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EINLEITUNG

Unter den PFdchern der Inneren Medizin ist die klinische
Endokrinologie in ganz besonderem MaBe von leistungsféhigen
und spezialisierten Laboratorien abhiéngig. Unter diesem Ge-
sichtspunkt soll diese Arbeit aus dem Gebiet der klinischen
und experimentellen Endokrinologie verstanden werden. Im
Zentrum unseres Interesses und dieser Schrift steht das
Adrenocorticotropin, dessen mannigfache funktionelle Ver-
kniipfungen schematisch in Abb. 1 a dargestellt sind. Drei
Fragestellungen klinischer und experimenteller Natur haben
uns in den letzten Jahren besonders beschidftigt, und diese
sollen hier einleitend kurz aufgezeigt werden.

Abb. 1 a: Schematische Darstellung der Fragestellungen
dieser Schrift
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Die Regulation der Inkretion von ACTH und Corticosteroiden,
sowie des sog. Corticotropin-Releasing-Factors sind Gegen-—
stand zahlreicher Darstellungen unter dem Gesichtspunkt der
Kybernetik (vgl. 1, 2) gewesen, so daB wir auf eine Wieder-
holung verzichten mdchten. Es kann heute als gesichert gel-
ten, daB8 aus dem Hypothalamus stammende Faktoren (CRF) die
Synthese und die Inkretion von ACTH im Hypophysenvorder-—
lappen beeinflussen (3 - 22).

Man hat die Struktur mehrer solcher Substanzen mit CRF-
Oharakter aufkléren konnen (4, 8). Implantationsversuche mit
Corticosteroiden und ACTH sprechen dafiir, daB diese Substan-
zen aus dem Hypothalamus stammen (3, 12 - 15, 20) und iiber
PfortadergefiBe in den Hypophysenvorderlappen gelangen kon-
nen (3, 16). Man vermutet einen Riickkopplungsmechanismus
zwischen CRF und ACTH (4, 21, 22), Nach neueren Untersuchun-
gen wird das ACTH beim Menschen in der R-Zelle, bei der
Ratte in azidophilen Zellen synthetisiert (5, 23, 24).

Aus dem Hypophysenvorderlappen gelangt das ACTH iiber die

die Hypophyse umgebenden Sinus und die Blutleiter der Dura
mater zum Bulbus cranialis venae. jugularis (3, 140, 141).
Es lag nahe zu vermuten, daB8 die ACTH-Spiegel im Plasma aus
dem Bulbus cranialis venae jugularis hther sein wiirden als
die Spiegel im Plasma aus dem iibrigen vendsen Stromgebiet,
z.B. aus der Vena cubitalis. Das erste der uns interessieren-
den Probleme (Abb. 1 a) war, ob man aus dem Unterschied der
Plasmaspiegel, welche wir mittels einer biologischen Be-
stimmungsmethode -~ Corticosteron-Anstieg im Nebennieren-
venenblut der akut hypophysektomierten Ratte - erfaBten,
eine Verbesserung der Diagnostik bei bestimmten endokrinen
Erkrankungen erzielen, sowie Information iiber Inkretions-
raten und biologische Halbwertzeiten endogenen Adrenocortico-
tropins erhalten kdonnten. Das gelingt zumindest fiir erhdhte
ACTH-Spiegel im Plasma, wie sie bei manchen Erkrankungen vor-
liegen. Auf die klinische Bedeutung dieser diffizilen Metho-
de ist im Ergebnisteil nidher eingegangen worden.

Das Blut ist fiir das ACTH Transportorgan und liefert es den
fir die biologische Halbwertzeit entscheidenden Vorgingen



wie Verteilung, Abbau und Ausscheidung aus. Nur ein sehr
kleiner Teil des ACTH gelangt auf dem arteriellen Wege in
die Nebemniere, um dort seine spezifischen Wirkungen auszu-
iiben., Eine ganze Reihe von Wirkungen des ACTH auf die Neben-
nierenrinde sind bekannt. ACTH steigert die Durchblutung der
Nebennierenrinde (116 = 120), es filhrt zu einer Ausschiittung
von Askorbinsdure und Corticosteroiden, sowie zu einer Stei-
gerung der Corticosteroidsynthese in der Nebenniere. Daneben
ist ACTH der fiir die GroBe der Nebenniere verantwortliche
Faktor (263, 263a und b). LiBt sich fiir alle diese Effekte
ein gemeinsamer Wirkungsmechanismus des ACTH finden? Diese
Prage ist das zweite Thema unserer Untersuchungen (4bb. 1 a).
Wir kommen, wie im Ergebnisteil ausgefiihrt, zu dem SchluB,
daB die genannten Wirkungen des ACTH dissoziierbar sind und
daB die "Primdrwirkung" des ACTH noch unbekannt ist.

Der Wirkungsmechanismus von Hormonen ist Gegenstand sehr
zahlreicher Untersuchungen in den verschiedensten Labora-
torien. Besondere Aufmerksamkeit hat man in den letzten
Jahren der Wirkung der Hormone auf die Proteinsynthese

bzw. auf die Synthese von Nucleinsiuren in den Zielorganen
oder -geweben gewidmet (25 - 31). Es ist in diesem Rahmen
nicht moglich, die Problematik aller dieser Untersuchungen
einzeln zu diskutieren, es sei nur auf entsprechende Unter-—
suchungen zum Wirkungsmechanismus des Testosterons (32 - 36),
der Oestrogene (37 - 41), der Corticosteroide (42 - 47),

der Schilddriisenhormone t48 - 54), des Insulins (55 - 60),
des Wachstumshormons (61 -~ 63), des thyreotropen Hormons (64)
und schlieBlich des Adenocorticotropins (s.u.g verwiesen,
Diesen Untersuchungen liegt im allgemeinen die Vorstellung
zu Grunde, daf Hormone iliber die Induktion der Synthese von
Enzymproteinen ihre verschiedenartigen biologischen Effekte
bewirken. Interessante biochemische Untersuchungen iiber

die Induzierbarkeit der Proteinsynthese sind auf diese

Weise entstanden.

Unser Interesse galt also dem Mechanismus, durch den ACTH
die Proteinsynthese in der Nebenniere beschleunigt und der
Frage, ob ein Zusammenhang zwischen der Wirkung des ACTH

auf die Proteinsynthese und auf die Corticosteroidsynthese
besteht. DaB diese Untersuchungen nicht nur experimentelles,
sondern auch klinisches Interesse haben, wurde offenbar,

als wir uns mit der Funktion der Nebenniere nach Hypophysek-
tomie bzw. unter Suppression durch exogene Corticoide be-
schdftigten.



Dem Kliniker ist es seit langem bekannt, daB exogene
Corticoide zu einer Suppression der Funktion des Hypophysen-
vorderlappen-Nebennierenrinden-Systems fithren. Die Corticoide
wirken ebenso wie die endogenen Corticosteroide hemmend auf
Synthese und Ausschiittung des Corticotropin-Releasing-Factors
(10, 18, 20, 65 ~ 72, 166). Exogene Corticoide scheinen
ferner auch unabhiingig von der Suppression der CRF- und
ACTH-Inkretion direkt supprimierend auf die Nebennierenrinde
zu wirken (19, 72, 166). Es ist umstritten, ob Corticoide
oder Corticosteroide direkt bremsend auf den Hypophysenvorder-
lappen wirken (10, 19 - 22, 65). Im Zusammenhang mit dem
Suppressionsphéinomen haben wir uns fiir die Digsoziierbarkeit
der ACTH-Wirkung auf die Corticosteroidsynthese und auf die
Proteinsynthése in der Nebenniere nach Hypophysektomie
interessiert.

Ein etwas ungewdShnlicher Weg, die supprimierende Wirkung von
Oorticoiden auf die Hypophysen-Nebenfiierenrindenfunktion zu
untersuchen (Abb. 1 a), ergab sich im Zusammenhang mit un-
geren fritheren Untersuchungen iiber den Wert der i.v. Glucose-
Belastung fiir die Erfassung eines latenten Diabetes mellitus
(79, 80). Wihrend die meistgh der vorliegenden Untersuchun-
gen (66 - 72) iiber die Suppressionswirkung von Corticoiden
bei Patienten durchgefiihrt wurden, die relativ hohe Dosen
iber léngere Zeitrdume erhielten, haben wir die Wirkung einer
wenige Tage dauernden Predniéolon—Behandlung untersucht.

Nach Absetzen einer solchen‘Behandlung ist die fluorimetrisch
erfaBte endogene Corticosteroidproduktion supprimiert (74, 82)
und die miftels i. v. Glucose-Belastung erfaBte Glucose-
Toleranz voriibergehend erhdht (81). Da die Halbwertzeit

der Corticoide wenige Stunden betridgt (73) interpretieren

wir die ErhShung der Glucose~Toleranz als Zeichen einer
fliichtigen latenten Nebennierenrindensuffizienz.

Die enge Verkniipfung von klinischer und experimenteller
Endokrinologie soll also an den im folgenden eingehend darge-~
stellten Ergebnissen zu den genannten drei Fragestellungen
(Abb. 1 a) aufgezeigt werden.



METHODEN

AOTH~-BESTIMMUNG DURCH MESSUNG DES ANSTIEGES DER CORTICOSTERON-
INKRETION IM NEBENNIERENVENENBLUT DER AKUT HYPOPHYSEKTOMIERTEN
RATTE.

1. Hypophysektomie

Die Hypophysektomie der Ratte wurde bei uns auf dem para-
pharyngealen Wege (104) durchgefiihrt. Ménnliche Sprague-
Dawley-Ratten (190 - 230 g) erhjelten unter kurzer Aether-
narkose 0,8 ml 2,5%ige.. Avertid® -Losung (Tribromaethanol in
Amylenhydrat, Bayer-Leverkusen) pro 100 g Korpergewicht intra-
peritoneal, was zu einem etwa 25 Minuten anhaltenden Toleranz-
stadium fiihrte. Die einzelnen Schritte der Hypophysektomie sind
in Abb, 1-7 festgehalten. Nach einem paramedianen Hautschnitt
an der linken Halsseite wurde der linke Musculus digastriocus
dargestellt. Unter Verwendung éiner Operationslupe mit 10facher
VergrsBerung (Leitz) wurde lateral des Sehnenspiegels des
M. digastricus sagittal in dile Tiefe bis auf den Processus
mesopteryg oideus gegangen. Von dem Processus gelangt man durch
die Muskulatur auf die leicht bliuliche Synchondrosis spheno-
occipitalis, auf die eine in der Medianen von dem Foramen
occipitale magnum nach rostral verlaufende Crista senkrecht
auftrifft., Rostral vom Schnittpunkt wurde mit einem Kugelbohrer
mit der Hand vorsichtig das Sphenoid bis auf die Dura durch-
bohrt und mit einem rechtwinklig abgebogenen, spitz zulaufen-
den Glasrohr (Uffnung der Spitze 1 mm) unter Sog von einer
Wasserstrahlpumpe die Hypophyse unter Schonung der Membrana
tectoria herausgesaugt. Die Haut wurde durch 2 Michel-Klammern
verschlossen. — Nach der ACTH-Bestimmung (s.u.) wurde die Voll-
stédndigkeit der Hypophysektomie durch Inspektion der Membrana
?zctoria nagh Darstellung der Schiddelbasis von oben verifiziert
bbo1-7o

2. Arterien- und Venenkatheter

Nach Hypophysektomie nimmt die Empfindlichkeit, mit der die
Ratte auf ACTH mit gesteigerter Corticosteron-Ausschiittung
reagiert, innerhalb weniger Stunden schnell ab (101). Das ist
der Grund, warum man kleinstmdgliche ACTH~Mengen an der akut
hypophysektomierten Ratte bestimmen muB. Vor kurzem wurde aller-
dings von OHSAWA (115) mitgeteilt, daB8 die Empfindlichkeit von
Ratten, die 24 Stunden vorher hypophysektomiert worden waren
und 2 Stunden vor der ACTH-Bestimmung 10 mE ACTH i.v. erhal-
ten hatten, gleich gut sei. Bej uns wurde 60 - 70 Minuten nach
der Hypophysektomie in Ureth - Narkose (10 %ige Ldsung,
Merck, 1,2 ml/100 g Ratte s.c.) die linke A. femoralis in der
Fossa inguinalis kaniiliert und der Katheter (GeféSkatheter OR,
Braun - Melsungen, mit einem Kupferdraht als Mandrin) 7 cm

weit in die Aorta geschoben, so daB die Katheterspitze ca. 1 om
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oberhalb der Durchtrittstelle der Aorta durch das Diaphragma
(Abb. 8) und sicher oberhalb der die Nebenniere versorgenden

Arterien lag (116).

Abb. 8: Schema der Arterien und Venenkatheter der Ratte.
In Anlehnung an (107, 116).
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Methode zu steigern (107). Sodann wurde die rechte und die
linke V. femoralis kstheterisiert (CLAY-ADAMS-Polyaethylen-
EKatheter, PE 10, Fa. Vogel, Giessen/Lahn), wobei der linke
Venenkatheter 5 cm weit, der rechte bis in die Vena iliaca
communis vorgeschoben wurde. Sofort nach Einfiihrung wurden
alle Katheter mit Heparin durchgespritzt, insgesamt erhielten
die Tiere 50 E Heparin pro 100 g Ratte (0,5 ml Vetren®),
Promonta, Hamburg, pro 100 g). SchlieBSlich wurde laparotomiert,
die Spitze des linken Femoraliskatheters in der Vena cava auf-
gesucht und iiber die linke Nierenvene soweit wie mdglich in

die linke Nebennierenvene hineindirigiert (123). Die gelegent-
lich vor der Katheterspitze einmiindende Vena phrenica inferior
wurde nicht ligiert. Die Bauchhthle wurde durch Kompressen
feucht und das Tier bei ca. 35°C (Infrarotlampe) gehalten.

Wenn nicht gerade Blut entnommen wurde, waren dile Venenkatheter
(rechte und linke V. femoralis) kurzgeschlossen (vgl. schemati-
sche Darstellung, Abb. 8 ). Nach dem Versuch wurde die Lage

der Katheter kontrolliert.

