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158. Uber die adrenale Steroid-Biosynthese in vitro 
I .  Umwandlung endogener und exogener Vorstufen 

im Nebennieren-Homogenat des Rindes 
von F. W. Kahnt und R. Neher 

(8. VII .  1965) 

1. Einleitung. - Seit langerer Zeit benutzen wir die Enzyme in Nebennieren- 
homogenaten, um die in-vitro-Biosynthese der Corticosteroide aus endogenen und 
exogenen Vorstufen nach verschiedenen Problemstellungen hin zu untersuchen. 

War ursprunglich beabsichtigt, grossere Mengen des damals noch sehr schwer 
zuganglichen Cortisols (Hydrocortison) aus seiner 11-Desoxyverbindung (REICH- 
STEIN’S Substanz S) herzustellen [l], spater die Ausbeute von Aldosteron [a] oder 
anderen 18- und 19-hydroxylierten Steroiden [3] in Nebennieren durch Umwandlung 
endo- oder exogener Vorstufen zu erhohen, so riickte hierauf das Interesse am Bio- 
syntheseweg von verschiedenen Steroiden, wie Aldosteron [4] [5], 16-hydroxylierten 
Pregnenderivaten [6] bzw. Dehydroepiandrosteron [7] in den Vordergrund, ebenso 
wie die Bedeutung der Nebennierenfunktion unter pathologischen Bedingungen [S]. 

Schliesslich verwendeten wir die Biogenese-Kapazitat von Rinder-Nebennieren- 
homogenaten, um den Einfluss verschiedener Substanzen auf die Steroidgenese zu 
untersuchen. Auszugsweise haben wir uber einige dieser Resultate berichtet [9] [lo], 
ohne jedoch auf die im Laufe der Jahre weiterentwickelte Methodik naher einzugehen. 
Die vorliegende Arbeit befasst sich daher in erster Linie mit den erprobten Methoden 
und den fur die Corticosteroid-Biosynthese unseres Systems wichtigen endogenen 
und exogenen Vorstufen. Uber Untersuchungen mit Stoffen, welche diese Biosynthese, 
insbesondere aus endogenen Vorstufen, auf verschiedene Weise zu hemmen oder zu 
aktivieren vermogen, wird spater berichtet werden. 

2. Methodik und Versuchsbedingungen. - Urn Hemmeffekte zahlreicher Sub- 
stanzen deutlich erfassen zu konnen, benotigten wir ein leistungsfahiges, fur Routine- 
untersuchungen brauchbares System. 

Nach langeren Vorversuchen mit Schnitten bzw. Homogenaten von Rinder-, 
Schweine- und Ratten-Nebennieren erwies sich fur unsere Zwecke die Verwendung 
von Nebennieren-Homogenaten von Kuhen als am vorteilhaftesten. Diese ilz-nitro- 
Methode beruht auf der Bestimmung der einzelnen Corticosteroide, welche bei der 
aeroben Inkubation von frischem Gewebehomogenat aus vorhandenen Vorstufen 
enzymatisch gebildet werden (vgl. hierzu die alteren Literaturangaben in [l] und [ll]) . 
Wir verwendeten jeweils das Homogenat der Nebennierenrinden mehrerer Tiere fur 
Serien zu 12 Ansatzen mit je 5 g Gewebe, die unter identischen Bedingungen in 
Pufferlosung mit den notigen Cofaktoren und gegebenenfalls exogenen Vorstufen oder 
sonstigen Zusatzen unter Durchleitung von Sauerstoff inkubiert wurden. Zwei der 
12 Ansatze dienten als Kontrollinkubate, auf welche fur die Auswertung der iibrigen 
inkubierten Ansatze Bezug genommen wurde. Einen weiteren Ansatz arbeitete man 
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ohne Inkubation sofort auf, um den Steroidgehalt des Gewebes zu ermitteln. Der 
Steroidgehalt der Kontrollinkubate betrug das 10- bis 30fache der ursprunglichen 
Gewebckonzentration (s. Vermehrungsfaktoren in Tab. 3 ) .  

Nach dem im Experimentellen Teil genau beschriebenen Verfahren wurden die 
Inkubate extrahiert und entfettet, die gereinigten Extrakte mehrfach auf Papier 
chromatographiert und die wichtigsten Steroide mit Farb- und Fluoreszenz-Reaktio- 
nen halbquantitativ (f 20%) bestimmt. Die Identifizierung erfolgte auf Grund un- 
serer fruheren ausgedelinten Arbeiten mit Nebennierenextrakten [12-171 chromato- 
graphisch, kombiniert mit Derivatbildung, in eindeutiger Weise. Diese routinemassige 
Bestimmung erfasste 11-Desoxycorticosteron (DOC), Corticosteron (B) l) mit 11.-De- 
hydrocorticosteron (A) l), 11-Desoxycortisol (REICHSTEIN’S Substanz S), Cortisol 
(F) l) mit Cortison (E) l), Aldosteron, 19-Hydroxycorticosteron und 18-Hydroxycorti- 
costeron; letzteres wegen seiner Labilitat nur qualitativ. B und A sowie F und E 
wurden ublicherweise gemeinsam bestimmt, da die 11-Keto-Verbindungen A bzw. 
E nur Folgepunkte von B bzw. F sind und weniger als 10% der letzteren ausmachten. 
In speziellen Fallen, in welchen das Gleichgewicht ll/l-Hydroxy- 1.1-Keto- 
Verbindungen interessierte, wurden sie einzeln bestimmt. Die Bildung dieser Steroide 
bzw. ihre absolute wie relative Ausbeute diente uns als Mass fur das Funktionieren 
der einzelnen Biosynthesestufen bzw. ihrer zugehorigen Enzyme (Biosynthese- 
Schema siehe nachsten Abschnitt) : Die 3/l-Hydroxysteroid-Dehydrogenase und 
d~+4-Isomerase sowie die 21-Hydroxylase sind fur die Bildung aller bestimmten 
Steroide notig; die 17ct-Hydroxylase fur I?, E und S, die ll/l-Hydroxylase fur B, A, 
F, E, Aldosteron, 19-Hydroxy-B und 18-Hydroxy-B, die 19-Hydroxylase fur 19- 
Hydroxy-B, die 18-Hydroxylase fur 18-Hydroxy-B und Aldosteron, und schliesslich 
die 18-Hydroxysteroid-Dehydrogenase fur Aldosteron. 

Wir gingen vori einem Homogenat der in Tab. 1 wiedergegebenen Zusammenset- 
zung und von einem Inkubationsverfahren (System I) aus, welches bereits eine 
Weiterentwicklung des ursprunglich verwendeten [l] darstellte, und dessen Parameter 
aus Tab. 1 und 2 hervorgehen. Durch Variation der Versuchsbedingungen wurde 
schliesslich unter besonderer Berucksichtigung der Aldosteron-Bildung ein f ieucs, 

Bezeichnung nach KENDALL; die itbrigen hier vcrwendeten Abkdrzungcn bedeuten : 
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Prcgn-4-en-17,21-diol-3,11,20-trion 
Prep-4-en-1 7,21 -diol-3,20-dion 
Pregn-4-en-ll,?l,21-diol-3,20-dion 
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Pregn-4-en-llp, 21-tliol-18-al-3,20-dion (18 + l l g  
Hemiacetal) 
Pregn-5-en-3g-ol-ZO-on 



Volumen 48, Fasciculus 7 (1965) - No. 158 1455, 

Tabelle 1. Zusawmensetzuu2g der Inkwbate und zhrer Komponenten 

A) Homogenat") B) Inkubationslosung C) Inkubat 
(1 Vol. A + 1  Vol. €3) 

Systenie I und I1 Syst. I c )  Syst. IId) Syst. I Syst. I1 

m hlol ar 
Saccharose 3 14 
NaC1 354 
KC1 14,3 
Na,HPO, 11,4b) 
NaHCO, - 

Kaliurnfumarat - 
MgSO, - 

inMolar 

62 
25 
20 

40 

- 

- 

4,7 

mMolar mMolar 
- 57 
62 40 
25 20 
- 16 

40 20 
20 e )  - 

8,O 2,4 

mMolar 
57 
49 
20 
8 

10 
20 
4,O 

ATP 
NAD 
NADH 
NADP 

Syst. I Syst. I1 
mMolar 

3 - - - 1,15 - 

16x10-2 - - - 8XlOW - 

9x10-2 - - - 4,5x10-2 - 

4,4x 10-2 - - 86x10-2 2,2X10-2 43X10-%') 

yo Frischgewebe 29,4 29,4 - 14,7g) 14,7g) - 

yo Gewebe-Trocken- 
- - 2 3  2 3  substanz 4,s 4 s  

a) Unter Einbeziehung des Frischgewebe-Gewichtes als Volumteil Wasser ; 
b, Erhoht das pH auf 8,l-8,2; cs sinkt wahrend der Homogenisation rasch ab uncl wird auf 6.9- 

7 , l  gehalten; 
") pH 7,O; 
(I)  pH 8,2;  vor Gebrauch mit Oxycarbon begast, pH 7,4; 
") Zugabe erst unmittelbar vor der Vorbegasung rnit Oxycarbon; 
f )  Entspricht 12 mg NADP BOHRINGER; 
g) Entspricht 5 g Gewebe auf 34 ml. 

Tabelle 2. Parameter der Inkubat ion 

System I System I1 

Na+/K+-Verhaltnis (molar) a) 1,22 1,17 
Ionenstarke, I'/2 0,193 0,171 
Isotoniefaktor (0,9% NaCl = 1) 0,98 0,885 
pH 6,9-7,2b) 7,l-7,2 
Gasphase (0,5 i/Min., 2 Std.) Saucrstoff Oxycarbon 

(95 % 0, + 5% C0,)  

a) in Nebennierenrinde 1,06; b, laufend korrigiert. 

uereifzfachtes Verfahren (System 11, Tab. 1 und 2) entwickelt, welches eine gute durch- 
schnittliche Biogenese aller uns interessierenden Corticosteroide erlaubte (Tab. 3 ) .  

