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Einleitung

Die Biosynthese der Corticosteroide setzt sich aus einer Reibhe von einzelnen
Schritten zusammen, die in den Nebennierenrindenzellen von ganz verschiedenen
Zellorganellen geleistet werden.

Die Bildung von Cholesterin aus Acetaten ist an die Gegenwart der 15slichen und der Mikro-
somenfraktion gebunden (BucENER et al. 1956). Die Umwandlung von Cholesterin iiber
Pregnenolon zu Progesteron bzw. zu 17-hydroxy-Progesteron ist ebenfalls mikrosomen-
abhéngig (BEYER u. SAMUELs 1956). Alle weiteren Hydroxylierungen sollen wieder mitochon-
drienabhingig sein (Havawo et al. 1956). Die biochemischen Befunde kénnen lichtmikro-
skopisch nicht oder kaum in der Zelle lokalisiert werden, da die betreffenden Zellorganellen
an der Grenze oder aufierhalb des Auflosungsvermogens des Lichtmikroskopes liegen. Im
Elektronenmikroskop dagegen kénnen die in-vitro-Bestandteile der Mikrosomen- und Mito-
chondrienfraktion morphologisch gepriift werden. In den Diinnstschnitten von Zellen sind
diese Bestandteile wiederzufinden. Auch kann man Verdnderungen an diesen Zellorganellen
erkennen, die mit Funktionszustéinden in Zusammenhang stehen. Nach Hypophysektomie
veriindert sich das submikroskopische Zellbild der Fasciculatazellen erheblich (Scawarz/
MEerkER/SucHOWSKY 1962). Im Zelleib liegen viele Fetttropfen, die eine bizarre Kontur
haben und lichtmikroskopisch noch sichtbar sind. Das nur elektronenmikroskopisch erkenn-
bare tubulire endoplasmatische Reticulum ist vermindert. Auch die groBen Vesikel, die im
normalen Zellbild zahlreich sind, kommen nach Hypophysektomie nur noch in wenigen
Exemplaren vor. Die Mitochondrien sind zwar kleiner geworden, doch haben sie ihren typi-
schen Aufbau mit zwei AuSenmembranen, Tubuli und kleinen Vesikel als Inhalt beibehalten.
Werden diese hypophysektomierten Tiere mit ACTH behandelt, so verschwinden die Fett-
tropfen vollig, und das tubulidre endoplasmatische Reticulum vermehrt sich stark. An den
Mitochondrien kommt es zu blasenférmigen Abhebungen an den Aulenmembranen, die sich
abschniiren und dann als groBe Vesikel isoliert im Cytoplasma liegen. Die Stérke dieser Vor-
ginge ist von der Menge und Dauer der ACTH-Gaben abhingig. Die normalen (nicht hypo-
physektomierten) Tiere reagieren auf Stress mit ihren Fasciculatazellen in dhnlicher Weise.
Die Bildung von Vacuolen durch Vorwtlbung und anschlieBender Abschniirung der &dufleren
Mitochondrienmembran wurden auch von Yamorr; MaTrsuvra und Saramoro (1961) bei
Ratten, vor allem nach Kiltestress, gesehen. SABATINT et al. (1961, 1962) haben ebenfalls
solche Mitochondrienverdnderungen gefunden. Sie fanden, dal intramitochondriale Vesikel
nach ihrer Erweiterung durch die duBleren Mitochondrienmembranén nach auen abgeschoben
werden. Bei Stress treten aber noch zusétzlich ¢n den Mitochondrien zentrale groflere Vacuo-
len auf.