3. Corticosteron-Bestimmung im Nebennierenvenenplasma der Ratte

Das aus der Nebennierenvene stammende Blut wurde ohne Sog in
Hémgtokritrahrchen aufgefangen, bis zum Ende des Versuches bei
+ 4°C aufgehoben und die Gesamtblut- und -plasmamenge nach
Zentrifugation (15 Min. x 1000 x g) abgelesen. Die Plasmamenge
wurde mit Wasser auf 1,0 ml gebracht und bis zur Corticosteron-
Bestimmung bei - 18° C aufgehoben. Unter geringfiigiger Abin-
derung der Methode von ZENKER und BERNSTEIN (122) wurde der
Corticosterongehalt des Rattennebennierenplasmas fluorimetrisch
bestimmt. - Bekanntlich ist der Quotient Cortisol zu Cortico-
steron bei der Ratte kleiner als 0,05 (121g. - Die Plasma-
proben (1 ml) wurden mit Chloroform (15 ml) extrahiert, der
wisserige Uberstand (5 Min. x 800 x g) abgesaugt und der
Chloroformextrakt mit 1,5 ml 0,1 H NaOH gewaschen. Zu je 6 ml
Chloroformextrakt wurden 3 ml Fluoreszenzreagens (2,4 Volumen
konzentrierte Schwefelsdure und 1,0 Volumen 50%iges (V/V)
wisseriges Athanol) gegeben, 15 Sek. geschiittelt und 5 Min. x
800 x g zentrifugiert. Die iiberstehende Chloroformphase wurde
abgesaugt und nach 2 Std. die Fluoreszenz mit dem Fluoreszenz-
zusatz zum Photometer Eppendorf (Netheler & Hinz GmbH, Ham-
burg) unter Verwendung des Primdrfilters von 405 + 435 nm,

des Sekundédrfilters 500 -~ 3000 nm und des verkleinerten Stan-
dards Nr, 5816 gemessen. Doppelwerte der Plasmaproben wurden
in zwei Reihen von Einzelwerten in der Reihenfolge der Extrak-
tion gemessen. Weitere Einzelheiten der Methode werden ander-
weitig mitgeteilt (173, 174).

4. Fluorimetrische'Bestimmung der sog. 11-Hydroxycortisosteroide.

Da ACTH-Spiegel, insbesondere wenn sie erhdht sind, nur dann
sinnvoll zu interpretieren sind, wenn die zum Zeitpunkt der
Messung des ACTH-Spiegels gegebene Plasma-Cortisol-Konzentra-
tion bekannt ist (101, 102 » haben wir nach der Methode von
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deMOOR und STEENO (175), sowie MATTINGLY und Mitarb. (176)
und weiteren Verfassern (177 - 183) die sog. 11-Hydroxy-
corticosteroide fluorimetrisch bestimmt. Die Bezeichnung
11-Hydroxycorticosteroide ist nicht ganz korrekt; fir die
Praxis ist wichtig zu wissen, daB bei der Verwendung dieser
Methode im menschlichen Plasma im wesentlichen Cortisol und
Corticosteron erfaBt werden, wobei das Corticosteron in ge-
ringerer Menge vorliegt, dafiir aber eine stirkere Fluoreszenz
gibt. —~ Zwei ml Plasma wurden mit 15 ml Methylenchlorid iber-
schichtet und in einem sich langsam drehenden Rotor 20 Min.
lang extrahiert. Nach Absaugen der widssrigen Phase wurde der
Methylenchlorid-Extrakt mit 2 ml 1N NaOH 20 Sek. lang ge-
schiittelt, 10 Min., spdter die Natronlauge abgesaugt und 8 ml
des Methylenchlorid-Extraktes mit 4 ml Fluoreszenzreagens

(7 Volumen konzentrierte Schwefelsdure und 3 Volumen absolu-
ter Aethylalkohol) 20 Sek. heftig geschiittelt. Nach Absaugen
des iiberstehenden Methylenchlorids wurde das Fluoreszenz-
reagens in eine Glaskiivette geschiittet und genau 13 Min. nach
Zugabe des Methylenchlorids zum Fluoreszenzreagens die
Fluoreszenz wie oben gemessen. Als Standard diente bei diesen
Bestimmungen Cortisol, so da8 die Angabe der gefundenen Werte
in gamma Cortisol pro 100 ml Plasma erfolgte (Versuche mit

M. MULLER - BARDORFF und W. HOCHHEUSER (82), Normalbereich:
ca 5 - 23 gamma % fiir 9 Uhr morgens).

5. ACTH~Bestimmungs: Standardldosungen und menschliches Plasma

In den meisten Laboratorien, die sich mit der biologischen
ACTH~-Bestimmung beschéftigen, mift man ACTH Standards an
einem Kollektiv akut hypophysektomierter Ratten und die un-
bekannten Proben an einem anderen Kollektiv (101 - 103, 105,
106, 108 - 115, 132), Wir waren mit der Streubreite des
Corticosteron~Anstieges im Nebennierenvenenblut der Ratte
nach ACTH nicht zufrieden und haben daher versucht, durch
Berilicksichtigung der individuellen Empfindlichkeit der ein-
zelnen Ratte gegen ACTH die Reproduzierbarkeit der Methode
zu verbessern. Die Ratten erhielten daher eine oder zwei
kleine Standardmengen ACTH (bis 0,05 m E) vor der Injektion
des zu bestimmenden Plasmas (107). - Zur Herstellung der
ACTH-Standardlﬁsgﬁﬁen wurde synthetisches Beta-1-24 Cortico-
tropin (Synactherd®, Ciba) oder der internationale Arbeits~
standard fiir Corticotrophin (WHO, 1962, Nat.Inst.Med.Research,
Mill Hill, London, NW 7) mit 0,001 N'HC1-0,9 % NaCl-Losung,
der in den ersten Versuchen 0,2 % Humanalbumin zugesetzt
war, geldst. Der Zusatz von Humanalbumin unterblieb spiéter,
da wir wie andere Autoren keine Unterschiede feststellen
konnten (131). Die Verdiinnung erfolgte in der Kdlte, die
Standardldsungen wurden bei mindestens -18°C fiir den Zeitraum
von hichstens 5 Tage aufgehoben. Nach diesem Zeitraum hatten
eingefrorene Standardldsungen nachweislich an Aktivitdt ver-
loren. Standard- und Plasmaproben waren bei jedem untersuch-
ten Patienten etwa gleich lang eingefroren.- Die biologische
Testung des Beta-1-24-Corticotropins von Ciba hatte gezeigt,
das man mit einer biologischen Aktivitdt von 100 - 110 E/mg
rechnen kann (124 - 130). Alle Angaben von ACTH-Spiegeln im
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Plasma erfolgen in Einheiten statt in mg, da das den Ver-
gleich mit den Werten des Internationalen Standards und .

den Werten anderer Autoren (101, 102, 106 - 115) erleichtert.-
Die ACTH- und Corticosteroid-Inkretion unterliegt beim
Menschen bekenntlich einem Tagesrhythmus, die hochsten Wer-

te werden in den frithen Morgenstunden gefunden (136, 137),

so da8 wir das zu untersuchende Blut jeweils moxrgens um

6 Uhr abnahmen.

6, Punktion des Bulbus oranialis venae jugularis

Das venbse Blut des Hypophysenvorderlappens flieB+t iiber die
die Hypophyse umgebenden Sinus und die groBeren Sinus der
Dura ab. Diese miinden beiderseits in den Bulbus cranialis
venae jugularis, welcher die Fossa jugularis des Felsen~
beins erfiillt (140, 141).|Die Vena jugularis erhidlt erst im
Carotisdreieck:zahlreiche' weitere vendse Zufliisse (141).
Durch Punktion des Bulbus oranialis vae. jugularis, wie das
ja auch bei der Messung der Hirndurchblutung geschieht (138,
139), erhidlt man ein "hypophysires" Venenblut, welches
allerdings bereits durch etwa 15 % des Herzminutenvolumens
(139) verdilnnt ist. - Unter Lokalanisthesie wurde in Seiten-
lagerung des Kopfes bei leicht angezogenem Kinn eine etwa

6 cm lange Kaniile mit Mandrin ca. 1 cm unterhalb des
Processus mastoideus am vorderen Rand des Musculus sterno-
cleidomastoideus mit einer Neigung von etwa 40° in Richtung
auf den Bulbus cranialis vae. jugularis vorgeschoben. Nach
Punktion des Balbus wurde 15 Min. gewartet, um den "Stress"
dieser Punktion abklingen zu lassen, und dann Blut aus dem
Bulbus und aus einer Cubitalvene mit heparinisierten
Spritzen entnommen. Das Blut wurde sofort im Eisbad zur
Kilhlzentrifuge gebracht und bei + 4°C 10 Min. bei 1000 x g
zentrifugiert. Das so erhaltene Plasma wurde in mehrere
Proben aufgeteilt, bei -18°C eingefroren und bis zur Be-
stimmung aufgehoben. Die Stabilitdt des ACTH im Blut bei 37°
und bei 2°C ist umstritten (142 - 144, 134, 145), so daB
wir darauf bedacht waren, das Plasma bei niedrigen Tempera-
turen zu gewinnen und moglichst schnell zu verarbeiten.
(Versuche mit P. DIETERLE, 173).

T. Applikation von ACTH Standard- oder Plasmaproben bei
der o) sektomierten Ratte. Auswertung und Statistik

Vorversuche hatten die aus der Literatur (101, 102) wohlbe-
kannte Tatsache bestditigt, daB spdtestens 90 Minuten nach
der Hypophysektomie die Corticosteroninkretion in das Ne-
bennierenvenenblut auf einen Basisspiegel (Abb, a) abge=
sunken ist (ca. 0,020 Gamma Corticosteron pro 4 Min.). Da
die Empfindlichkeit der Corticosteronsynthese der Neben-
niere gegeniiber ACTH hierauf schnell abnimmt (112, 115, 119),
haben wir bei all unseren Bestimmungen 90 Min. nach Hypophys=+

aktomie mit der Applikation der Standardldsung von ACTH
begonnen.
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Abb. 9: Einstellung der Corticosteron-Basis-—Sekretion
nach Hypophysektomie

Hypophysektomie und Corticosteronbestimmung
im Nebennierenvenenblut, wie oben beschrieben.

CORTICOSTERON
PRO 4 MIN.

0.6001
8/

0.450-

0.300+

0.150+

0.030 _Basis-Sekretion

! 1 1 1 1
w20 30 0 50 50 70
MIN.NACH HYPOPHYSEKTOMIE

Mittels eines Gerdtes zur kKontinuierlichen Infusion
(Perfusor, Fa. Braun, Melsungen) wurden 1 ml der zu unter-
suchenden Losung innerhalb von 94 Sek. iiber den Aorten-
katheter (Abb, 8) infundiert. Vor jeder Infusion einer
Standardlosung oder eines Plasmas wurde ein- oder zweimal
4 Min. lang Blut aus dem Nebennierenvenenkatheter entnom-
men, um zu kontrollieren, ob die Corticosteronsekretion
auf die Basishthe abgesunken war, Genau 3 Min. nach Beginn
der Infusion der Testldsung bis 11 Min. danach wurde Blut
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aus der Nebennierenvene zur Corticosteronbestimmung ent-

nommen. Der Zeitraum zwischen der 3. und 11. Minute wurde
nach Vorversuchen gewdhlt. Diese hatten gezeigt (Abb.10),

Abb. 10: Dauer der Wirkung verschiedener Dosen ACTH auf
die Corticosteron-Inkretion.
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daB nach intraarterieller Infusion steigender Dosen von
ACTH bei kontinuierlicher Bestimmung der Corticosteron-
Ausschiittung in das Nebennierenvenenblut in 4-miniitigen
Intervallen wesentlich lénger anhaltende Anstiege der
Corticosteron-Ausschiittung erfolgen (101). Will man an

einem Tier, wie oben erwdhnt, zwei oder drei ACTH-Bestim-
mungen durchfiihren, so wilirde der Blutverlust bei lédngeren
Entnahmeperioden fiir das Tier jedoch zu groB8. Es sei fest-
gehalten, daB bei der 8-minilitigen Sammelperiode (3. - 11.Min.)
also nur ein Teil und vor allem in Abhingigkeit von der

Dosis wechselnd kleiner Anteil der Steigerung der Corti-
costeron-Ausschiittung durch ACTH erfaBt wurde. Abb. 10 zeigt
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ferner, daB man 20 Min. nach Infusion einer Standardmenge
von 0,05 mE ACTH damit rechnen kann, daB die Corticosteron-
Ausschiittung wieder auf die Basis zuriickgekehrt ist. Daher
gaben wir bei den meisten unserer Bestimmungen 24 Min.

nach Infusion der Standardmenge von 0,05 mE die zu unter-
suchenden Plasmen. Auch nach der Infusion ven 1 ml Plagma
wurde von der 3. bis zur 11. Min. Nebennierenvenenblut aus
dem Katheter gesammelt und der Corticosterongehalt im
Plasma,wie oben beschrieben, bestimmt.

In der Literatur bestehen erheblich Diskrepanzen um die Ab-
grenzung dieser Sammelperiode (101, 102, 107, 108, 113, 119).
Fiir ungiinstig halten wir, wie nach Abb.10 verstdndlich, dasB
manche Autoren eine konstante Blutmenge (0,6 ml) sammeln

und die Zeit registrieren. - Es ist ja aus der Literatur
bekannt (116 - 120) und war auch bei unseren Versuchen zu
beobachten, daB8 ACTH die Durchblutung der Nebenniere stei-
gert. Man weiB ferner, daB bei konstantem ACTH-Spiegel eine
Steigerung der Durchblutung zu einer Steigerung der Corti-
costeroidsekretion fiihrt (117, 118). Man sieht nun auch

nach intraarterieller Infusion von 1 ml physiologischer Koch-
salzlosung bereits, wenn auch geringere,Steigerungen der
Nebennierendurchblutung. Wie erheblich dieser Faktor sein
muB, wenn man wie manche Autoren bis zu 5 ml menschliches
Plasma pro Ratte injiziert (108, 109, 114a), ist einleuchtend.
Die Wirkung von ACTH-Dosen ist nur bei Infusion gleicher
Volumina bzw., mdoglichst gleicher Nebennierendur chblutung zu
beurteilen. SchlieBlich kann wegen der Durchblutungssteige—
rung die Wirkung von ACTH auf die Corticosteron-Synthese nur
bei Erfassung der Zunahme der Corticosteron-Menge, nicht abexr
der Corticosteron-Konzentration im Nebennierenvenenblut (112)
erfaBt werden.