Im folgenden werden zunachst kurz die wichtigsten Faktoren diskutiert, welche 
bei gegebener Enzym- und Vorstufen-Konzentration und unter Beriicksichtigung 
von molekularem Sauerstoff und NADPH als obligatorische Bestandteile [ll] [18-221 
fur die Umwandlung der zunachst unbekannten Vorstufen eine Rolle spielen. 



1460 HELVETICA CEIIMICA ACTA 

Tabclle 3. Azlsbeute der Corticosteroide (Endprodukte) durch aerobe Inkubation der endogenen Vor- 
stuferh in Rinder-Nehennierenrilzden-Homogenat 

yg  Steroid/g Gewebe") 

Steroidc h, Ohne System I Vermehrungs- System I1 Vermehrungs- 
Inkubation faktor faktor 

F f  E 6 20-70 1-1 2 40-200 7-33 
R f A  6 15-35 3-7 50-200 10-34 
Aldosteron <0,2  - 0,6-2,0 >3-10 0,7-2,3 > 4-12 
18-Hydroxp-B < 0,2 - 0,6-1,8 >3-9 - 0,7-2,3 > 4-12 
19-Hydroxy-€3 <0,2 0,7-2,3 >4-12 0,9-3,0 > 5-15 

a) Unlrorrigiertc Werte; iiber die Wicdergewinnungsrate der ei~izelnen Steroide s. Exp. Teil. Inner- 
halb der Sericn von je 12 hnsatzcn waren die Werte gut reproduzicrbar, da homogenes Gewebe 
verwendet wurde. Von Serie zu Scrie konnen die Steroid-Ausbeuten je nach Gewebequalitat, 
Jahreszeit usw. erheblich schwanken. Es sind auch Wechselbeziehungen zwischen der Kon- 
zentration einzelner Steroide moglich (s. Text). 

h) S untl I W C  stellen normalerwcise Zwischenproduktc dar, die sich bei dcr lnkubation niclit 
anreichcrn und deshalb auch nicht in Erscheinung trcten. 

2. I .  Kinder- Nebennzierengewebe (Kuh) . Die Verwendung schlachtfrischer Driisen 
erwies sich als unumganglich. Gefrieren oder Lyophilisieren fuhrte in erster Linie 
zu einem Abfall der Endprodukte Aldosteron und Cortisol und einem Anstieg der 
Zwischenprodukte DOC und S. Auf den ungunstigen Einfluss des Gefrierens auf die 
hktivitat der 17~-Hydroxylase haben auch kiirzlich YOUNG et al. [23] hingewiesen. 
Ebenso beeintrachtigte eine mehrstundige Alterung des frischen Gewebes oder seines 
Homogenates bci 0" zuerst die Bildung von Aldosteron und Cortisol. Homogenat- 
fraktionen oder Aceton-Trockenpulver sind der endogenen Vorstufen meist beraubt 
und eignen sicli deshalb nur fur Umwandlungen exogener Steroid-Vorstufen. 

Zwischen ganzen Nebennieren und Nebennieren-Rinde war in der absoluten Ste- 
roidbildung pro g Rindengewebe kein erheblicher Unterschied festzustellen ; auch 
Catecholamine, wie Adrenalin und Noradrenalin, zeigten in einer Konzentration von 
750 ,ug/ml keinen Einfluss. COOPER und Mitarbeiter [24] haben damit allerdings einen 
erhiihten Einbau von exogenem Progesteron in 17-Hydroxycorticosteroide erzielen 
konnen. Dies ist insofern mit unseren Ergebnissen vergleichbar, als wir das Verhalt- 
nis der 17-Hydroxycorticosteroide F+E zu den 17-Desoxycorticosteroiden B+A in 
Gegenwart der Medulla von ca. I auf 1,5 verschoben fanden. Unter diesem Gesichts- 
punkt durften auch die Unterschiede zwischen rechter (nierenformiger) und linker 
(herzformiger) Mark-reicherer Nebenniere zu deuten sein ; das F/B -Verhaltnis mit 
letzterer war hoher (1,5). In anderer Hinsicht verhielten sie sich jedoch ahnlich. Da 
sich, statistisch betrachtet, ein grosseres F/B-Verhaltnis auf die Aldosteronbildung 
ungiinstiger auswirkte als ein kleineres, und da die Medulla zusatzliche Unsicherheiten, 
wie beschleunigte Aktivitatsabnahme, in das System brachte (vgl. hierzu [72] [73], 
verwendeten wir roz4tinemassig nur noch Nebennierenrinde (mehrerer Tiere), um besser 
reproduzierbare Werte zu erhalten. Auch so traten von Serie zu Serie noch erhebliche 
Schwankungen in den Steroidausbeuten auf (s. Tab. 3), die auf der unterschiedlichen 
Qualitat des Tiermaterials beruhten, auf welches wir angewiesen waren. Ernahrung, 
Wasserhaushalt und Stress der Tiere vor der Schlachtung, zusammen mit jahreszeit- 
lichen Schwankungen von Temperatur und Luftfeuchtigkeit, hatten zweifellos einen 
erheblichen Einfluss auf die Nebennicrenrinden-Funktion zur Zeit der Schlachtung. 
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2.2. Homogenat. Die von Tourenzahl, Dauer und Volumenverhaltnis abhangige 
Intensitat der Homogenisation spielte fur die Erhaltung der Enzymaktivitat des 
Gewebes eine kritische Rolle ; auf diese Grossen wird im Experimentellen Teil ein- 
gegangen. Als Homogenisationsmedium bewahrte sich eine Saccharose-haltige Salz- 
losung, die nach der Verdiinnung rnit Eis ein annahernd blutisotonisches Homogenat 
der Ionenstarke I'/2 = 0,118 lieferte und die Funktion der teilweise an die Mito- 
chondrien gebundenen Enzym-Komplexe aufrecht erhielt ; sowohl salzfreie, hypo- 
tonische oder isotonische Saccharoselosungen, wie entsprechend isoosmotische, 
saccharosefreie Salzlosungen waren fur die Corticosteroidbildung ungunstig. Das 
molare Na/K-Verhaltnis entsprach rnit 1,22 bzw. 1,17 demjenigen der Rinde. Eine 
Variation in Richtung auf den Serumwert (21,5) ergab keiue eindeutigen Anderungen, 
wie auch von ROSENFELD [25] fur die Steroidgenese in der Perfusionstechnik gefun- 
den wurde. Der Zusatz von sek.-Natriumphosphat wirkte dem raschen Absinken des 
pH wahrend der Homogenisation entgegen und erleichterte die Einstellung auf 
pH G,9-7,1; die enzymatische Aktivitat des Homogenates nahm bei der Aufbewah- 
rung bei 0" allmahlich ab, insbesondere die 17-Hydroxylase, die auch gegen andere 
Einflusse sehr labil zu sein schien (vgl. unter 2.1). 

2.3. Inkubataon. Um die fur alle Endprodukte optimalen Bedingungen der obligat 
aeroben [19] Umwandlung endogener Vorstufen zu ermitteln, war nicht nur die 
absolute Konzentration, sondern ebensosehr die relative der einzelnen Bestandteile zu 
beriicksichtigen. 

Es war uns schon fruher bei der Inkubation in Phosphatpuffer aufgefallen [9] 
[lo], dass der ubliche Zusatz von Nicotinamid (ca. 650 ,ug/ml) in Gegenwart von Mg++ 
zwar die Bildung von F und B besonders begunstigt, diejenige von Aldosteron jedoch 
verringert hatte. Da ausserdem unsere interessantesten Aktivatoren und Hemmstoffe 
der Pyridinreihe angehoren ([9] [ 101 und folgende Mitteilung), verzichteten wir auf 
dessen Zusatz und erreichten eine allgemein hohere Steroidbildung unter Konstant- 
haltung des FIB-Verhaltnisses durch andere Massnahmen. 

Wir wiesen schon oben darauf hin, dass fur eine gute Steroidbildung ein gewisses 
Minimum an Ionenstarke und osmotischer Grosse, gewahrleistet durch das gewahlte 
Verhaltnis der Saccharose-Salz-Konzentration im Homogenat, vorhandcn sein 
musste. Als optimales pH bestimmten wir 7,O-7,2 fur B und Aldosteron, 7,O-7,5 fur 
F, wobei fur letzteres 7,5 vorteilhafter schien (vgl. hierzu [23]) ; wir stellten daher auf 
das Hydrogencarbonatpuffer-System I1 um, welches unter Begasung rnit Oxycarbon 
(95% 0, + 5% CO,), eine bessere, selbstregulierende Pufferung gestattete (vgl. 
Tab. 2). 

Die Inkubationsdauer hatten wir schon fruher von 3 auf 2 Stunden verkurzt, da 
gleichzeitig verlaufende Abbaureaktionen nach 2 Stunden die nur noch geringfiigige 
Bildungsrate aus endogenen wie exogenen Vorstufen zu ubertreffen begannen. Von 
zugefugtem radioaktivem Aldosteron wurden ca. 20% wahrend der 2-stundigen Inku- 
bation zerstort. Zudem verschob sich das llg-Hydroxy- 11-Keto-Verhaltnis 
rnit zunehmender Inkubationsdauer zu ungunsten der primar gebildeten lla-Hydroxy- 
steroide. Eine recht gute Steroidausbeute war zwar schon nach 30-GO Minuten zu 
verzeichnen, aus praktischen Grunden und zwecks besserer Reproduzierbarkeit wurde 
die maximale Bildung bei 2 Stunden vorgezogen. Die Begasung erwies sich rnit etwa 
0,5 1 pro Minute hinsichtlich Sauerstoffangebot, wie nicht minder wichtiger Ruhr- 
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wirkung, in den von uns benutzten Gefassen als optimal. Die durch Begasung mit 
reinem Stickstoff erzielte Steroidausbeute entsprach dank dcs im Homogenat noch 
vorhandenen Sauerstoffs immerhin noch ca. 20-40°/0 der Normalwerte; die Aldo- 
steronbildung reagierte auf Sauerstoff-Mange1 oder -Entzug am empfindlichsten. 