Nahere Aussagen iiber die Lage der einzelnen Syntheseschritte konnen an
Versuchstieren nicht gemacht werden. Hier vermdgen nur Blockierungen einzel-
ner Syntheseschritte weitere Erkenntnisse zu liefern, wenn diese Blockierungen
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mit faBbaren Verdnderungen der Zellorganellen einhergehen. Einige Pharmaka
sind bekannt, die eine gezielte Wirkung auf einen oder mehrere Syntheseschritte
haben. So soll Metopiron [SU 4885 =2-Methyl-1,2- bis (3-pyridyl)-1-propanon]
in therapeutischen Dosen spezifisch die 11-Hydroxylierung stoppen. Dagegen
ist Amphenon B [3,3-di(p-aminophenyl)butanon-2-dihydrochlorid] ein Mittel,
das gleich mehrere Syntheseschritte hemmt, die Ketonisierung in Stellung 3 beim
Ubergang von Cholesterin zum Progesteron und die Hydroxylierungen in Stellung
11, 17 und 21. Dabei kommt es bei der Ratte zu einer Gewichtszunahme der
Nebenniere, die auf eine Speicherung von Cholesterin und lipoiden Vorstufen
beruht (VoaT 1956; ROSENFELD u. BascoM 1956; KracHT 1959).
Elektronenmikroskopische Untersuchungen an Ratten, die mit diesen Phar-
maka behandelt wurden, kénnten uns somit die Méglichkeit geben, bestimmte
Syntheseschritte bei der Corticosteroidherstellung in vivo zu lokalisieren.

Material und Methoden

Drei Rattenbocke mit einem durchschnittlichen Kérpergewicht von 100 g erhielten
50 mg/kg Metopiron intravenos verabfolgt. Eine halbe Stunde nach der Darreichung wurden
die Nebennieren entnommen. Eine weitere Gruppe von 10 Rattenbocken gleichen Korper-
gewichts wurden {iber 7 Tage tédglich einmal mit 15 mg/kg Amphenon B i.m. behandelt,
danach erfolgte die Entnahme der Nebennieren. Bei drei weiteren Rattenbdcken wurde
gleichzeitig mit der Verabfolgung von Amphenon B (15 mg/kg) iiber drei Tage 0,25 ITE ACTH
subcutan dargereicht. Bei zwei Tieren wurde zur Auslosung einer Stressreaktion eine Neben-
niere exstirpiert. Vier Tage nach diesem Eingriff wurden die Tiere geopfert und die Neben-
niere zur weiteren Verarbeitung entnommen. Das Material wurde in einer 1% Osmium-
tetroxydlosung nach Parapz fixiert. Einbettung in Methacrylat und Vestopal W. Die Diinnst-
schnitte wurden mit Bleihydroxyd oder Uranylacetat nachkontrastiert und mit einem Kohle-
film bedeckt (Sandwich). Aufnahmen: Siemens Elmiskop I, Strahlspannung 80 kV und
Blenden 200/50 .

Befunde

Nach Metopiron zeigen die Fasciculatazellen wenig Fetteinlagerungen. Die
Mitochondrien haben einen tubuldren bzw. vesiculiren Aufbau. Die Vesikel sind
rund und haben einen Durchmesser von 30—45 mu. Das endoplasmatische
Reticulum besteht aus einem verzweigten tubulésen Hohlraumsystem, das
keinen Besatz von Ribosomen hat. Der Durchmesser dieser Tubuli schwankt
zwischen 11 und 23 my. Nur in unmittelbarer Nachbarschaft der Mitochondrien
sind die Hohlrdume des ER erweitert, sie haben dann immer noch eine ovale Kon-
tur. Damit sind sie von den runden Vacuolen, die sich von den blasigen Vor-
wolbungen der Mitochondrien ableiten, leicht zu unterscheiden. Alle Mitochon-
drien haben blasige Vorwolbungen ihrer Aullenmembranen, die auffallend dichte
Konturen zeigen (Abb.1). Man findet von der blofien blasigen Vorwslbung an
den Mitochondrien bis zur isolierten Vacuole alle Stadien der Abschniirung.
Immer aber ist die Kontur dieser Teile auffallend elektronendicht. Die so ent-
standenen mitochondriogenen Vacuolen haben ein Gréfe von 80—240 mu und
liegen im Plasma verstreut, meistens in unmittelbarer Nihe der Fetttropfen. Ihre
Form ist rund, und ihr Inhalt ist so wenig elektronendicht, daB diese Vacuolen
einen leeren Eindruck machen. Viele solcher Vacuolen haben im Innern noch
eine, zwei oder drei eingeschachtelte Vacuolen, die hiufig exzentrisch in der grofien
Vacuole liegen (Abb. 2). Die Golgi-Zone liegt in der Nihe des Kernes und be-
steht aus zwei oder drei Komplexen (Abb. 3), von denen jeder 4—5 Tubuli bzw.
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flache Sicke hat, die einigermaflen parallel liegen. Doch verlaufen diese Tubuli
nicht immer gerade, sondern sie sind auch ein- oder mehrmals gekriimmt. An
den Enden dieser Golgi-Komplexe liegen kleine Bldschen. AufBerdem kommen in
ihrer Nahe ovale oder dreieckige Einschlullkérper vor, die meistens eine Linge

