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INLEIDING

De bestudering van de werking van antithyreoide stoffen in het organisme stond
in de eerste jaren na de oorlog in het middelpunt van de belangstelling bij de Werk-
groep Endocrinologisch Onderzoek Landbouwhuisdieren T.N.O. Immers de in de
oorlog verschenen Amerikaanse publiicaties over een verhoogde vetafzet en kwaliteits-
verbetering trokken na de Bevrijding zeer de aandacht. Door de Landbouworganisatie
T.N.O. — waarvan de Werkgroep deel uitmaakte -— werden de nodige middelen ver-
strekt om de betekenis van deze stoffen voor de veeteelt nader te onderzoeken.

Al spoedig bleek dat de in de praktijk behaalde resultaten na toediening van anti-
thyreoide stoffen niet altijd eensluidend waren, en dat voor een goed inzicht in de
werking van deze stoffen uitgebreide fundamentele onderzoekingen nodig zouden
zyn, Zo werd in 1946 aan LevER opgedragen een uitvoerig onderzoek te verrichten
aver de invlped van antithyreoide stoffen op de schildklier van landbouwhuisdieren.
Zin resultaten zijn in een aantal publicaties, waaronder een dissertatie, vastgelegd.
Toen het onderzoek van Lever (1947, 1948} voldoende ver gevorderd was, en hij
een objectieve methode had uitgewerkt om de schildklieractiviteit te kunnen meten,
werd aan ons in 1949 opdracht gegeven om te onderzoeken welke veranderingen door
de remming van de schildklierhormoon-synthese plaats vinden bij de stofwisselings-
processen, De resultaten van dit onderzoek zijn in twee voorlopige mededelingen
{MicHORsT 18951; MIignorsT c.s, 1952) en in deze publicatie neergelegd.

Omdat het werk van LEVER de basis vormde waarop kon worden voortgebouwd,
willen wij deze publicatie doen aansluiten aan zijn dissertatie. Zijn literatuurbe-
spreking en zijn methodiek mogen hekend worden verondersteld. Omdat er echter
sinds het verschijnen van zijn proefschrift meer dan 5000 publicaties over de schild-
klier zijn verschenen, kan het niet anders dan dat onze opvattingen over de hormoon-
synthese op enkele punten afwijken van die van LEVer. Wij hebben het daarom
wenselijk geacht om in het eerste hoofdstuk van ons proefschrift enige nieuwe
literatuurgegevens te bespreken over de synthese van het schildklierhormoon en de
remming van deze synthese door antithyreocide stoffen. In het tweede hoofdstuk is
dié Literatuur verwerkt betreffende de invloed van het schildklierhormoon op de stof-
wisseling, die wij nodig meenden te hebben voor de interpretatie van onze regultaten;
en in het derde hoofdstuk worden onze eigen onderzoekingen vermeld en besproken.
Tenslotte werd in het vierde en laatste hoofdstuk een algeheel overzicht gegeven
over het bestudeerde onderwerp; hierin werd getracht de resultaten met elkaar in
logisch verband te brengen.



I. DE SYNTHESE VAN THYROXINE DOOR DE SCHILDKLIER EN DE
REMMING VAN DIT PROCES DOOR THIOUREUM-DERIVATEN

1. HET SCHILDKLIERHORMOON

Nadat Bauvmaxy in 1896 had aangetoond dat in de schildklier aan eiwit gebonden
jodium voorkomt, welke verbinding op eenvoudige wijze kan worden geéxtraheerd
en die, toegediend aan patiénten lijdende aan schildklierinsufficienties, een algehele
verbetering van hun toestand geeft, wordt algemeen aangenomen dat de schildklier
een specifiek hormoon vormt dat rijk is aan jodium. Verschillende pogingen werden
ondernomen om dit hormoon — thyroxine genaamd — kristallijn in handen te
krijgen, hetgeen pas in 1815 aan KENDALL gelukte, Hi gaf een structuurformule van
thyroxine die echter, zoals later bleek, niet juist was; in 1926 vond Harrvgrox dat
thyroxine is hef aminozuur, §-[3,5 dijood-4-(3',5" dijood-4'-hydroxyphenoxy)-phenyl]
o aminopropionzuur. In samenwerking met Bararr slaagde HaringTON erin 1927 in,
om het thyroxine te synthetiseren en hij gaf de grondprincipes aan waarop de bio-
logische synthese van het hormoon zou moeten berusten. Hij wees erop dat het door
de schildklier opgenomen jodium hierin aanwezig is in de vorm van een jodide,
hetwelk eerst tot atomair of moleculair jodium moet worden geoxydeerd. wil een
covalente organische binding mogelifk zijn. HARINGTON vermoedde dat het reeds
eerder ontdekte dijoodtyrosine de biologische ,precursor” van het thyroxine zou
zijh, en mede door de verschillende tussentrappen, die bij de chemische synthese van
thyroxine werden verkregen, kwam hij in 1944 tot het volgende, meer uitgewerkte,
schema betreffende de biosynthese van het hormoon:

De schildklier neemt jodiden op, en na de jodiden.oxydatie zouden er tyrosine-
radicalen in het thyreoideiwit gejodeerd worden tot dijoodtyrosine, Twee dijood-
tyrosine-radicalen zouden vervolgens gekoppeld worden waarbij waterstof en een
dehydroalanine zijketen zouden worden afgesplitst. De zo gevormde phenylaether is
het thyroxine dat niet in vrije vorm, maar aan een globine gebonden aanwezig zou
zijn. Dit thyreoglobuline zou als het z.g. colloid in de schildklierfollikels worden
gestapeld, en na inwerking van proteolytische enzymen zou het actieve hormoon uit
het eiwit worden vrijgemaakt en door de follikelcellen in de bloedeirculatie worden
gebracht.

HarineToN geeft de vorming van thyroxine uit dijoodtyrosine — het meest
wezenlijke deel in dit schema — als volgt weer:
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Ofschoon dit schema van HarineTON vrij algemeen werd aanvaard, is het lange
tijd een onopgelost probleem geweest van welke aard het door de schildklier afge-
geven hormoon is. Haringron meende dat uit het colloid vrij thyroxine zou worden
gevormd, dat in het bloed zou worden gesecerneerd; andere auteurs verdedigden de
opvatting dat het thyreoglobuline zélf het actieve hormoon zou zijn, en weer andere
dat uit het colloid een thyrecalbumine zou worden gevormd, dat aan het bloed wordt
afgegeven. Wij vinden deze laatste opvatting ook bij Lever (1050, 1951). Op grond
van literatuuronderzoek wordt ook door hem de opvatting verdedigd dat het circu-
lerende hormoon een thyreoalbumine zou zijn. Hij steunt hierbij vooral op de resul-
taten van de immunologische onderzoekingen van Ricas c.s. (1942).

Véér HaringToN werd vrij algemeen aangenomen, dat het vrije thyroxine een
artefact zou zijn en men was er van overtuigd, dat in het actieve schildklierhormoon
het thyroxine als aminczuur in polypeptiden-ketens zou zijn ingebouwd. Na 1944
hegint de overtuiging veld te winnen dat het door de schildklier aan het bloed afge-
geven hormoon en het biologisch actieve bestanddeel van het plasma-jodium werkelijk
het vrije thyroxine iz, dat in een losse binding aan de serum-eiwitten is geadsorbeerd.
Deze opvatting wordt momenteel vrij algemeen aanvaard.

Tavuroa en CHATROFF (1947, 1948, 1950} toonden aan dat de belangrijkste jodium.-
houdende component in het plasma het thyroxine is, dat los gebonden is aan de serum-
eiwitten, Dit werd door Latpraw (1949) en door Gross en Prrr-Rivers (1951) met
hehulp van de papier-chromatographische methode bevestigd. RosgnBere (1951)
eaf aan patiénten, lijdende aan hyperthyreoidie, radioactief jodium (J*¥) en analy-
geerde 2 tot 10 dagen na de dosering het plasma. Hij vond dat 97—99 %, van dit J\%
aan het plasma gehonden was, en met behulp van trichloorazijnzuur-praecipitatie,
butanolextractie (waarmede het jodium uit het plasma practisch kwantitatief ge-
extraheerd kan worden bij kamertemperatuur) en chromatographie toonde hij aan,
dat er geen mono- of dijoodtyrosine-bestanddelen in het plasma voorkomen, en dat
de butanolfractie alléén thyroxine bevat. Ook het thyreoglobuline blijkt niet in het
plagsma voor te komen, maar uitsluitend bestanddeel van de schildklier te zijn,
LEBLOND en (Gross (1949) vonden met behulp van de autographische methode dat
de follikelcellen die J*# opnemen, dit jodium in de apex van de cel omvormen tot
thyreoglobuline, en van daar transporteren naar de lumina van de follikels. Met
behulp van de isotoop-verdunningsmethode konden zij eveneens aantonen dat er
ook in de schildklier vrij thyroxine voorkomt — méér dan in het bloed —, zodat er
een gradiént bestaat. Dit maakt de hypothese aannemeljjk, dat het thyroxine door
proteolytische enzymen uit het thyreoglobuline wordt vrijgemaalt en aan het bloed
wordt afgegeven.

