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Effect o/Hydrocortisone Acetate on Cell Metabolism in Experimental [ntima 
Proli/eration o/Rat  Aorta 

Summary. The influence of hydrocortisone acetate on the incorporation of 3H-thymidine, 
3I-I-proline and 3~S-sulfate in experimental intima proliferation was investigated. 

Intima proliferation was produced by double stenosis of the aorta abdominalis of rats. 
The following results were obtained: 

1. Hydrocortisone acetate caused a considerable inhibition of proliferating intima changes. 
Moreover, the 3H-thymidine-index was decreased. 

2. Alter administration of hydrocortisone acetate an increase of grain-density above cells 
which had incorporated 3H-thymidine was observed. In addition, these cells were investigated 
caryometrically. Eventual causes of this phenomenon are discussed. 

3. At the maximum of proliferation the incorporation of 3H-proline and ~sS-sulfate in 
proliferating intima cells was decreased after administration of hydroeortisone acetate. 

Zusammen/assung. Es wurde der Einflug yon Hydroeortisonaeetat auf den Einbau yon 
3H-Thymidin, 3H-Prolin und 35S-Sulfat in die experimentelle Intimaproliferation untersucht. 

Die Intimaproliferation wurde dureh doppelte Stenosierung der Aorta abdominalis bei 
Ratten erzeugt. Die Untersuchungen hatten fo]gende Ergebnisse: 

1. Hydroeortisonacetat bewirkt unter den verwendeten Versuchsbedingungen eine erheb- 
lithe Itemmung der proliferativen Intimaveriinderungen. Der aH-Thymidin-Index ist dabei 
erniedrigt. 

2. Ffir die nach Hydrocortison-Gaben beobachtete ErhShung der Silberkorndichte fiber 
den mit 3H-Thymidin markierten Intimazellkernen werden unter Berficksichtigung der Ergeb- 
nisse karyometrischer Untersuchungen in Frage kommende Ursachen diskutiert. 

3. Zum Zeitpunkt des Proliferationsmaximums ist der Einbau yon 3It-Prolin und 35S- 
Sulfat in die proli~erierte Intima nach Hydrocortisonacetat-App]ikation herabgesetzt. 

Bei  der  Therap ie  obl i te r ierender  Ang iopa th ien  sind bekannt l i ch  Cortison- 
de r iva te  von vo~Tangiger Bedeutung.  Dies dt irf te  mi t  ihrer  p ro l i fe ra t ionshemmen-  
den W i r k u n g  sowie mi t  dem h e m m e n d e n  Effek t  der  Glueoeort ieoide auf die Mueo- 
polysacehar id-  und  Kol lagensyn these  zusammenh/ tngen,  Es k6nnen jedoeh weder  
der  Wi rkungsmeehan i smus  (DsLBI~ffCK, 1964; SSlF~I~T u. HILZ, 1966) noch die 
Auswi rkungen  der  Cor t i sonbehandlung  anf die submikroskopisehe  Ze l l s t ruk tur  
(ScI~wAt~z u. KUTZSCI~, 1966) als vSllig gekl/~rt angesehen werden.  Untersehied-  
l ieh bewer te t  wird  in der  L i t e r a t u r  aueh der  EinfluB yon Cortison auf den Ablauf  
der  exper imente l len  Arter iosklerose  (FRIEDMAN LI. Mitarb . ,  1964; GUMBI~AS U. 
Mitarb . ,  1966). Ans  diesen Grfinden und  wegen der  grol3en kl inisehen Bedeu tung  
einer wei teren Kl~irung der  Cor t i sonwirkung bei Ang iopa th ien  f iberpr t i f ten wi t  am 
Modell  der  doppe l t  s tenosier ten  R a t t e n a o r t a  au to rad iograph i seh  den Einflul3 yon 
H y d r o e o r t i s o n a e e t a t  auf  Pro l i fe ra t ion  a n d  Stoffweehselverhal ten  der  In t imaze l len .  
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Methodik 
Fiir diese Untersuchungen verwendeten wir 100 m~l:tnliclle, 150 g schwere Ratten (Stamm 

,,Rehbrficke"). Bei ihnen wurden ~ntimaproliferationen durch doppelte Stenosierung der 
Aorta abdominalis erzeugt, wie in der vorhergehenden Arbeit beschrieben (16). 50 Tiere dienten 
als Xontrollen; die verbleibenden 50 Tiere erhielten 7 Tage vor der Operation t~glich subeutane 
Injektionen yon Hydrocortisonacetat (Gedeon Richter AG, Budapest), wobei die Injektions- 
stelle mehrfach gewechselt wurde. Die Einzeldosis betrug 15 mg/kg KSrpergewicht. 2 Tage 
naeh der Operation erhielten diese Tiere eine weitere Injektion von Hydrocortisonacetat. Da 
die Tiere eine deutliche Gewichtsabnahme sowie eine Verschlechterung ihres AlIgemein- 
zustandes aufwiesen, mu6te yon weiteren Applikationen abgesehen werden. 