Aus den Versuchen mit Fumarat-Mg++-Kombinationen ging ferner hervor, dass 
die optimalen Bedingungen fur Aldosteron, 18-Hydroxy-B und 19-Hydroxy-B nicht 
identisch waren mit denjenigen fur F und B. Als Kompromiss ergaben sich die in 
Tab. 1 angegebenen Konzentrationen. Das galt ebenso fur das Verhaltnis von Fumar- 
saure und NADP.  Da NADPH einen obligaten Cofaktor fur die Steroid-Biosynthese 
darstellt [19], haben wir schon fruher die wichtige Rolle der Fumarsaure bei der Bil- 
dung von NADPH aus exogenem NADP und Nebennierenenzymen diskutiert [l] 
[9]. Wir konnten nun papierchromatographisch und spektrophotometrisch nachwei- 
sen, dass in unserem System I1 wahrend der Inkubation Fumarat verbraucht und 
reduziertes Nucleotid gebildet wurde. GRANT und Mitarbeiter [26] vermuteten, dass 
die in Rinder-Nebennieren-Mitochondrien durch Zwischenstufen des Tricarbonsaure- 
cyclus vermittelte Bildung von NADPH von Apfelsauredecarboxylase abhangig ist. 
Apfel- oder Bernsteinsaure vermochten jedoch in unserem System die Fumarsaure 
nicht vollwertig zu ersetzen (vgl. auch [ 2 2 ] ) .  

Ein gleichwertiger Ersatz war moglich durch ein anderes, nicht an die Mitochon- 
drien gebundenes NADPH-erzeugendes System, wie exogenes Glucose-6-phosphat 
mit NADP und endogener Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase; unter diesen Bedin- 
gungen war die Ausbeute von F und B mindestens so gut, und zwar unter Vergrosse- 
rung des F/B-Verhaltnisses, wahrend diejenige von Aldosteron bestenfalls gleich 
blieb. Ersatz von NADP durch 0 , 2 4  pMol vorgebildetes NADPH pro g Gewebe be- 
wirkte unter Erhaltung der F- und B-Bildung ebenfalls einen Ausbeute-Abfall von 
illdosteron im Phosphat-Medium (System I), nicht aber im Hydrogencarbonat- 
Medium (System 11). Aus okonomischen und Stabilitats-Grunden wurde somit die 
Verwendung von NADP vorgezogen, nachdem sich auch gezeigt hatte, dass andere 
Nucleotide wie ATP, ADP, AMP, 3’,5’-AMP, NAD und NADH (mit je 8 pMol) die 
Biogenese aus endogenen Vorstufen unseres Homogenates nicht besser bzw. wesent- 
lich schlechtei zu fordern vermochten ; das gleiche galt fur Trigonellin als potentieller 
Vorstufe fur die Nucleotide. 

Bei einer auf rund 3 pMol NADP pro g Gewebe erhohten Konzentration, was etwa 
der 300fachen Menge der Gewebekonzentration entsprach, war auch die Ausbeute aller 
Steroid-Endprodukte erhoht gegenuber geringeren Mengen. Bei 6 und 9 pMol NADP 
stieg die Bildung von F, B und 19-Hydroxy-B noch weiter an, diejenige von Aldo- 
steron aber nicht mehr so stark. Anderseits sank bei Ersatz von NADP durch NAD 
(je 3 pMol) die Ausbeute der erstgenannten Steroide bedeutend starker als die von 
Aldosteron. 

Einen ahnlichen Effekt beobachteten wir auch bei der Umwandlung exogener 
Vorstufen, wobei NAD gegenuber NADP bei absolut geringerer Ausbeute das Ver- 
haltnis zugunsten von Aldosteron verschob (s. Abschnitt uber Vorstufen). 

Diese quantitativen Verschiebungen, welche durch die Wahl der NADPH-erzeu- 
genden Systeme bzw. der Nucleotide selbst auftraten, lassen vermuten, dass die 
Aldosteronbildung eines anderen Nucleotid-Gleichgewichtes bedarf als die Biosyn- 
thesc anderer Corticosteroide; Aldosteron stellt auch insofern eine Ausnahme dar, als 
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seine Bildung, wenigstens theoretisch, auf einer der Stufen eine Dehydrierung der 
18-Hydroxylgruppe erfordert. 

Nachdem wir auf diese Weise zu einer Kompromisslosung rnit fur unsere Zwecke, 
gesamthaft betrachtet, optimaler Steroidbildung gelangt waren, wie in Tab. 1-3 
angegeben (System II), sei noch kurz auf einige weitere Variationen oder Zusatze 
verwiesen; sie hatten alle keinen oder keinen giinstigen Effekt auf unser System. 

In Ubereinstimmung rnit anderen Angaben [25], hatte der Ersatz aller Natrium- 
durch Kalium-Ionen keine eindeutige Anderung der Steroidbildung zur Folge. Ersatz 
von Magnesium-Ionen durch Calcium- oder Mangan-Salze erwies sich jedoch, teil- 
weise im Gegensat.z zu Befunden rnit Gewebe anderer Spezies oder Praparation [25] 
[27] [as], als ungunstig. 

Zusatze wie Vitamin A bzw. A-acetat (150 bzw. 1300 pg/ml; vgl. [29]), Vitamin 
K,, E [30] und der B-Gruppe (150 pglml), oder Cytochrom C (1500-7500 pglml) hat- 
ten keinen Einfluss auf unser System, iiberraschenderweise auch nicht 2,4-Dinitro- 
phenol (bis 30 pg/ml; vgl. [25]) ; zur Ascorbinsaure vgl. [72]. 

Naturliches ACTH oder das synthetische B1-24-Corticotropin, bzw. Hypertensin 
jVa15-Hypertensin 11-Asp-p-amid) vermochten mit his zu 750 ,ug/ml unser bereits 
optimal produzierendes in-vitro-Homogenat-System mit endogenem Vorlaufer ocler 
exogenem, inaktivem bzw. [3H]-Cholesterin nicht weiter zu stimulieren. Selbst wenn 
das System durch Weglassen von Fumarsaure oder NADP bzw. Magnesium-Ionen 
stark verai-mt, oder durch Austausch der Fumarsaure rnit Glucose-6-Phosphat modi- 
fiziert wurde, war kein wesentlicher Effekt durch 30 pg/ml 24er-Peptid zu erkennen ; 
ein solcher ware unter der Annahme zu erwarten gewesen, nach welcher die stimulie- 
rende Wirkung von Corticotropin durch eine Aktivierung der Glucosed-phosphat- 
Dehydrogenase zustandekommen sol1 (vgl. [31]). 

3. Endogene und exogene Vorstufen. - Fur die Untersuchung einzelner Bio- 
synthese-Reaktionen und deren Beeinflussung durch Aktivatoren oder Blocker war 
ein Homogenat rnit den natiirlichen endogenen Vorstufen besonders wiinschenswert, 
das rnit einem moglichst vollstandigen Enzymsystem ein Steroidspektrum lieferte, 
wie es physiologischerweise z. B. im Nebennieren-Venenblut anzutreffen ist [32]. Bei 
Verwendung zusatzlicher exogener Vor- oder Zwischenstufen in einem solchen System 
musste daher beriicksichtigt werden, dass ihre Umsetzung lnit  derjenigen der gleich- 
zeitig vorhandenen endogenen Metaboliten in Konkurrenz steht. Unter der Annahme, 
dass endo- und exogene Vorstufe im Homogenat in physikalisch identischer Weise 
vorlagen, konnte nur dann rnit einer identischen Umsetzung gerechnet werden, wenn 
die exogene Vor- oder Zwischenstufe qualitativ der endogenen entsprach und quan- 
titativ - wegen der moglichen Substratsattigung - nur einen geringen Bruchteil der 
letzteren ausmachte. Aus diesem Grunde war fur uns die Identifizierung der endo- 
genen Vorstufe veil grossem Interesse. 

3. I .  Generelle Vorstufen.  Nach zahlreichen Arbeiten mehrerer Forschergruppen ver- 
lauft die Biosynthese der Corticosteroide in verschiedenen Nebennierensystemen z?z 
vitro rnit radioaktiven, teils auch unmarkierten Steroiden als Vorstufen ausgehend von 
Cholesterin iiber die in Fig. 1 skizzierten Etappen [S] [ll] [18-201 [22] [33-441 [74]. 
Dabei hangt die relative Bedeutung der einzclnen Wege oft stark von der Wahl des 
verwendeten Systems ab. Fig. 1 stellt die hauptsachlichsten und moglichen Biosyn- 
these-Wege vereinfacht, in Form senkrechter Kanale rnit horizontalen Querverbin- 
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dungen, dar ; in den Schnittpunkten stehen die Zwischen- oder Endprodukte, letztere 
als Quadrate markiert ; die Verbindungslinien bedeuten die einzelnen Schritte : Die 
Senkrechten von der d 5- zur d4-Ebene entsprechen den 3b-Hydroxysteroid-Dehydro- 
genasen und A5'4 Isomerasen, die Waagrechten von links nach rechts 11p-Hydro- 
oxylasen, die Linien von vorne nach hinten 21-Hydroxylasen, die Diagonalen vom 
Zweitinnersten, starker ausgezogenen Kanal nach innen den 17a-Hydroxylasen, nach 
aussen den 18-Hydroxylasen ; die Diagonalen nach dem aussersten Kanal reprasen- 
tieren die 18-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen. 

