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Einleitung 
Die Biosynthese der Corticosteroide setzt  sich aus einer Reihe  yon einzelnen 

Schr i t ten  zusammen,  die in den Nebennierenr indenzel len yon ganz verschiedenen 

Zellorganellen geleistet  werden. 

Die Bildung yon Cho]esterin aus Acetaten ist an die Gegenwart der ]6slichen und der Mikro- 
somenfraktion gebunden ( B v o ~ ] ~  et al. 1956). Die Umwandlung yon Cholesterin fiber 
Pregnenolon zu Progesteron bzw. zu 17-hydroxy-Progesteron ist ebenfalls mikrosomen- 
abh~ngig (BEyw~ u. SAMV]~LS 1956). Alle weiteren tIydroxy]ierungen sollen wieder mitochon- 
drienabh~ngig sein (HAYA~o eta].  1956). Die biochemischen Befunde kSnnen lichtmikro- 
skopisch nicht oder kaum in der Zelle ]okalisiert werden, da die betreffenden Zellorganellen 
an der Grenze oder aul~erhalb des AuflSsungsvermSgens des Lichtmikroskopes liegen. Im 
Elektronenmikroskop dagegen k6nnen die in-vitro-Bestandteile der Mikrosomen- und Mito- 
chondrienfraktion morphologisch geloriift werden. In den Dfinnstsehnitten yon Zellen sind 
diese Bestandteile wiederzufinden. Auch kann man Ver~nderungen an diesen Zellorganellen 
erkennen, die mit Funktionszusts in Zusammenhang stehen. Nach Hypophysektomie 
veriindel~ sich das submikroskopische Zellbild der Fascieulatazellen erheblich (ScmvA~z/ 
ME~KV.~/Suc~OWSKu 1962). Im Zelleib liegen vie]e FetLtropfen, die eine bizarre Kontur 
haben und lichtmikroskopisch noch sichtbar sind. Das nur elektronenmikroskopisch erkenn- 
bare tubul~re endoplasmatische l~eticulum 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 Aul3enmembranen, Tubuli und kleinen Vesikel als Inhalt beibehalten. 
Werden diese hypophysektomierten Tiere mit ACTH behandelt, so verschwinden die Fett- 
tropfen vSllig, und alas tubul~re endop]asmatische Reticulum vermehrt sieh stark. An den 
Mitochondrien kommt es zu blasenf6rmigen Abhebungen an den AuBenmembranen, die sich 
absehnfiren und dann als groBe Vesikel isoliert im Cytoplasma liegen. Die St~rke dieser Vor- 
g~nge ist yon der Menge und Dauer der ACTH-Gaben abh~ngig. Die normalen (nicht hypo- 
physektomierten) Tiere reagieren auf Stress mit ihren Fasciculatazellen in ~hnlieher Weise. 
Die Bildung yon Vacuolen dureh VorwSlbung und anschlieBender Abschnfirung der ~uBeren 
Mitochondrienmembran wurden auch yon YAMORI; MATSVVRA und SAKA~OTO (1961) bei 
Ratten, vor allem nach K~ltestress, gesehen. SA]~ATI~I et al. (1961, 1962) haben ebenfalls 
solche ~[itochondrienver~nderungen gefunden. Sie fanden, dab intramitochondria]e Vesikel 
nach ihrer Erweiterung dureh die i~uBeren Mitochondrienmembranen nach auBen abgeschoben 
werden. Bei Stress treten aber noch zus~tzlich in den Mitochondrien zentrale grSl~ere Vaeuo- 
len auf. 

Ns Aussagen tiber die Lage der einzelnen Syntheseschr i t te  k6nnen an 

Versuchst ieren nicht  gemacht  werden. Hier  verm6gen nur  Blockierungen einzel- 

ner Syntheseschr i t te  weitere Erkenntn isse  zu liefern, wenn diese Blockierungen 