Am 7. Tag nach der Operation, dem in den vorausgehenden Untersuchungen (16) er- 
mitte]ten Proliferationsmaximum, erhielten je 24 Tiere (12 Kontrollen, 12 Hydrocortison- 
acetat-behandelte P~atten) SH-Thymidin (The Radiochemica] Centre Amersham, Bucking- 
hamshire, England; Thymidine-6-T(n), spez. Akt. : 12 Ci/mMol; Dosis : 2~Ci/g KSrpergewicht), 
3H-Prolin [L-Proline-T(G), Amersham, England; spez. Akt.: 460mCi/mMol; Dosis: 500 
~Ci/100g K6rpergewicht) sowie 35S-Sul~at (Isoeommerz, Dresden-Rossendorf; Na28~S04, 
tr/igerfrei; Dosis: 500 ~Ci/100 g K6rpergewicht) injiziert. 3H-Thymidin und 35S-Sulfat wurden 
intraperitoneal, SH-Prolin intrakardial verabfolgt. Die radioaktive Versuchszeit betrug nach 
Gabe yon aH-Thymidin 60 rain, nach Gabe yon ~S-Sulfat 24 Std. N~ctl der Applikation yon 
8H-Prolin wurden je 8 Tiere (4 Kontrollen und 4 Hydrocortisonaeetat-behandelte Ratten) 
nach 15 min, 60 min und 4 Std get6tet. 

Naeh der T6tung der Tiere und der histologischen Aufarbeitung des eingeengten Aorten- 
anteiles, einschlie[tlieh der proximal und distal davon gelegenen Aortenabschnitte, wurden 
durch Stufenschnitt.Technik - -  in gleicher Weise wie zuvor beschrieben (Kv~z u. 1Y[itarb., 
1967)-- geeignete Schnitte ausgewahlt und von diesen Autoradiogramme hergestellt. Es wurden 
folgende Emulsionen verwendet: K 5 und K 6 (ORWO) sowie G 5 (Ilford). Die Expositions- 
zeiten betrugen 1--14 Tage. Naeh der Entwicklung und Fixierung wurden die Autoradio- 
gramme mit t iE  gef~rbt. Die fiir die Photometrie vorgesehenen Autoradiogramme nach 
3~S-Sulfatgabe blieben ungefarbt. Zur Auswertung der Autoradiogramme nach ~H-Thymidin- 
tnjektion wurde der 3H-Thymidin-Index sowie die Silberkornzahl pro Kernflacheneinheit 
bestimmt. Die dazu efforderliehen karyometrischen Messungen wurden mit dem Okular- 

z 
mikrometer ausgefiihrt und die Kernfli~ehe nach F = ~ -  1 • k errechnet (/ :L~ngs-,  Ic= Quer- 

durchmesser). Auf diese Weise wurden die Kornzahlen und Kenffl~chen yon allen markierten 
Zellen innerhalb der Intimaproliferationen bestimmt. Die Auswertung der Autoradiogramme 
naeh *li-Prolin-Applikation erfolgte durch Ermittlung der Silberkornzahlen pro 100 Ze~len, 
naeh 3~S-Sulfatgabe durch photometrische Bestimmung der Schws yon 
Intima und Media bei 554 nm (Leitz-Mikroskop-Photometer) und Errechnung des Quotienten 
aus beiden Werten. 