Fig. 1. Vereinfachtes Schema der Corticosteroid-Bzosynthese ausgehend von Cholesterin bzw. Pre- 
gnenolon (52'). Die fein gestrichelten Verbindungslinien weisen auf die strukturellen Zusammen- 
hange hin; die Hydroxylierungen in 11,17,18 und21 erfolgen in Richtung der angegebenen Pfeile, 
ausgehend vom starker ausgezogenen zweitinnersten Kanal, und zwar hauptsachlich in der 
Reihenfolge 21,11 oder 17,21,11 (B + F ist somit keine realisierbare Transformation). Die senk- 
rechten Linien bedeuten den Ubergang von d5-3B-Hydroxy- zu A4-3-Keto-Steroiden, die aussersten 
Diagonalen den Ubergang 18-Hydroxy- zu 18-0x0-Steroiden. Die vollen Kreise bedeuten nach- 
gewiesene bzw. eingesetzte Vor- und Zwischenprodukte, die vollen Rechtecke die Endprodukte. 
Die dick gestrichelte Linie bezeichnet den Biosyntheseweg zu B, die dick punktierte denjenigen 

zu F (s. auch Text). 

Nach heute giiltigen Anschauungen wiirde das biosynthetische Potential der zona 
fasciculata der Nebennierenirnde die Steroide des innersten Kanals umfassen, das 
Potential der zona glornerulosa die Steroide der beiden ausseren Kanale, wahrend die 
Reaktionen des zweitinnersten Kanals in beiden Zonen nachweisbar sind [34]. Wei- 
tere Transformationen, wie 68 , 16a- oder 19-Hydroxylierung, Seitenkettenabspaltung 
oder Aromatisierung sind der Ubersicht wegen im Schema ausgelassen worden ; ver- 
zichtet wurde auch auf die Wiedergabe von Hydrierungs- und Dehydrierungs-Reak- 
tionen, z. B. der Sauerstoffunktionen in 11- oder 20-Stellung. 
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Ausgehend von Acetat durften heute Cholesterin und Pregnenolovt als obligate 
Zwischenprodukte der Steroidbildung angesehen werden [22] [33-401 143-461. Die 
gelegentliche Vermutung, dass es andere, von Cholesterin unabhangige Wege gibt 
[39] [41], liess sich bisher nicht bestatigen [40] [45], aber auch noch nicht ganz aus- 
schliessen [40]. Der vermutlich fur die Steroidgenese einen Engpass darstellende Weg 
Cholesterin-Pregnenolon fuhrt uber 20a-Hydroxy- und 20a, 22R-Dihydroxycholesterin 
unter Abspaltung von Isocapronsaure [22] [36] [43]. 

Ausgehend von Pregnenolon bzw. Progesteron teilt sich der Weg in 2 Haupt- 
strange (vgl. Fig. 1) ; der eine, dick gestrichelte, fuhrt von Pregnenolon uber Pro- 
gesteron und DOC nach B, der andere, punktierte, von Pregnenolon uber 17-Hydro- 
oxypregnenolon, 17-Hydroxyprogesteron und S nach F, wobei auch die Abzweigung 
von Progesteron eine gewisse Rolle spielt. Sehr viele Nebenwege (fein gestrichelt) 
sind dadurch denkbar und teils auch realisierbar, dass die Hydroxylierungen auf der 
A5-Ebene verlaufen, bevor die Dehydrierung zu den d4-3-Ketosteroiden erfolgt [47] ; 
dabei ist die Reihenfolge der Hydroxylierungen im wesentlichen immer 17,21,11 bzw. 
21 , l l  [34]. 

Die relativ nur geringfugige Umwandlung zu Aldosteron geht bisher am besten 
aus B als Vorlaufer, offensichtlich uber 18-Hydroxy-B, obwohl letzteres eine schlech- 
tere Vorstufe darstellt. Auf andere mogliche Vorstufen des Aldosterons auf den 
beiden ausseren Kanalen in Fig. 1, wird weiter unten eingegangen. 

20a-Hydroxycholesterin, Z O K ,  22R-Dihydroxycholesterin, sowie Pregnenolon oder 
Progesteron, die in unseren Homogenaten hochstens in Spuren (< 1 pg/g) nachzuwei- 
sen waren, ltamen daher schon aus quantitativen Grunden als vorgebildete endogene 
Vorstufe nicht in Betracht, da die Neubildung der reduzierenden Corticosteroide 
200400 pg/g Gewebe betrug. Progesteron fie1 auch in qualitativer Hinsicht aus, da 
es sowohl als inaktive (100-400 pg/g) wie radioaktive Vorstufe (3 pg/g) bei volligem 
Umsatz ein B/F-Verhaltnis von durchschnittlich 5 gegenuber 1-2 aus endogener 
Produktion lieferte. Hinsichtlich des B/F-Verhaltnisses erwies sich Pregnenolon 
(0,6-500 pg/g) bei ebenfalls 100-proz. Umsatz mit einem Wert von ca. 2,5 bereits 
sehr ahnlich der endogenen Vorstufe, und tritiiertes 20a-Hydroxycholesterin (0,6 
pg/g) ergab bei einem Umsatz von 70% praktisch identische Werte. Dies liess vermu- 
ten, dass die endogene Vorstufe keine A4-3-Ketosteroid-Struktur besass und dass ihr 
Weg zu F in unserem Homogenat nicht uber Progesteron, sondern 17-Hydroxypre- 
gnenolon fuhrte (vgl. auch WELIKY & ENGEL [75]). 

Das einzige Sterin, das im Nebennieren-Rinden-Gewebe mengenmassig als pra- 
formierte Vorstufe in Frage kam, ist freies Cholesterin, das rund 0,2% vom Frisch- 
gewicht ausmacht [48] [49], und teils aus der Nebenniere selbst [3840] [46], teils aus 
dem Blut stammt [45] [50]. Deshalb erschien Cholesterin als die wahrscheinlichste 
Muttersubstanz der Corticosteroide in unserem System, wenn nicht eine weiter vor 
Cholesterin liegende Verbindung oder Acetat selbst [38-401 [46] [51] dafur in Betracht 
zu ziehen war. 

Exogenes, inaktives Cholesterin bewirkte bis zu 1000 pg/g keine Steigerung der 
Steroidbildung mehr, da bereits die endogene Substratkonzentration von ca. 1800 
pg/g einer Ubersattigung der vorhandenen enzymatischen Kapazitat entsprach. Eine 
weitere Steigerung der Cholesterin-Konzentration hatte sogar eine deutliche Hemm- 
wirkung zur Folge. Wurde hingegen mit [7a-3H]-Cholesterin inkubiert (6 pg/g), so 
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erhielten wir einen Umsatz von rund 25% der eingesetzten Radioaktivitat zu Corti- 
costeroiden, der im gleichen Ansatz recht genau mit demjenigen der endogenen Vor- 
stufe zu nicht-radioaktiven Corticosteroiden entsprach ; auch war das B/F-Verhaltnis 
aus exogenem wie endogenem Vorlaufer identisch. Ausserdem verhielt sich exogenes 
[3H]-Cholesterin in qualitativer und quantitativer Hinsicht gleich wie die endogene 
Vorstufe, wenn deren Umsetzungen durch Zugabe von Aktivatoren oder Blockern 
generell oder selektiv modifiziert worden war. Uber diese Versuche wird spater ge- 
nauer berichtet werden. 

Die dunnschichtchromatographische Bestirnmung mit unseren Homogenaten bzw. 
ihren Hexanextrakten ergab eine durch die Inkubation bedingte Abnahme des 
Cholesteringehaltes von durchschnittlich 400 ,ug/g, eine Menge, die nur wenig uber 
derjenigen der neu gebildeten Corticosteroide (300-400 ,ug/g) lag. Ahnliche Verhalt- 
nisse haben auch DAILEY und Mitarbeiter [28] bei der Inkubation von Schweine- 
Nebennieren gefunden. Ferner ergab sich, dass cntfettetes, Vorstufen-freies Aceton- 
Trockenpulver von Nebennieren-Kindengewebe sowohl die wieder zugefugte Vor- 
stufe in Form des Hexanextraktes, als auch inaktives oder tritiiertes Cholesterin in 
gleicher Ausbeute zu B umsetzte. Ohne diese Vorstufen entstanden praktisch keine 
Corticosteroide. 

Somit konnten wir mit grosser Wahrscheinlichkeit annehmen, dass unsere endo- 
gene Vorstufe aus freievn Cholesterin bestand. Es war allerdings noch abzuklaren, 
ob nicht primar Cholesterinfettsaureester betroffen waren, obwohl das Verhaltnis 
Cholesterinester/Cholesterin in der Rinder-Nebennierenrinde mit rund 0,15 [48] im 
Gegensatz zu anderen Spezies mit 1-10 [49] [52] [53] aussergewohnlich niedrig ist. 
Dagegen sprach auch, dass sich die endogene Cholesterinesterfraktion wahrend der 
Inkubation nicht merklich verandert hatte, obwohl nach SHYAMALA et a/. [54] die 
enzymatische Hydrolyse dieser Ester in Rinder-Nebennierenhomogenat bei pH 7,5 
in guter Ausbeute verlaufen soll. Unter unseren Bedingungen fanden wir, dass einer- 
seits ein Zusatz von Cholesterin-oleat, -linolat, -linolenat, -palmitat oder -stearat (je 
200 pg/g)  zu den endogen vorhandenen Estern (rund 300,ug/g) die Steroidgenese nicht 
erhohte ; anderseits wurde [14C]-Cholesterinlinolenat bis zu 65% hydrolysiert, wobei die 
Ausbeute der Corticosteroide aber nur rund 1/3 derjenigen aus T- Cholesterin selbst 
entsprach. Eine gleichzeitige Veresterung von tritiiertem Cholesterin zu Fettsaure- 
estern fand nur zu 1-2% statt.  Eine direkte Verwendung von Cholesterinestern fur 
die Corticosteroidgenese in Rinder-Nebennierenhomogenat liess sich somit im Wesent- 
lichen ausschliessen ; ein gleiches Ergebnis erhielten DAILEY et al. [52] mit Schweine- 
Nebennieren bei einem sogar vie1 hoheren Esterverhaltnis von 1,0, wahrend bei Hund 
oder Mensch (Verhaltnis 9-10) die Cholesterinester eine gewisse Rolle fur die Steroid- 
genese zu spielen scheinen [34] [55]. 