Met behulp van de methode van de papier-electrophorese, waarbij serum-ejwitten
van patiénten aan wie J¥! was toegediend gescheiden werden, vonden GORDON c.s.
{1952) dat het gevormde radiothyroxine in het diagram voorkomt op de plaats waar
zich ook het «,-globuline bevindt. Indien zij bij dn vitro proeven aan plagma synthetisch
bereid radiothyroxine toevoegden, werd het radiothyroxine na electrophorese op
dezelfde plaats aangetroffen. Deze experimenten maken het zeer waarschijnlijk dat
thyroxine ni secretie door de schildklier aan een bepaald eiwitbestanddeel van het
plasma wordt verankerd om op deze wijze te worden getransporteerd.

Ondanks al deze argumenten, die pleiten voor de opvatting dat thyroxine hét
schildklierhormoon is, wordt in recente literatuur toch nog wel verdedigd dat thyro-
xine slechts een bestanddeel is van het schildklierhormoon (b.v. ABELIN c.s.
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1951). De aanhangers van deze theorie wijzen er veelal op dat, na toediening van
thyreoglobuline of thyroxinehoudende peptiden, de biologische werking sterker is
dan na toediening van vrij thyroxine. Inderdaad blijkt b.v. uit de proeven van
Devrovr cs. (1949) dat de antagonistische werking van thyreoglobuline t.o.v.
propylthiouracil veel groter is dan van thyroxine., Ondanks dit resultaat twijfelen
zij er echter niet aan dat thyroxine het werkelijke schildklierhormoon is. Zij geven
als verklaring dat het toegediende thyroxine slechts gedeeltelijk door het weefsel
wordt verbruikt en voor het merendeel wordt uitgescheiden. Het thyreoglobuline
blijft daarentegen veel langer circuleren en geeft zijn thyroxine door hydrolyse slechts
langzaam af, zodat hierdoor veel langer thyroxine beschikbaar is dan wanneer dit
hormoon in vrije vorm wordt toegediend. Dat het vrije thyroxine het lichaam inder-
daad vrij snel verlaat volgt uit de proeven van Gross c.s. (1950). 24 Uur na dosering
van J131 in de vorm van thyroxine wordt het merendeel van de radioactiviteit in de
faeces teruggevonden, hoofdzakelijk als radiothyroxine,

Proteolytische enzymen in de schildklier, die noodzakelijk zijn om het thyroxine
uit, thyreoglobuline vrij te maken, werden o.a. door Dk Rosrr11s {1948) gevonden,
Hij verzamelde colloid uit schildklieren en zag dat dit in staat was om een gelatine-
substraat af te breken. KamnEr c.s. {(1950) bestudeerden de proteolytische eigen-
schappen van schildklierextracten door de vorming van tyrosine uit een haemo-
globine-substraat te meten. Omdat het schildklierextract een hogere proteolytische
activiteit bleek te bezitten dan b.v. een extract nit spierweefsel, veronderstelden deze
auteurs dat het enzym uit de schildklier in de eerste plaats dient om het thyroxine
uit het thyreoglobuline vrij te maken. Uit hun proeven blijkt echter dat de enzym-
atische activiteit van het schildklierextract niet hoger is dan van een op dezelfde
wijze bereid miltextract. Temeer omdat de optimale pH bij 3,55 blijkt te liggen en
cysteine-hydrochloride activerend werkt, is het o.i. niet waarschijnlijk dat de proteo-
lyse door schildklierextraet door een ander enzym wordt bewerkstelligd dan door de
in vele weefsels voorkomende kathepsine. RocHE c.s. (1950) stelden vast dat bij
katheptische proteolyse van thyreoglobuline geenszins speciaal het thyroxine vrij-
gemaakt wordt en dat de joodtyrosines veel eerder vrij komen dan het thyroxine.
Het: ljjkt ons daarom waarschijnlijker dat bij de processen in vivo, een specifiek enzym
of enzymsysteem werkzaam is, dan dat het kathepsine thyroxine uit de eiwit-
verhinding zou vrij maken.

Dat het thyroxine ook inderdaad uit een eiwitstructuur moet worden vrijgemaakt,
en niet als vrij aminozuur in de sehildklier ontstaat, blijkt wel uit de onderzoekingen
van ROCHE c.s. (1948) en DErrieN o.8. (1948). Met behulp van een zeer verfijnde
techniek, die berust op het bepalen van kleine verschillen in de oplosbaarheid van
de eiwitten in neutrale zoutoplossingen, konden zij uit verschillende zoogdierschild-
klieren, drie duidelijk van elkaar te onderscheiden eiwitfracties isoleren. Een dezer
fracties werd door hen vergaand gezuiverd, terwijl de aminozuur-samenstelling ervan
bepaald werd. 100 Gram van dit eiwit met een mol. gewicht van 650 000 bevatte
o.a. 3,1 g tyrosine, (1,5 g dijoodtyrosine en 0,2 g thyroxine.

2. DE SYNTHESE VAN THYROXINE IN DE SCHILDKLIER

Om de bespreking van de thyroxine-synthese in de schildklier te vergemakkelijken
zullen wij ons zoveel mogelijk houden aan de indeling die Lever (1950} gegeven heeft
en achtereenvolgens behandelen:
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De concentrering van de jodiden.
5. De oxydatie van het jodide-ion tot jodium,

De jodering van het tyrosine-radicaal tot mono- en dijoodtyrosine.radicalen en
de condensatie van twee dijoodtyrosine-radicalen tot een diphenylaether, waar-
door het thyroxinehoudend eiwit ontstaat.

4. De rol van het thyreotrope hormoon bij de thyroxine-synthese.

Ad a. Betreffende de jodiden-concentrering kwam LEVER (1950) in zijn disser-
tatie tot de opvatting dat TSH — het thyreoid-stimulerend hormoon uit de pars
anterior van de hypophyse -— op dit proces geen directe invloed heeft; hi) baseert
deze mening op de resultaten verkregen door KEaTiNG c.s. (1945, pag. 147). Deze
auteurs schrijven:

“Cell growth (als gevolg van TSH injectie} as measured by increasing mean acinar cell height,
has been present at least twenty-fours hours before an initial increase in capacity to collect iodine
ig obaerved. It is also possible therefore that the inereesed capacity to collect iodine, when it
does oceur, may be in part dependent on the increased quantity of celluler tissue present as the
result of such growth. This might be construed to indicate that thyreotropic hormone does not
affect collection of iodine directly, but only indirectly, by augmenting the quantity of thyreid
present.”

Dat het TSH slechts een indirecte invloed heeft op de jodiden-concentrering is
niet zo heel verwonderlijk, immers hoe zou het TSH op andere wijze effect kunnen
sorteren dan door de activatie van het orgaan dat deze jodium-ionen moet con-
centreren ?

Dat de schildklier jodiden kan vastleggen werd reeds lang geleden door MARINE
(1915) en MARINE c.8. (1916 a, b) ontdekt. Hij vond dat na injectie van jodium de
spelheid, waarmede de schildklier het jodium accumuleert, de eerste 10 minuten het
grootst is. Toen men de beschikking kreeg over radioactief jodium werd deze eigen-
schap van de schildklier beter onderzocht en werden de onderzoekingen van MARINE
bevestigd.

LEBLOND en SUk (1941) en MorTON c.5. (1942) vermeldden dat na hypophy-
sectomie de jodiden-accumulatie sterk vermindert. MorToN c.s. injiceerden vol-
wassen ratten tracer-doses J'%' en vonden dat bij de contrdledieren na 4 uur 60 %
van het toegediende jodium in de schildklier wordt opgenomen, terwijl dit bij de
gehypophysectomeerde dieren slechts 4 % bedraagt, Na 70 uur is het gehalte aan
J13 in de schildklier bij de contrdle- en proefdieren gelijk; het bedraagt dan 20 9,
van de initiéle dosis, terwijl dit percentage na 96 uur bij de contréledieren gedaald
is tot 10 %,, maar bij de proefdieren nog iets is toegenomen.