Trédgt man die gegebene Dosis ACTH und den Anstieg der Corti-
costeron-Ausschiittung in der Nebennierenvene gegeniiber 0,9 %
NaCl-Infusionen doppelt logarithmisch gegeneinander auf
(Abbe.11), so erhdlt men eine lineare Eichkurve von 0,01 -
0,5 mE ACTH. Die Dosiswirkungskurve ist nur flir diesen Be-
reich linear, sie wird erst bei hdchsten Dosen (> 1,0 mE)
flacher. Bei biologischen Bestimmungsmethoden ist an sich
mit einer linearen Beziehung zwischen dem Logarithmus der
Dosis und der Wirkung zu rechnen. Eine solche Beziehung wurde
fiir den Bereich unsergex Eichkurve (Abb. 11) nicht gefunden,
auch dann nicht, wennvwie in Abb,11 die Steigerung der
Corticosteron-Inkretion von der 3. bis zur 11.Minute, sonderm
die gesamte Steigerung der Corticosteron-Inkretion, wie in
Abb. 10 dargestellt, gegen den Logarithmus der ACTH-Dosis
aufgetragen wurde. Es wurde schon betont, daB bei unserer
Versuchsanordnung nur ein in Abhingigkeit von der GrdBe der
Dosis wechselnder Teil der Wirkung erfaBt wurde (s.o.). =
Bei der Priifung der Empfindlichkeit der Methode zeigte sich,
daB zwischen der Dosis 0,01 mE ACTH (n = 95) und einer Koch=
salzinfusion (n = 10) ein nur sehr schwach signifikanter
Unterschied bestand (0,15> p>0,10). Dagegen fand sich ein
signifikanter Unterschied zwischen der Wirkung von 0,025 mE
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Abb. 11: Eichkurve Dosis ACTH und Anstieg der Corticosteron-
Inkretion

Kngegeben sind die Mittelwerte ( X ) und Standardabweichun-
gen der Mittelwerte @ 3 ) von (n) als technisch gegliickt
anzusehenden Bestimmungen.

ampg
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23) und 0,01 mE ACTH (p < 0,0025), sowie der Wir-

kung von 0,025 mE ACTH und einer Kochsalzinfustion (p< 0,01).
Danach liegt die Empfindlichkeitsgrenze der Methode zwischen
0,010 und 0,015 mE ACTH. Der Regressionskoeffizient betrug

b = 0,74 (84). - Nach dem Vorschlag von GADDUM (85, 113)
wurde der Index der Genauigkeit der Methode (lambda) als
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Quotient von Standardabweichung der errechneten Kurve und
Regressionskoeffizient zu A = 0,07 berechnet, was als recht
zufriedenstellender Wert angesehen werden darf. Der Korrela-
tionskoeffizient ist signifikant von Null verschieden

r = 0,421 (Irrtumswahrscheinlichkeit 0,001).

Die Plasmaspiegel an ACTH wurden aus dem Anstieg der Corti-
costeron-Inkretion iiber die Eichkurve (Abb.11), in Einzel-
fdallen unter Beriicksichtigung der individuellen Empfindlich-
keit der Ratten, ermittelt. Da jahreszeitliche Schwankungen
der Empfindlichkeit der Ratten bekannt sind, sei angefiigt,
daB alle Plasmabestimmungen in der Zeit vom 5.11.65 bis
31.3.66 erfolgten. Der Zeitaufwand der geschilderten Methode
ist so groB, daB8 zwei eingearbeitete Personen an zwei Tagen
acht Tiere, das sind je acht ACTH-Standardwerte und acht
Plasmen, operieren bzw. untersuchen konnen.
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II. SACCHAROSEDICHTEGRADIENTENZENTRIFUGATION

Saccharose-Dichte-Gradienten wurden nach dem von BRITTEN
und ROBERTS (187) angegebenen Prinzip hergestellt. Ein ein-
facher Glasapparat, wie in Abb.12 schematisch dargestellt,

Abb. 12: Apparat zur Herstellung von Saccharose-Dichte-

Gradienten - Beschreibung s. Text
Prefluft
«—Glaskapillare
A B A B
= [

jod +1
0.8
cm

55cm=h

Tolvolumen

45cm
Fillhhe

wurde bei geschlossenem Hahn I und II gefiillt. In den
Schenkel A wurden 3,45 ml (Botvolumen A = 0,95 ml plus

Nutzvolumen A = 2,5 ml) 13 % Saccharose, 0,005 M MgCl,,
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0,025 M KC1 in 0,05 M Tris-HCL-Puffer pH 7,5 gefiillt.

In den Schenkel B kamen 0,35 (Totvolumen) plus 2,5 ml

der gleichen Losung ohne Saccharose. Vor dem vorsichti-
gen Anstellen der PreBSluft (s. Schema), welche eine
Durchmischung des Inhalts von Schenkel A sicherstellte,
sollen die Fliissigkeitsspiegel in den Schenkeln A und B
gleich hoch stehen (linke H#lfte Abb. 12). Hahn I wurde
dann vollsténdig gedffnet, Hahn II dagegen nur so wenig,
daB bei kontinuierlichem AusfluB die Fiillhohe des Gradien-
ten im Zentrifugenrshrchen von 4,5 cm in 6 - 7 Minuten
erreicht wurde. Je drei Gradienten dieser Art wurden im
Swinging Bucket Rotor SW 39 der Spinco Model L Ultrazen-
trifuge (Pa. Beckman Instr.) 2 Stunden bei 37500 UPM
zentrifugiert, wodurch eine Stabilisation der Gradienten
erreicht wurde. - Setzt man der Ldsung im Schenkel A z.B.
Nilvlausulfat zu, so 1ldB8t sich die Konzentrationsabnahme
an Nilblausulfat und damit an Saccharose von unten nach
oben in den so hergestellten Gradienten nach Punktion des
Bodens der Zentrifugenrshrchen und tropfenweisem Auffangen
in Fraktionen nach Verdiinnung photometrisch bestimmen.
Abb, 13 zeigt, daB man einen etwa linearen Gradienten von
Abb.13:

Priifung der Linearitdt von Saccharose-Dichte-Gradienten
durch Zusatz von Nilblausulfat

af 405
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13-5 % Saccharose erhdlt, wenn man die richtige Fiillhohe
fiir die Zentrifugenrdhrchen (Abb.12) wihlt. — Auf solchen
Gradienten lassen sich (s. auch ERGEBNISSE) ungefihre
Molekulargewichtebestimmungen von Enzymproteinen durch-
filhren (Abb.14) und Gewebshomogenate nach dem Molekular-
gewicht fraktionieren (Abb. 16, 18).

Abb.14: Molekulargewichtsbestimmungen von Enzymen nach
MARTIN und AMES (194).

Es wurde 17 Stunden bei +2°C und 37 500 UPM zentrifugiert.
Lactatdehydrogenase (&—A), Pyruvatkinase (&—),
Citratsynthase (o—o), alle Enzyme wurden von Boehringer
bezogen und dialysiert. Die Citratsynthase wurde von

Dr. L.Weiss mit Stearyl-CoA inkubiert (e——e).

1E

25 —1
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15
PROTEIN
4 60

10—

30

FRAKTION 2 13 U 15 16 17
unten oben
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III, PRAPARATION VON POLYSOMEN UND RIBOSOMEN

Nach dem Vorschlag von WETTSTEIN und Mitarbeitern (230)
wurden Homogenate von frischen Schweinenebennieren

(s. Legende zu Tab.3) 10 Minuten bei 15 000 x g zentrifu-
giert. Zu 9 Teilen 15 000 x g Uberstand wurde 1 Teil 10 %
Natriumdesoxycholat in 0,05 M Tris-HCl pH 8,2 bei 0°C unter
Rithren tropfenweise zugesetzt. In Cellulose Nitrate Tubes
NO. 302235 der Fa. Beckman Instr. wurden kalte (0°C) 2 M (I)
und 0,5 M (II) Saccharose-Losung sowie der Desoxycholat-be-
handelte Uberstand (III) tibereinander geschichtet (Abb.15).

Abbo1§:

Schematische Darstellung der Priéparation von Polysomen

Auf 2,25 ml Losung I (2 M Saccharose, 0,005 M MgClz,

0,025 M KC1, 0,05 M Tris-HCl-Puffer ph 7,5) wurden

2,25 ml Losung II (0,5 M Saccharose, Elektrolyte wie oben)
vorsichtig daraufgeschichtet. Darauf kamen 4,5 ml NaDOC-be-
handelter 15 000 x g Uberstand (III) von Schweinenebennieren-
homogenaten (s. Text).

4 Std.
zentrifugieren

vor

@

45ml | I

225ml | 11 I}T}\I\}I\I}ﬁ
525 it
25ml \D
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Hach 4 Std. Zentrifugation (Spinco Model L) im Rotor Nr.40
bei 37 500 UPM und +2°C befanden sich die Polysomen als
gelartiger leicht gelbbréunlicher Niederschlag am Boden.

Das Sediment lie8 sich in 0,5 ml Medium A (vgl. Tab.é) durch
sehr vorsichtiges Pliimpern l&sen.

Ribosomen wurden mit den iibrigen in 4,5 ml enthaltenden
Partikeln des Desoxycholat-behandelten 15 000 x g Uberstandes
von Schweinenebennierenhomogenaten (s.0.) in 4 Stunden durch
4,5 ml einer Losung von 91 M Saccharose, 0,005 M MgClz,
0,025 M KC1 und 0,05 M Tris-HCl-Puffer pH 7,5 sedimentiert.
Abb. 16 zeigt die Sedimentation von so gewonnenen Polysomen
und "Ribosomen", welche hier in Saccharose-freiem Medium A
(s.Tab.3) geldost wurden. Es wurden 18 - 20 Fraktionen von
jedem Saccharose-Dichte-Gradienten nach 20 Minuten Zentri-
fugation im Rotor SW 39 bei 37 500 UPM und +2°C gesammelt
und die Absorption bei 260 und 280nm nach 1 : 15 Verdiinnung
im Spektralphotometer PMQ II von Zeiss gemessen.
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Abb, 162

Dichtegradientenzentrifugation von Polysomen (e——e)
und Ribosomen (0——o0).

Gezeigt ist die Absortion bei 260 nm. Die Polysomen
weisen neben vermutlich durch Desintegration bei der
Prdaparation entstandenen Ribosomen (70 - 80 S) eine
etwas hohere Absorption in den Fraktionen Nr. 10 bis
16 auf (285)., Ferner findet sich bei den Polysomen,
nicht aber bei Ribosomen, ein Sediment (Absorption der
Fraktion Nr., 1 - 3), das vermutlich aus noch konglome-
rierten aber aktiven Polysomen besteht (285).

E 260nm
0.3 1 ~ 03
0.2 - 70005 L g2
Fraktioh Nr. 1 3 5 7 9 1 133151719

unten oben



- 22 =

IV, INTRAVENOSE GLUKOSEBELASTUNGEN

Die Methode der i.V. Glukosebelastung wurde von uns friiher
ausfithrlich dargestellt und die vorliegende Literatur dis-
kutiert (79, 80). Unter Grundumsatzbedingungen wurden dem
Patienten morgens 0,5 g Glukose pro kg KG innerhald von

3 = 5 Min. injiziert. Niichternblutzucker und in 10-miniiti-
gen Abstidnden nach der Glukoseinjektion gewonnene Blut-
zucker wurden enzymatisch bestimmt. Die Berechnung des sog.
Glukoseassimilationskoeffizienten kG erfolgte nach graphi-
scher Ermittlung der Halbwertszeit der Glukose nach der

Formel: k =lBT§- = Q$é22

die aus der Gleichung: C(t) = C(o) . ekt

wie frither beschrieben (79, 80) abgeleitet wird. Durch
Multiplikation des k-Wertes mit 100 erhdlt man den

kG—Wert, die Glukoseelimination in % pro Min. zum Zeitpunkt
der Halbwertszeit, bzw. den sog. Glukoseassimilations-
koeffizienten. Unsere Befunde liber Normalbereich und
diagnostische Bedeutung dieser Methode wurden anderweitig
beschrieben (80).
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ERGEBNISSE

I. BESTIMMUNG VON ACTH-SPIEGELN IM MENSCHLICHEN PLASMA

Das Interesse der Kliniker an einer zuverlissigen Bestimmung
von ACTH-Spiegeln im Plasma ist naturgemdB gro8. Das von uns
angewandte, unter "METHODEN" beschriebene Verfahren, die
ACTH-Aktivitdt iiber den Anstieg der Corticosteron-Inkretion
im Nebennierenvenenblut der akut hypophysektomierten Ratte
zu bestimmen, ist seit einigen Jahren in verschiedenen La-
boratorien in der Hoffnung angewandt worden, den ACTH-Spiegel
im Plasma des Normalen sicher erfassen zu konnen (101, 102,
106 = 114a). Wie unter "METHODEN" bereits erwidhnt, haben wir
versucht, die Empfindlichkeit der Methode durch Infusion der
Testlosung (ACTH-Standard oder Plasma) in die Aorta der Rat-
te zu erhthen, und die Genauigkeit der Methode durch Kon-
stanthaltung des Volumens, in dem die Testldosungen appli-
ziert wurden, und durch Beriicksichtigung der individuellen
Empfindlichkeit der hypophysektomierten Ratten gegeniiber den
ACTH-Standardldosungen zu verbessern., Wir konnen den Opti-
mismus mancher Autoren bezliglich der gquantitativen ErfagB-
barkeit normaler ACTH-Spiegel im Plasma nach statistischer
Uberpriifung unserer Ergebnisse nicht teilen. In Tab. 1 sind
die von uns gefundenen Plasmaspiegel im Blut aus der Vena
cubitalis bzw. dem Bulbus cranialis venae jugularis zusammen-
gestellt. Die meisten Werte lagen unter 0,01 mE/ml, also
unterhalb der Empfindlichkeitsgrenze der Methode (siehe
"METHODEN"). Etwas hohere Werte, wie sie bei einzelnen
Patienten géfunden wurden, sind bei der kleinen Zahl der Be-
stimmungen, die auf Grund der begrenzten Haltbarkeit des
ACTH in eingefrorenen Plasmaproben (siehe "METHODEN") durch-
zufithren sind, nicht signifikant von dem Bereich der doppel-
ten Standardabweichung des Nullwertes (Kochsalzinfusion)
verschieden. Die Mittelwerte der ACTH-Spiegel im Plasma von
Nebennierengesunden, die in der untersten Spalte der Tabelle
angegeben sind, sind sowohl im Bulbus cranialis venae
Jugularis mit und ohne Dexamethason-Suppression, als auch in
der Vena cubitalis kleiner als 0,01 mE/ml. Die Methode ist
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somit in der von uns durchgefiihrten Form fiir die Erfassung
normaler ACTH-Spiegel nicht geeignet. Die Schliisse, die man
aus diesem Befund auf die biologische Halbwertszeit des
endogenen ACTH beim Nebennierengesunden dennoch ziehen kann,
sind in der DISKUSSION besprochen.