Abb. 1. Zona fasciculata der Rattennebennierenrinde nach Behandlung mit Metopiron. Blasige
Vorwdlbungen an den Mitochondrien mit elektronendichter Wand (—). M Mitochondrium,
et endoplasmatisches Reticulum, ZM Zellmembran. 1:30000

von ungefahr 350 my und eine Breite von 90 my haben. Sie sind sehr elektronen-
dicht und lassen in ihrem Innern noch vereinzelte dichtere Zonen erkennen.
Nach Amphenon B treten bei sonst unbehandelten Tieren an vielen Mito-
chondrien gleich mehrere blasige Vorwodlbungen der AuBenmembranen auf,
deren Konturen ebenfalls sehr elektronendicht sind. Manche haben sogar
eine Begrenzung durch zwei oder mehr Membranen (Abb. 4). Die Vesikel in
den Mitochondrien sind rund, oval oder in die Lénge gezogen. Ihr Durch-
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messer liegt zwischen 35 und 55 my. Das endoplasmatische Reticulum kommt in
zwei Formen vor. Das verzweigte tubulire Hohlraumsystem ist stark vermehrt
und fillt den Raum zwischen den Mitochondrien aus. Die Tubuli haben zahl-
reiche kleine blasige Erweiterungen. Daneben kommen kleine Vesikel vor, die
wie die Tubuli einen Durchmesser von 18 mu haben. In der Nahe der Mitochon-

Abb. 2a u. b. Zona fasciculata nach Metopiron. Elektronendichte blasige Vorwdlbungen an den
Mitochondrien, z.T. mit eingeschachtelten kleineren Vacuolen. 1:40000

drien besteht das endoplasmatische Reticulum aus platten Sécken. Ihre Orien-
tierung ist oft wirbelartig. Daneben kommen noch konzentrische Schichtungen
vor. An diesen Stellen sind die Membranen wieder stirker elektronendicht als im
Bereich des tubuliren ER. Zwischen den Tubuli des ER liegen vereinzelte freie
Ribosomen. Die Fetttropfen sind zahlreich und grof, ihr Inhalt ist homogen
und nach Osminmfixierung ungewodhnlich hell angefirbt. Werden die Ratten mit
ACTH und Amphenon B gleichzeitig behandelt, so nehmen diese hellen groBen
Fetteinlagerungen und auch die blasigen Vorwélbungen an den Mitochondrien
mit ihren vielschichtigen Begrenzungen stark zu. Hinzu kommen auch noch
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Vacuolen an den Mitochondrien, die mehr Membransysteme enthalten und einen
geknitterten Eindruck machen. Die freien Ribosomen haben ebenfalls zuge-
nommen. Bei gestreften Ratten und nach ACTH treten nach Amphenon B
neben den vielschichtigen Mitochondrienvorwélbungen der AuBenfliche noch
vielschichtige Vacuolen in den Mitochondrien auf (Abb.5) Hier zeichnen sich
diese Membransysteme ebenfalls durch ihre groBe Dichte aus. Die freien Ribo-
somen haben erheblich zugenommen. Die ovalen, relativ hellen Lipideinschliisse

Abb. 3. Golgi-Zone einer Fasciculatazelle der Ratte nach Metopiron. F elektronendichte EinschluB-
korper, K Kern, L Lipoidtropfen mit Vacuolen. 1:30000

werden meistens von zwei Membranen begrenzt, die sehr elektronendicht sind.
An manchen Stellen sind jedoch diese beiden Membranen durch eine Kette kleiner
Vesikel ersetzt.