* Nit Unterstfitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 



Wirkung von Me~opiron und Amphenon B auf die Nebennierenrinde 271 

mit faBbaren Ver/~nderungen der Zellorganellen einhergehen. Einige Pharmaka 
sind bekannt, die eine gezielte Wirkung auf einen oder mehrere Syntheseschritte 
haben. So soil Metopiron [SU 4885=2-Methyl-l ,2- bis (3-pyridyl)-l-propanon] 
in therapeutischen Dosen spezifisch die l ifi-Hydroxylierung stoppen. Dagegen 
ist Amphenon B [3,3-di(p-aminophenyl)butanon-2-dihydroehlorid] ein Mittel, 
das gleich mehrere Syntheseschrittc hemmt, die Ketonisierung in Stellung 3 bcim 
1)bcrgang yon Cholesterin zum Progesteron und die ttydroxylierungen in Stellung 
11, 17 und 21. Dabei kommt es bei der ga t t e  zu einer Gewichtszunahme der 
Nebenniere, die auf eine Speieherung yon Cholesterin und lipoiden Vorstufcn 
beruht (VoGT 1956; ROSnN~LD U. BASCO~r 1956; KlCACHT 1959). 

Elektronenmikroskopische Untersuchungen an I~atten, die mi~ diesen Phar- 
maka behandelt wurden, k6nnten uns somit die MSglichkeit geben, bestimmte 
Syntheseschritte bei der Corticosteroidherstellung in vivo zu lokalisieren. 

Material und Methoden 
Drei RattenbScke mit einem durchschnittlichen KSrpergewicht yon 100 g erhielten 

50 mg/kg Metopiron intraven6s verabfolg~. Eine hMbe Stunde nach der Darreichung wurden 
die Nebennieren engnommen. Eine weitere Gruppe yon 10 RattenbScken gleichen K6rper- 
gewichts wurden fiber 7 Tage tgglich einmM mi~ 15 mg/kg Amlohenon B i.m. behandelt, 
danach erfolgte die Entnahme der Nebennieren. :Bei drei weiteren t~a~tenbScken wurde 
gleichzeitig mit der Verabfolgung yon Amphenon B (15 mg/kg) fiber drei Tage 0,25 IE ACTH 
subcutan dargereieht. Bei zwei Tieren wurde zur AuslSsung einer Stressreaktion eine Neben- 
niere exsbirpier~. Vier Tage nach diesem Eingriff wurden die Tiere geolofert und die Neben- 
niere zur weiteren Verarbeitung entnommen. Das Material wurde in einer 1% Osmium- 
tetroxydl6sung nach I)&L&DE fixiert. Einbettung in Methaerylat und VestopM W. Die Dfinnst- 
schnitte wurden mit Bleihydroxyd oder Uranylaeetag naehkontrastiert und mit einem Kohle- 
film bedeckt (Sandwich). Aufnahmen: Siemens Elmiskop I, Strahlspannung 80 kV und 
Blenden 200/50 ~. 

Befunde 

Nach Metopiron zeigen die Fascicu]atazellen wenig Fetteinlagerungen. Die 
Mitochondrien haben einen tubul~iren bzw. vesicul/iren Aufbau. Die Vesikel sind 
rulld und haben einen Durchmesser yon 30--45 m/~. Das endoplasmatische 
Reticulum besteht aus einem verzweigten tubul6sen Hohlraumsystem, das 
keincn Besatz yon Ribosomen hat. Der Durchmesser dieser Tubuli sehwankt 
zwischen 11 und 23 m#. Nur in unmittelbarer Nachbarsehaft der Mitoehondrien 
sind die Hohlr/~ume des ER erweiterL sie haben dann immer noch eine ovale Kon- 
tur. Damit sind sie yon den runden Vacuolen, die sich voI1 den blasigen Vor- 
wSlbungen der Mitochondrien ableiten, leicht zu unterscheiden. Alle Mitochon- 
drien haben blasige Vorw61bungen ihrer AuBenmembranen, die auffallend dichte 
Konturen zeigen (Abb. 1). Man finder yon der blol3cn blasigen Vorw61bung an 
den Mitochondrien bis zur isolierten Vacuole alle Stadien der Abschn/irung. 
Immer abcr ist die Kontur  dieser Teile auffallend elektronendicht. Die so ent- 
standenclt mitochondriogenen Vacuolen haben ein GrSBe yon 80--240 m# und 
licgen im Plasma vcrstreut, meistens in unmittelbarer N/~he der FeLttropfen. Ihre 
Form ist fund, uud ihr Inhalt  ist so wcnig elektroncndichL dab diesc Vacuolen 
einen leeren Eindruck machen. Vielc solcher Vacuolen haben im Innern noch 
eine, zwei oder drei cingeschachtelte Vacuo]en, die h/iufig exzentrisch in der groBen 
Vacuole liegen (Abb. 2). Die Golgi-Zone liegt in der N/~he des Kernes und be- 
steht aus zwei oder drei Komplexen (Abb. 3), yon denen jeder 4--5  Tubuli bzw. 
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flache S/~cke hat, die einigermafen parallel liegen. Doch verlaufen diese Tubuli 
nieht immer gerade, sondern sie sind auch ein- oder mehrmals gekr~mmt. An 
den Enden dieser Golgi-Komplexe liegen kleine B1/ischen. AuBerdem kommen in 
~hrer N~he ovale oder dreieekige EinschluBkSrper vor, die meistens eine L/~nge 