Tab. 1: ACTH-Plasmaspiegel bei Nebennierengesunden

ACTH mE/ml Plasma "Cortisol"y %

Patient Bulbus V.cubit. B.c.v.J. | vor nach

CoVejuge nach

Dexiﬁggon Dexamethason

K.M. 36J. m.
Verdacht auf K0,01 <0,01 <0,01 16,0 8,0
Myopathie t2) (2) (3)
B.0. 47 J. m.
vegetative 0,015 <0,01 <0,01%) | 32,0 25,0
Beschwerden 1) (2) t2)
R‘M. 20 J. m.
Zustand nach 0,01 0,01 0,025 24,0 15,0
Schédeltrauma {2) (2) (2)
H.P. 19 J. m.
Alimentédre 0,025 <0,01 0,025 16,0 8,0
Adipositas (171) (2) (2) (2
K.d. 49 J. m,
Jackson- <0,01 0,015 <0,01 36,5 23,0
Epilepsie (3) (2) (3)
B.J. 46 J. m.
traumatische - <0,01 0,015%*)| 23,0 18,0
Epilepsie (6) 4)
W.B. 52 J. m,
Prostata- <0,01 0,02 <0,01 30,0 21,0
Hypertrophie {3) (2) (2)
Mittelwerte 0,01 <0,01 <0,01 29,4 16,9

(n=13) (n=18) (n=18)

Die Tabelle zeigt die gefundenen Plasmaspiegel der einzel-

nen Patienten. PFir jeden Patienten wurde der Mittelwert von
(n) technisch als gelungen anzusehenden Bestimmungen ange-

geben, Die Blutentnahmen erfolgten um 6 Uhr morgens bzw. in

der 3. senkrechten Spalte eine Stunde nach Infusion von

4 mg Dexamethason innerhalb 4 Min. zur Suppression. Die mit
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einem Stern ¥*) versehenen Werte in der 3.senkrechten
Spalte stammen aus der Vena cubitalis. Die Mittelwerte
der Anstiegeder Corticosteronmengen im Nebennieren-
venenblut der Ratte nach Infusion von 1 ml Plasma der
Patienten dienten zur Ermittlung der Mittelwerte der
ACTH-Spiegel im Plasma (unterste Zeile). Die Einzelhei-
ten der Methoden sind in Kapitel METHODEN beschrieben.
Die Werte fir gamma®% Cortisol im Plasma liegen etwas
hoher als der Normalbereich fiir 9 Unr (siehe Bestimmung der
sog. 11-Hydroxycorticosteroide unter METHODEN). Bei den
Diagnosen handelt es sich um AbschluB8diagnosen.

Es hat nicht an Versuchen anderer Autoren gefehlt, mit etwas
anderen Methoden den Normalspiegel von ACTH zu bestimmen.
Dabei sind zwel Wege am ehesten erfolgversprechend., Die Ar-
beitsgruppe von LIDDLE hat ein Verfahren angegeben, ACTH

aus gréBeren Plasmamengen anzureichern und mit einer biolo-
gischen Bestimmungsmethode zu bestimmen (101, 109, 110).
Auch andere Autoren haben diese Mdglichkeit untersucht (108,
111). Die Ausbeuten liegen bei diesen Anreicherungsverfahren
zwischen 44 und 124 %. Zu diesem PFehler addiert sich der
Fehler der biologischen Bestimmungsmethoden. Immerhin ver-
dankt man diesen Untersuchungen die Vorstellung, daB der nor-—
male Plasmaspiegel an ACTH zwischen 0,3 und 0,6 mE/100 ml
Plasma liegt.(Vgl. Abb. 24). - Einen ganz anderen Weg gingen
Untersucher, die sich des Prinzips der radio-immunologischen
Bestimmung von Peptidhormonen fiir die ACTH-Bestimmung be-
dienten (133 - 135), Diese Autoren berichten iiber eine ganz
ausgezeichnete Empfindlichkeit dieses Verfahrens (0,001 mE).
Es wurden zun#dchst allerdings um 3 Zehnerpotenzen héhere
Normalspiegel gefunden, als sie bei den biologischen Bestim~
mungsmethoden geschdtzt wurden (134). Ein weiterer Einwand
gegen dieses Verfahren kommt aus der Arbeitsgruppe von
FORSHAM (135). Ein synthetisches Peptid aus den Aminosduren
Nr.22 - 39 der Sequenz des vollstdndigen Beta-1-39-Cortico-
tropins zeigte die volle immunologische Aktivitédt, ohne

daB irgendeine biologische Aktivitdt nachweisbar war.

Die erhohten ACTH-Spiegel im Plasma von Patienten mit be-
stimmten Erkrankungen der Nebennieren sind dagegen mit der
von uns verwandten Methode eindeutig zu erfassen. Solche
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ACTH-Spiegel sind mit den dazugehdrigen Cortisolwerten des
Plasmas (sog. 11-Hydroxycorticosteroide siehe METHODEN) in
Tab, 2 zusammengefaBt. Wir besprechen im folgenden kurz die
Krankengeschichten unserer Patienten sowie unsere Befunde und
diskutieren der {Ubersichtlichkeit halber an dieser Stelle die

einschlédgige Literatur.

Tab, 2: ACTH-Plasmaspiegel von "Nebennierenkranken"

ACTH mE/ml Plasma

"Cortisol" p %

Patient Bulbus

CeVeje

Ve.cubit. B.c.V.je
nach Dexa-

_methason

vor nach
Dexamethason

B.S. 48 Jo m
67,3 kg
M. ADDISON

0,45
(4)

0,27
(3)

0,28
(3)

4,0 8,0

G.de 18 Jo m.
55,5 kg 0
M. ADDISON (

~O

7,0 7,0

E.T. 44 J. w.
Cushing-Syndrom
Bilaterale adeno- (2
matdose Hyper-
plasie

[

38,0 30,0

EoIlo 19 J. m. 0

50,5 kg (
Zustand nach tota-
ler Adrenalektomie
wegen Cushing-Syn-
droms(bilaterale
Hyperplasie) Ver-—
dacht auf chromo-
phobes Adenom d.
HVL

5,0

M.E. 44 J, 0
82,0 kg (
Zustand n.totaler
Adrenalektomie weg.
Cushing~-Syndroms
(vilaterale Hyper-
plasie) |

—~O
N~ =

(10,0) (17,0)

IloJ‘ 61 Je. m, <0
Bronchial-Ca (
sekundére NNR-In-
suffizienz, meta
stat, Zerstﬁrung[
des HVL

3,0 6,0
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Tab, 23 Forts.

ACTH mE/ml Plasma "Cortisol" y %
Patient Bulbus V.cubite B.cevVeje vor nach
CeVaeje nach Dexa- Dexamethamon
methason
W.Fe 21 Jo We 0,80 0,48 0,065 w22,0" "14,0"
Adrenogenitales| (2) (3) (2)
Syndrom 65,5 kg

Wie in Tab.1 sind die Diagnosen und die Mittelwerte der
ACTH-Spiegel im Plasma der Patienten aus (n) Bestimmungen
angegeben. Der mit ¥) versehene Wert (M.E.) stammt aus der
Vena cubitalis. Die Blutentnahmen erfolgten um 6 Uhr morgens
bzw. 1 Stunde nach i.v. Infusion von 4 mg Dexamethason inner--
halb von 4 Min. (3. Spalte), also gegen 7 Uhr 20, ACTH-Be-
stimmung siehe METHODEN, Die in gamma pro 100 ml Plasma ange-
gebenen Cortisol-Werte (sog. 11-Hydroxycorticosteroide, siehe
METHODEN) liegen bei den NNR-insuffizienten Patienten unter-
halb des Normalbereiches fiir 9 Uhr morgens (siehe METHODEN,
Ausnahme M.E.). Bei den NNR-insuffizienten Patienten kommt

es vermutlich als Folge der Dexamethason-Infusion zu einem
geringfiigigen Anstieg der fluorimetrisch bestimmten "Cortisol"-
Werte. Die nebenniereninsuffizienten Patienten (B.S., G.J.,
E.L., M.E.(?) und L.J.) erhielten bis ca. 22 Stunden vor dem
Untersuchungszeitpunkt (6 Uhr) die bei ihnen iibliche Cortisol-
Substituitionstherapie.

Man weifl seit einigen Jahren, daB bei Patienten mit Morbus
ADDISON die ACTH-Spiegel im Plasma kurz nach Absetzen der
Substituitionsbehandlung stark erhtht sein konnen (101, 102,
108, 137, 167). Das ist zunidchst erstaunlich, da alle diese
Patienten ja im allgemeinen unter einer als ausreichend be-
trachteten Substitutionsbehandlung mit Cortisol stehen. Be-
denkt man aber die relativ kurzen Halbwertszeiten oral
applizierter Corticosteroide (73), so wird vorstellbar, daB
die orale Substitutionsbehandlung z.B. mit morgens 20 mg und
nachmittags 10 mg Cortisol p.o. zu erheblichen Schwankungen
des Plasmacortisolspiegels fiihren muB und die kontinuier-
liche Cortisol-Inkretion der Nebennierenrinde nicht voll-
wertig zu ersetzen vermag. So wird es auch bei "korrekt"
durchgefiihrter Substitutionsbehandlung im Laufe der 24 Stunden

eines Tages immer wieder zu Phasen des relativen Cortisolman-
gels kommen.
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Der 1.Patient der Tab.2 (B.S.) litt seit 1952 an einem tu-
berkulds bedingtem M. ADDISON. Er hatte,bis er zu uns kam,
eine an sich als veraltet zu bezeichnende Behandlung mit
Desoxycorticosteron erhalten. Intensive Pigmentation und
verkalkte Ohrknorpel (THORN's Zeichen) sprachen dafiir, daB
die Nebennierenrindeninsuffizienz nicht vollwertig substi-
tuiert war., Die ACTH-Werte dieses Patienten waren extrem
erhoht, und zwar sowohl im Bulbus c¢.v.j., als auch in der
Vena cubitalis und waren durch die schnelle Dexamethason-
Infusion nur teilweise zu supprimieren., -

Der 2.Patient mit einem M. ADDISON (G.J.) erkrankte nach der
Vorgeschichte Ende 1964 mit einer Nebennierenrindeninsuffi-
zienz, deren erstes Zeichen interessanterweise ein deutliches
Nachlassen der Konzentrations- und Merkfihigkeit war (172).
Bei diesem Patienten waren die erhchten ACTH-Spiegel im Plasma
durch die Dexamethason-Infusion (Tab.2) fast vollstdndig zu
supprimieren, wie das aus der Literatur fiir die kontinuier-
licher wirkende orale Corticosteroid-Behandlung bekannt

ist (101, 167).

Wir fassen die 2z.T. exzessiv hohen ACTH-Spiegel bei Addison-
Patienten also als Ausdruck der trotz "ausreichender" Sub-
stitutionsbehandlung mit Corticosteroiden gestorten Regula-
tion (1, 2) des Plasmaspiegels der Corticosteroide auf. Die
Antwort des Reglers ist, - um im Bilde zu bleiben -, durch

seine stédndige ﬁberbeanspruchung verstarkt.

Beim Cushing-Syndrom mit bilateraler Hyperplasie der Neben-
nierenrinde wurden zumeist normale ACTH-Spiegel im Plasma
gefunden (101, 102, 114a, 108 - 110), in manchen Fillen waren
die ACTH-Spiegel auch geringfiigig erhoht (109; 111, 167).

Fiir die Uberlegungen zur Pathophysiologie dieser Form der
Cushing'schen Erkrankung haben die Befunde der Arbeitsgruppe
von PPEIFFER (102, 114a, 164) in letzter Zeit erhebliche Be-
deutung erlangt. Danach sind die ACTH-Spiegel im Plasma bei
den meisten Patienten mit bilateraler Hyperplasie nicht er-
hoht, weisen aber ein Fehlen der bei Gesunden iiblichen Tages-
rhythmik auf. Im Integral ist die Tagessekretion damit doch
erhdht, ihre Berechnung gibt Werte, die in der GrdS8enordnung
derjenigen ACTH-Menge liegt, welche iiber 24 Stunden gegeben
eine Erhdhung der Cortisol-Spiegel erzielt, wie man sie bei
Patienten mit Cushing-Syndrom findet (165).
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Eine 44-jéhrige Patientin mit einem Cushing-Syndrom, welches
nach der Anamnese seit etwa 10 Jahren (!) bestand, wurde von
uns untersucht. Zwischen der zweizeitig durchgefiihrten
Adrenalektomie fanden sich Spiegel unter 0,01 mE ACTH pro ml
Plasma, also unterhalb unserer Nachweisbarkeitsgrenze. Die
Plasmacortisolwerte dieser Patientin waren ebenso wie die
Cortisolausscheidungen im 24 S+td. Urin auch nach der einsei-
tigen Adrenalektomie noch deutlich erhdht.

Die Tatsache, daB die ACTH-Spiegel bei diesen Fdllen nicht
oder nur unwesentlich erhdht sind, sollte unbedingt im Zu-
sammenhang mit den Plasmacortisolwerten dieser Patienten be-
urteilt werden. Findet man doch bei den Patienten mit
Cushing-Syndrom erhohte Cortisolwerte im Plasma, die bei
nichtgestorter Regulation der Cortisolinkretion eigentlich
zu einer Erniedrigung der ACTH-Spiegel im Plasma fithren
gollten (101, 102). Normale oder leicht erhdhte ACTH-Spiegel
im Plasma sind somit bei diesen Patienten als pathologisch

anzusehen.

Im Jahre 1958 beschrieben NELSON und Mitarb. den ersten Fall,
bei dem man die Entwicklung eines chromophoben Adenoms des
Hypophysenvorderlappens nach totaler Adrenalektomie wegen
eines Cushing-Syndroms mit bilateraler Hyperplasie beobach-
tete und exzessiv hohe ACTH-Spiegel im Plasma fand (159).
Seither wurden immer wieder Beobachtungen solcher Fdlle
mitgeteilt (156 - 158, 160, 161).

Ein 19-jshriger Mann (E.L.) ist seit dem 15.Lebensjahr in
unserer Beobachtung. Er wurde wegen eines typischen Cushing-
Syndroms mit bilateraler Hyperplasie der Nebennierenrinde
totaladrenalektomiert, Das fiihrte zu einer vollstdndigen
Remission des Krankheitsbildes und zu einer Umkehr der vor-
her latent diabetischen Stoffwechsellage in eine erhthte
Glukosetoleranz (81, 172). Jetzt findet sich bei dem Patien-
ten eine intensive Pigmentation und ein doppelt konturierter
Sellaboden. Nach der Tomographie ist die Sella einseitig ver-
groBert, so daB wir den Patienten unter dem Verdacht auf das
Vorliegen eines chromophoben Adenoms weiter beobachten.