Diskussion

Die Behandlung der Ratte mit Metopiron und Amphenon B bewirkt charak-
teristische Verdnderungen in der Nebennierenrinde an solchen Zellorganellen,
die nach biochemischen Untersuchungen an der Biosynthese der Nebennieren-
hormone beteiligt sind. Gestort ist nach Metopiron die normale Vacuolenabgabe
von den &uBleren Mitochondrienmembranen. Dabei zeigen die Vacuolenwénde
eine starke Erhohung ihrer Dichte. Dartiber hinaus treten an den Mitochondrien
noch blasige Vorwolbungen auf, die eine konzentrische Membranschichtung
zeigen. Auch hier sind die Membranen auffallend elektronendicht. Da nach
Metopiron in therapeutischen Dosen nur die 11 f-Hydroxylierung gestoppt
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werden soll, so liegt es jetzt nahe, diesen Vorgang in die duBere Mitochondrien-
wand und speziell in die blasigen Vorwolbungen und deren Abschniirungen (mito-
chondriogene Vacuolen) zu verlegen. Das Auftreten der ovalen Einschliisse im

Abb. 4au. b. Zona fasciculata nach Amphenon B. Geschichtete Vacuolen an der Oberfliche der
Mitochondrien mit elektronendichter Wand (—) und Wirbelbildung des endoplasmatischen
Reticulums (>») a 1:42000, b 1:64000

Bereich der Golgi-Zone nach Metopiron kann nicht erklirt werden, da iiber die

Bedeutung des Golgi-Apparates fir die Hormonsynthese nichts bekannt ist.
Die Verdnderungen nach Amphenon B betreffen sowohl die Mitochondrien

als auch das endoplasmatische Reticulum. Die Stérungen an den mitochondrio-

genen Vacuolen, die denen nach Metopiron gleichen, kénnen wieder auf eine
Virchows Arch. path. Anat., Vd, 337 19
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Behinderung der 11 8-Hydroxylierung, dem letzten Schritt zum Cortisol und Corti-
costeron, zuriickzufiihren sein. Die Storung und Wirbelbildung im ER muB da-
gegen zu anderen Syntheseschritten eine Beziehung haben. Die biochemische
Mikrosomenfraktion der Nebennierenrinde, die dem elektronenmikroskopischen
endoplasmatischen Reticulum entspricht, wird noch fir den Schritt von Pregne-
nolon zu Progesteron verantwortlich gemacht, fiir den das betr. Ferment eine

Abb. 5a u. b. Zona fasciculata nach Amphenon B und ACTH. Verstiarkte Bildung geschichteter
Vacuolen in und an den Mitchondrien. a 1:80000; b 1:56000