Ergebnisse 

Die 8raal ra i t  einer  Hydroeor t i sonace ta t -Dos i s  yon  15 rag pro kg KSrper -  
gewicht  behande l t en  R a t t e n  zeigen eine kont inuier l iche  rai t t ]ere Gewiehtsab-  
nahme  yon  25 g bei  e inem Ausgangsgewieht  yon  150 g, wahrend  die Kont ro l l en  
naeh  anfi~ng]ich le ichtem Gewichtsanst ieg  in der  pos tope ra t iven  Phase  nur  einen 
geringf/ igigen Gewiehtsver lus t  e rkennen lassen. Die Gesamtmorta l i t i~ t  war  bei  den 
Kon t ro l l en  mi t  36 % deut l ich  hSher  als bei  den Tieren,  die I - Iydrocor t i sonaeeta t  
e rha l ten  h a t t e n  ( : 2 6 % ) .  Diese Differenz ergab sich haupts~ehl ieh  dureh  eine 
grSl3ere Morta l i t i t t  bei  den Kon t ro l l en  in der  pos tope ra t iven  Phase,  ein Befund,  
der  sicher zura Tell ra i t  einer  geringeren pos tope ra t iven  Kreis lau~belas tung bei  
den ra i t  Hydroco r t i son  behande l t en  Tieren zusararaenhs 

Diese geringere Kre i s laufbe las tung  naeh  Hydroco r t i songabe  l~t{~t sieh vor  
a]lera aus  dera Ergebnis  der  vergle iehenden his tologisehen Beur te i lung  der  In t i r aa -  
pro l i fe ra t ion  ira Bereich clef s tenosier ten  Aor tenan te i l e  her le i ten (Abb. 1). Dabe i  
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entsprieht der Intensit/~tsgrad 1 in Abb. 1 einer geringftigigen, nur aus wenigen 
ZelIagen bestehenden Intimaverbreiterung,  der Intensitgtsgrad 2 einer Int ima-  
proliferation, die etwa ein Drittel der ursprtingliehen Lichtung erfal3t, und der 
Intensit~tsgrad 3 einer zelligen Intimawueherung, die mehr als die H/~lfte des 

fo 
/(oztrollen //#drucor/isonacetat 

I 
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Abb, 1. Intensitg, t der Intimaproliferationen 7 Tage n~ch doppelter Stenosierung der Aorta 
abdom, bei Kontrollen und Hydroeortisonacetat-behandelten Ratten. (Einteilung der Inten- 

sit~itsgrade s. Text) 

Gef~Blumens einnimmt. Es ist offensicht]ich, d~g die Hydrocortison-Applik~tion 
zu einer betr~chtlichen Hemmung der proliferativen Intimaver~nderungen - -  
im Vergleieh zu den Kontrollen - -  gefiihrt hat. So finden sieh mittlere bis starke 
Intimaprolifer~tionen bei 11 yon 36 Cortison-behandelten Ratten,  bei den Kon- 
trollen dagegen bei 27 yon 36 Tieren. Die Gegenfiberstellung der 3H-Thymidin- 
Indices yon Versuchstieren und Kon- 
trollen ergibt eine Verminderung des TabeUe. 3H-Thymidin-Indices der Intima- 
prozentualen Anteils DNS-synthetisie- proli/erationen yon 6 Ratten 

render Zellen naeh Hydrocortison-Gabe Kontrollen Itydrocortisonacetat 
(Tabelle). 

Die Bestimmung der Silberkornzahl 18,8 7,1 
pro Zellkel~ mit  ttilfe der Emulsion K 6 19,8 14,7 
(Abb. 2, 3) l~Bt bei den beh~ndelten Tieren 18,0 10,9 
und bei den Kontrollen eine deutliehe 
Znnahme der Kornzahl pro Zellkern mit  zunehmender Kerngr6Be erkennen. 
Auff~lligerweise zeigen die l~egressionsgeraden der Hydroeortison-behandelten 
Tiere einen stefleren Anstieg als die der Kontrollen (Abb. 4). Diese Differenz in 
der Steilheit der Regressionsgeraden ist nach dem U-Test yon MaN~ und W~IT~EY 
signifikant ~. Die Bereehnung der Silberkorndiehte pro 20 ~t 2 Kernfl~ehe ergibt sig- 
nifikant hShere Werte bei den gydroeort ison-behandelten Rat ten  (Abb. 5). 
Zwisehen den beiden zu vergleiehenden Tiergruppen wurden keine Untersehiede 
in der Gr613e der ausgemessenen Kernfls der markierten Intimazellen fest- 
gestellt. 