De snelle daling van het J'¥.gehalte bij de contrdledieren wijst er op dat het in
de schildklier geconcentreerde jodium enel wordt verwerkt en daarna de schildklier
weer verlaat. Bij de proeven met gehypophysectomeerde dieren komt dit niet tot
aiting; hier blijft de jodiden-accumulatie steeds op een zeer laag niveau en valt er
geen afneming van de hoeveelheid J13 in de schildklier te constateren. Deze onder-
zoekingen van MoRTON c¢.s., waarbij door middel van hypophysectomie de TSH.-
productie werd nitgeschakeld, vormen een goede tegenhanger tot de proeven van
KEarivg c.s. (1945), waarbij door injectie met hypophysair hormoon het TSH-
gehalte in het bloed werd verhoogd.

Daar KxaTING c.8. de resultaten van MoRTON ¢.5. (1942) niet bespraken, willen
wij deze vergeljjken met die van MorToN c.8, waarbyj zal blijken, dat het wel zeer
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waarschijnlijk is dat de jodiden-concentrering direct afhangt van de activiteit van
de hypophyse.

De in tabel 1 gegeven cijfers — welke wij voor ons betoog uit de oorspronkelijke
tabellen hebben gelicht — werden door KEarmvg c.s. verkregen door kuikens iedere
24 uur 1 Junkmann-Schoeller-eenheid thyreotroop-hormoon (TSH) te injiceren. Na
deze TSH-injectie werd een tracer-dosis J1# gegeven; 4 uur later werden de dieren
gedood en in de schildklier het J%.gehalte en de epitheelhoogte bepaald.

Tarer 1. Het verband tussen TSH-toediening, J'% concentrering en toeneming van de epitheel-

hoogte (naar Kearing c.8. 1945)

Proefdieren Controledieren
Tijd na Gemiddelde | Yo Van het Tijd na Gemiddelde | Vo van het
initiéle celhoogte g§;?ﬂl?§ez&e begin van celhoogte g;i?ﬂ'?:ieg;e
dosis TSH in g schildklier de proef Lin g schildklier
0 1,8140,1 6,0-£1,8 —

24 4,94 0,1 8,24.0,9 7,7+1,0

18 5,9-40,1 20,84-2,8 9,211,0

120 9,3+0,2 50,04+4,6 120 1,9+ 0,1 10,3414

TaBLE 1, The relation between TSH administration, J13 concentration and increase of cell-height
{after KEATING c.5, 1045)

In deze tabel valt het op dat er na 4 wur bij de proef. evenals bij de controle-
dieren slechts een klein percentage van het J®¥l.gehalte in de schildklier is gecon-
centreerd. Hieruit zou men kunnen concluderen dat er een aanzienlijk verschil be-
staat tussen de snelheid waarmede de zoogdierschildklier jodium concentreert en de
snelheid waarmede de vogelschildklier dit doet. Tot deze conclusie is men echter
niet gerechtigd, want uit de door VANDERLAAN en Bisserr (1946 a, &) gepubliceerde
gegevens blijkt dat van geringe hoeveelheden radivactief jodium reeds 15 minuten
na de toediening 30 tot 40 % in de schildklier aanwezig is. Ondanks de onwaar-
schijnljk lage waarden die KEaTING c.8. vonden, hebben hun proeven voor ons toch
betekenis, inzoverre zij een vergelijking tussen de gevonden waarden bij de proef-
en contréledieren toelaten. Na 24 uur zijn er reeds duidelijke verschillen tussen de
epitheethoogten van de schildklieren van contrdle- en proefdieren, echter nog geen
verschillen in J'$¥1-gehalte, Deze worden eerst gevonden na 48 uur, Terwijl MorTON
¢.8. bewezen dat bij ratten na hypophysectomie de accumulatie van jodiden in ver-
gelijk met die van de contrdledieren gedaald is, vinden KeaTmve c.s. dus het te ver-
wachten tegenovergestelde effect bij toediening van TSH aan kuikens, nadat er een
geringe maar duidelijke schildklierhyperplasie is ontstaan. Zowel de proeven van
MorTox c¢.s8. als die van KEATING ¢.8. tonen dus aan dat de jodiden-accumulatie door
de schildklier onder invloed staat van de hypophyse, hetgeen ook uit meer recente
onderzoekingen herhaaldelijk gebleken is (VANDERLAAN c¢.5. 1950; ALRERT c.s. 1951)
en momenteel dan ook algemeen wordt aanvaard.

Ad b, Nadat de voor de gynthese van het thyroxine benodigde jodiden door de
schildklier zijn geaccumuleerd, moet er van het jodide-ion een electron worden ver-
wijderd, wil de synthese van dijoodtyrosine uit tyrosine en jodium mogelijk zijn.
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Gezien de hoge potentiaal van deze oxydatie zal er een krachtige oxydase werkzaam
moeten zijn, en men heeft daarom deze oxydatie aan de werking van het eytochroom-
oxydase willen toeschrijven. Uit de onderzoekingen van ScHACHNER c.8. {1943) bleek
echter dat indien het cytochroom-cytochroomoxydase-systeem geblokkeerd wordt
door cyanide, de synthese van dijoodtyrosine niet wordt geremd, zodat het niet erg
waarschijnlijk ig dat dit systeem voor de jodiden-oxydatie verantwoordelijk is.

Kesrox (1944} toonde aan dat de jodering van caseine versneld wordt door toe-
voeging van xanthine-oxydase, welke reactie in vitro evenals de jodering s wvivo
geremd wordt door thiouracil. Hij concludeert hieruit dat het ferment van Schar-
dinger hij de joderingsprocessen in de schildklier een rol speelt.

Lever (1950) meent dat er aanleiding is de oxydatie van de jodiden toe te kennen
aan een sterk werkende peroxydase, een opvatting die ook verdedigd -wordt door
WESTERFELD c.s. {1942) en Dmmpsey {1944), Deze laatste auteur beschreef een
histochemische reactie, die de aanwezigheid van een peroxydase in de schildklier
zou aantonen. Noch Grock (1944), noch Astwoop (1944) slaagden er echter in om
een peroxydase uit schildklierweefsel te isoleren.

Uit deze gegevens blijkt wel dat het enzym of enzymsysteem, dat bij de jodiden-
oxydatie werkzaam is, nog onvoldoende bekend is.

De hypophyse schijnt op deze oxydatie weinig invloed te hebben, want MorTox
c.s. (1942) vonden dat na hypophysectornie weliswaar de jodiden-accumulatie ver-
mindert, maar dat de synthese vau het dijoodtyrosine, waar de oxydatie van het
jodide aan vooraf gaat, niet geblokkeerd is. Ook heeft de intensiteit waarmede het
jodide geoxydeerd wordt geen inviced op de jodiden-concentrering, want STANLEY
c.8. (1949) vonden dat indien zij behalve TSH ook mercapto-imidazol toedienden
{welke laatste stof de organische binding van het jodium voorkemt) het gunstig
effect van TSH op de accumulatie niet afneemt. Het schijnt dus dat de beide processen,
jodiden-concentrering en jodiden-oxydatie, in zekere mate van elkaar onafhankelijk
zijn.

Toch is het een bekend feit dat bij sterk verhoogd jodiumaanbod aan de schild-
klier, b.v. door de jodiumconcentratie in het plasma te verhogen, de dijoodtyrosine- -
en de thyroxine-synthese worden geremd. Dat de dijoodtyrosine- en de thyroxine-
synthese afthankelijk zijn van het jodiumgehalte in het plasma, zolang het aange-
voerde jodium , limiting factor” is, valt te begrijpen, maar dat jodium ook remmend
kan werken, en dat jodium zoals bekend is een gunstig effect heeft bij patiénten
lijdende aan hyperthyreoidie, is — zoals hieronder zal blijken — een nog vrijwel
onverklaard verschijnsel.

Men heeft deze remming van de thyroxineproductie, bij een hoog jodiumgehalte
in het plasma, trachten te verklaren uit de inactiverende werking die jodium bij
proeven in vitro blijkt te hebben op TSH (ALBERT c.5. 1946 1947 @ en b). HARINGTON
(1951) wijst er op dat deze inactivatie slechts door vrij jodium plaats vindt. Dat bij
de processen in vivo dit jodium TSH zou inactiveren, inplaats van — zoals bij het
normale proces — te worden ingebouwd in dijoodtyrosine, vindt hij cnwaarschijnlijk.
Hij hecht dan ook meer waarde aan de opvatting die L1z (1942) over het remmend
effect van jodium heeft. Deze auteur veronderstelt dat de snelheid, waarmede tyro-
sine bij biclogische pH (7.4) gejodeerd wordt, bepaald wordt door de concentratie
van hypojodiet in het systeem. Omdat de reversibele reactie van jodium met water
uitgedrnkt wordt door de vergelijking J, + H,0 5 HJO 4 H+ 4 J-is het duidelijk
dat — aldus HaRINGTON - hoe groter de concentratie van het jodide is, hoe kleiner
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die van hypojodiet zal zijn. De jodering van het tyrosine zal daarom dus dalen bij
een hoog jodidengehalte van het plasma.

