch im gepufferten Was-
ser bei pH 8 gel6st wurde.

Die Molaritdt von Insulin (unter der Voraussetzung dass
seine Molekulargewicht 35000 betrdgt) war ungefiahr zwdlf mal
kleiner als jene von Thyroxin. Die Rechtfertigung dafiir fanden
wir in der Behauptung von S an ge r?), nach der ein Insulin-
molekiil sechs Disulfidbriicken besitzt. Zwei Molekiile von Thy-
roxin, aber, haben die Fihigkeit, nach unseren Vorstellungen
mit einer Disulfidbriicke des Insulinmolekiils zu reagiren.

: *) Wir sprechen Herrn Dr. Ing/ M, Piantanida von der Arzneimittel-
fabrik »Pliva«, der uns das Insulin fiir unsere Untersuchungen zu Verfii-
gung gestellt hat, auch an dieser Stelle unseren Dank qus. Co
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 Fiir biologische Versuche haben wir dasselbe Insulinpra-
parat beniitzt, dass wir gelost haben in der Weise, dass 1 ccm
0,4 Einheiten enthielt. Thyrcxin »Roche« in Ampullen war in
1liger Konzentration.

Die biclogischen Versuche fithrten wir mit Meerschwein-
chen von cca 200 g Kérpergewicht durch. Blut fiir die Blut-
zuckerbestimmung haben wir aus dem Herz entnommen indem
wir »Liquoid« (Roche) in Pulver als antikoagulans beniitzt ha-
ben. Nach der Methode von Haagedorn und Jensen
bestimmten wir die Blutzuckerwerte.

Zuerst wiederholten wir mit Insulin die Versuche, die wir
schon mit Thrombin durchgefiihrt hatten. Wir stellten neun Pro-
ben ein, die aus 2 ccm Insulinlésung und 2 cem Thyroxinlésung
von pH 8 bestanden. Je fiinfzehn Minuten titrierten wir eine
Probe. Die erste Probe titrierten wir sobald wir die Mischung
eingestellt hatten. Vor der Titration wurde die Mischung mit
0,5 ccm Eisessig angesduert. Dabei fiel Thyroxin aus der Lé-
sung, Parallel stellten wir auch Kontrollproben ein, die aus Insulin
oder Thyroxin allein bei demselben pH bestanden. In der Mi-
schung bestimmten wir mit einer centinormalen Thiosulfatlésung
riicktitrierend unter der Zugabe einer centinormalen Jodlésung
in Uberschuss die entstandenen reduzierten Gruppen im Sy-
stem., Die Kontrollproben fithrten wir durch um eventuelle
Fehler auszuschliessen, unter der Annahme dass Insulin in einer
alkalischen Losung reduziert wird, Die Ergebnisse sind in der
Tabelle I. dargestelt. Die Zahlen bezeichnen Kubikcentimeter
der verbrauchten centinormalen Jodlésung nach dem Zusammen-
stehen von 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 und 120 Minuten.

Tabelle I
cem der verbrauchen %O— Jodlésung nach Minuten: '
X
0o |15 |30 |65 |eo |55 |90 |15 |20

Thyroxin 0 0 0 0 I 0 0 0 0 0
Insulin 0;: |0 0 0 0 0 0 0 0
‘I_rn-su‘]i.n

t 0 0,021 0,058] 0,082 0,171} 0,160 , 0165, 0,173 0,169
Thyroxin {

Wie aus der Tabelle I und Abb. 1. ersi:chtlicil ist, entsteht
im System eine Reduktion, die sich im vermehrten Verbrauch
der Jodlésung dussert. Dass es sich dabei um eine Reduktion
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von. Disulfidbriicken handelt, konnten wir mit dem Nachweis
der entstandenen Sulthydrilgruppen mittels der Nitroprus-
sidreaktion bestitigen.

Die Kontrollproben zeigen, dass dies keine Wirkung der
alkalischen Reaktion auf Insulin ist.
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Abb. 1.
Die Ordinate bezeichnet den Verbrauch der centinormalen Jodlosung
in Kublkcentimeter, die Abszisse die Beriihrungsdauer von Insulin mit
Thyroxin in Minuten (siehe Text).

Nach diesen Versuchen konnen wir uns der fritheren
Behauptungen zuwenden, dass Thyroxin im Falle einer unmittel-
barer Berithrung auf das Insulin als Reduzens wirkt.

Nach fritheren Angaben wird Insulin nach Beriihrung mit
einem Reduzens reduziert und dabei auch inaktiviert. Den
obvigen Ergebnissen zufolge muss man sich fragen, ob nach
einer solchen Thyroxinwirkung in vitro, Insulin ebenso in seiner
Tatigkeit inaktiv wird.

Um das zu prufen, haben wir Versuche mit Meerschwein-
chen durchgefiihrt indem wir bei ihnen die Erniedrigung der
Blutzuckerwerte zwei Stunden nach der Verabfolgung von Insu-
lin, Thyroxin oder einer Mischung beider bestimmten,

Der ersten Gruppe von Meerschweinchen haben wir sub-
kutan Insulin injiziert, das vorher zwei Stunden lang bei Zim-
mertemperatur und pH 8 stand. Die Hormonlésung enthielt 0,4
Einheiten prc 1 ccm. Vor der Anwendung wurde die Losung
mlt Eisessig bis zum pH 3,5 angesduert,

"Die zweite Gruppe bekam eine gleiche Menge von Insulin,
das vorher unter denselben Bedingungen als oben diesmal aber



mit Thyroxin inkubiert wurde. Beim Ansiueren fiel das Thyro-
xin aus, die Lésung wurde zentrifugiert und die oberstehende
Fliissigkeit injiziert. '
Die dritte Gruppe bekam Thyroxin im gleichen Ausmasse
wie die zweite, nur wurde diesmal das Thyroxin mit Wasser in-
kubiert, dann wie oben angesiuert, zentrifugiert und injiziert.
Die vierte Gruppe diente uns als Kontrollgruppe. -
Versuchsergebnisse sind in Tabelle II. dargestellt.