1 F~r die statistische Beratung danken wir Iterrn Dr. KL]~M, tIygiene-Institut der 
Humboldt-Universitat Berlin. 
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Abb. 2. Einzelne DNS-synthetisierende Intimazellen 7 Tuge nach doppelter Stenosierung der 
Aorta abdom, der l~atte. 3H-Thymidin. t~adioaktive Versuchszeit: 60 rain. Emulsion K 6 

(ORWO), Expos.-Zeit: 2 Tage, HE, Vergr. 1620 • 

Abb. 3. Zwei DNS-synthetisierende Intimazellen 7 Tage nuch doppelter Stenosierung der 
Aorta abdom, der Ratte. I-Iydrocortisonacetat-Behandlung. 3I-I-Thymidin. Radioaktive 

Versuchszeit: 60 min. Emulsion K 6 (ORWO), Expos.-Zei~: 2 Tage, HE, Vergr. 1620 • 

Nach  aH-Prolin-Applikation finder sich unter  Hydroeortisoneinflul~ eine 
gegenfiber den Kontrol len deutlieh verminderte  Kornzahl  fiber der proliferierten 
Aortenint ima,  wie entsprechende Kornz~hlungen bei allen znr Verffigung stehen- 
den Autorad iogrammen nach einstfindiger radioaktiver  Versuehszeit ergeben. 
Hinweise ftir eine dureh das Cortisonderivat bedingte Xnderung in der Ausschleu- 
sungsgeschwindigkeit  3H-Prolin-haltigen Materials aus den proliferierten In t ima-  
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Abb. 4. Abh~ngigkeit der Silberkorndichte pro Zellkern yon der GrSl~e der gemessenen Kern- 
fl~che bei Kontrollen (K) und Hydrocortisonacets~-beh~ndelteI1 Rutten (C) 
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Abb. 5. Mittlere Silberkornzahl pro 20~ 2 Kernflgche bei Kontrollen und Hydrocortison~cetat- 
behandelten Is 

zellen, die durch die vorgenommene Varia t ion der rad ioakt iven  Versuchszeit 
erfal3bar sein mfiBte, l inden  sieh nieht.  Wie Jn den vorangegangenen Unte rsuchun-  
gen, sind bei allen un te r such ten  Tieren nach einem In te rva l  yon  15 min  zwisehen 
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Injektion der radioaktiven Aminos~ure und T6tung der Tiere die Sflbergranula 
hauptss fiber dem Zytoplasma, naeh lstiindigem Interva]l vor allem fiber 
der Zellperipherie und naeh 4sttindigem Intervall vorzugsweise fiber dem Inter- 
zellularraum lokalisiert. Unter Hydrocortison-Einwirkung konnte ferner - -  als 
Ergebnis der photometrisehen Bestimmung der Schw~rzungsintensit~t der Auto- 
radiogramme - -  ein verminderter Einbau yon asS-Sulfat in die proliferierte Intima 
festgestellt werden. Dies ~ui3erte sieh in einer Abnahme des mittleren Intima- 
Media-Quotienten auf 1,4 nach Hydroeortisongabe gegenfiber einem mittleren 
Quotienten yon 2,0 bei den Kontrollen. Eine herabgesetzte ssS-Sulfat-Inkorpo- 
ration nach Hydroeortisonaeetat-Gabe land sich auch in den aui~erhalb des 
Operationsgebietes gelegenen Aortenanteflen. Zur Kontrolle des Einbaues von 
ssS-Sulfat in die Mukopolysaceharide wurde aus diesen Gefs 
dureh Ss die Chondroitinsulfatfraktion isoliert. Deren 
spezifisehe Aktivit~t war bei den Kontrollen mn den Faktor  3 h6her als bei den 
Hydrocortison-behandelten Tieren. Dies weist darauf hin, da~ die dureh Hydro- 
cortisonacetat bedingte Einbauhemmung yon ssS-Sulfat in die proliferierte 
Intima noch gr61~er ist, als durch die oben angegebene Abnahme des Intima- 
Media-Quotienten zum Ausdruck kommt. 

DiskussiolL 

Bei der Er6rterung unserer Ergebnisse sollen zwei Befunde besonders heraus- 
gestellt werden : 1. die Hemmung der Intimaproliferation und 2. die Erh6hung der 
Silberkorndichte fiber den Kernen der markierten Intimazellen bei den Hydro- 
eortison-behandelten Rat ten naeh Injektion yon aH-Thymidin. 