A b b .  1. Z o n a  f a s c i c u l a t a  d e r  R a t t e n n e b e n n i e r e n r i n d e  n a c h  B e h a n d l u n g  m i t  5 ' [e topiron.  B l a s i g e  
V o r w S l b u n g e n  a n  d e n  M i t o c h o n d r i e n  m i t  e l e k t r o n e n d i c h t e r  W a n d  (-*). M M i t o c h o n d r i u m ,  

e R  e n d o p l a s m a t i s c h e s  R e t i c u l u m ,  Z M  Z e l l m e m b r a n .  1 : 30 000 

yon ungefi~hr 350 m# und eine Breite yon 90 m# haben. Sie sind sehr elektronen- 
dieht und lassen in ihrem Innern noch vereinzelte dichtere Zonen erkennen. 

Nach Amphenon B t reten bei sonst unbehandelten Tieren an vielen Mito- 
ehondrien gleich mehrere blasige VorwSlbungen der Au[~enmembranen auf, 
deren Konturen ebenfal]s sehr elektronendicht sind. Manche haben sogar 
eine Begrenzung dutch zwei oder mehr Membranen (Abb. 4). Die Vesikel in 
den Mitoehondrien sind rund, oval oder in die L~nge gezogen. Ihr  Durch- 
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messer liegt zwischen 35 und 55 m#. Das endoplasmatische Reticulum kommt  in 
zwei Formen vor. D~s verzweigte tubulgre Hohlraumsystem ist stark vermehrt  
und fiitlt den I ~ u m  zwischen den Mitochondrien aus. Die Tubnli haben zahl- 
reiche kleine blasige Erweiterungen. Daneben kommerl kleine Vesikel vor, die 
wie die Tubuli einen Durchmesser yon 18 m# haben. In  der ~Tghe der Mitochon- 

A b b .  2~  u. b .  Z o n a  f~sc ieu la t& n a c h  5/[etopiron.  E l e k t r o n e n d i e h t e  b l a s ige  V o r w 6 1 b u n g e n  ~n d e n  
~I i tochon4~ ' ien ,  z . T .  m i t  e i a g e s c h a c h t e l t e n  k l e i a e r e n  V a c u o l e n .  1 : 40 000 

drien besteht das endoplasmatische Reficulum aus plat ten S&cken. !hre Orien- 
tierung ist oft wirbdartig.  Daneben kommen noch konzentrische Schichtungen 
vor. An diesen Stellen sind die Membranen wieder starker elektronendicht Ms im 
Bereich des tubul&ren ER. Zwischen den Tubuli des ER liegen vereinzelte freie 
gibosomm~. Die Fet t t ropfen sind zahlreich und grog, ihr InhMt ist homogen 
und n~ch Osmiumfixierung ungew6hnlich hell angefgrbt. Werderl die l~atten mit  
ACTH und Amphenon B gleichzeitig behandelt, so nehmen diese hellen groi3en 
Fetteinlagerungen und auch die blasigen Vorw61bungen an den Mitochondrien 
mit  ihren vielschichtigen Begrenzungen stark zu. Hinzu kommen aueh noch 
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Vacuolen an den Mitochondrien, die mehr Membransysteme enthalten und einen 
geknitterten Eindruck machen. Die freien t~ibosomen haben ebenfalls zuge- 
nommen. Bei gestrel~ten Rat ten  und nach ACTH treten nach Amphenon B 
neben den vielschichtigen Mitochondrienvorw61bungen der AuBenfli~che noch 
vielschichtige Vacuolen in den Mitoehondrien auf (Abb. 5) Hier zeichnen sich 
diese Membransysteme ebenfalls durch ihre grol~e Dichte aus. Die freien Ribo- 
somen haben erheblich zugenommen. Die ovalen, relativ hellen Lipideinschliisse 

Abb. 3. Golgi-Zone einer Fasciculatazelle der  Ra t t e  nach Metopiron. E elektronendichte  Einschlul~- 
k6rper,  K Kern ,  L Lipoidtropfen m i t  Vacuolen. 1:30000 

werden meistens yon zwei Membranen begrenzt, die sehr elektronendicht sind. 
An manchen Stellen sind jedoeh diese beiden Membranen durch eine Ket te  kleiner 
Vesikel ersetzt. 