Ook tegen deze opvatting kunnen bezwaren worden aangevoerd, want het postu-
laat, dat de concentratie van hypojodiet bepalend is voor de joderingssnelheid van
tyrosine, werd slechts aangevoerd om het remmend effect van jodium te kunnen
verklaren; een bewijs hiervoor ontbreekt echter.

WoLrr en CHATKOFF (1947, 1948) hebben de synthese in vifro van dijoodtyrosine
en thyroxine bestudeerd en zij konden berekenen dat de omzetting van Ji8 {og
organisch gebonden J'¥! plaats vindt, zolang de toegevoegde hoeveelheid jodium
niet hoger is dan overeenkomt met een gehalte van 20-—30 ug percent in het plasma.
Boven deze waarde i de schildklier nog wel in staat om het jodium te accurauleren,
zoals o.a. bljkt nuit de proeven van TAUROG c.s. (1947), maar op de een of andere
wijze wordt dan &f de jodiden-oxydatie &f het onmiddellijk daarop en mogelijk
spontaan verlopende proces der organische binding geremd,

Ad ¢. De jodering van het tyrosine op de 3,5-plaatsen in het molecule, geschiedt
,naar alle waarschijnlijkheid niet op beide plaatsen gelijktijdig. Met behulp van J3

toonden FINK c.s. (1948} aan dat er een grote hoeveelheid monojoodtyrosine in de
schildklier van ratten voorkomt, hetgeen bevestigd werd door de onderzoekingen
van Tavroc c.s. (1950 a, b), die hetzelfde vinden voor de schildklieren van kip en
schaap.

Het is lange tijd de vraag geweest of het voor de thyroxine-synthese nodig is dat
het joodtyrosine als vrij aminozuur in de schildklier voorkomt, of dat daarentegen
de jodering van het tyrosine en de thyroxinevorming plaats kunnen vinden aan de
tyrosine-radicalen van in de schildklier aanwezig eiwit. Vooral nadat Lupwic en
voN MuTzENBECHER (1939) gevonden hadden dat het mogelijk ig om caseine i vifro
te joderen — waarbij dijoodtyrosine en thyroxine ontstaan — is men zich intensief
met het probleem van de dijoodtyrosine- en thyroxinevorming gaan bezig houden.
Bjj deze synthese tn vitro van het thyroxine was iedere enzymwerking uitgesloten, en
het is te begrijpen dat men door de analyse van deze relatief eenvoudige processen
in vitro inzicht hoopte te krijgen in de reacties zoals deze zich in de schildklier af-
spelen.

Uit de onderzoekingen van RocHE c.s. (1948) is komen vast te staan, dat het
voor de vorming van thyroxine in vitro inderdaad niet nodig is, dat de carboxyl- en
aminogroepen van dijoodtyrosine als vrije groepen voorkomen. Prrr Rivers (1948)
kreeg bij haar proeven in vitre zelfs een hogere opbrengst aan thyroxine als zij de
aminogroepen van dijoodtyrosine blokkeerde door acetylering en eveneens de car-
boxylgroepen door koppeling aan glutaminezuur, dan wanneer zij beide groepen vrij
liet, Werden uitsluitend de aminogroepen geblokkeerd, dan kreeg zij 15—20 %, en
bij blokkering van beide groepen 36 %, van de te verwachten opbrengst. De acety-
lering van het dijoodtyrosine bleek de oxydatieve afbraak te voorkomen, en de
koppeling van twee dijoodtyrosine-radicalen tot de diphenylaether — de volgende
essentiéle phase in de thyroxinevorming — te hevorderen.

Clezien de structuur van thyroxine moet men aannemen dat er bij deze synthese
in vifro een acetylamino-product vrijkoms, hetwelk Prrr Riviers echter niet heeft
kunnen isoleren.

Ofschoon het voor de thyroxinevorming in het geheel niet nodig is dat het tyro-
sine-radicaal een vrije amino- of carboxylgroep bevat, is de aard van de binding
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bepalend voor de opbrengst aan thyroxine. RocHE c.s. (1949 a) vonden b.v. dat
1-leucyl-1-tyrosine veel meer thyroxine vormt dan glycyl-1-tyrosine. Bij de bestu-
dering van de jodering van tyrosine-radicalen in e i w it vonden RocHE c¢.g. (1949 @,
1950 b,} dan ook dat de vorming van monojoodtyrosine, dijoodtyrosine en thyroxine
niet alleen afhangt van de tyrosinerjjkdom van het eiwit. In caseine, insuline of
zeine wordt door jodering slechts een deel van het tyrosine omgevormd tot thyroxine
en het grootste deel tot dijoodtyrosine. De maximale opbrengst aan thyroxine per
gewichtseenheid tyrosine is voor ieder eiwit verachillend en hangt volgens deze
auteurs af van de plaatsen van de tyrosine-radicalen in het eiwit, De struetuur van
het eiwit is dus mede bepalend voor de thyroxinevorming.

Dat de condensatie van 2 moleculen dijoodtyrosine tot de diphenylaether zeker
niet zo eenvoudig verloopt ale bij de spontaan maar buitengewoon langzaam ver-
lopende processen 4n vifro, blijkt nit de proeven van MorRToN c.s. (1942). Bij de niet
gehypophysectomeerde ratten gaat de afneming van de hoeveelheid J!*! gepaard
met een toeneming aan radiothyroxine, dat reeds na enige uren in duidelijk aantoon-
bare hoeveelheden aanwezig is. Na hypophysectomie blijkt deze productie van radio-
thyroxine, in tegenstelling tot de vorming van radiodijoodtyrosine, geremd te zijn,
Dit kan dus slechts betekenen dat de hypophyse de vorming van het thyroxine in
een van de processen, die volgen op de dijoodtyrosine-synthese, bevordert. Ook
ALERT en LoreENTZ (1951) vonden dat de snelheid waarmede J13 in thyroxine
wordt ingebouwd, na hypophyvsectomie vertraagd is.

Uit deze gegevens blijkt dus dat men wat betreft de vorming van het thyroxine
uit dijoodtyrosine ook nog voor vele onopgeloste problemen staat.

Ad d. Bij de bespreking van de thyroxine-synthese door de schildklier hebhen
wij getracht aan te tonen dat het TSH op bepaalde plaatsen in deze synthese een
wezenlijke rol speelt, daar bij gebrek aan TSH de vorming van thyroxine op deze
plaatsen geblokkeerd wordt. Het waren vooral de proeven van MorToN c.s. (1942)
die duidelijke aanwijzingen gaven voor een , synthetiserende funectie’” van het hypo-
physaire hormoon. Dat TSH behalve deze functie ook de schildklier tot hormoon-
vorming aanzet en de afgifte van het hormoon reguleert, i reeds lang bekend en
behoeft hier geen nadere argumentatie.

Men kan zich afvragen of al deze werkingen van TSH — te weten een hormoon-
gynthetiserende, een klier-stimulerende en een secretie-regulerende werking — geheel
afzonderlijke functies zijn van het hypophysaire hormoon, of dat daarentegen het
TSH slechts op één punt in de processen in de schildklier aangrijpt, waardoor het
ketenproces van de thyroxine.gynthese en -secretie kan aflopen, zodat de ver-
schillende werkingen van TSH niet meer dan verschillende aspecten zijn van dit
proces in de schildklier.

Het spreekt welhaast vanzelf dat men getracht heeft de aan het TSH toegekende
werkingen onder één noemer te brengen. Geen van de pogingen heeft echter kunnen
leiden tot een algemeen geaccepteerde opvatting.

Ook LEVER (1950) heeft getracht de verschiilende in de literatuur gegeven feiten
betreffende de TSH-werking te cotrdineren, en hij geeft — zij het onder uitdrukkelijk
voorbehoud — de hier volgende voorstelling van zaken:

De schildklier zou het, TSH uit het bloed wegvangen evenals zij dat ook zou doen
met het jodium. In de moleculen van het TSH zouden de tyrosinegroepen tot thyro-
xine omgevormd worden, en het hieruit ontstane thyreoglobuline zou in de follikel-
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cellen worden afgezet en door proteolytische enzymen gedeeltelijk worden afgebroken
tot thyreoalbumine. Via de follikelcellen zou het thyreoalbumine weer in het bloed
komen en daar als definitief schildklierhormoon circuleren. Daalt het gehalte aan
hormoon beneden een bepaalde drempel, dan zou de hypophyse TSH uitstorten, dat
door de schildklier zou worden opgenomen om hieruit thyreoalbumine te maken.