Tabelle II
o i
Gruppe
L L v IIL s IV,

injiziert wurde

Insulin
Insulin + Thyroxin Kontrolle
Thyroxin ;
Blutzuckerwerte in mg % je Versuchstier zwei Stunden
nach Injektion
52 63 68 110
97 144 80 108
47 175 93 113
41 84 66 108
104 143 92 88
54 109 124 127
70 88 94 94
73 139 134 92
70 108 89 94
87 145 97 :
72 63 100
88 182 92
81 134
86
71y5:+5,3%) 115,218,6%) 94,1:15,7%) 103,844,2%)

Das stark ausgepriagte P berechnet fiir die Werte der Grup-
pe L. und IV, bestitigt uns die bekannte Tatsache, dass ndmlich
Insulin auf Blutzucker erniedrigend wirkt. Bei der Errechnung
von P fiir die I. und II. Spalte der Tabelle II. bekommt man
wieder P stark ausgepragt (P <{0,001) was unsere Voraussetzung
von der Inaktivierung von Insulin durch Thyroxin unzweifelhaft
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bestatigt. Abbildung 2. stellt diese Ergebnisse graphisch dar.
Zwischen den Werten der Spalten IL, III, und IV. besteht da-
gegen kein augenscheinlicher Unterschied, obwchl man mach
dem ersten Blick denken koénnte, dass das Thyroxin allein die
Blutzuckerwerte erniedrige, mit Insulin aber dieselben erhdhe.
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Abb. 2.

Inzwischen ist Thyroxin nie einverleibt geworden weil die L&-
sung vor der Injektion angesduert und zentrifugiert wurde und
der Niederschlag bestehend aus unléslichem Thyroxin verworfen
wurde,

Besprechung der Ergebnisse

Nach den beschriebenen Versuchen kann man behaupten,
dass ITnsulin in Berithrung mit Thyroxin reduziert und damit
auch in seiner Wirkung inaktiviert wird. Diese Reduktion spielt
sich an den Disulfidgruppen ab, was aus dem Auftritt der posi-
tiven Nitroprussidreaktion im System bestehend aus Insulin
und Thyroxin geschlossen werden kann. Zum Schluss kénnten
wir nach einer groben Analogie mit unseren Resultaten mit
“Thrombin'3), sagen, dass Thyroxin die Fahigkeit besitzt im
:Eiweissmolekiil die Disulfidbriicken zu spalten und zu redu-
zieren, ' ‘
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Es kann an dieser Stelle auch die Frage nach dem Schicksal
des Thyroxin gestellt werden. Die Antwort ist dieselbe wie sie
in unserer Arbeit iiber Thrombin formuliert wurde. .

Die erwédhnten Ergebnisse von Roche und Michel kén-
nen nach unseren Angaben sehr plausibel erklirt werden.

Es bestehen inzwischen einige Tatsachen, die auf das Pro-
blem ein ganz meues Licht werfen, Wir wissen ja, dass die iiber-
funktionierende Schilddriise sehr wenig Thyroxin enthilt und
parallel auch sehr wenig Cystin, weiter dass Thyroxin wenn
einverleibt eine ausgiebige Latenz fordert um seine Wirksam-
keit auf den Umsatz zu entfalten. Wenn man diese Tatsachen
mit unseren Ergebnissen in Einklang bringen wollte, dann
miisste man fragen nach den Eigenschaften eines aktiven Prin-
zip das fiir die hormonale Wirksamkeit der Schilddriise verant-
wortlich ist, Vielleicht wird uns unserer Untersuchungsweg eben
auf die Oxydationsprodukte von Thyroxin bringen.

Schussfolgerung

1) Quantitativ jodometrisch wurde bestimmt, dass Insulin mit
Thyroxin in einer Lésung vermischt durch das letztere redu-
ziert wird. *

2) In solcher Lésung kann man nach einem kurzem Zu-
sammenstehen die reduzierten Sulfhydrilgruppen mit der Nitro-
prusidreaktion nachweisen.

3) Im biologischen Versuch mit Meerschweinchen wurde
unzweifelhaft bestitigt, dass Insulin nach Beriihrung mit Thy=-
roxin seine Wirksamkeit eingebiisst hat.
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IZVOD
Medusobno djelovanje inzulina i tiroksina
Nik3a Allegretti i Stevan Milkovié

Pretpostavivsi da tiroksin reagira sa disulfidnim skupinama trom-
bina, ponovili smo pokuse sa inzulinom, za koji je dokazano, da u svojo j
molekuli sadrzi disulfidne mostove i da je njegova aktivnost o njima
ovisna,

Pokazalo se, da se inzulin stajanjem sa tiroksinom reducira, i kod
titracije trodi to vise joda, 3to je duljel stajao u dodiru sa tiroksinom.

Sto se tiCe aktivnosti takovog inzulina, proveli smo na zamorcima
pokuse, koji su pokazali, da inzulin stajanjem sa tiroksinom in vitro gubi
potpuno svoju aktivnost (p <0,001). :
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