Wie aus Tab.2 ersichtlich, sind die ACTH-Spiegel bei diesem
Patienten extrem hoch. Dexamethason filhrte zu einem Absinken
auf nicht mehr sicher meBbare Spiegel. Diese Supprimierbar-
keit der ACTH-Spiegel ist, soweit sie untersucht wurde, bei
den meisten der in der Literatur mitgeteilten PFidlle nachzu-
weisen gewesen (159 - 165).
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Es sei noch kurz auf die andere Form des Cushing-Syndroms,
die primdr nebennierenbedingte, eingegangen. Die erhdhte,
autonome Cortisolinkretion von Nebennierenadenomen oder
~carcinomen filhrt in diesen F&dllen zu einer Suppression
des Hypophysen-Nebennierenrinden-Systems. Morphologisch
findet sich eine Atrophie der ilibrigen Nebennierenrinde,
funktionell bei Entfernung des Tumors eine Hypofunktion
der Nebenmierenrinde und der Hypophyse (72, 137, 166).
Nach den Untersuchungen der Arbeitsgruppe von LIDDLE (72)
erholt sich in diesen PFdllen zundchst die Hypophysenvor-
derlappenfunktion. Die ACTH-Spiegel sind voriibergehend
erhoht. Die Unterfunktion der Nebennierenrinde kann dage-
gen monatelang weiterbestehen und jeder ACTH~Therapie
trotzen (166, eigene Beobachtung). Wir verdanken Herrn
Dr. R. FROESCH, Ziirich, die Plasmen von drei Patienten,
bei denen vor mehreren Monaten Nebennierenrinden-adenomse,
die das Bild eines Cushing-Syndroms hervorgerufen hatten,
entfernt worden waren. Die Plasmacortisolwerte waren bei
diesen Patienten unterhalb des Normalbereiches (2,5 Gamma%
in einem und 5 Gamma% in zwei weiteren Fillen). Die ACTH-
Spiegel im Plasma aus der Vena cubitalis waren in zwei
Fillen erhsht (0,02 und 0,03 mE pro ml Plasma). In der
Diskussion wird auf die Suppression des Hypophysen-Neben-
nierenrindensystems durch verschieden lang dauernde exoge-
ne oder endogene Erhohung des Spiegels an Plasmacortico-
steroiden noch einmal eingegangen.

Tabe. 2 zeigt noch eine weitere Patientin, bei der wir ex-
trem hohe ACTH-Spiegel im Plasma fanden (W.F.).Hier bestand
ein adrenogenitales Syndrom, das schon vor Jahren diagno-
stiziert worden war, aber infolge der Indolenz der Patien-
tin bislang nicht behandelt wurde. Bekanntlich handelt es
sich bei typischen PFdllen meist um eine StO6rung der
21-Hydroxylierung, was zu einer verminderten Cortisol-
produktion, einer vermehrten ACTH-Ausschiittung und einer
erhdhten Androgenproduktion in der Nebenniere fiihrt. Unter
Verzicht auf eine ausfiihrliche Besprechung der komplizierten
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Pathophysiologie dieser Erkrankung sei hier nur auf die er-
hohte ACTH-Produktion bei Patienten mit adrenogenitalem
Syndrom eingegangen (101). Wir fanden, wie in Tab,2 aufge-
fiihrt, extrem hohe Spiegel im Plasma aus dem Bulbus crania-
lis vae. jugul. und etwa um die Hdlfte niedrigere Spiegel in
der Vena cubitalis. Durch Dexamethason war der ACTH-Spiegel
im Bulbus cranialis vae. jugul. um eine Zehnerpotenz zu sen-—
ken. — Aus der Literatur ist der Anstieg der Plasma-ACTH-
Spiegel auch bei der kurzzeitigen Blockierung einer weiteren
Hydroxylierung (11-8-Hydroxylierung) durch Metopiron (SU 4885)
bekannt (101, 102, 108, 153 - 155). Diese ACTH-Anstiege wa-
ren jedoch relativ mdBig und erst etwa 8 Stunden nach Verab-
folgung des Metopirons zu beobachten.

Klinisch interessante Gesichtspunkte bot auch die Krankenge-
schichte des Patienten L.J. (Tab.2). Dieser Patient wurde bel
uns wegen eines Bronchialcarcinoms beobachtet. Adynamie, aus-
gepridgte Hypotonie und HyponatriZmie lieBSen uns eine Neben-
nierenrindeninsuffizienz diagnostizieren. Dazu paBten die
deutlich erniedrigten Plasmacortisolwerte. Zu unserer Uber-
raschung fanden wir weder im Bulbus cranialis vae. jugul.
noch in der Vena cubitalis meBbare Plasma-ACTH-Spiegel, die
bei unseren Addison-Patienten (B.S. und G.J.) deutlich er-
hoht waren. Bei der Autopsie fand sich die Erkldrung dieses
Befundes. Der Hypophysenvorderlappen war durch Metastasen
des Bronchialcarcinoms vollstindig zerstdrt, widhrend die
Nebennieren nur kleine Metastasen aufwiesen. Es handelte
sich somit um eine sekundire Nebennierenrindeninsuffizienz.
Daran war klinisdch auch schon gedacht worden, da dieser Pa-
tient keinerlei vermehrte Pigmentation aufwies und bei
Addison-Patienten ja nicht nur das ACTH, dessen endogene
MSH-Wirkung relativ gering ist (168, 169), sondern auch

MSH vermehrt ausgeschiittet wird (169, 170). Ferner hatten-
eine ausgeprigte Kdlteempfindlichkeit und Bradycardie, sowie
eine Verlangsamung der Achillessehnenreflexe eine sekundire
Hypothyreose vermuten lassen.
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Es ist zwar bedauerlich, daB man mit der biologischen Be-
stimmungsmethode in der von uns angewandten Form normale
ACTH-Spiegel im Plasma direkt nicht zuverlédssig messen
kann., PFir die Klinik interessante Ergebnisse lassen sich,
wie gezeigt, mit dieser Methode jedoch bei Patienten mit
erhdhten ACTH-Spiegeln finden. In der DISKUSSION wurde auf
dynamische Gesichtspunkte, auf die Imkretionsrate und die
biologische Halbwertszeit des endogenen ACTH, eingegangen.
Wir meinen zeigen zu konnen, warum mit der von uns verwandten
Methode bei normalen ACTH-Spiegeln keine Differenzen zwi-
schen den ACTH-Spiegeln im Plasma aus dem Bulbus cranialis
vae. jugul.und der V. cubitalis zu finden sind.
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VERSUCHE ZUM WIRKUNGSMECHANISMUS DES ACTH

1. ACTH UND PROTEINSYNTHESE DER NEBENNIERE

ACTH wurde zunichst als derjenige Faktor beschrieben, der
nach Hypophysektomie das Gewicht der Nebenniere erhdlt
(263, 263 a, b). Es ist einleuchtend, daB ein Hormon, welches
das Gewicht der Nebenniere steigert (263 - 268), auch eine
Steigerung der Nucleinsiure-(269 - 276) und der Protein-
synthese (277 - 286) in der Nebenniere bewirkt. Der Be-
sprechung unserer Befunde iiber den biochemischen Mechanis-
mus der Steigerung der Proteinsynthese in der Nebenniere
durch ACTH sei eine kurzgehaltene Darstellung der augen-
blicklichen Anschauungen iiber die Biochemie der Protein-
synthese vorangestellt (201 - 257).

Abb. 17: Schema der Biochemie der Proteinsynthese

ATP=Adenosintriphosphat, AMP=Adenosinmonophosphat,
PP=Pyrophosphat, t-RNS=Transfer-Ribonucleinséure,
m-RNS=Messenger-Ribonucleinsidure

LOSLICHE A

ZELLFRAKTION

MIKROSOMEN-
HALTIGE
\, ZELLFRAKTION

15000 x g U

J

MIKROSOMEN

105 000 x g SED.J

PROTEIN
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HOAGLAND, ZAMECNIK und Mitarbeiter (211, 213) zeigten,

daB Aminosduren zuerst mit ATP aktiviert werden und der
Aminoacylrest dann auf eine transfer-Ribonucleinsiure
iibertragen wird (Abb. 17). Die sog. "pH 5-Enzyme" oder
auch Aminoacyl-t-RNS-Synthetasen katalysieren diese beiden
Schritte. Der nichste Schritt ist die Ubertragung des
Aminoacylrestes auf die an Ribosomen bzw. Polysomen in
Synthese befindlichen Peptidketten. Hier ist der Angriffs-
punkt der Transferenzyme (Aminoacyltransferasen). Abb. 17
zeigt diese Verh#iltnisse schematisch und macht ferner an-
schaulich, welche Faktoren in der sogenannten l0slichen
Zellfraktion (105 000 x g Uberstand) bzw. in der mikroso-
menhaltigen Zellfraktion (15 000 x g Uberstand) zu finden
sind (301, 322).

a) BIOCHEMIE DER PROTEINSYNTHESE

Es erscheint zweckmédBig, iliber diesen zusammenfassenden
Absatz hinaus eine etwas detailiertere, wenn auch bei weitem
nicht umfassende Zusammenstellung der Befunde iiber die
Biochemie der Proteinsynthese hier einzufiigen. Einige Uber-
sichtsarbeiten zu diesem Thema seien zitiert (201 - 210).
Die Aktivierung der Aminosduren unter Bildung von Aminoacyl-
AMP und die Bildung der energiereichen Oxyester zwischen
der Aminosdure und der 3'-Hydroxylgruppe der Ribose der
endstadndigen Adenosylgruppe der Transferribonucleinszduren
wurden bereits erwdhnt (204, 211 ~ 218). Beide Schritte
werden von den Aminoacyl-RNS-~Synthetasen katalysiert, die
bei pH 5 gefdllt werden konnen. ATP und GTP sind fir die
Proteinsynthese bei Inkubation der pH 5-Enzyme mit isolier-
ten Mikrosomen erforderlich (212). Die Kenntnis iiber den
Ort der Peptidsynthese hat sich ebenfalls in den letzten
Jahren weiter entwickelt, Mikrosomen kdnnen nach Homogeni-
sation von Lebergewebe in isotonen Rohrzuckerldsungen,
- zur Erhaltung der Mitochondrienstruktur (3186) -, durch
Zentrifugation des 15 000 x g-Uberstandes bei 105 000 x g
sedimentiert werden (184, 185). Durch Desoxycholatzusatz
kdonnen aus den Mikrosomen,die als Bruchstiicke des Ergasto-

lasmas aufzufassen sind, die Ribosomen isoliert werden

219 - 222), Der Quotient Ribonucleinszure zu Protein be-
trdgt bei Mikrosomen 0,25, bei Ribosomen 1,0 (220, 222).
Die Sedimentationsanalyse zeigt fiir Ribosomen einen S-Wert
von etwa 70 (221, 223 = 227). Durch Phenolextraktion oder
Detergentien lassen sich die Ribosomen in kleinere Partikel
(30 S und 50 S) zerlegen. Diese Dissoziation erfolgt auch
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nach Senkung der Magnesiumionenkonzentration durch Dialyse
(226). Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten be-
reits 1960, daB8 Dimere der 70 S-Ribosomen mit einem S-Wert
von 100 existieren (224). Neuere Untersuchungen zeigten,
daB Penta- bis Heptamere von 73 S Ribosomen, welche auch
Polysomen oder Ergosomen genannt werden, wesentlich aktiver
als die monomeren 73 S Ribosomen Aminos&uren in EiweiB
einbauen. Man ist der Auffassung, daB 5-7 oder mehr Ribosomen
mit einem Molekiil einer Messenger-Ribonucleinsdure zusam-
mengehalten werden (225, 228 - 2304, - Erste Hinweise auf
die Existenz einer Ribonucleinsiure mit relativ hohem Mole-
kulargewicht (500 000), mit schnellem Umsatz und einer
Basenzusammensetzung, die der Desoxyribonucleinsdure ent-
spricht, ergaben Versuche mit Bakterien, die mit FPhagen
infiziert wurden 2205, 232 - 236). Man spricht der Messenger-
Ribonucleinsidure (m-RNS) eine entscheidende Rolle bei der
qualitativen und quantitativen Regulation der Proteinsynthe-
se zu. Die Rolle synthetischer Polynucleotide fiir die Er-
forschung des sog. Amino-Acid-Code kann hier nur angedeutet
werden (207, 237), - Auch in SHdugetierorganen scheint

m-RNS fiir die Proteinsynthese von entscheidender Bedeutung
zu sein, Die Verhdltnisse liegen hier allerdings etwas
anders als bei den phageninfizierten Bakterien. Die m-RNS
hat eine Brheblich gréBere Stabilitdt (238). Sie 1l#d8t sich
aus Nucleolen bei Phenolextraktion in der Interphase an-
reichern, - stammt also aus dem Zellkern. Wenn es auch mog-
lich war, mit phenolextrahierten Fraktionen aus Leber z.B.
die Albuminsynthese im zellfreien System aus Ehrlich
Aszites-Zellen zu stimulieren (240), so erscheinen andere
Berichte iliber das Vorkommen eines m-RNS &hnlichen Faktors
im Zytoplasma vom Methodischen her eher zweifelhaft (241,
242), - Nach der kurzen Besprechung der Rolle der m-RNS
muB noch erwdhnt werden, daB fiir die Ubertragung der
Aminoacylgruppe von der Aminoacyl-t-RNS auf die in Synthese
befindliche Peptidkette Transferenzyme (Aminoacyltrans-
ferasen) notwendig sind. Man kennt zwei solche Aminoacyl-
transferasen, von denen eine stabil, die andere relativ un-
stabil ist. Sie lassen sich durch Ammonsulfatfdllungen
fraktionieren (217, 243 - 250). PFiir die Proteinsynthese

in mikrosomenhaltigen Systemen scheint die Aminoacyltrans-
ferase I alleine auszureichen (244), vermutlich weil die
Transferfaktoren teilweise an Mikrosomen oder Ribosomen ge-
bunden sind (217). Neben der Komplexbildung zwischen
Aminoacyl-t-RNS und Ribosomen, sowie der Peptidsynthese an
Ribosomen wird von den Transferfaktoren auch die Hydrolyse
der Aminoacyl-t-RNS, also die enzymatische Deacylierung
katalysiert (217). Diese Hydrolyse 1l#8t sich durch Puromycin-
zusatz steigern, da Puromycin ebenso wie Chloramphenicol
den Aminoacyl-Transfer spezifisch hemmt (251, 254), SchlieB-
lich sei noch erwdhnt, daB8 auch ohne Ribosomen, nimlich im
Zellkern, in Mitochondrien und in der sog. 1loslichen Zell-
fzgfti025$?inoséuren in Protein eingebaut werden kodnnen



b) PROTEINSYNTHESE IM NEBENNIERENHOMOGENAT

Ausgangspunkt fiir unsere Untersuchungen war die Beobachtung
von FARESE und REDDY (278), daB nach ACTH-Behandlung der
Einbau von 14C—Glycin'in Protein im 15 000 x g Uberstand
der Homogenate von Rattennebennieren gesteigert ist. Die
urspriingliche Mitteilung dieser Autoren, daB die Aktivi-
tdt der Mikrosomen der Nebennieren ACTH-behandelter Tiere
gleich derjenigen der Kontrolltiere sei, wurde spdter von
FARESE (281 - 283) korrigiert. Danach sinkt die Aktivitat
der Mikrosomen nach ACTH-Behandlung zun&dchst fir einige
Stunden ab, um dann spdter gegeniiber Kontrollen anzusteigen
(286). Dié kreuzweise Inkubation von Mikrosomen und lés-
licher Zellfraktion von Nebennieren ACTH- und unbehandelter
Ratten zeigt dagegen schon zwei Stunden nach Beginn der
ACTH-Behandlung und zu jedem danach untersuchten Zeitpunkt
eine gegeniiber Kontrollen héhere Aktivitdt in der 1loslichen
Zellfraktion (284, 286). Daher galt unser Interesse in
erster Linie der Natur des Paktors im 105 000 x g-Uberstand
der Nebennieren ACTH-behandelter Ratten, welcher fiir die in
vitro Proteinsynthese offenbar geschwindigkeitsbestimmend
ist. - Sehr vereinfacht wurden diese Untersuchungen dairch
die Beobachtung, da8 nicht nur die mikrosomenhaltigen Zell-
fraktionen der Nebennieren von Kontrollratten, sondern

auch von Hunden und von Schweinen auf den Zusatz der los-
lichen Zellfraktion der Nebennieren ACTH- und unbehandelter
Ratten in gleicher Weise ansprechen (284). So wird der Ein-
bau von 14C-Glycin in 0,4 ml 15 000 x g-Uberstand von
Nebennierenhomogenaten von Kontrollraten, Hunden oder Schwei-
nen von 0,4 ml 105 000 x g-Uberstand von Nebennierenhomoge-
naten von Kontrollratten und weit deutlicher. von ACTH-behan-
delten Ratten in gleicher Weise stimuliert (Tab.3). Dieser
Versuch zeigt, da8 der fiir die in vitro Proteinsynthese
geschwindigkeitsbestimmende Faktor nicht speziesspezifisch
ist. Bei den nicht unerheblichen Gewichtsmengen der Neben-
nieren, die fiir unsere Untersuchungen benstigt wurden, war
es eine erhebliche Erleichterung, daB8 fiir die Pridparation
der mikrosomenhaltigen Zellfraktion nicht mehr die kleinen
Nebennieren der Ratten verwandt werden muBten.
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Peb.3: EinfluB der 1ldslichen Zellfraktion (105 000 x g )
der Nebennieren ACTH-behandelter Ratten auf die
mikrosomenheltige Fraktion (15 000 x g U) der
Nebennieren von Kontrollratten vom Hund und vom