Afgezien van het feit dat het — zoals wij zagen — zeer onwaarschijnlijk moet
worden geacht dat het door de schildklier gesecerneerde hormoon een. ander is dan
het thyroxine zelf, zijn er nog een tweetal bezwaren tegen deze hypothese aan te
voeren.

Indien het TSH evenals het jodinm een bestanddeel zou zijn van het thyreo-
globuline, dan is er een zekere tegenstrijdigheid gelegen in het feit dat bijj TSH-
deficiéntie de schildklier een histologisch heeld geeft dat inactief is, terwijl dit bij
jodiumdeficiéntie juist actief is. Men kan zich zeer goed voorstellen dat de schild-
klier bij een tekort aan bestanddelen voor de thyreoglobulinevorming door verhoogde
activiteit dit tekort tracht te compenseren, maar het is onlogisch te veronderstetlen
dat de schildklier dit dan alleen zou doen bij gebrek aan jodium en niet bij gebrek
aan eiwit, volgens de hypothese van LEvER het TSH,

Een bezwaar van veel ernstiger aard tegen deze hypothese wordt door ons gevoeld
als wi] ons realiseren welke geringe hoeveelheden TSH nodig zijn voor een normale
thyroxineproductie. Het is bekend (LAQUEUR c.s. 1948) dat voor het op peil houden
van de stofwisseling van de mens, na thyrecidectomie, thyroxine in hoeveelheden
liggende in de orde van milligrammen moet worden toegediend. Men kan dus aan-
nemen dat het thyroxine voortdurend in hoeveelheden van deze orde in de schild-
klier aanwezig zal zijn, hetgeen ook bekend is uit analyses van geéxtirpeerde organen.
Nu is uit de reeds besproken proeven van DERRIEN c.s. (1948) gebleken dat een van
de drie geizoleerde thyreoglobuline-fracties iets minder dan 1 %, thyroxine -} jood-
tyrosine bevat, Dit betekent dat voor het ontstaan van enige milligrammen thyroxine
enige honderden milligrammen eiwit nodig zijn. Het i3 verder gebleken dat van een
zeer ver gezniverd TSH-praeparaat volgens CIERESKO en WHITE (1942) reeds 1 ¥ een
waarneembare activering van de kuikenschildklier geeft. Men kan dus gevoegelijk
aannemen dat de hoeveelheid TSH, benodigd voor de synthese van enige milli-
grammen thyroxine, in de orde van gamma’s zal liggen. Gezien deze kwantitatieve
verhoudingen wordt de hypothese, dat TSH de globuline-fractie van thyreoglobuline
is, onaanvaardbaar.

De geringe hoeveelheden TSH, die voor de thyroxineproductie nodig zijn, doen
veeleer vermoeden dat de synthetiserende functie van het TSH bi het proces van
de thyroxinevorming in wezen een katalyserende is,

Wij hebben er op gewezen dat bepaalde phasen van de thyroxine-synthese waar-
schijnlijk onafhankelijk van TSH verlopen. Ock de secretie van materiaal in de
follikels verloopt onafhankelijk van de hypophyse, daar er ook colloid gesecerneerd
wordt na hypophysectomie en toediening van antithyreoide stoffen. De onder-
zoekingen van Poxsk (1951) zijn een sterke steun voor de opvatting dat dit colloid
het al dan niet gejodeerde thyreoglobuline is (niet gejodeerd na toediening van anti-
thyreoide stoffen, zie 3, pag. 11 e.v.), waaruit onder invloed van TSH in het normale
geval tyrosine wordt vrijgemaakd.

Ponsk nam waar dat 15—380 minuten na TSH-dosering talrijke chromophiele
druppeltjes gevonden worden in gefixeerde en gekleurde schildkliercoupes. Deze
druppeltjes bevinden zich in het apicale deel van de follikelcel en dit materiaal zou
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afkorostig zijn van het colloid in de follikels. Dt histologische verschijnsel is ten
nauwste gecorreleerd met de versnelling van de thyroxine-synthese door TSH, wat
van de vergroting van de follikeleellen niet gezegd kan worden. De celhypertrophie
begint veel later, en het is dan ook waarschijnlijk dat de celvergrofing een secundaire
reactie is van de schildklier op TSH, die zijn oorzaak vindt in de toegenomen intensi-
teit van de thyroxine-synthese.

3. DE INVLOED VAN THIOUREUM EN ZIJN DERIVATEN OF DE SCHILDKLIER EN OF DE
THYROXINE-SYNTHESE

In zijn dissertatie (1950) en zijn artikel ,,On the influence of anti-thyroid substances
on the hormone production of the thyroid gland” (1951) geeft LEVER een overzicht van
de ontwikkeling van het onderzoek betreffende antithyreoide stoffen. Men kan hierin
de meest algemeen aanvaarde opvatting over de werking van deze stoffen vinden,
die als volgt kan worden weergegeven:

Alle hekende antithyreoide stoffen vercorzaken (uitsluitend bij aanwezigheid van
de hypophyse) een hypertrophie en hyperplasie van de schildklier, doordat de hoeveel-
heid thyreoid-hormoon in het lichaam afneemt. Dit kan veroorzaakt worden doordat
de hoeveelheid jodium, die beschikbaar is voor de hormoonsynthese, gereduceerd
wordt, of doordat de antithyreoide stoffen de organische binding van het jodium
verhinderen. Een relatief jodiumgebrek wordt b.v. vervorzaakt door thiocyanaat,
terwil de organische binding van het jodium door schildklierremstoffen, zoals b.v.
het thiouracil, wordt tegengegaan. De blokkering van de hormoonvorming doet het
hormoongehalte in het bloed dalen, waardoor de remming op de TSH-productie in
de hypophyse door het schildklierhormoon wordt opgeheven en er meer TSH in de
circulatie wordt gebracht, met als gevolg dat de schildklier gestimuleerd wordt tot
meerdere synthese van thyroxine. Dit laatste geeft aanleiding tot het optreden van
schildklierhypertrophie en -hyperplasie. De schildklier is in principe in staat om het
gebrek aan thyreoid-hormoon (TH) door verhoogde activiteit te compenseren, waar-
door er een nieuw evenwicht ontstaat tussen TSH en TIL, zodat verdere kropvorming
niet plaats vindt.

Het is dus duidelijk dat een door antithyreoide stoffen veroorzaakte krop nooit
eeit te hoog TH-gehalte in het bloed kan veroorzaken; de verschijnselen die ver-
kregen kunnen worden door een voortdurende toediening van schildklierremstoffen,
zoals b.v. de verlaging van het basaal-metabolisme, zijn dan ook identiek met die
welke verkregen worden ten gevolge van thyreoidectomie. Wordt de toediening van
antithyreoide stoffen gestaakt en dus de blokkering van de TH.synthese opgeheven,
dan blijken de hypertrophie en de hyperplasie van de schildklier te verdwijnen, en
krijgt. de schildklier weer het oude beeld van voor de behandeling. Het evenwicht
TSH-—TH wordt dus klaarblijkelijk weer op het oude niveau teruggebracht. Daar de
door antithyrecide stoffen teweeggebrachte verschijnselen reversibel zijn, veroorzaken
deze stoffen geen blijvende defecten in de schildklier.

Wi zouden misschien kunnen volstaan met het weergeven van deze vri] algemeen
aanvaarde opvatting en voor de fundering kunnen verwijzen naar het werk van
LEvER, waarbij ons onderzoek immers wil aansluiten. Daar Lever echier de onder-
zoekingen betreffende de werking van antithyreoide stoffen in de cerste plaats van
uit histologisch standpunt heeft bezien, menen wij er desalniettemin goed aan te doen
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nog enkele meer physiologisch-chemisch getinte aspecten naar voren te brengen. Om
echter van deze bespreking één geheel te maken kunnen wij hier en daar een herhaling
van de literatuurbespreking niet geheel vermijden.

Bij ons onderzoek ig uitsluitend gebruik gemaakt van methylthiouracil als anti-
thyreoide stof, zodat wij in deze paragraaf slechts de werking van die stoffen zullen
bespreken, die op overeenkomstige wijze als methylthiouracil de hormoonsynthese
door de schildklier remmen. De stoffen, die tot de thioeyanaten en tot de sulfonamiden
behoren, worden dug niet behandeld; hun werking in de schildklier mag niet gelijk-
gesteld worden aan die van thioureum en zijn derivaten waartoe wij hier dus ook
—— zij het chemisch ten onrechte — de met thiouracil verwante stoffen willen rekenen.