Diskussion 

Die Behandlung der Rat te  mit  Metopiron und Amphenon B bewirkt eharak- 
teristisehe Ver~nderungen in der Nebennierenrinde an solchen Zellorganellen, 
die nach biochemisehen Untersuchungen an der Biosynthese der Nebennieren- 
hormone beteiligt sind. GestSrt ist naeh Metopiron die normale Vaouolenabgabe 
yon den ~uBeren Mitoehondrienmembranen. Dabei zeigen die Vaouolenws 
eine starke Erh6hung ihrer Dichte. Dariiber hinaus treten an den Mitochondrien 
noch blasige Vorw61bungen auf, die eine konzentrische Membranschiehtung 
zeigen. Aueh hier sind die Membranen auffallend elektronendicht. Da nach 
Metopiron in therapeutisehen Dosen nur die 11 fl-Hydroxylierung gestoppt 
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werden soll, so liegt es jetzt nahe, diesen Vorgang in die/~ugere Mitoehondrien- 
wand und speziell in die blasigen Vorw61bungen und deren Absehniirungen (mito- 
ehondriogene Vaeuolen) zu verlegen. Das Auftreten der ovalen Einsehlfisse im 

Abb.  '4 ~ u. b. Zona fasciculata naeh  A m p h e n o n  B. Gcschichtete Vacuolen an  tier Oberfl~che der 
Mitoehondrien mi t  e lekt ronendichter  "vVanct (-+) und  Wirbelbi ldung des endoplasmat ischen 

Ret iculums (~-~) a 1:42000, b 1:64000 

Bereich der Golgi-Zone nach Metopiron kann nieht erkl/irt werden, da fiber die 
Bedeutung des Golgi-Apparates f/ir die Hormonsynthese niehts bekannt ist. 

Die Vergnderungen naeh Amphenon B betreffen sowohl die Mi~oehondrien 
als aueh das endoplasmatisehe getieulum. Die St6rungen an den mitoehondrio- 
genen Vaeuolen, die denen naeh Met, opiron gleiehen, kSnnen wieder anf eine 

Virchows Arch. path. Anat., ~7d. 837 19 
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Behinderung der 11 ~-Hydroxylierung, dem letzten Schritt zum Cortisol und Corti- 
costeron, zuriickzufiihren sein. Die StSrung und Wirbelbildung im ER mu$ da- 
gegen zu anderen Synthesesehritten eine Beziehung haben. Die biochemische 
Mikrosomenfraktion der Nebennierenrinde, die dem elektronenmikroskopisehen 
endoplasmatischen Retieulum entspricht, wird noch fiir den Schritt yon Pregne- 
nolon zu Progesteron verantwortheh gemacht, ffir den das betr. Ferment eine 

A b b .  5 a u.  b.  Z o n ~  f a sc i cu l~ t~  n a c h  A m p h e n o n  B u n d  A C T t t .  Vers tg~rkte  B f l d u n g  g e s c h i c h t e t e r  
V a c u o l e n  i n  u n 4  a n  d e n  ~s  a 1 : 8 0 0 0 0 ;  b 1 : 5 6 0 0 0  