Schwein.
Testlésung = mikrosomenhaltige Zellfraktions
Kontroll-
Ratte Hund Schwein

Medium 241 257 192

A
L0 8- Kon-
liche | trol- 553 292 593
Zell- le
frak-
tion ACTH 870 531 926
Ratte

Minnliche Sprague-Dawley-Ratten (200-250 g) wurden durch
Dekapitation getétet, die Nebennieren von anhingenden
Fett- und Bindegewebe befreit und etwa 2 Min., nach dem
Tod des Tieres in eiskalter 0,9 % NaCl gesammelt. Nach ge-
nau gweiminiitiger Homogenisation (200 mg Nebenniere pro ml
Medium A nach LITTLEFIELD und KELLER (219), d.h. 0,25 M
Saccharose, 0,025 M KC1, 0,005 M MgCl,, 0,05 M Tris-HCl-
Puffer pH 7,55 im POTTER-ELVEJHEM Homogenisator (188) mit
Peflon-Pistill wurde der 10 Min. x 15000 x g Uberstand als
mikrosomenhaltige Fraktion hergestellt. - Schweinenebennie-
ren wurden im Schlachthof etwa 10 Minuten nach dem Tod des
ieres entnommen und schon bei der Entnahme vollstdéndig von
allem Fett- und Bindegewebe befreit, was nach Schlitzen der
Kapsel mdoglich ist. Homogenisiert wurde wiederum unter sehr
konstant gehaltenen Bedingungen (4 x 10 Sek. in einem klei-
nen Messerhomogenisator und 1 Minute im POTTER-ELVEJHEM).
Der 15 000 x g Uberstand hat keine geringere Aktivitidt,
wenn die Schweinenebennieren wochenlang bei - 189C aufgeho-
ben werden (284). Alle Schritte wurden bei O bis 3° ¢ durch~
gefithrt., - ACTH-Behandl ¢ Die Ratten erhielten drei Tage
vor dem Versuch morgens und abends i.m. je 20 E Depot-ACTH
(Schweine-ACTH der Firma Upjohn Co), in spédteren Versuchen
je 5 E synthetisches 8 1-24 Corticotropin in Depotform
8Ciba 36 716-Ba). - Zur Gewinnung der léslichen Zellfraktion
wurden 100 mg Nebennieren von Kontrollratten oder von ACTH~
behandelten Tieren pro ml Medium A wie oben homogenisiert
und die Homogenate 120 Min. bei 105 000 x g (Model L Spinco-
Ultrazentrifuge der Fa.Beckman Instr.) zentrifugiert. - Die
Inkubationsbedingungen zur Messung des Einbaus von 14-C—
Glycin in Protein sind im Text beschrieben. Proteinbestim-
mungen nach LOWRY (189) wurden regelmdBSig am 15 000 x g U
(15 mg/ml) und am 105 000 x g U (im Mittel 3 mg/ml) durchge-
fiilhrt. - In dieser Tabelle sind IPM-Mittelwerte von je drei
Inkubationsansédtzen der 3 verschiedenen Versuche (Ratte,Hund,
Schwein) angegeben.
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¢) METHODIK

Es soll hier noch kurz auf die Methodik der Inkubation der
Zellfraktionen zur Messung des Einbaus radioaktiver Amino-
siuren in Proteine eingegangen werden. Soweit nicht ausdriick-
lich anders vermerkt,wurden 0,4 ml der mikrosomenhaltigen
Zellfraktion (15 000 x g Uberstand), die also das Aquivalent
von 80 mg Schweinenebennieren in Medium A (Tab.}) enthiel-
ten, in einem Gesamtvolumen von 1,05 ml mit 1 ,uCi 14-C-Glycin
inkubiert. Die spezifische Aktivitdt des verwandten
14-6-Glycins war 2,78, in spdteren Versuchen 70 mCi/mMol.

Da dialysierte 15 000 x g Uberstinde ohne Zusatz von Amino-
sduregemischen zum Inkubationsansatz (Tab.i)praktisch keinen
Glycineinbau zeigten, nach Zusatz von je 1/uMol von 19 Amino-
sduren (284) jedoch etwa die gleiche Menge 14-C.Glycin wie
durch den nicht dialysierten 15 000 x g Uberstand eingebaut
wurde, kann angenommen werden, da8 die Glycinkonzentration
im Inkubationsgemisch in der GroBenordnung von 10-4 bis

10-3M liegt, was etwa dem Gehalt von Organen, z.B. von Hirn-
gewebe an freiem Glycin entspricht (190). Die Beschleunigungen
des Glycineinbaus, die man nach Zusatz von 0,4 ml der Test-
lésungen, also des 105 000 x g Uberstandes von Rattenneben-
nierenhomogenaten in Medium A, bzw. einzelner Fraktionen

aus dieser ldslichen Zellfraktion - letztere wurden in jedem
Pall gegen Medium A dialysiert - findet, kdnnen nicht auf der
Basis hoherer spezifischer Aktivitdten des 14-C-Glycins er-
kléart werden. Im Gegenteil, die spezifische Aktivitédt diirfte
bei Zusatz der loslichen Zellfraktion absinken. Der Zuwachs
an eingebautem Glycin ist also in Wirklichkeit hoher als es
in der Zunahme der IPM zum Ausdruck kommt (Tab. 3 und 5). -
Es wurde bewuBt darauf verzichtet, den Glycineinbau in Mol
pro mg Protein oder entsprechend anzugeben, da die Gesamt-
Glycinkonzentration im Inkubationsansatz nicht genau bekannt
war und,um tatsichlich gemessene Werte angeben zu kidnnen. -
Die 14-C.Glycin-Losungen miissen frisch sein, bzw. eingefro-
ren aufgehoben werden, da sich sonst in ihnen, vermutlich
durch Bakterien, Produkte bilden, die sich wie EiweiBkorper
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gegeniiber der iiblichen Waschprozedur (s.u.) verhalten und
den Blindwert (=Null-Minutenwert) fiir die Glycininkorpora-
tion erhdhen (278). Fiir den chromatographischen Nachweis
waren diese Verunreinigungen jedoch zu gering. Wir fanden,
daB mehr als 99 % der Radioasktivitdt unserer 14-C-Glycin-
Losungen sich chromatographisch (n-Butanol:Eisessig:H20 =

5 3 1 : 4) wie Glycin verhielten. - Dem Inkubationsgemisch
(Tab.4) wurden auBerdem (in 1,05 ml Gesamtvolumen) 10 juMole
Phosphoenolpyruvat, 1/uMol Adenosintriphosphat, 0,25/uMole
Guanosintriphosphat und ca. 60/ug dialysierte Pyruvatkinase
zugesetzt und dabei folgende Endkonzentrationen eingestellt:
0,005 M Mg**, 0,017 M k¥, 0,05 M Tris-HC1-Puffer pH 7,5 und
0,25 M Saccharose. - Es wurde 60 Minuten bei 37°C inkubiert,
nachdem Vorversuche gezeigt hatten, daB der Glycineinbau
120 Minuten lang etwa linear verlduft. Nach der Inkubation
wurden 4 ml kaltes Wasser und 5 ml 20 % frische kalte Tri-
chloressigsdure zu dem Inkubationsgemisch gegeben. Die aus-

Tab.4 ¢ Inkubationsansatz fiir 14C-G1.xcin—Einbau in Protein

14¢_g1y0in 1,401 (0,36 bzw. 0,014 juMol)
Phosphoenolpyruvat (PEP) 10 /uMol
Adenosintriphosphat (ATP) 1 uMol
Guanosintriphosphat (GTP) 0,25 /uMol
Pyruvatkinase ca,60 /U8

15 000 x g Uberstand .

von Schweinenebennieren 80 mg -Aquivalent
Testlosung z.B. Medium A

IV = 1,05 ml , 37°% , 60 Min.

gefdllten Proteine wurden nach 15 Minuten (0°C) sedimentiert
und folgender Waschprozedur unterzogen: je 10 ml absol.Al-
kohol, 2 x 10 m1 5 % TCE bei 90°C zur Extraktion der Nuclein-
sduren (199), 10 ml kalte 5 % TCE, 10 ml Athylacetat zur
Lipidextraktion und 10 ml absol. Alkohol. Die Proteinriick-
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sttinde wurden unter Vakuum getrocknet, iiber Nacht in 2 ml
Hyeminehydroxide (Packard Instr.) bei 60°c gelost und
schlieBlich mit 18 ml Scintillationsfliissigkeit (0,3 % PPO=
2,5-diphenyloxazol, 0,06 % Dimethyl-POPOP = 1,4-bis-2-(4-Me-
thyl—S-Phenyloxazolyl)-Benzol in Toluol) in Zidhlglédser iiber-
fithrt und im Fliissigkeitsscintillationszdhler (Nuclear-
Chikago, bww. Packard Instr.) bei einer Zihlausbeute von

ca. 65 % gezdhlt., Blindwerte, d.h. Inkubationsansitze,

denen TCE sofort nach dem Start zugesetzt wurde, liefen

bei jedem Versuch mit und wurden von den Ergebnissen sub-
trahiert.

Unberiicksichtigt blieb bei dieser Versuchsanordnung die
Tatsache, daB etwa 1/20 der Rattennebenniere Nebennierenmark
(200) ist und daB erhebliche Unterschiede der ACTH-Wirkung
auf die verschiedenen Zonen der Nebennierenrinde bestehen
(265 - 267, 270, 275). Wirde man die gefundene Anderung der
Aktivitdt der Aminoacyliransferase (s.u.) auf spezifisch
durch ACTH betroffene Strukturen beziehen kdnnen, so wire
damit zu rechnen, daB der beobachtete Effekt wesentlich
deutlicher wére.

d) VORVERSUCHE

Folgende Vorversuche sollten die Brauchbarkeit des geschil-
derten Systems fiir die Messung der in vitro Proteinsynthese
iiberpriifen. Da sie z.T. bereits mitgeteilt wurden (284),
fassen wir uns kurz. Ohne ATP und das ATP regenerierende
System wurden nur 10 % des Einbaus des in Tab.4 angegebenen
vollsténdigen Inkubationsansatzes mit Medium A als Test-
1l6sung gefunden. Zusatz der doppelten und dreifachen Menge
an ATP, PEP und Pyruvatkinase steigert die Glycininkorpora-
tion nicht. Wurde GTP weggelassen, so fand sich keine Ver-
minderung des Glycineinbaus, vermutlich weil GTP in der
mikrosomenhaltigen Nebennierenfraktion ausreichend vorhan-
den oder im Inkubationsansatz gebildet wurde. Mit dialy-
siertem 15 000 x g Uberstand von Schweinenebennieren fanden
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wir allerdings bel Weglassen des GTP eine nicht signifikante
Abnahme von 10 - 15 % (p ¢0,2). Es ist uns also nicht ge-
lungen, die GTP-Abhingigkeit der in vitro-Proteinsynthese
(212, 249) im Nebennierenhomogenat zu zeigen, obwohl diese
orientierenden Versuche eine solche sicher nicht ausschlies-
sen. Zusatz von je 1,uMol von 19 nicht markierten Amino-
sduren (ohne Glycin) filihrte zu keiner Steigerung des Amino-
sdureeinbaus, woraus geschlossen werden darf, daB8 die Amino-
sdurekonzentration im Homogenat nicht geschwindigkeitsbe-
stimmend fiir die Proteinsynthese war. Mit der doppelten Men~
ge an 15 000 x g Uberstand (Schweinenebennieren) wurde etwa
doppelt so viel 14C—Glycin in Protein eingebaut, was noch
einmal zeigt, daB alle Cofaktoren und Substrate in fiir die
Proteinsynthese ausreichender Konzentration im Inkubations-
ansatz vorhanden waren. Reduziertes Glutathion (10"5M)

hatte keinen sicheren bzw. einen hemmenden (10_3 M) Einflu8
auf die Proteinsynthese (284, 244, 249).

Ohne 15 000 x g Uberstand, von Schweinenebennieren wurde

mit 0,} ml 105 000 x g Uberstand von Nebennieren ACTH-be-~
handelter Ratten nur ca. 10 % (27 IPM) des 14C—Glycinein—
baus des in Tab.4 angegebenen Systems gefunden. - In weite-~
ren Vorversuchen (mit P.KRAUSE) wurde gefunden, daB die in
der Legende 2zu Tab.3 geschilderten Homogenisationsverfahren
offenbar die Mitochondrien der Nebennieren nicht vollstidndig
intakt lassen (192, 193). Der Gehalt an Glutamatdehydrogenase
eines typischen Homogenats war durch zusédtzliche Homogenisa-
tion mit dem Ultraturrax nur zu verdoppeln, und betrug auch
bei einfacher Homogenisation von Rattennebennieren mit dem
Potter-Elve jhem~Homogenisator bereits 50 % des Gehaltes der
iiblichen Schweinenebennierenhomogenate. Der Gehalt des
Schweinenebennierenhomogenates an Lactatdehydrogenase énder-
te sich dagegen bei zusdtzlicher Homogenisation mit dem
Ultraturrax nicht.
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e) EINLUSS VON ACTH AUF DIE AKTIVITAT DER LOSLICHEN
ZELLFRAKTION

Die Behandlung von Ratten mit den in der Legende zu
Tab.3 angegebenen extrem hohen ACTH Dosen fithrte zu
signifikanter Zunahme der die in vitro Proteinsynthese
stimulierenden Aktivitdt in der loslichen Zellfraktion
der Rattennebenniere (Tab.5).