3 8-Dehydrogenase ist. Aber auch die 17- und 21-Hydroxylase werden noch mit
der Mikrosomenfraktion in Zusammenhang gebracht. Da Amphenon B auch auf
diese Fermente wirken soll, so kann die Verdnderung im ER mit einer Stérung
dieser drei Fermente in Zusammenhang stehen. Alle beschriebenen cytologischen
Verianderungen beruhen auf einer Membranvermehrung und -verinderung und auf
einer Anderung der Membranordnung. Wirken die Substanzen Metopiron und
Amphenon B tatsiichlich auf die genannten Fermente an Ort und Stelle ein, so
kénnten die gefundenen intracelluliren Organellverdnderungen auch einen Hin-
weis fiir einen Einbau dieser Fermente in die betroffenen Membranen bedeuten.
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Auch die weitere Vermehrung dieser gestérten Membransysteme bei gleichzeitiger
Behandiung mit Amphenon B und ACTH spricht fiir eine ACTH-Wirkung auf die
Enzymmembransysteme, die an der Steroid-Biosynthese in den Fasciculatazellen
beteiligt sind. Das gilt auch fiir den Schritt vom Cholesterol zum Pregnenolon,
der in den Mitochondrien vor sich gehen soll. Nach ACTH vergréfern sich sowoh!
die AuBlenmembranen als auch der vesiculire Inhalt. Der Umfang dieses Teil-
vorganges mufl nachher auch maBgebend fir die Menge der ausgestofienen Hor-
mone sein, wenn man nicht eine direkte Synthese von Progesteron aus Acetaten
annehmen will. Da nédmlich bestimmte Fermentwirkungen durch Amphenon B
und Metopiron ausfallen und die dazugehérigen Membransysteme verdndert sind,
so konnte die weitere Vermehrung dieser gestorten Membransysteme nach ACTH
bedeuten, daB ACTH ein notwendiges Mittel zur Membranvermehrung in den
Fasciculatazellen ist. Damit wiirde auch erklirt werden konnen, daBl sich die
betr. Fermente, die wahrscheinlich membrangebunden sind, unter ACTH bei
normalen Verhaltnissen fiir alle Syntheseschritte, die an Mitochondrien und an
das endoplasmatische Reticulum gebunden sind, synchron vermehren. Das ist
aber nur in einer lebenden Zelle moglich. Damit erklirt sich auch die differente
Wirkung von ACTH in der durchstromten Nebenniere und bei Nebennieren-
schnitten. So wird bei einer durchstromten Nebenniere (Rind) mit 0,1 iE ACTH
und bei Nebennierenschnitten erst mit 40 iE ACTH die maximale Corticosteroid-
stimulation erreicht (SaBa 1960). Die vermehrte Einlagerung von Cholesterin
und Lipiden nach ACTH-Zufiihrung bei gleichzeitiger Behandlung mit Amphenon
B konnte auch dafiir sprechen, daf die Bildung dieser Lipide ein hier ungestérter
Syntheseschritt zum Cholesterin sein kénnte. Das Auftreten von zwei Mem-
branen oder von Vesikelketten um die grofien Lipideinschliisse herum, vor allem
nach Amphenoneinwirkung, 146t auch an die Moglichkeit denken, daB diese
Vorginge, ndmlich die Cholesterinsynthese, wenigstens in einem Schritt membran-
gebunden sind.

Fiir die Beschaffung von Amphenon B danken wir der Schering-AG, Berlin. Herrn
Priv.-Doz. Dr. SExeT (Pharmakolog. Inst. der F.U. Berlin) danken wir fiir die Hilfe bei den
Metopiron-Versuchen.

Zusammeniassung

Metopiron und Amphenon B wurden normalen, gestreBten und mit ACTH
behandelten Ratten injiziert. Diese Substanzen verindern die intracelluliren
Membransysteme der Fasciculatazellen in charakteristischer Weise. Die gleich-
zeitige Behandlung mit ACTH vermehrt noch deutlich diese Verinderungen.
Dadurch ist die Lokalisation einiger Fermente in der Steriodsynthese moglich.
Die blasigen Vorwdlbungen der Mitochondrien und die mitochondriogenen Va-
cuolen sind der Sitz der 11 f-Hydroxylase. Die Hydroxylierung in Stellung 17
und 21 und die Ketonisierung in Stellung 3 sind an das endoplasmatische Reti-
culum gebunden.

The Aetion of Metopiron and Amphenone B on the Adrenal Cortex of the Rat
Summary
Metopiron und Amphenone B were injected into normal, stressed, and ACTH
treated rats. These substances change the intracellular membrane system of the

19*
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cells of the zona fasciculata in a characteristic way. Simultaneous administra-
tion of ACTH distinctly augments these changes. Thus, the localization of some
enzymes in the synthesis of steroids is possible. The vesicular ballooning of the
mitochondria and the mitochondriogenic vacuoles are located at the site of 11 f-
hydroxylase. The hydroxylation in the 17 and 21 positions and the ketonization
in position 3 are closely associated with the endoplasmic reticulum.
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