Schliesslich war Cholesterinsu~at als mijglicher Vorlaufer zu beachten, obwohl 
sein Gehalt in Rinder-Nebennieren nur zu I ,5 pg/g gefunden wurde [56]. Kurzlich 
ist jedoch nachgewiesen worden, dass Nebennierengewebe Sulfokinasen enthalt, die - 
allerdings unter Zusatz von Adenosin-3’-phosphat-5’-phosphosulfat - verschiedene 
A5-3P-Hydroxysteroide verestern konnen [57] [58], und dass auch Cholestcrin bzw. 
l’regnenolon als Sulfate zu einem geringen Prozentsatz in 17-Hydroxypregnenolon- 
sulfat umgewandelt werden [58] [59]. Unter den Bedingungen unseres Systems konn- 
ten wir jedoch inaktives oder tritiiertes Cholesterinsulfat und Pregnenolonsulfat nur 
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zu einem geringen Teil in freie Corticosteroide iiberfuhren ; daneben waren noch 
hydrolysierte Vorstufen bzw. unhydrolysierte Sulfate nachzuweisen. Umgekehrt lies- 
sen sich bei Einsatz tritiierter d5-3/3-Hydroxysteroid-Vorstufen hochstens einige 
Prozente davon in der Sulfatfraktion nachweisen. 

Der Vollstandigkeit halber untersuchten wir noch, ob sich in unserem System 
[14C]-Acetat in Corticosteroide einbauen liesse, wie dies schon fruher mit Homogenaten 
[37], Schnitten [38] [60] oder nach der Perfusionstechnik [39] erwiesen worden war. 
Mevalonat schien unter diesen Bedingungen nicht geeigneter zu sein [37] [76]. Unsere 
Versuche verliefen vollig negativ. 

Alle unsere Resultate sprechen somit dafur, dass freies Cholesterin die endogene 
Vorstufe fur die in unserem System wahrend der Inkubation entstehenden Cortico- 
steroide darstellt . 

3.2. Exogene Vorstufen fiir Aldosteron. Uber die bevorzugte Biosynthese des Aldo- 
sterons, deren mogliche Wege in Fig. 1 angedeutet sind, ist man sich noch nicht im 
klaren. Nach AYRES und Mitarbeiter [61] entstehen mindestens 50% davon uber B 
als Zwischenstufe, was zwangslaufig zur Annahme eines Weges uber 18-Hydroxy-B 
fiihrt. Aus der Literatur geht zwar hervor, dass sich B besser zu Aldosteron umwan- 
deln l a s t  als Pregnenolon, Progesteron, ll/?-Hydroxyprogesteron, DOC und 18- 
Hydroxyprogesteron, aber auch besser als 18-Hydroxy-B selbst [5] [34] [61-681. 

In Erganzung fruherer Versuche [Z-51 konnten wir diese Befunde mit inaktiven 
und radioaktiven Steroiden im Wesentlichen bestatigen. Tab. 4 gibt eine Zusammen- 
stellung der unter unseren Bedingungen erzielten Umsatze mit 100-400 pg Steroid/g 
Gewebe; in den mit * bezeichneten Fallen, in denen auch radioaktive Vorstufen in 
einer Konzentration von 1-10 p g / g  verwendet worden sind, erhielten wir praktisch 
das gleiche Ergebnis. 

Tabelle 4. Biosynthetische Unzsetzung verschiedener Steroide zu Aldosteron in Rindernebennieren- 
Rindenhomogenat 

1-5% 0,2-1 ,0% 

21-Desoxyaldosteron DOC * 
B* 18-Hydroxy-B * 

11-Dehydroaldosteron 21-Hydroxypregnenolon 
Progesteron * 
Pregnenolon * 
18-Hydroxy-DOC 
18-Hydroxyprogesteron 

<0,2% 
1 Ip-Hydroxyprogesteron 
18-Oxoprogcsteron 
A4 
Cholestcrin * 
Cholesterinsulfat * 
Pregnenolonsulfat * 
21-Dehydro-B 
DOC-18-saure 
Pregn-4-en-11/3,21-diol-3,20-dion-18- 
saurelacton (18 j. 11) (Ketollacton) 

Die bessere Aldosteronbildung aus B als aus 18-Hydroxy-B, uberhaupt generell 
aus 18-Desoxy-Verbindungen als aus 18-hydroxylierten Vorstufen, l a s t  sich u. a. 
damit erklaren, dass exogenes 18-Hydroxy-B in der zyklischen Hemiketal-Form vor- 
liegt und als solche die enzymatische Dehydrierung erschwert [63] [68]. Es erscheint 
somit nicht unwahrscheinlich, dass die endogene Biosynthese diesen Weg beschreitet ; 
es gibt auch gewisse pathologische Faille, die bei hochstens normaler Sekretionsrate 
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von Aldosteron eine enorm erhohte Sekretionsrate von 18-Hydroxy-B aufweisen, 
was sich durch eineii Defekt der 18-Hydroxy-Dehydrogenase interpretieren laisst 
[64] [69]. 

Anderseits fanden wir in Ubereinstimmung mit SANDOR & LANTHIER [66], dass 
der umgekehrte Weg von Aldosteron zu 18-Hydroxy-B unter den gegebenen Bedin- 
gungen nicht durchfuhrbar ist. 

Die relativ gute Aldosteronbildung aus 21-Desoxyaldosteron bzw. 11-Dehydro- 
aldosteron ( = 18-0x0-A) zeigte, dass auf diesen Stufen sowohl 21-Hydroxylierung 
wie Reduktion der 11-Ketogruppe noch moglich waren; ob diese Umwandlungen 
hiogenetisch von einiger Bedeutung sind, erscheint uns zweifelhaft im Hinblick auf 
die geringen bis kaum nachweisbaren Umsetzungen von 18-Hydroxyprogesteron, 18- 
Oxoprogesteron, 1la-Hydroxyprogesteron bzw. A; letzteres und 21-Dehydro-B 
waren jedoch insofern von Interesse, als sie schon eine Oxydationsstufe darstellten, 
die nach 18-Hydroxylierung theoretiscli nur durch Disproportionierung zu Aldosteron 
hatte fuhren konnen, was nicht der Fall war. Auch Vorstufen wie DOC-18-Saure oder 
das Ketollacton, die zur Umwandliing einer Reduktion der Sauerstoffunktion in 18 
hedurften, versagten ganzlich. Unter 10 syntlietischen C,,-d4-3-Ketosteroideii mit 
Sauerstoffunktionen in 18 und 20 bzw. 11, 18 und 20, teils mit Lacton- oder Epoxid- 
Brucken zwischen 11 und 18 bzw. 18 und 20, teils mit freien Hydroxylgruppen in 
18 und/oder 20-Stellung, fanden wir ebenfalls keine, welche zur Bildung von Aldo- 
steron oder 18-Hydroxy-B beitrugen. 

Nachdem sich in der Tat keine der gepruften Verbindungen besser als B in Aldo- 
steron umwandeln liessen, pruften wit-, wie weit diese Situation von den Inkubations- 
bedingungeii abhangt. Fur die Aldosterongenese aus dem endogenen Vorlaufer 
( =  Cholesterin) erwiesen sich die gleichen Bedingungen als optimal wie fur die Ste- 
roidhydroxylierungen. Da die Aldosteronbildung aus 18-Hydroxy-B formal nur einer 
Dehydrierung bedarf, verglichen wir die Umwandlung von tritiiertem B und 18- 
Hydroxy-B unter Veranderung der Konzentrationen von Fumarsaure, NADP, NAD 
und ATP. Das Resultat war folgendes : ohne Fumarsaure, aber mit relativ vie1 Nucleo- 
tiden, also unter Bedjngungen, unter denen die Aldosteronbildung aus endogener 
Vorstufe bedeutend sank, blieb sie aus exogenem B oder 18-Hydroxy-B noch in glei- 
cher Hohe erhalten, war aber auch nicht besser als unter Normalbedingungen. Immer. 
hin erwies sich nun 18-Hydroxy-B d e m  B als ebenburtige, wenn nickt  bessere VorstQfe. 

Diese Versuche bestatigten die weiter oben geausserte Vermutung, dass die Be- 
dingungen fur die Biosynthese von Aldosteron zumindest in der letzten Stufe ver- 
schieden sind von denjenigen anderer Corticosteroide. 

1;iir die ausdaucrnde und zuverlassigc Mitarbeit hci dcn annaherntl 6000 Inkubationcn tlankcn 
wir den Herren H. STEFFEN, W. ROSSMANN uncl B. LEONARDI bcstens. Herrn Dr. K. SCHMID sind 
wir fur die Kadiometrie, Herrn E. VON ;\Rx, Frl. M. MERKLE und Frl. R. HALG fur die grosse 
Hilfc bei der Chromatographie sehr zu Dank verpflichtet. Dcn Herren Dres. G. ANNER, I<. HEUS- 
LER, J.  SCHMIDLIK, J. KALVODA und 1’. WIELAND verclanken wir viele dcr 18-oxygeniertcn 
Steroide. 

Experimenteller Teil 
A. Material. - Nucleotide B ~ H R I N C E R :  hTP-l)inatriumsalz, Nr\l~-’l‘ctraliydrat, N;\l)H- 

Uinatriumsalz, N.4UP-Mononatriumsalz, NADPH-Tctranatriumsalz. 
Reagentien p .  A. :  Polyathylenglykol Carborex 200 und Antifoam Siliconol A F  von Dow 

CORNING. Losungsmittel Irisch destillicrt; chromatographische TMsungsmittelsysteme und Indi- 
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katoren s. [17]; WHATMAN-Papier No. 1; Kieselgel G MERCK. Gase von CARBA (Basel). Farbstoff 
F5 : 4'-Diathylamino-2'-methyl-4-nitro-azobenzol; Rhodamin B extra, 0,1% in Athanol (ClBA A(;) ; 
die fur die Lokalisierung von Aldosteron wichtigen UV.-fluoreszierendcn Komponcnten des 
Rhodamins B extra (s .  Fig. 2) enstehen erst nach mindestens 2-3 wochiger Alterung der Farb- 
stofflosung unter dem Einfluss von Tageslicht. Szintillator : 0,4% BBOT CIBA (2,5-Bis-L5'-t- 
butylbenzoxazolyl-(2')]-thiophen) in Benzol. 