Tab. 5: Stimulation des Einbaus von 14C—Glycin in Protein
in der mikrosomenhaltigen Zellfraktion (15 000 x g U)
von Schweinenebennieren durch die 1l&sliche Zellfrak-
tion (105 000 x g U) der Nebennieren von ACTH-be-
handelten und Kontrollratten

Testldsung Medium A Kontroll-Uber- | ACTH~-Uberstand
stand
IPM ( % ¥ 6 )| 207 ¥ 24,9 | 631 % 60,7 1010 ¥ 87,0
P <0,001 <0,001

Die Gewinnung der Zellfraktionen und die Inkubationen sind
in der Legende zu Tab.3 sowie im Text beschrieben. Angege-
ben sind die Mittelwerte von 9 Versuchen mit der Standard-
abweichung 6. Berechnung der Signifikanz mit dem t-Test (84).

Die Werte in der Tabelle wurden nach dreitidgiger i.m.
ACTH-Behandlung gefunden; diese Ergebnisse erhielten wir,
allerdings nicht ganz so deutlich ausgepridgt, auch schon

12 Stunden nach i.m. ACTH-Behandlung. FARESE (286) hat in-
zwischen, wie unten noch ndher ausgefiihrt, bereits 2 und

4 Stunden nach i.m. ACTH-applikation eine Steigerung der
Aktivitdt in der 1léslichen Zellfraktion beschrieben. -

Es i1st wichtig,dem Nebennierengewicht der Ratte Beachtung
zu schenken Die dreitdgige i.m. ACTH-Behandlung fiihrte

im Mittel zu einem Anstieg des Nebennierengewichtes um 49 %
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(10 Versuche mit insgesamt 124 Kontrolltieren und 86 ACTH-
Ratten). Das Gewicht eines Nebennierenpaares der Kontroll-
ratten sollte zwischen 30 und 35 mg liegen. Werden die
Ratten unter ungiinstigen Bedingungen (K#dlte, Unruhe) ge-
halten, so finden sich z.T. wesentlich hohere Nebennieren-
gewichte, welche bis nahe an die Gewichte der ACTH-behan-
delten Tiere heranreichen. Jeder "stress" filhrt bei der
nicht hypophysektomierten Ratte zu ACTH-Ausschiittung, so
daB es schlieBlich schwierig wird, die Wirkung des exogenen
ACTH von der des endogenen zu unterscheiden. Aus diesem
Grunde konnten wir die Kontrolltiere natiirlich auch nicht
mit Placebo-Injektionen behandeln.

Die Wirkung der i.m. ACTH-Behandlung auf die in vitro
Proteinsynthese wurde sowohl bei Verwendung natiirlicher
ACTH-Prédparate als auch einer Depotform des synthetischen
81"24Corticotropins (Tab.3) gefunden. DaB wir tatsidchlich
einen filir ACTH spezifischen Effekt studierten und nicht
die Wirkung einer Verunreinigung in den ACTH-Préparaten
wie z.B. Wachstumshormon (271), zeigen Versuche, bei denen
hypophysektomierten Ratten liber vier Stunden 2 E syntheti-
sches (Triacosapeptid, 83) oder 1,5 E hochgereinigtes
natiirliches ACTH (Oxyocel-ACTH, Wilson) infundiert wurde
(Tab.6).

Tab.6: EinfluB8 von ACTH-Infusionen bei hypophysektomierten
Ratten auf die l1losliche Zellfraktion der Nebenniere.

Testlosung Glycineinbau

0,4 ml Medium A 183% 3 IPM

0,35 ml1 105 000 x g U 356 * 10,7 IPM
von Placebo-
infundierten
Tieren

0,35 m1 105 000 x g U 527 * 19,5 IPM
von ACTH infun- -
dierten Tieren

Inkubationsbedingungen wie in der Legende zu Tabe3 und im
Text beschrieben. Die Ratten wurden 14 Tage vorher hypo-
physektomiert. Weitere technische Einzelheiten wie Methodik
der Infusion in die V. jugularis etec. s.(284). IPM sind
als X -6 (84) angegeben %0,02 >p>0,01).
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£) NATUR DES STIMULIERENDEN FAKTORS IN DER LOSLICHEN
ZELLFRAKTION

Es galt nun zundchst die Frage zu klidren, welcher Natur der
Faktor in der loéslichen Zellfraktion ist. Dabei stand,
nachdem Farese und REDDY (278) bereits gezeigt hatten, daB
die Bildung von Aminoacyl-t-RNS in Rattennebennierenhomoge-
naten mit und ohne ACTH-Vorbehandlung gleich schnell ab-
lduft, fir uns die Frage im Vordergrund, ob der Faktor,

der nicht dialysierbar war und bei 55°C inaktiviert wurde,
ein Enzymprotein, also z.B. Aminoacyltransferase oder eine
Messenger-Ribonucleinsdure, also ein Nucleoprotein, in der
16slichen Zellfraktion sei., Im folgenden seien unsere Be-
funde (284) zu diesem Punkt dargestellt.

Es sei vorausgeschickt, daB zwischen den 105 000 x g-Uber-
stdnden der Nebennierenhomogenate ACTH- und unbehandelter
Ratten bezliglich des Gehaltes an stimulierendem Faktor kein
qualitativer, sondern nur ein quantitativer Unterschied be-
steht. Wie Tab.,5 zeigt, ist der Faktor nach ACTH-Behandlung
in etwa doppelter Aktivitdt, bezogen auf das gleiche Neben~
nierengewicht, vorhanden. Alle im folgenden geschilderten
Charakteristika gelten sowohl fiir die kleinere Aktivitidt

im Kontrolliiberstand als auch fiir die groBere Aktivitdt

im 105 000 x g-Uberstand der Nebennieren ACTH-behandelter
Ratten.

Mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation lie8 sich
zeigen, daB der fiir die Proteinsynthese geschwindigkeitsbe-
stimmende PFaktor etwas vor dem Hauptanteil der bei 260 und
280 nm absorbierenden Bestandteile der loslichen Zellfrak-
tion sedimentiert (Abb. 18). - Eine grob angendherte Be-
stimmung des Molekulargewichtes dieses Faktors wurde mittels
der vergleichenden Dichtegradientenzentrifugation durchge-
filhrt. Diese von MARTIN und AMES (194) vorgeschlagene Tech-
nik erlaubt die Berechnung des Molekulargewichtes einer un-
bekennten Substanz aus der Sedimentation gleichzeitig zen-
trifugierter Proteine mit bekanntem Molekulargewicht (vgl.
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Abb., 18: Sedimentation des stimulierenden Faktors im
105 000 x g-Uberstand bei Dichtegradienten-—
zentrifugation.

Der 105 000 x g-Uberstand von 200 mg Nebenniere ACTH-
behandelter Ratten wurde auf einem 6 -~ 20 %igen Dichte-
gradienten 19 Stunden lang bei + 1°C und 37500 RPM im
SW 39 Rotor zentrifugiert. Die Technik der Dichtegra-
dientenzentrifugation mit anschlieBender Fraktionierung
des Gradienten ist unter "METHODEN" beschrieben. Die Ab-
sorption der gewonnenen Fraktionen bei 260 und 280 nm
und die Stimulation des 14C—Glycineinbaus in Protein in
dem in Tab.4 geschilderten System nach Zusatz von 0,3 ml
jeder Fraktion des Dichtegradienten sind in dieser Ab-
bildung dargestellt.

800
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Abb.14). Unter der Voraussetzung, da8 das spezifische Teil-~
chenvolumen der unbekannten und der Bezugssubstanzen gleich

ist, was gerechtfertigt erscheint, da die meisten Proteine
spezifische Teilchenvolumen zwischen 0,70 und 0,75 cm3/g
haben (194 - 197), gilt die Gleichungs
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S-Wert1 M 1
S-Wert2 MG

Wir verwandten als Bezugsproteine Pyruvatkinase und Lak-
tatdehydrogenase (Abb.19).

Abb.19:¢ Molekulargewichtsbestimmung durch vergleichen-
de Dichtegradientenzentrifugation.

Auf Saccharosedichtegradienten (5-13 %), die wie unter
WMETHODEN" beschrieben, hergestellt wurden, wurde 105 000 x
g-llberstand von Nebennieren ACTH-behandelter Ratten — in
anderen Versuchen auch von Kontrollratten - und dialysierte
Pyruvatkinase 16 1/2 Stunden bei 37500 RPM und + 1°C zentri-
fugiert. Die Bestimmung der Beschleunigung des 14-C-Glycin-
einbaus in Protein erfolgte wie in der Legende zu Tab.3, 4
angegeben., Die Bestimmung des Enzymproteins erfolgte mit der
LOWRY-Methode (189). Fiir die Pyruvatkinase wurde ein
Molekulargewicht von 237 000 und ein Spq y—~Wert von 10,04
(197) angenommen. In entsprechenden '" Versuchen wurde
dialysierte Lactatdehydrogenase benutzt, fiir die ein Mole-
kulargewicht von 140 000 und ein 320 w—-Wert von 7,2 ange-
geben ist (195, 196). ’
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Nach dieser Methode liegt das Molekulargewicht des fir die
in vitro Proteinsynthese geschwindigkeitsbestimmenden Fak-
tors zwischen 1,0 und 1,4 x 105 und der SZO, w—Wert (Sedi-
mentationskoeffizient) zwischen 6 und 7, also wesentlich
niedriger als das fiir m-RNS angegebene (205) Molekularge-—
wicht von 500 000. - Weitere Versuche (284) zeigten, daB
der Paktor durch Vorinkubation mit Trypsin inaktiviert wer-
den konnte, wdhrend Vorinkubation mit Ribonuclease die Ak-
tivitdt nicht zerstorte. -

Nachdem die geschilderten Versuche dafiir sprachen, daB der
Faktor ein Protein war, haben wir den dialysierten

105 000 x g-Uberstand von Nebennieren ACTH behandelter
Ratten mittels Anionenaustauschchromatographie auf Di-
dthylaminodthylcellulosesiulen (198) aufgetrennt, Dieses
System war von TAKANAMI (248 - 250) fiir die Reinigung von
Leberaminoacyltransferase angegeben. Abb., 20 zeigt, das
der geschwindigkeitsbestimmende Faktor fiir den 14C-Glyoin—
einbau in unserem System sich auf DEAE-Cellulose-Sdulen
wie Leberaminoazyltransferase (217, 218, 248 -~ 250) ver-
hielt und vei Gradientenelution zwischen 0,17 und 0,3
molarem Chlorid hinter dem Hauptanteil der Proteine von
der Siule eluiert wurde., Etwa 95 % der wiedergefundenen
Aktivitdt fanden sich in diesem Bereich. Die Ausbeute lag
bei dieser Chromatographie zwischen 53 und 70 % bei einer
3-T7-fachen Anreicherung im Vergleich zu dialysiertem

105 000 x g-Uberstand. Die Aktivitsét ist bei 0°C tagelang
haltbar, eingefroren dagegen nicht.

Die chemische Untersuchung des mittels Anionenaustausch-
chromatographie auf DEAE-Cellulose-Sdulen gewonnenen

Faktors zeigte, daB praktisch das gesamte Trockengewicht

als Protein bestimmbar war und da8 Ribonucleinsidurebe-
stimmungen Nullwerte ergaben, so daB nach der Empfindlichkeit
der Methode behauptet werden kann, daB dieses Prédparat
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Abb. 20: DEAE-Cellulosechromatographie der 1dslichen
Zellfraktion von Nebennieren ACTH-behandelter
Ratten

105 000 x g~Uberstand des Homogenats von 1473 mg Neben-
nieren ACTH-behandelter Ratten (vgl. Legende Tab.}; wurde
dialysiert und auf die Didthylamino&dthylcellulose-Séulen
aufgetragen. Die Elution erfolgte mit Puffer I (Abb.21).
Nach dem_Vorlauf wurde eine Gradientenelution mit KC1,
deren ILinearitdt durch flammenphotometrische Kaliumbestim-
mungen geprift wurde, und schlieBlich ein Nachwaschen mit
1 M KCl-Losung angeschlossen (Abb.21). Die Bestimmung der
Extinktion bei 260 und 280 nm und der Beschleunigung des
14-C-Glycineinbaus in dem unter Tab.4 angegebenen System
zeigte, daB die Aktivitdt in den Proben Nr.5 und 6 eluiert
wurde, .in welchen die Absorption bei 280 nm héher war als
die bei 260 nm (Quotient = 1,7). Die hochste spezifische
Aktivitdat fand sich in Fraktion 6. Der untere Teil dieser
Abb. gibt die Gesamtaktivitdt wieder, der Proteingehalt
war in Probe Nr. 5 : 5,0 mg und in Probe Nr.6: 3,36 mg
(284). In Probe 8 wurdendurch 1 M KC1l Nucleinsduren
eluiert.
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Gradient o 260m I'M KCI
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weniger als 1 % Ribonucleinséure enthielt (Tab. 7).

Tab.7s Proteingehalt des stimulierenden Faktors nach
DEAE-Cellulose Chromatographie

Vor Extraktion Nach Extraktion
Trocken-
gewicht 2,6 mg 2,7 mg
%gggg;n 2,5 mg 2,4 mg
Nach Bestimm des Trockengewichtes einer Mischung aus

Probe 5 und 6 (Abb.20) wurde der Riickstand in Wasser auf-
genommen, in 5 %iger kalter Trichloressigsdure gefdllt,

mit absolutem Alkohol und Athylacetat gewaschen, 2 x 15
Minuten bei 90°C mit 5 %iger Trichloressigsdure extrahiert
(199) und noch einmel mit Athylalkohol gewaschen. Darauf
folgte die Bestimmung des Trockengewichtes und des Protein-
gehaltes (LOWRY-Methode, 189). Die kalten und heiBen
Trichloressigsdureextrakte wurden mit der Methode von
SCHNEIDER (199) bzw. DISCHE (199a) auf ihren Gehalt an

RNS untersucht.