Zu 1: Die beobachtete deutliehe Hemmung der experimentell induzierten 
Intimaproliferation durch Hydroeortisonacetat entsprieht der bekannten Wirkung 
dieses Cortisonderivates auf die Entwicklung des Granulationsgewebes, bei der 
Wundheilung, bei der experimentellen Arteriosklerose sowie auf das Fibroblasten- 
waehstum in vitro (FlCIEDYIAN U. Mitarb., 1964; JUNGE-H~LSING, 1965). Der 
herabgesetzte 3H-Thymidin-Index in der proliferierten Intima nach Hydro- 
eortisongabe stimmt mit diesen Befunden iiberein und k6nnte m6glieherweise 
dureh eine Verls tier Generationszeit oder einer ihrer Teilphasen bediugt 
sein, deren Bestimmnng bei mesenehymMen Zellen bekanntlieh besondere Sehwie- 
rigkeiten entgegenstehen (WoL~AgW, 1964). 

Zu 2: Die erhShte Silberkorndiehte pro Kernfl~eheneinheit nach Hydro- 
cortisongabe dart unseres Erachtens nieht ohne weiteres als Ausdruek einer 
gesteigerten DNS-Syntheserate gewertet werden; denn neben der MSgliehkeit, dab 
untersehiedliehe Ploidiestufen der Kerne zu diesem Effekt ffihren, muB aueh eine 
herabgesetzte Selbstabsorption yon ~-Teilehen, z.B. infolge gesteigerter Hydra- 
tation der Kerne, in Betracht gezogen werden (MA~ZRER U. PRIMBSC~, 1964). 
Allerdings ergaben unsere Kernmessungen keine Anhaltspunkte ffir eine durch 
Hydroeortison bedingte Kernvergr51~erung. Eine gesteigerte Kornzahl pro Kern 
kann aueh als Folge eines Prolifera, tionsreizes, z.B. naeh tempor~rer Iseh~mie der 
l~attenniere, beobachtet werden (STOCKER U. I-IEI:N:E, 1965). In diesem FMle ]iegt 
eine echte Steigerung der DNS-Syntheserate vor, die mit einer Verkfirzung der 
S-Phasen-Dauer gekoppelt ist. Inwieweit in unseren Versuehen sekund~re Fakto- 
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ren, wie z.B. Infektionen,  einen solehen Effekt  ausgelSst haben, lggt  sich auf 
Grund der vorliegenden Befunde nicht  entseheiden. 

Es bleibt sehlieBlich zu fragen, ob mbglieherweise ein eehter Anstieg der 
DNS-Synthesera te  in den proliferierten Int imazel len infolge des vorzeitigen 
Absetzens der t tydroeor t ison-Appl ikat ion vorliegt. Eine solehe In terpre ta t ion  
mug  besonders im Hinblick auf die Ergebnisse yon SEIFER~ U. HILS (1966) in der 
Fibroblastenkul tur  mit  erwogen werden, die einen deutliehen Wiederanstieg der 
Zellproliferation naeh vor/ibergehender H e m m u n g  dureh Cortisolzusatz zu den 
Kul turen  fanden. Zur Kliirung dieses Befundes sind weitere Untersuehungen mit  
versehiedenen Cortisondosen und untersehiedliehen Versuehsstadien erforderlieh. 

Die beobaehtete E inbauhemmung  yon sH-Prolin und  ssS-Sulfat in die ge- 
wneherten Int imazel len naeh I tydroeor t i songabe s t immt  mit  Li tera turangaben 
/iberein, die auf eine t t e m m u n g  der Kollagen- nnd  MPS-Synthese  in anderen 
aktivierten Bindegewebszellen dutch best immte Cortisonderivate hinweisen 
( B o s ~ 5 ~  u. Mitarb., 1964; LSWE, 1966). Ffir die Mukopolysaecharide wurde 
unter  Cortisoleinwirkung zus/~tzlieh eine Abbauhemmung  festgestellt (JU~Gn- 
I-I iYnsi~,r 1965). 

Die H e m m u n g  der proliferativen Aktivi t~t  der Int imazellen und  ihrer F/ihig- 
keit, Kollagenfaservorstnfen und Mukopolysaeeharide zu produzieren, d/irfte 
somit als wiehtige Ursaehe fiir die kliniseh naeh Cortisongabe beobaehtete giinstige 
Beeinflussung obliterierender Angiopathien (BmKHEAD U. Mitarb., 1957 ; KAISEn, 
1957; GOD~n u. Mitarb., 1966) anzusehen sein, wenngleieh sehon wegen der yon 
uns verwendeten hohen Cortisondosis eine kritiklose Uber t ragung der Ergebnisse 
auf die Verhgltnisse beim Mensehen nieht s ta t thaf t  ist. 
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