Uit de onderzoekingen van Tauroc c.s. (1947) en van VANDERLAAN (1947) is
gebleken dat de ten gevolge van thiouracil-toediening hyperplastisch geworden
schildklier nog wel jodium kan accumuleren, maar dit echter niet in organische
binding kan vastleggen. BAumMaxw c.s. {1944), CAMPBELL ¢.5. (1944) en WILLIAMS c.5.
{1944) verklaren dit verschijnsel door middel van een directe invloed van de anti-
thyreoide stoffen op de schildklier, die uitsluitend terug te voeren zou zijn op de
chemische eigenschappen van genoemde stoffen. Zij baseren hun mening op de onder-
zoekingen van WERNER (1912) die gevonden heeft dat jodium thioureum zeer ge-
makkelijk oxydeert, waarbij het thioureum overgaat in formamidine-disulfide. Alle
;;thioureum-derivaten” hebben dit reducerend vermogen waarbij ze overgaan in het
disulfide. Men kan de werking van b.v. thiouracil als volgt weergeven (c.f. Pror
Rivers 1950).
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Het is dus niet. verwonderiijk dat sommige auteurs menen, dat door deze werking
het jodium in de schildklier niet kan worden geoxydeerd, daar het vrije jodium door
de antithyreoide stoffen onmiddellijk weer zou worden gereduceerd. De onder-
zoekingen van MILLER c.8. (1945) en Formirne (1946, 1947) zijn een steun voor de
opvatting betreffende de directe werking van deze groep antithyreoide stoffen.
Mirer vond dat b pH 7,4 de jodering van tyrosine door thiouracil wordt geremd,
en ForMiTwE toonde aan dat de jodering van caseine bij pH 9 door teevoeging van
thioureum wordé geblokkeerd. Bij deze processen in wvitro speelt geen enkel enzym
een rol, zodat er slechts van directe werking sprake kan zijn.

Niet alleen de jodering, maar ook het daarop volgende proces in de thyroxine-
synthese — de oxydatieve koppeling van dijoodtyrosine tot thyroxine —zou door anti-
thyreoide stoffen geremd worden. PrrT Rivers (1948 b) vond bij proeven in witro dat
de omezetting van N-acetyl-1-dijoodtyrosine tot N.acetyl-1-thyroxine, bij pH 7.5,
door deze stoffen geremd wordt. De aard en de hoeveelheid toegevoegde antithyreoide
stof waren bepalend voor de mate van remming, terwijl er een goede overeenstemming
bleek te bestaan tussen de werking in vitre en in vivo van de onderzochte anti-
thyreoide stoffen. Ook de onderzoékingen van TAUROG c.s. (1945) geven een duidelijke



13

aanwijzing voor het feit dat de oxydeerbaarheid van schildklierremstoffen in verband
staat met hun werking op de schildklier. Deze auteurs hebben in schildklierconpes
de omzetting van J'¥ tot radiodijoodtyrosine en radiothyroxine onder invloed van
antithyreoide stoffen nagegaan. Er bleek een overeenstemming te bestaan tussen de
mate waarin deze stoffen dit proces remmen en hun oxydeerbaarheid.

De hier geciteerde experimenten steunen de opvatting van een directe werking
van de antithyreoide stoffen uit de thioureum-groep. Toch zijn er ook een aantal
literatuurgegevens die moeilijk met deze opvatting in overeenstemnming te brengen
zijn. Een van de sterkste argumenten hiertegen werd aangevoerd door BAumMany c.s.
(1944). Om hun oorspronkelijke hypothese betreffende een directe werking te toetsen,
gaven deze auteurs hun proefdieren, behalve thioureum, meer dan de noodzalkelijke
hoeveelheid jodium in de vorm van Nad, en toch bleek schildklierhyperplasie op te
treden, en werd het overtollige jodium met de urine uitgescheiden. Bovendien kon
toediening van dijoodtyrosine de hyperplasie van de schildklier niet voorkomen.
Uitsluitend het thyroxine doet, door zijn remming op de TSH-productie, de werking
van antithyreoide stoffen teniet.

Indien de werking van het thioureum enkel en alleen zou berusten op zijn reductie-
vermogen, dan zou, als alle in de schildklier aanwezige thioureum geoxydeerd is, de
hormoonsynthese moeten kunnen doorgaan, en het doer thioureum veroorzaakte tekort
aan vrij jodium opgeheven kunnen worden door toediening van overmaat jodium,

Poch heeft jodinm wel énig remmend effect op de ontwikkeling van de krop,
zoals trouwens al door de eerste onderzoekingen over antithyreoide stoffen bekend
was. WEBSTER en CHESNEY (1930) vonden reeds dat met kool gevoerde konijnen
gunstig reageerden op jodium, en KENNEDY en PURvVES (1941) kwamen bij nader
onderzoek van dit verschijnsel tot de conclusie, dat jodiumtoediening een matig
remmend effect heeft op de ontwikkeling van de , koolkrop”. Ook het onderzoek
van PUrves (1943) wees uit dat zowel jodium als dijoodtyrosine het effect van
raapzaadvoedering {welk effect sterk doet denken aan het effect van stoffen uit de
thioureum-groep) ten dele te niet doet. Voor dit verschijnsel van de beperkte onder-
drukking van de schildklierhyperplasie door jodium, na toediening van antithyreoide
stoffen, is feiteljk nooit een afdoende verklaring gegeven; mogelijk kan de hier
volgende opvatting dit verschijnsel iets verduidelijken.

Indien men de reducerende werking van thicureum en zijn derivaten vergelijlt met
die van cysteine en glutathion blijkt er enige overeenkomst te bestaan. Deze laatste
stoffen zijn in het organisme van belang doordat zij zo gemakkelijk geoxydeerd
kunnen worden, waarbij hun -SH-groep overgaat in een -8-S-binding. Deze reacties
bljken in het organisme reversibel te zijn. Ook bij de oxydatie van stoffen uit de
thioureum-groep ontstaan steeds deze -S-S-bindingen, en evenals cysteine en glu-
tathion reduceren zij jodium, In tegenstelling tot thicureum en zijn derivaten zijn
cysteine en glutathion echter géén schildklierremstoffen, hetgeen tegen de opvatting
pleit dat de antithyreoide werking uitsluitend berust op het vermogen jodium te
reduceren. Men kan de werking van genoemde antithyreoide stoffen op de jodiden-
oxydatie in de schildklier als volgt weergeven:

2NaJ —— 2Nat + J,
TU
In de hier voorgestelde reactie is E het enzym dat in de schildklier nodig is voor
de jodiden-oxydatie, en TU een antithyreoide stof uit de thioureum-groep. Het zal
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dusg in belangrijke mate van de redoxpotentiaal van TU ten opzichte van de redox-
potentiaal van E afhangen of het door de schildklier geaccumuleerde jodium al dan
niet kan worden geoxydseerd, dus of TU, cysteine of glutathion al dan niet anti-
thyreoidaal werkzaam zijn. Het percentage van de oxydasen, dat door deze reactie
geblokkeerd wordt, zal daarom afhangen van de concentratie TU die in de schild-
klier aanwezig iz &n van zijn redoxpotentiaal. Deze beide waarden zullen daarom
de graad van de antithyreoide werking bepalen.

Het wordt op deze wijze begrijpelijk, dat het tekort aan thyroxine, dat moet ont-
staan als gevolg van een tekort aan vrij jodinm, niet zonder meer opgeheven kan
worden door middel van verhoging van het jodiumgehalte in het plasma. De schild-
klier kan dit tekort aan thyroxine slechts trachten te overwinnen door verhoogde
activiteit van de nog niet geblokkeerde enzymen of door verhoging van de enzyvm-
concentratie, waartoe ze gestimuleerd zal moeten worden door TSH. Ten gevolge
van deze intensivering van de processen der thyroxine-synthese kan de plasma-
concentratie van jodium echter secundair te laag worden, omdat een gedeelte van het
aanwezige jodium niet kan worden geoxydeerd. Jodiumtoediening zal dan — dus
nd de activatie van de schildklier — hetzelfde gunstige effect kunnen hebben als
bij een krop die ontstaat door jodiumdeficiéntie. Nooit echter zal in het geval van
TU-werking de kropvorming geheel door jodium kunnen worden onderdrukt, omdat
de vraag naar jodium door de schildklier zich eerst na de activatie doet gelden, en de
klier hypertrophisch blijft zolang er antithyreoide stoffen aanwezig zijn.

Met deze voorstelling van zaken hebben wij feitelijk voorkeur gegeven aan de
opvatting van de hieronder te noemen anteurs, die menen dat antithyreoide stoffen
een indirecte werking hebben; immers door TU zouden enzymsystemen worden
geblokkeerd, waardoor de oxydatie van de jodiden wordt voorkomen.