Folgende Steroide bezogen wir vom RADIOCHEMICAL CENTER, Amersham, bzw. NEW ENGLAND 
YUCLEAR CORP., Boston, (spez. Akt. in mc/mg) und reinigten sie, wenn notig, papierchromato- 
graphisch: [4-14C]-Chole~terinlin~lcnat (0,032), [7~-~H]-Cholesterin (6,5), [7cc-3H]-Pregncnolon 
(3,33), [4-14C]-Progesteron (0,07), [l, 2-3H~-Desoxycorticosteron (2,7), [l, 2-3H]-Corticosteron (2,1), 
[l, 2-3H]-11@-Desoxycortisol (l,S5), [7~-~H]-Cortisol (28), [I, 2-3H]-Aldosteron (80). Ferner erhielten 
wir [l, 2-3H]-18-Hydroxycorticosteron von Dr. ST. ULICK, [21-3H]-21-Hydroxypregnenolon von 
Ur. J .  R. PASQUALINI, [7~-~H]-20~-Hydroxycholesterin von Dr. T. T. TCHEN, 20~-Hydroxy- und 
2 0 ~ ,  22R-Dihydroxy-cholesterin von Ur. M. GUT, 18-Hydroxy-desoxycorticosteron von Dr. R. 
PAPPO und 18-Hydroxycorticosteron sowie 21-Desoxyaldosteron von Dr. J. SCHMIDLIN 2). Sulfate 
von Cholesterin und Pregnenolon (radioaktive und inalrtive) wurden rnit Pyridiniumsulfat nnd 
Diathylamin in Pyridin nach SOREL & SPOERRI [70] hergestellt uud diinnschichtchromatographisch 
gereinigt; als System eignete sich rnit Kieselgel G eine Mischung von Athylacetat-Pyridin-Essig- 
saure-Wasser (62+21+ 6+  11) sehr gut; Nachweis mit Antimontrichlorid. 

Die Nebennieren wurden im Schlachthof Basel von frisch geschlachteten, entbluteten Tieren 
(je 4-5 Kiihe oder 7-8 Rinder) samt Fettpolster gewonnen, bei 0-5" transportiert, von Fett  befreit 
und gewogen. Das Mark schabte man aus den langs halbierten Driisen aus. 

Die Hornogenisationslosung, welche alle 2 Wochen frisch hergestellt wurde, enthielt in bidest. 
Wasscr gelost: Saccharose ( 0 , 2 ~ ) ,  NaCl ( 0 , 0 6 2 ~ ) ,  KC1 ( 0 , 0 2 5 ~ ) ,  Na,HPO, (0,02M), und wurde 
im Kiihlschrank (0") aufbewahrt. 

Homogenisator CUISTO rnit 1-Liter-Glasgefass; pH-Meter Polymctrohm 39C rnit kombinierter 
Einstab-Glaselektrode mit Schliff (METROHM AG) ; Uurchflussmesser Rotameter geeicht auf 
0,l-2,8 Minutcnliter; UV.-Spektrophotometer PERKIN-ELMER, Model 137. 

B. Methoden. - 1 )  Herstellung des Homogenates (im Kiihlraum bei 0-5"). Von den in 
eisgekuhlten Gefassen gesammelten Nebennierenrinden wurden 70 g rnit dem Wiegemesser fein 
gehackt (Teilchengrosse ca. 8-10 mm3). Dieser Brei wurde im vorgckuhlten Homogenisator, wclcher 
bereits 140 ml einer eiskalten Hornogenisationslosung enthielt, eine Minute auf eine Tourenzahl 
von nicht hoher als ca. 22 000 Touren/Min. homogenisiert, die Temperatur kontrolliert (unter 12") 
und das pH gemessen; wenn notig wurde auf p H  6,9-7,l korrigiert, cia ein hbsinken unter 6,9 zu 
einem irreversiblen Aktivitatsverlust fiihrte. Dann wurden 35 g fein zerschlagenes, aus bidest. 
Wasser hergestelltes Eis zugegeben3) und 4 Min. auf voller Tourenzahl so homogenisiert, dass etwa 
drei bis viermal abgestoppt, pH uud Temperatur kontrolliert, und sofort wieder auf volle Touren- 
zahl gestellt wurde. Das Homogenat (ca. 230-245 ml} wurdc in eincn eiskalten Messzylinder abge- 
fi i l l t  und kalt gehalten. 17 mi des Homogenates entsprachen ca. 5 g Rindengewebe; Zusammen- 
setzung s. Tab. 1. Fur die Herstellung moglichst salzarmer und/oder saccharosefreier Homogenate 
wurde in bidestilliertem Wasser, salzfreier Saccharoselosung oder Salzlosung homogenisiert. Von 
dcr Schlachtung bis zum fertigen Homogenat wurden ungefahr 2 bis 3 Std. benotigt. 

2) Inkubation. - Unter Umriihren des Homogenates wurden ungefahr 20 ml rnit ciner 
Pipette vom Messzylinderboden her aufgesogen, davon 17 ml in einen 25-ml-Messzylinder abge- 
messen und in cinen Inkubationskolben (nicht siliconisicrt) gelccrt, wclcher im Thermostatenbad 
(35") in einem Schuttelgestell mit einem mit Glasfritte versehenen Gaseinleitungsrohr bereit war. 

2, Fur die Uberlassung der verschiedenen Steroide sind wir diesen Herren zu grossem Dank 
verpflichtet, ebenso der ENDOCRINOLOGY STUDY SECTION, N.I.H., Bethesda, fur die anfangliche 
Belieferung rnit [7~-~H]-Aldosteron und [7~-~H]-Cortisol. 

3, Im System I (vgl. Tab. 1) wurden in diesem Moment auch die eingewogenen Mengen dcr 
Nucleotide (350 mg ATP, 35 mg NAD, 17,5 mg NADH, 8,75 mg NADP) zugefiigt. Wenn der Einfluss 
bestimmter Substanzen auf das Homogenat interessierte, wurden sie vor der 4-Minuten-Homo- 
genisation zugefiigt, sofern sie nicht in der Homogenisationslosung gelost werden konnten. 
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Aus einer Burette wurden 17  ml der InkubationsZ0sung4), deren Zusammensetzung in Tab. 1 fur 
jedes System angegeben ist, in dcn gleichen Messzylinder abgefullt und unter leichtem Schutteln 
zum Homogcnat zugefiigt. Aus einer Stabpipette wurde 0,5 nil Feinsprit, welcher gegebenenfalls 
die zu prufcndcn Substanzen (Blocker, Aktivatoren oder Vorstufen) enthielt, zugefugt5). Nach 
Zugabe von 2 Tropfen Antifoam wurde sofort mit der Begasung, im System I mit Sauerstoff, 
im System TI mit Oxycarbon, begonnen. Diese Gase wurden vorher mit Wasser gesattigt; die 
Durchflussmenge musstc fur jeden einzelnen der 1 2  Inkubationskolben mit einem zugehorigen 
Rotameter auf 0,5 Minutenliter eingestellt und wahrend der Inkubationsdauer konstant gehalten 
werdcn. Der 1. und der 7. Kolben dienten fur die Kontrollversuche. Zwecks pH-Kontrolle waren 
die Kolben mit eincm seitlichen Schliffstutzen versehen, in welchen die Glaselcktrode passend 
eingefiihrt wertlen konntc. Im System I wurde das pH laufend kontrolliert und durch tropfen- 
weise Zugabe von 1~ HCl auf pH 6,9-7,2 korrigiert. I m  System I1 war eine Korrektur normaler- 
weise nicht notig; eine Kontrolle erfolgte bei Beginn der Inkubation und nach einer Stunde. Die 
sich im Laufe der Begasung an der Kolbenwand ansammelnde, fettige Schicht wurde vor den 
pH-Messungen mit einem Spate1 in das Keaktionsmedium zuruckgeschabt. 

Nach 2 Std. stellte man die Begasung in den cinzelnen Kolben sukzessive ab, und im System 
I1 wurde das Oxycarbon durch Einleiten von Stickstoff ausgetrieben. Bis zur pH-Konstanz war 
eine Bcgasung mit 1.5 -2 Minutenliter Stickstoff wahrend 5 Minuten notwendig. Die Kohlenssure 
aus Clem Oxycarbon schien an den Gewebetcilcn des Homogenates stark adsorbiert zu sein. Gleich- 
zeitig wurdc das pH mit 1~ HCl auf 6,9-7,l eingestellt. Die Reaktionslosung wurde quantitativ 
mit total SO ml Methanol in einen Scheidctrichter gespiilt und gut geschuttelt; die Methanolkon- 
zcntration betrug ca. 60 Vo1.-%. Die beiden Kontrollvcrsuche wurden durch Zugabe eines Farb- 
stoffes F5 markicrt. Zur Restimmung der ursprunglichcn Steroidkonzentration im Gewebe wurden 
die wie oben zusammengesetztcn Ansatze ohne Inkubation sofort mit SO ml Methanol versetzt. 

3) Aujurbeitucng. - Die Aufarbeitung crfolgte nach folgendem Schema, wobei die durch- 
schnittliche prozentuale Wiedergewinnung nach Zusatz radioaktiver Steroide verschiedener Pola- 
ritat (ohnc oder nach Inkubstion) angegeben ist. Die Wiedergewinnungsrate nach Zugabe nicht 
markierter Steroide im mg-Masstab war deutlich hoher als diejenige nach Zugabe der radioaktiven 
Steroide im pg-Masstab; in tlicscm Fall wirkten sich Verlustc durch -4dsorption an Glas und den 
grossen Oberflachen relativ stark aus. 