3 fl-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 Ver/~nderung im EI~ mit  einer StSrung 
dieser drei Fermente in Zusammenhang stehen. Alle beschriebenen eytologisehen 
Ver/~nderungen beruhen auf einer Membranvermehrung und -ver~nderung und auf 
einer Anderung der Membranordnung. Wirken die Substanzen Metopiron und 
Amphenon B tats/~chlieh auf die genannten Fermente an Oft und Stelle ein, so 
kSnnten die gefundenen intracellul~ren 0rganellver/~nderungen aueh einen Hin- 
weis ffir einen Einbau dieser Fermente in die betroffenen Membranen bedeuten. 
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Auch die weitere Vermehrung dieser gestSrten ~embransys teme bei gleichzeitiger 
Behandlung mit  Amphenon B und ACTH spricht ffir eine ACTH-Wirkung auf die 
Enzymmembransysteme,  die an der Steroid-]3iosynthesc in den Fasciculatazellen 
beteiligt sind. Das gilt auch ffir den Schritt vom Cholesterol zum Pregnenolon, 
der in den Mitoehondrien vor sich gehen soll. Nach ACTH vergrSBern sich sowohl 
die AuBenmembranen als auch der vesiculs Inhalt.  Der Umfang dieses Teil- 
vorganges mu6 naehher auch maBgcbend ffir die Menge der ausgesto6enen Hor- 
mone sein, wenn man nicht eine direkte Synthese yon Progcsteron aus Acetaten 
annehmen will. Da n/~mlich best immte Ferment~Srkungen durch Amphenon B 
und Metopiron ausfallen und die dazugehSrigen Membransysteme ver/~ndert sind, 
so kSnnte die weitere Vermehrung dieser gestSrten Membransysteme nach ACTH 
bedeuten, dab ACTH ein notwendiges Mittel zur Membranvermehrung in den 
Fasciculatazellen ist. Damit  wfirde auch crkli~rt werden k5nnen, dal~ sich die 
betr. Fermente,  die wahrscheinlieh membrangebunden sind, unter ACTH bei 
normalen Verh/~ltnissen fiir alle Syn~heseschri~e, die an Mitochondrien und an 
das endoplasmatische Reticulum gebunden sind, synchron vermehren. Das ist 
aber nut  in einer lebenden Zelle mSglich. Damit  erkliirt sich anch die differente 
Wirkung yon ACTH in der durchstrSmten Nebenniere und bei Nebennieren- 
schnitten. So wird bei einer durchstrSmten Nebenniere (Rind) mit  0,1 iE  ACTtt  
und bei Nebennierenschnitten erst mit  40 iE  ACTtI  die maximale Corticosteroid- 
s~imulation erreicht (SABA 1960). Die vermehrte Einlagerung yon Cholesterin 
und Lipiden nach ACTH-Zuffihrung bei gleichzeitiger Behandlung mit  Amphenon 
B kSnnte auch dafiir sprechen, dab die Bildung dieser Lipide ein hier ungestSrter 
Syntheseschritt  zum Cholesterin sein kSnnte. Das Atfftreten yon zwei Mere- 
branch oder yon Vesikelketten um die groBcn Lipideinschlfisse herum, vor allem 
nach Amphenoneinwirkung, li~Bt auch an die MSglichkeit denken, dab diese 
Vorg~.nge, n~mlich die Cholesterinsynthese, wenigstens in einem Schritt membran- 
gebunden sind. 

Ffir die Beschaffung yon Amphenon B danken wir der Sehering-AG, Berlin. Herrn 
Priv.-Doz. Dr. SEI~FT (Pharmakolog. Inst. der F.U. Berlin) danken wit ffir die Hilfe bei den 
Metopiron-Versuchen. 

Zusammenfassung 

Metopfron und Amphenon B wurden normalen, gestreBten und mit  ACTH 
behandelten Rat ten  injiziert. Diese Substanzen ver~ndern die intracellul~ren 
Membransysteme der Fasciculatazellen in charakteristischer Weise. Die gleich- 
zeitige Behandlung mit  ACTH vermehrt  noeh deutlich diese Ver~nderungen. 
Dadurch ist die Lokalisation einiger Fermente in der Steriodsynthese mSglich. 
Die blasigen VorwSibungen der Mitochondrien und die mitochondriogenen Va- 
cuolen sind der Sitz der 11 fi-Hydroxylase. Die tIydroxylierung in Stellung 17 
und 21 und die Ketonisierung in Stellung 3 sind an das endoplasmatische Reti- 
culum gebunden. 

The Action of Metopiron and Amphenone B o~ 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. Simul taneous adminis t ra-  
t ion  of ACTH dis t inct ly  augments  these changes. Thus, the localization of some 
enzymes in  the synthesis of steroids is possible. The vesicular bal looning of the 
mitochondr ia  and  the mitochondriogenic vacuoles are located at the site of 11 fl- 
hydroxylase.  The hydroxyla t ion  in  the 17 and  21 positions and the ketonizat ion 
in  posit ion 3 are closely associated with the endoplasmie ret iculum. 
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