Er zijn echter onvoldoende experimentele gegevens die deze opvatting kunnen
steunen zoals uit het volgende blijkt:

Dempsey (1944), die op grond van histologische onderzoekingen concludeerde
dat peroxydase voor de jodiden-oxydatie in de schildklier verantwoordelijk is,
vond, als hij bij proeven in wifro thiouracil aan het substraat toevoegde, een
remming van de peroxydase-reacties in tegenstelling tot de eytochroomoxydase-
reacties. Dit is echter weer niet in overeenstemming met de onderzoekingen van
ScHACHNER ¢.s. (1943}, die juist vonden dat de cytochroomoxydase-werking wordt
geremd.

0ok met behulp van de Warburg-techniek heeft men getracht een inzicht te
krijgen in de veronderstelde remming van enzymsystemen door antithyreoide stoffen.
Volgens PascHEIS ¢.s. (1945) zou thiouracil in concentraties van 0,002 molair de
eytochroomoxydase-werking remmen, terwi)l LERNER c.s. (1945) en McSman c.s.
(1946) daarentegen geen remming konden constateren.

In het begin van deze paragraaf hebben wij gezegd, dat er als gevolg van de
blokkering van de hormoonvorming door middel van antithyreoide stoffen, meer
TSH in circulatie wordt gebracht, waardoor er een schildklierhyperplasie en -hyper-
trophie ontstaat. Reeds in 1935 heeft KrEups aangetoond dat evenals door thyreoid-
ectomie, ook door toediening van antithyrecide stoffen het TSH-gehalte van het
serum verhoogd wordt; en GriEspacH (1941} vond na toediening van schildklier-
remstoffen dat er in de hypophyse dezelfde histologische veranderingen optreden als
na verwijdering van de schildklier.
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Ofschoon op grond van deze en soortgelijke argumenten de opvatting dat de
TSH-secretie verhoogd is na toediening van antithyreoide stoffen, als de meest
algemene beschouwd kan worden, verdedigen toch een aantal auteurs de mening dat
de verkregen schildklierhyperplasie meer het gevolg is van een verhoogde gevoeligheid
van de schildklier voor TSH dan van een verhoogde secretie van TSH. Zo vonden
WEsssLs c.s. (1950) dat gehypophysectomeerde ratten die met TSH én methyl-
thiouracil behandeld waren, een veel actiever schildklierepitheel hadden dan dieren
die na hypophysectomie unitsluitend met dezelfde dosis TSH behandeld waren. Een
nadere verklaring van dit verschijnsel werd door de auteurs niet gegeven.

Men zou nu in principe twee opvattingen kunnen verdedigen befreffende dit
effect van methylthiouracil op de TSH-werking. In de eerste plaats zou het kunnen
zijn dat methylthiouracil het hypophysaire hormoon zélf activeerde, en in de tweede
plaats is het mogelijk dat door antithyreoide stoffen de gevoeligheid van de schild-
klier voor TSH wordt verhoogd. Een activatie van het TSH wordt o.a. door ALBERT
c.8. {1947 a, b) verdedigd. Deze auteurs vonden dat het mogelijk is om TSH met
jodium te inactiveren, hetgeen weer kan worden opgeheven door o.a. thioureum.
Onmiddellijk nadat het jodium bij deze proeven in witro door thioureum was geredu-
ceerd, herkreeg het TSH zijn werking, en zelfs zou het in werkzaamheid zijn toe-
genomen. Ondanks het duidelijke positieve resultaat van deze experimenten menen
wij aan deze proeven in vitro toch niet te veel ,,biologizche’” waarde te mogen toe-
kennen. Jodering van eiwitten #n vitro iz een algemeen verschijnsel, en ook van b.v,
pepsine is bekend dat het zijn enzymatische eigenschappen door jodering verliest en
weer herkrijgt na verwijidering van het jodium. Bovendien zijn genoemde proeven
van ALBERT ¢.s. gedaan met onzuivere TSH-praeparaten. Het blijft daarom de vraag
of de z.g. hyperactivatie van TSH door thioureum een direct effect is van thioureum
op TSH, of dat daarentegen begeleidende onzuiverheden, die het TSH minder werk-
zaam maken, door thioureum worden gereduceerd. Het gaat o.i. te ver om uit deze
proeven in witro met jodium, TSH en antithyreoide stoffen, conclusies te trekken
omtrent de werking in wivo van antithyreoide stoffen op het TSH.

Het lijkt ons echter wel aannemelijk dat door toediening van antithyreoide stoffen
de gevoeligheid van de schildkiier voor TSH zou kunnen worden verhoogd. Het is
een algemeen biologisch verschijnsel dat een orgaan, dat slechts ten dele werkzaam is,
door verhoogde activiteit van de resterende delen — vaak gepaard gaande met
orgaanvergroting — het tekortschieten in functie te boven tracht te komen. Wijj
kunnen ons dus voorstellen dat de schildklier, bij welke een deel van de enzymen
door antithyreoide stoffen geblokkeerd is, het tekort aan hormoonproductie door
verhoogde activiteit tracht te overwinnen. De schildklier kin echter deze verhoogde
activiteit alleen ontplooien als er ook TSH aanwezig is, en het is om deze reden dan
ook niet uitgesloten dat een schildklier van een dier, dat met antithyreoide stoffen
behandeld is, op TSH sterker reageert ten einde de hormoonproductie op peil te
brengen dan een schildklier die niet door deze schildklierremstoffen wordt gehinderd.
Tegen deze opvatting pleit echter het onderzoek van BASTENIE c.s. (1950} die vonden
dat de door propylthiouracil-toediening hyperplastisch gemaakte schildklier nog wel
op TSH-toediening reageert, maar dat de reactie geringeris dan by de controle-
dieren. Uit deze proeven — waarbij de dieren niet gehypophysectomeerd werden —
blijkt dus niets van een toegenomen gevoeligheid voor TSH ten gevolge van toe-
diening van de antithyreoide stof.

Ondanks de door WEssELS c.s. (1950) behaalde resultaten zouden wij niet willen
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verdedigen dat de schildklier zijn hyperplasie na toediening van antithyreoide stoffen
in de eerste plaats te danken heeft aan een verhoogde gevoeligheid t.c.v. TSH. Door
toediening van antithyreoide stoffen komt het dier immers in een toestand van
hypothyreoidie en het is een voldoende gefundeerd feit dat deze toestand stééds een
verhoging van TSH.-productie ten gevolge heeft. De door schildklierremstoffen
teweeggebrachte hyperplasie zal dus naar alle waarschijnlijkheid het gevolg zijn van
een verhoogde gevoeligheid van de achildklier voor TSH, &n van een verhoogde
produetie van TSH door de hypophyse,

4. SAMENVATTING EN CONCLUSIES

Indien wij de besproken literatuurgegevens in hun geheel overzien, komen wij tot
de volgende opvattingen betreffende de synthese van het schildklierhormoon, en de
remuming van deze synthese door thicureum-derivaten:

Voor de synthese van het thyroxine worden jodiden door de schildklier geaccu-
muleerd, hetgeen onder invlced staat van het thyreotrope hormoon van de hypophyse-
voorkwab. Antithyreoide stoffen nit de thioureum-groep remmen deze jodidenaccu-
mulatie niet. Indien er geen antithyreoide stoffen worden toegediend worden de door
de schildklier geconcentreerde jodiden door een sterk werkzame oxydase geoxydeerd,
waarbi] het thyreotrope hormoon geen rol speelt. Bjj toediening van antithyreoide
stoffen uit de thioureum-groep wordt waarschijnlijk ten gevolge van de reducerende
eigenschappen van genoemde stoffen de oxydase-werking belemmerd, waardoor de
binding van jodium aan tyrosine wordt geremd. De jodering heeft plaats aan de
tyrosine-radicalen van in de schildklier aanwezig eiwit, waarbij eerst mono-, dan
dijoodtyrosine-radicalen gevormd worden en waarbij vervolgens door koppeling met,
een tweede dijoodtyrosine-molecuul het thyroxinehoudende eiwit ontstaat. De inten.
siteit, waarmede de oxydatieve koppeling van twee dijoodtyrosine-moleculen ver-
loopt, wordt bepaald door de hypophyse, terwijl stoffen uit de thioureum-groep deze
condensatie remmen. De secretie van thyroxinehoudend eiwit in de follikels -— maar
ook van eiwit dat door de werking van antithyreoide stoffen niet gejodeerd is — is
een proces dat onafhankelijk van de hypophyse kan verlopen. Uit het in de follikels
opgeslagen materiaal — het z.g. colloid — wordt thyroxine vrij gemaakt en als vrij
aminozuur in het bloed gesecerneerd. Hier wordt het thyroxine los gebonden aan een
zeer bepaald plasma-globuline en op deze wijze getransporteerd. De intensiteit van
de thyroxine-secretie is afhankelijk van de activiteit van de follikelcellen, welke be-
paald wordt door het thyreotrope hormoon.