Bci dcr Inkubation der radioaktiven Steroide verschob sich die Verteilung der Aktivitat 
entsprcchcnd der fortschrcitcnden Transformation in Richtung auf die polare Fraktion (d) ; eine 
Zunahme der -4ktivitat in (f)  oder (g) war dadurch kaum festzustellen (0,5-S%) : auffallender- 
weisc rcicherte sich aber einige Aktivitat (3,558,s %) im Gcwebe-Chloroformextrakt (b) an;  obwohl 
sie aus dem Ckweberuckstand mit Hexan nicht zu entfernen war, loste sich (b) doch leicht darin. 

3. I .  Extraktion. Alle Extrakte aus organischen Losungsmitteln wurden durch Eindampfen 
im Wasscrstrahlvakuum bei 40" im Rotationsverdampfer gewonnen und die Trockenruckstande 
unter 0,05 Torr bei 40" 6-10 Std. getrocknet. 

(a) Hexanextvukt: Die im Schcidetrichter auf 607L Methanolgehalt gestellten Inkubate wurden 
mit 100 ml Hexan, welches mit 60-proz. Methanol-Wasser bei Raumtemperatur gesattigt war, 
gut durchgeschdttelt. Die goldgelbgefarbte Hexanschicht wurde abgesogen, und die wasserige 
Phase noch viermal mit je 100 ml Hexan extrahiert. Die methanolische Phase, in welcher Gewebe- 
bestandteile und denaturiertes Eiweiss ungelost zuruckblieben, wurde in der Kiihlzentrifuge 
(0-5") 15 Min. bei 5000 R P M  zcntrifugiert. Die geringe iiberstehende Hexanschicht wurde abge- 
sogen und zum Hcxanextrakt gegcben. Der Ruckstand des Hexanextraktes betrug je Ansatz ca. 

4, Wenn allc Ansatze z. B. die gleichen radioaktiven Vorstufen enthielten, wurden letztere 
in der Inkubationslosung gelost, wobei ihr genaucs Volumen in den Inkubationskolben vorgelegt 
und 17 ml Homogcnat nachtraglich zugefuhrt wurde. Sonst gab man die radioaktiven Vorstufen, 
in menig Feinsprit gelost, vor der Regasung des Inkubates zu. - In anderen Sonderfallen, wo 
besondere Bestandteile der Inkubationslosung gepriift werden sollten, wurden entsprechend anders 
zusammengesetzte Losungen bzw. Kombinationen eingesetzt. 

5 ,  Substanzen, welche sich in Feinsprit nicht losten, wurden in 0,5 ml Polyathylenglykol, 
Wasser oder in Inkubationslosung separat gelost und zugefiigt. Ausnahmsweise wurden unlos- 
liche Substanzen in Inkubationslosung suspendiert zugefugt. Die Steroidbiosynthese wurde weder 
durch 2,0 ml Feinsprit noch 0,5 ml Polyathylenglykol beeintrachtigt. 

_ _ _ ~  
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A ufarbeztungsschenau 

Verteilung. Inkubat + Methanol + Hexan 

__t (11) Analytische Papierchromatographie 
fur F+E,  B + A ,  S, DOC 

Hexan 
Cholesterin 75% 
Pregnenolon 70% 
Doc 4% 

Geweberuckstand 

J 
(b) Extraktion mit €3 1-10yo 

Aldosteron 1-1,5yo Chloroform 
(Aceton-loslicher 
Antcil) 
Pregnenolon 1 yo 

J Papier- I /  und DOC 3% 
Diinnschicht- 
chromatographie 
Radiometric , Chlnrn fnrnz-Extrukt 

Aceton-unloslicher Teil (d) Aceton-liislicher Anteil 
Cholesterin 5% 
Pregnenolon 5-10yo 

B 65%, 
Aldosteron G0-70% 
(inaktiv 75-90y0) 

DOC 70% 

1471 

t 
methanolisch-wasserige 
Phase 

j. 

--J -1 

Extraktion mit 
Chloroform 

wasscrige Phase 
Cholesterin 1-5% 
Pregnenolon O,Z% 
B 1-2% 
Aldosteron 0,3-0,4% 

-1 
Abdampfen von 
Methanol und 
Extraktion mit Butanol 
I’regnenolon 0.2% 

Hydrolyse, Chromatographie, 
Radiomctrie 

(k) Analytische Papierchromatographie 
Aldosteron 35-50% (inaktiv 50-65 %) 

200 mg. Die methanolisch-wasserige Phase wurde vorsichtig abdekantiert, iiber Watte filtriert 
und der unlosliche Riickstand einmal mit 25 ml GO-proz. Methanol, das mit Hexan gesattigt war, 
auf der Zentrifuge gewaschen. Diese Waschlosung wurde zur Hanptlosung gegeben. 

(b) Gewebeextrakt: Ublicherweise wurde der Zentrifugationsriickstand verworfen. In speziellen 
Fallen wurde dieser Ruckstand 2mal mit je 25 ml Chloroform tiichtig durchgeschiittelt und zentri- 
fugiert. Aus den filtrierten Losungen erhielten wir den Gewebeextrakt (je ca. 2 5 4 0  mg). 

(c) Chlovoformextrakt: Die methanolische-wasserige Phase (ca. 100 ml) mit der Hauptmenge 
dcr Corticosteroide wurde viermal mit je 25 ml Chloroform extrahiert. Die vereinigten Chloroform- 
losungen wurden zweimal mit je 5 ml O , ~ N  NaOH, 5 ml Wasser, zweimal rnit je 5 ml 0 , 1 N  HCl 
und je 5 ml Wasser gewaschcn. Die Chloroformlosung wurde nie langere Zeit (z. B. uber Nacht) 
aufbewahrt, sondern sofort iiber wasserfreiem Natriumsulfat filtriert und eingedampft. Der 
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Ruckstand wurde viermal mit je 4 ml Aceton digeriert und die Aceton-unloslichen Anteile durch 
ein kleines Wattefilter abgctrennt und nachgewaschen. Die vereinigten Acetonlosungcn wurden 
eingeengt und quantitativ in kleinere Rohrchen transferiert. Uieser Ruckstand = Extrakt (d) 
(Accton-l(islicher Tell des Chloroformextraktes) wog ca. 1 0 4 0  mg und enthielt die zu bestimmen- 
den Corticosteroide. Die Aceton-unloslichcn Anteile im Rundkolbcn und auf den Wattcfiltern 
wurden im Bedarfsfalle in Chloroform gclost und eingedampft = Extrakt  (e)  (Aceton-unloslicher 
Teil desChloroformextraktes, ca. 10-20 ing) ; diese Fraktion enthielt wenigcr als 1% der im Aceton- 
loslichen Teil gefundenen Stcroide. 

(d) Wiisserige Phase: Die mit Chloroform extrahierte methanolisch -wasserige Phase wurde im 
Wasserstrahlvakuum von Methanol bcfreit und mit Wasser auf 50 ml eingestellt. Die wasserigen 
Phasen, welche ein pH von 6,8-7,2 aufwiesen, dienten zur UV.-spcktrophotometrischen Bestim- 
mung von N.4DPH (A,,, 340 nm) und Fumarsaure (A,,, 210-215 nm) oder bei Verwendung radio- 
aktivcr Vorstufen zur  Radiometrie. 

(e) n-Butanolexfrakte; In  einigen lnkubationcn wurden die wasserigen Phascn mit oder ohne 
vorheriger salzsaurer Hydrolyse mit je 15 ml n-Butanol zweimal extrahiert. Die Butanolextrakte 
(ca. 4-8 mg) dienten der Untcrsuchung eventucller wasserloslicher Steroidkonjugate. 

3.2. Chromatografihische Bestimmungen. Ausfuhrung der Papier- und Diinnschicht-Chromato- 
graphie, einschliesslich Farbreaktionen, wie in [17] angegeben. 

Erste, analytische Papierchromatogra~hie (h) . Extrakt  (d) wurde in 1 ml Chloroform-Methanol 
(1 + 1) gel8st; davon chromatographierte man 0,5% auf 1,5 cm breitcn Papierstreifen im System 
F,,/EBW, 22", odcr F,,/EBW, 30" : Impragnierung tics Papiers mit  cine, 20-25-proz. Losung von 
Formamicl in Aceton, absteigcnde Chromatographie mit einer Formamid-gesattigten Mischung 
von Athylacetat-Butylacetat-Wasser (15 + 85 + 5) bei 22 bzw. 38". Parallel dazu lief eine Mischung 
von je  0,2, 0.5, 1, 2, 3, 5 und 10 ,ug F und B. Nach UV.-Photokopie wurden die getrockneten 
Chromatogramme durch alkaljsches Blautetrazolium-Reagens (BT) gczogen und sofort durch 
visuellen Vergleich der blauen Flccke halbquantitativ ausgewertct ; nach 50-minutigem Liegen- 
lassen bci 22" troclrnete man mit 1R.-Strahlern zur Erzeugung der fur d4-3-Ketone charakteristi- 
schen gelben Alkali-I~luoreszenz ( A F )  und bestimmte ebenfalls die Konzentration durch vlsuellen 
Vergleicli. I h r  Fchler der Mittclwcrte aus BT und AF-Bestimmung lag untcr & 20%. Die Sequenz 
zahlrcicher Corticosteroidc im F/ERW-System ist auf S. 150 in [17] oder S. 30 in [ l G ]  angegeben 
(s. auch Fig. 2).  Das erste Cliromatogramm (h) diente zur Bcstimmung von F+E (laufen gemein- 
Sam), B+ A (Iaufcn gemcinsam), sowie gegchcnenfalls S, DOC oder weiterer Steroide, sofern sie in 
genugender Mcnge und gcnugencl getrennt auftraten; zur Bestimmung der ungetrennten Gruppe 
Aldostcron, 18-HO-B und 19-I-IO-l3 in tler vorliegendcn kleinen Konzentration s. untcn (Chro- 
matogramme i und k) .  

Zur geicgentlichen sepal-atcn Bestimmung von F und E bzw. B und h wurdcn aliquote Teile 
dcs Extraktes (d) im System B, bzw. BL, ([17], S. 97) chromatographiert. Bei Einsatz radioaktiver 
Stoffc wurdc parallel zum Chromatogramm fur die kolorimetrisch-fluorometrische Auswertung 
ein zwcites 0,5% .%liquot chromatographicrt zur radiometrischen a4uswcrtung und gleichzeitig 
ein 0,5Yu Aliquot unchromatographiert radiomctriert (s. untcn). 

Zweite, prapavative Chromatographis (i). Zur Bestimmung der hldosterongruppe chromato- 
graphierte man 80% des Extraktes (d) praparativ auf 2 Blatt Papier (19x37 em) im System 
F20/EBW, 22", nachdcm 10 pug Rhodamin I3 extra auf die Mitte der Startlinie (uber den Extrakt)  
aufgetragen worden waren. 

Die Steroide vcrtcilten sich, wie aus Fig. 2 ersichtlich, in gut getrennte Zonen, die sich unter 
der UV.-Lampe oder im Fluorcszenz-Schirm dank dem aus mehreren Komponenten bestehenden 
Leitiarbstoff sehr leicht lokalisieren liessen, auch wenn die Steroidkonzentration zu gering war, 
um durch I:\'.-Absorption nacliweisbar zu sein. Die nach Fig. 2 markierte Aldosteron-Zone beider 
Blattcr wurdc zerschnitzelt und mit 50 ml Methanol-Wasser (80 + 20) durch l/,-stdg. Schiitteln 
eluiert. Vom Eluat wurden 800/, (40 ml) abpipettiert und im Vakuum eingedampft; den Ruck- 
stand transferiertc man quantitativ mit Aceton in kleinere Glaser. 

Dritte, analytisrhe Chromatografihie (k). Man loste in 30 ,u1 n-Propanol und chromatographierte 
oder 2/3 davon im System F,,,/CHCl,, 38", (Impragnierung mit 30-prOz. Formamid in Aceton, 

mobile Phase Formamid-gesattigtcs Chloroform) parallel zu 0,2, 0,5, 1, 2, 3, 5 und 10 pg E (in 
Propanol gelost) und bestimmtc nach UV.-Photokopie das fast wie E laufende Aldosteron sowie 
das starker polarc 10-1-10-B nach BT untl AF. Das noch starker polar, hinter 19-HO-B wandernde 
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18-HO-B konnte nur nach AF.  oder UV-Absorption (UV.-Photokopie) geschatzt werden, da es 
als Cyclohemiketal nur ausserst schwache reduziercnde Eigenschaften aufweist. Im Falle radio- 
aktiver Vorstufen wurden Parallelchromatogramme mit je l/,-hliquoten ausgefuhrt. 

Praparative F/ EBW - Chromatographie ( i ) 
Rhodarnin B extra 

Extrakt (d) ,J Start 

I-@- - - - gelbgrune 
Aldos te ron e T - ; - g  el b 6 

Elution<l8-HO-B 19 -HO-B 1 orange ) FluUdleszenz 

- - 2.rote Komponente ( 19-HO- DOC ) 
F +  E 

C 
0 
c 
6 B + A  - - l.rote Kornponente 
I 

2 s  sssss 

Front 

Fig. 2. 

Dcr Gchalt der Steroide in p g / g  Gewebe ergab sich durch Multiplikation der gefundencn Werte 
rnit einem Faktor, der dem zur Chromatographie eingesetzten aliquoten Anteil angepasst war; 
cs wurden jeweils Serien zu 12 hnsatzen gleichzeitig inkubiert und aufgearbeitet, davon stets 2 als 
I<ontrollversuchc ; deren Mittelwertc fiir die cinzclnen Steroide wurden gleich 100 gesetzt, und 
die Resultate der ubrigen Ansatze in "/D der Kontrollversuche berechnet. 

Die Analyse der Hexanextrakte (a) auf Cholesterin, 2Occ-Hydroxycholesterin, 20a, 22R-Di- 
hydroxycholesterin, Pregnolon und Progesteron erfolgte durch Chromatographie in Decanit, 38", 
(Decalin-Nitromethan-Methanol (10 + 5 + 5) [17]). Eine einivandfreie Abtrennung von Progesteron 
gelang im gleichen System besser nach Acetylierung. 

Zur Bestimmung von Cholesterin wurden kleine Extraktaliquote an Kieselgel G rnit Chloro 
form-Aceton (90 + 10) nach iiblicher Nnnschichttechnik getrennt (Rf ca. 0,65) und nach Bespriihe 
mit athanolischer Schwefelsaure (1 + 1) rnit 0,01, 0,02, 0,03, O,04, O,O5,  0,075, 0,10, O,15, 0,20 pg 
mitchromatographiertem Cholesterin im UV. verglichen (alle Losungen mit selbstfiillenden Spezial- 
pipetten aufgetropft). Diinnschichtchromatographisch isoliertes Cholesterin erwies sich als ein- 
heitlich nach Propionylierung und Rechromatographie an Kieselgel-Silbernitrat [71], und ins- 
bcsondere frei von Desmosterol. 

Zur Bestimmung der Cholesterinester wurden Extraktaliquote an Kieselgel-G in Petrolather- 
Isopropylather (99+ 1) 3mal 15 cm weit entwickelt und mit athanolischer Schwefeisaure bespruht. 
Als Standardsubstanzen dienten Palmitat, Stearat, Oleat, Linolenat oder Linolat von Cholesterin. 

Die Giite diescr Trennungen sowic die Spezifitat dieser Bestimmungen, insbesondere diejenige 
von Aldosteron [16], welches in nur relativ kleiner Konzentration vorlag, ist bereits fruher sehr 
ausfiihrlich untersucht worden [13] [17] und hat in der Folge zu diesem Trennschema gefiihrt. 
Bei Einsatz verschiedener Blocker oder Aktivatoren wurde die Identitat einzelner Steroide kon- 
trollhalber uberpriift durch Derivatbildung, Abbau und Rechromatographie in geeigneten Syste- 
men, ahnlich wie es bei der Doppelisotopen-Verdiinnungstechnik [16] oder bei Konstitutions- 
aufklarungen durchgefiihrt worden war [13] [15]. Wenn notig, wurden auch die anderen Zonen 
des praparativen Chromatogrammes (i) eluiert und weiter untersucht. 

93 
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3.3. Radiometvie. Die qualitative Messung von Papier- und Uunnschicht-Chromatogrammen 
erfolgte im PACKARD Radiochromatogramm Scanner Model 7201. Die quantitative Messung von 
Extrakten uncl Chromatogrammcn wurde im PACKARU TRICARB liquid scintillation counter 
Model 314 Ex folgenderinassen ausgefuhrt : Extraktaliquotc wurtlen auf 1 ,Sx 1 cm Papierstiick- 
chen getropft, ivelchc sich in Plastik-Messgcfassen befanden; dann \yurde mit 1 ml Methanol in sitzi 
eluiert, 20 ml Szintillator zugegcben, verschraubt und geschuttelt. Von den 1,5 cm breiten ana- 
lytischen Papierchromatogrammen, otlcr cntsprechenden Streifen der praparativen Chromato- 
gramme wurden a11 Start, otler 1 cm dahinter, 1-em-Stiickchcn in die Plastikgefasse geschnitten. 
Dann wurdc mit 1 ml Methanol cluiert und wie oben behandclt. Von den niinnschichtchromato- 
grammen wurden 1 em breite Bandcn der Langc nach 0,5- oder 1-cni-weise mit dem Rasiermesser 
abgekratzt, und diese Silicagelportionen in Plastikgefassen mit 1 mi Methanol und 20 ml Scin- 
tillator versetzt. Von wasserigen Losungen wurden jewcils 10-100 pl mit Methanol untl Scintil- 
lator vcrinischt; tlic Zalilausheutr wurtle unter (liesen Redingungen nicht bceinilusst 

SIJMM.I\RY 

The conditions of the adrenal steroid biosynthesis in vitro have been thouroughly 
studied, using beef adrenal cortex homogenate with endogenous and exogenous pre- 
cursors. The preformed endogenous precursor has been identified with cholesterol. 
I ts  aerobic incubation produced a 10-30-fold increase of the amount of originally 
present corticosteroids, such as cortisol, corticosterone, aldosterone, 18-hydroxy- 
corticosterone and 19-hydroxy-corticosterone. From a wide variety of exogenous 
precursors studied so far, corticosterone proved quantitatively to be the best pre- 
cursor for aldosterone, whereas the pathway involves probably 18-hydroxy-corti- 
costerone. The results suggest that  the optimal conditions for the formation of aldo- 
sterone are different from those for other corticosteroids. The methods used are fully 
described 
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159. FRIEDEL-CRAFTS-Reaktionen mit aromatischen Athern 
1. Mittcilung 

Die Herstellung von Alkoxy-indanonen-(1) 
von F.-H.  Marquardt 

(9. VII. 65) 

Indanone sind schon verschiedentlich mit Hilfe der FRIEDEL-CRAFTS-Reaktion 
aus aromatischen Verbindungen und Derivaten von a,p-ungesattigten Sauren her- 
gestellt worden [l]. Diese Methode laisst sich jedoch im allgemeinen nicht auf Alkyl- 
phenyl-ather ubertragen, da die als Katalysator fur die FRIEDEL-CRAFTS-Reaktion ge- 
brauchlichen LEwrs-Sauren die Ather-Gruppen in einer Nebenreaktion aufspalten [a] .  

Eine Moglichkeit, diese Atherspaltung auszuschliessen, besteht darin, Polyphos- 
phorsaure anstelle einer LEwIs-Saure [3] zu verwenden, da Alkoxygruppen von 