Na toediening van antithyreoide stoffen ontstaat een schildklierhyperplasie en
-hypertrophie, doordat de vermindering van het thyroxinegehalte in het bloed de
hypophyse stimuleert tot verhoogde secretie van thyreotroop hormoon. De schild-
klier wordt op deze wijze tot hogere activiteit gestimuleerd, ten einde het tekort aan
hormoonproductie te overwinnen. Door toediening van antithyreoide stoffen is
waarschijnlifk ook de gevoeligheid van de follikeleellen voor thyreotroop hormoon
verhoogd.

Wij kunnen dus concluderen dat de toeneming van de histologisch waarneembare
schildklieractiviteit, die plaats vindt na toediening van antithyreoide stoffen, een
maat is voor de remming van het proces van de thyroxine-synthese en daarom ook
eent maat voor de hoeveelheid circulerend hormoon. Daar bij vogels en zoogdieren
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de stofwisselingsintensiteit direct afhankelijk is van de heeveelheid thyroxine in het
bloed, is het zeer waarschijnlijk dat er bij deze dieren een correlatie bestaat tussen
de histologisch waargenomen veranderingen in de door antithyreoide stoffen ge-
activeerde schildklier en de stofwisselingsintensiteit.

Het onderzoek naar deze veronderstelde samenhang tussen schildklieractiviteit
en stofwisselingsintensiteit vormt dan ook het eerste probleem waarmede wij ons
zullen bezighouden (pag. 20—39).



II. ENKELE GEGEVENS OVER DE BETEKENIS VAN HET THYROXINE
VOOR DE STOFWISSELINGSPROCESSEN

Wij achten het niet mogelijk om binnen het bestek van dit proefschrift een ook
maar enigszins volledig overzicht te geven van de literatuur betreffende de functie
van het thyroxine bij het metabolisme. Voor een globaal overzicht zij verwezen naar
de desbetreffende hoofdstukken in ,,Hormonologie” (LAQUEUR c.5. 1948) en naar het
recente artikel van Barger (1951). Omdat het onderzoek hierover tot een zeer
intensief bestudeerd gebied van de endoerinologie behoort en er dientengevoige een
uitgebreide literatuur over bestaat, hebben wij in dit hoofdstuk de literatuurbe-
spreking beperkt tot die artikelen, die wij voor een interpretatie van ons eigen onder-
zoek nodig menen te hebben.

1. DE FUNCTIE VAN HET THYROXINE

De verschillende werkingen van het thyroxine op de metabolische processen
worden door BARKER (1951) gezien alg het gevolg van één enkele primaire reactie
waarvoor thyroxine noodzakelijk is. Alle andere bekende werkingen van het thyroxine
zouden op het verloop van deze reactie terug te brengen zijn. BARKER is van mening
dat deze nog onbekende reactie een reactie is bij het energiemetaholisme, waaronder
hij verstaat het vrij maken van calorieén door katabolische processen.

Tegenover deze opvatting van BARKER staat de mening van FLEISCHMANN {1947),
die op grond van zin onderzoekingen bjj Anuren en Urodelen tot de conclusie kwam
dat de werking van het schildklierhormoon veel meer te maken heeft met groei en
de differentiatie-processen dan met katabolische processen. Zo werden b.v. bij proeven
met Amphibién door toediening van schildklierhormoon geen veranderingen in de
gasstofwisseling (O,-verbruik en CO,-productie) waargenomen, wel echter in de
ontwikkelingssnelheid van de larven.

Inderdaad lijkt het ons hierom niet erg waarschgnlgk dat de werkmg van het
thyroxine beperkt is tot de calorieproductie. Ook is bekend dat dinitrophenol de
stofwisselingsintensiteit van gethyreoidectomeerde dieren weer op een normaal niveau
kan brengen, maar dat desondanks de groei geremd blijft. Hieruit blijkt dat kata-
bolisme en anabolisme niet direct van elkaar afhankelijke processen zijn, en dat de
werking van thyroxine dus waarschijnlijk niet op één enkele reactie kan worden
teruggevoerd.

Het is vrij goed bekend welke atoomgroepen in het schildklierhormoon essentieel
zijn voor het effect van dit hormoon op de stofwisseling. Zo heeft men kunnen vast-
stellen (zie Barrer 1951) dat het thyroxine zijn werkzaamheid behoudt, als de
hydroxylgroep van de 2’-plaats verschoven wordt naar de 4'-plaats. De halogenen
in de ¥, 5'-positie zijn alleen nodig voor een maximale werking van het schildklier-
hormoon, en BARKER ¢.s. (1951) toonden aan dat het jodium in het molecuul kan
worden vervangen door broom, ofschoon hierdoor de werkzaamheid enigszins achter-
uit gaat. Het zuurstofatoom in de aether-binding kan zonder bezwaar worden ver-
vangen door zwavel, evenals het alanine-radicaal door vele andere polaire groepen.

Uit deze gegevens blijjkt dat het hormoonkarakter van thyroxine niet bepaald
wordt door een karakteristieke atoomgroepering. In dit opzicht is er een groot ver-
schil met de geslachtshormonen. Geringe veranderingen in het molecuul van deze
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steroiden kunnen een volkomen ander effect teweegbrengen bij de differentiatie-
processen (vgl. testosteron en ocestron). De werking van thyroxine zal daarom moeten
berusten op een zeer bepaalde eigenschap, die ook aanwezig moet zijn bij zijn werk-
zame analogen. In verband met deze opvatting heeft de publicatie van NIgMANN
en REDEMANN (1941) grote betekenis. Deze auteurs veronderstelden dat de werk-
zaambheid van het schildklierhormoon berust op de volgende reactie:

J J
P N o™ e -
1 “\_/ \ /CH CHNH,COOH = Oi\ — S\ c}rz CHNH,COOH + H + 2.
J J 5

Indien dit redox-systeem inderdaad ingeschakeld is in een bepaalde keten van
oxydatie-reductie-reacties, dan is het begrijpelijk, dat alle reacties in het dierlijk
organisme die vé6r dit redox-gysteem zijn geschakeld, afhankelijk zijn van thyroxine.

Wij moeten er echter onmiddellijk op wijzen dat er tot nog toe geen enkele proef
i vitro bekend is, die deze opvatting rechtvaardigt. Wel is er een zekere stimulerende
invloed van thyroxine op vele enzymen beschreven {0.a. op cytochroom-oxydase,
barnsteenzuur-oxydase, desaminase, arginase, melkzuur-dehydrogenase), (zie BAREER
1951} maar voor de werking van geen van deze enzymen is de aanwezigheid van
thyroxine noodzakelijk.

Een geheel andere opvatting over de thyroxinewerking vinden wi bij DRABKIN
{1950 e, b). Hyj toonde aan dat bij hyperthyreoidie het eytochroom-c gehalte van de
weefsels toeneemt, terwijl het bi} hypothyreoidie afneemt, en hij meent dat het
thyroxine zijn werking op de stofwisgeling ontleent aan een regulatieve invloed op het
cytochroom-c gehalte van de weefsels. Toch kan ons deze hypothese maar weinig
bevredigen, immers een regulatie van het cytochroom-c¢ gehalte in de weefsels kan
alleen dan van betekenis zijn voor de intensiteit waarmede de oxydatie-processen
verlopen, als dit cytochroom in de ketenreactie steeds de , limiting factor” is, iets
waarvoor de argumenten ontbreken.

Er mag verder niet uit het oog worden verloren, dat bepaalde veranderingen bij
hyper. of hypothyrevidie ook veroorzaakt kunnen worden doordat het thyroxine
met andere inductiestoffen (vitaminen e.d.) samen kan werken. Zo is b.v. bekend dat
het schildklierhormoon bepaalde werkingen van de bijnier ondersteunt (zie pag. 25).
Het is daarom niet steeds mogelijk om uit te maken of een verkregen effect bij
hyper- of hypothyreoidie een direct of een indirect gevolg is van de verandering in
thyroxineproductie.

2, HYPOTHYRROIDIE EN GRONDSTOFWISSELING

Antithyreoide stoffen lenen zich bij uitstek om bij proefdieren een toestand van
experimentele hypothyreoidie te verwekken. Het belangrijke voordeel van deze
methode boven de methode van thyreoidectomie is dat men de graad van hypo-
thyreocidie kan regelen, zowel door de kwantiteit als door de kwaliteit van de toege-
diende antithyreoide stof. Bovendien behoeft men de dieren niet te opereren. Behalve
het gevaar van neveneffecten ten gevolge van de operatie, kunnen er dervings-
verschijnselen ontstaan, die toegeschreven moeten worden aan een tekort aan bij-
schildklierhormoon. Het is nl. bij thyreoidectomie van vele soorten van dieren niet
te vermijden dat ook de bijschildklieren worden verwijderd.