SchlieBlich fand sich, daB der Einbau von 140-Leuoin in
analoger Weise wie der von 14G-Glycin beschleunigt wurde
(284). Wurden dem in Tab.4 angegebenen vollstiéndigen
System steigende Mengen des mittels Anionenaustauschchroma-
tographie gewonnenen Faktors zugesetzt, so lie8 sich die

in vitro Proteinsynthese linear zu der zugegebenen Menge um
eine Zehnerpotenz steigern.

Diese Ergebnisse zeigen, daB wir hier ein Beispiel fiir die
Stimulation der in vitro Proteinsynthese im Homogenat eines
Organs durch vorausgehende in vivo-Behandlung mit einem
Hormon haben, bei der die Beteiligung einer Messenger-—
Hibonucleinsidure zunichst nicht nachweisbar ist.
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g) EINPLUSS VON ACTH AUF DIE AKTIVITAT DER MIKROSOMEN

An diesem Punkte muBte man die Aufmerksamkeit wieder den
Untersuchungen iiber die Aktivitdt der Mikrosomen der Neben-
niere nach ACTH-Behandlung zuwenden. FARESE (282) hatte
zeigen kdnnen, daB8 nach ACTH-Behandlung die Aktivitdt der
Mikrosomen fiir den 14C-Glycineinbau zunimmt und nicht, wie
urspriinglich mitgeteilt (278), konstant bleibt. Danach war
klar, da8 nach ACTH-Behandlung (3 Tage) sowohl die ldsliche
Zellfraktion der Nebenniere, als auch die Mikrosomen, sowie
durch Desoxycholatbehandlung gewonnene Ribosomen bei kreuz-
weiser Inkubation den Glycineinbau gegeniiber Kontrollen be-
schleunigten. Weitere Untersuchungen (285) ergaben, daB die
ACTH-Behandlung sowohl den Gehalt der Nebenniere an Ribo-
somen als auch an Polysomen, welche als durch m—RNS zu-
sammengehaltene Polymere der Ribosomen (229 - 231) aufge-
faBt werden (s.o.) steigert. Daraus wurde geschlossen,

daB ACTH die Menge der fiir die Ribosomen verfiigbaren

m-RNS erhoht. Wir haben uns daher mit der Frage beschidftigt,
ob und wenn welche Faktoren der loslichen Zellfraktion fiir
die Aktivitdt einer gegebenen Menge an Polysomen und damit
an m-RNS verantwortlich sind. Wir fanden, daB8 bei Inkubation
der etwa doppelten Menge von Polysomen, wie sie im iiblichen
Zellhomogenat (15 000 x g Uberstand) zu erwarten ist, mit
einem 105 000 x g Uberstand, der die fiir die Proteinsynthese
notwendige Aminoacyl-t-RNS offensichtlich in ausreichender
Menge synthetisierte, der Aminosdureeinbau in Protein durch
den von uns als Aminoacyltransferase angesprochenen Faktor
linear zur zugesetzten Menge stimuliert wurde.

h) KINETISCHE UNTERSUCHUNGEN MIT AMINOACYLTRANSFERASE UND
POLYSOMEN AUS SCHWEINENEBENNIEREN

Ein etwas anderer experimenteller Weg muBte gewidhlt werden,
um die quantitativen Beziehungen zwischen Polysomen und
Aminoacyltransferase zu untersuchen. Wie oben gezeigt

(Tabe. 3, 5), ist der stimulierende Faktor im 105 000 x g
Uberstand von Nebennieren von Kontrollratten, wenn auch in
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geringerer Aktivitdt als nach ACTH-Behandlung vorhanden.
Desgleichen ist er im 105 000 x g Uberstand von Schweine-
nebennieren nachweisbar, Unser erstes Ziel war daher, die-
sen Faktor aus den in beliebiger Menge zugénglichen Schwei-
nenebennieren anzureichern, Dazu haben wir zunéchst

105 000 x g Uberstand mit einer Ultrafiltrationsmethode
unter Verwendung von Kollodiumhiilsen (191) eingeengt. Die
durch diese Konzentration zu erzielende Anreicherung ergab
ein Prdparat, das den Glyecineinbau in der mikrosomenhaltigen
Zellfraktion von Schweinenebennieren angendhert proportional
zur eingesetzten Menge stimulierte. Die Mengen und der Rein-
heitsgrad des stimulierenden Faktors wurden jedoch als un-
zureichend betrachtet.

Deshalb modifizierten wir das oben beschriebene chromato-
graphische Verfahren zur Anreicherung der Aminoacylirans-—
ferasge:

Es wurden 13,7 g frische Schweinenebennieren, wie in der
Legende zur Tab.3 beschrieben, in 68,5 ml Medium A (Tab.3)
homogenisiert und der 105 000 x g x 90 Min. Uberstand her-
gestellt. Davon wurden 3 x 15 ml (75 %) auf Sephadex-G-25
Sédulen (h = 20 em, 4 = 1,2 cm) aufgetragen und mit Puffer I
(0,03 M KC1, 0,02 M Tris-HCl-Puffer pH 7,5) eluiert; es
wurden je 25 ml Eluat gesammelt, wobei die Absorption bei
254 nm mit dem Uvicord-Ultraviolet-Absorptiometer (IKB)
registriert wurde. Jedes Eluat wurde darauf mit der o.g.
Ultrafiltrationsmethode unter Verwendung von Kollodiumhiil-
sen der FPa, Membran Filtergesellschaft Gottingen (191) bei
einem Vakuum von ca., 50 mm Hg (Olpumpe) auf ca. 2ml einge-
engt. Die Konzentrate wurden 20 Min. bei 105 000 x g zentri-
fugiert und der Uberstand auf einer DEAE-Cellulosesdule
mittels Gradientenelution fraktioniert. Nach 100 ml Vorlauf
(Puffer I) wurde ein Gradient aus gleichen Mengen (je

150 ml Puffer I und Puffer II: 0,5 M KCl, 0,02 M Tris-HCl-
Puffer pH 7,5) angeschlossen, dessen Linearitidt mit einem
Leitfdhigkeitsanzeigegerit liberpriift wurde. SchlieBSlich
wurde noch mit 1 M KC1 (50 ml) nachgewaschen. Das Eluat der
DEAE-Cellulosesidule wurde mit einem Radi-Rac (IKB) frak-
tioniert (41 Fraktionen a 11 ml) und die Absorption bei

254 nm mit dem Uvicord registriert. Die Fraktionen wurden

- wie aus der Abb,21 ersichtlich - rekombiniert (Proben

I - X) und mittels Ultrafiliration (s.o.) auf ca, 1 ml ein-
geengt. Die Proben I - X wurden sohlieB8lich gegen Medium A
dialysiert, mit Medium A auf 2 ml aufgefiillt und der Protein-
gehalt der Proben nach LOWRY (189) ermittelt. Alle bisher
angegebenen Schritte erfolgten bei 0 bis 2°C. Zirka 60 Stunden
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Abb. 213 DEAE-Cellulose-Chromatographie von Aminoacyltrans-
ferase aus Schweinenebennieren
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nach Versuchsbeginn, h.d. nach dem Schlachten der Schweine
wurden aliquote Mengen (etwa 1/10 der Proben, z.T. kombinier9,
mit dem in Tab.4 beschriebenen System (mikrosomenhaltige
Zellfraktion von Schweinenebennieren) getestet. Die Abb.21
gibt die Gesamtaktivitédt der Proben I bis X wieder, d.h.

die errechnete Gesamtstimulation des 14-C-Glycineinbaus.

- Vorversuche unter Verwendung von DEAE-Sephadex fiir die
Anionenaustauschchromatographie zeigten, daB diese S&ule
weniger geeignet war, den stimulierenden Faktor anzu-
reichern.

Sodann haben wir uns mit der Isolierung von Polysomen aus
Schweinenebennieren beschédftigt (siehe METHODEN). Diese
wurden bei den im folgenden beschriebenen Versuchen dann
natiirlich parallel zu dem Transferfaktor pridpariert.

Zuntichst wurden mit konstanter Menge 105 000 x g Uberstand
(16s1liche Zellfraktion) steigende Mengen von Polysomen in-—
kubiert (Tab.8). Mit steigenden Mengen an Polysomen fand

sich nur ein mdBiger Anstieg des Glycineinbaus, woraus wir
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schlossen, daB ein Faktor des 105 000 x g Uberstandes ge-
schwindigkeitsbestimmend war.

Tab.82 14G-Glyoineinbau durch Polysomen bei Inkubation
mit 105 000 x g Uberstend von Schweinenebennieren.

[Polysomen, ml - 0.1 0.2 0.4
IPM 179 240 269 337

Priparation der Polysomen siehe "METHODEN". 0,1 ml Poly-
somen - entsprechend 160 mg Schweinenebennieren - wurden

mit 0,4 ml 105 000 x g Uberstand von frischen Schweine-
nebennieren inkubiert. Inkubationsbedingungen wie in

Tab.4 unter Weglassen des 15 000 x g Uberstandes. Bestimmung
des 14-C-Glycineinbaus wie oben beschrieben, angegeben sind
Mittelwerte von zwei Inkubationen.

Dann haben wir konstante Mengen von Polysomen mit konstanten
Mengen der léslichen Zellfraktion (105 000 x g Uberstand)
und verschiedenen Mengen der mittels Anionenaustauschohroma-
tographie (Abb.21) angereicherten Aminoacyltransferase
inkubiert (Tab.9). Wie die Tabelle zeigt, ist unter den
gewdhlten Inkubationsbedingungen die Aminoacyltransferase
fiir den Glycineinbau durch Polysomen geschwindigkeitsbestim-
mend. - Dieses Ergebnis wurde bei Inkubation von Polysomen
mit Transferfaktor, welcher, wie oben beschrieben, aus
Nebennieren ACTH behandelter Ratten gewonnen wurde, bestdtigte.
Wir kommen zu dem SchluB, daB ACTH die Proteinsynthese,

als Einbau markierter Aminosiuren erfaBt, im Nebennieren-
homogenat beschleunigt, indem zunidchst die Aktivitdt an
Aminoacyltransferase in der Nebenniere zunimmt, und erst

spéter die Aktivitdt und Menge der Polysomen ansteigt, fiir
die allerdings der Gehalt an Aminoacyltransferase weiter
geschwindigkeitsbestimmend bleibt. Unter der Voraussetzung,
daB die im Inkubationsansatz in Sdttigung angebotenen
Subtrate und Cofaktoren der Proteinsynthese auch in vivo
in der Zelle nicht geschwindigkeitsbestimmend sind, ist
also die Zunahme der Proteinsynthese nach ACTH-Behandlung
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Tab.9: 14C-Glyoineinbau durch Polysomen, Stimulierung
durch "Aminoacyltransferase".

obe Nr. Probe eingesetzt
(Abb.21) Polysomen 0,2 ml 0,4 ml
v + 270 208
- (55) g
Vi + 515 1288
- 176 g
viI + 754 1835
- 342 g
VIII + 210 331
- 108 g
IX + 225 g
- 206 g

Es wurden 0,1 ml Polysomen (Priparation siehe METHODEN),
die 160 mg frischen Schweinenebennieren entsprachen und
0,78 mg Protein (LOWRY, 189) sowie ca. 1,8 mg RNS (199,
199a) enthielten mit 0,3 ml 105 000 x g ﬁberstand von
frischen Schweinenebennieren (= 60 mg Aquwalent) inku-
biert. Die Inkubationsbedingungen entsprachen denen von
Tab.4 unter Weglassen des 15 000 x g Uberstandes von
Schweinenebennieren. Von den Proben V bis IX (Abb.21)wur-
den 0,2 ml und 0,4 ml zugesetzt. Die Proben enthielten

vs:s 3,8 mg, VI: 3,5 mg, VII: 2,8 mg, VIII: 0,33 mg,

IX: 0,3 mg Protein pro ml., Bestimmung des 14-C-Glycinein-
baues (IPM) wie oben beschrieben. Auf das Gesamtvolumen
von 1,05 ml wurde mit Medium A erginzt. 105 000 x g Uber-
stand alleine: 335 IPM, Polysomen + 105 000 x g U: 209 IPM,
Polysomen alleine 5 IPM. - Entsprechende Ergebnisse fan-
den sich bei Verwendung einer "Aminoacyltransferase", die
unter Weglassen der Gelfiltration (Sephadex-G 25) gewonnen
wurde.

linear von der Zunahme der Aminoacyltransferase-Aktivitat
abhingig. - Es wurde bisher nicht gekldrt, ob eine Aktivi-
tdts- oder Mengenzunahme, also Neusynthese, der Aminoacyl-
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transferase vorliegt. Diese Frage kdnnte man mit Versuchen
angehen, bei denen die Proteinsynthese in vivo z.B. durch
Puromycin blockiert und dann die ACTH-wirkung auf die
Aminoacyltransferase gepriift wiirde. Solche Versuche schei-
tern bisher an der Toxicitdt des Puromycin in vivo.

2. BEZIEHUNGEN ZWISCHEN PROTEINSYNTHESE UND
CORTICOSTEROIDSYNTHESE

a) EINFLUSS VON ACTH UND CYKLISCHEM 3',5'-ADENOSINMONO-
PHOSPHAT IN VITRO

Die Prage nach der Beziehung zwischen dem Mechanismus durch
den ACTH die Corticosteroidsynthese steigert und der Wirkung
des ACTH auf die Proteinsynthese der Nebenniere ist in der
EINLEITUNG schon gestellt worden. Zum Verstdndnis der eige-
nen Befunde sei hier noch einmal kurz auf die Literatur
eingegangen. FERGUSON und andere Autoren (291 - 296) hatten
zeigen konnen, daB8 nach Blockierung der Proteinsynthese
durch Puromycin in Nebennierenschnitten ACTH in vitro die
Corticosteroidsynthese nicht stimuliert. FERGUSON schloB
aus seinen Ergebnissen, daB die Proteinsynthese fiir die Be-
schleunigung der Corticosteroidsynthese durch ACTH notwen-
dig sei. — BRANSOM und REDDY (297) hatten, wie dltere
Autoren (298), in einer #hnlichen Versuchsanordnung mit
viergeteilten Rattennebennieren, die mit ACTH inkubiert
wurden, gefunden, daB ACTH bei diesen Inkubationen den Ein-
bau radioaktiver Aminosduren in Nebennierenprotein be-
schleunigt. Auffdlligerweise war dieser Befund nur zu er-
heben, wenn das Inkubationsmedium keine Glukose enthielt. ~
In letzter Zeit haben HALKERSTONE und Mitarb. (299, 300)
gerade das Gegenteil berichtet, ndmlich daB ACTH in diesem
System (Inkubation von viergeteilten Rattennebennieren)
eine Steigerung der Corticosteroidausschiittung (und Synthese,
293, 301, 302) bewirkt und den Einbau von radioaktiven
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Aminoséduren vermindert. Das gleiche Ergebnis wurde fiir die
Inkubation von Rattennebennierenvierteln mit oyklischem
3! ,5'-Adenosinmonophosphat mitgeteilt. -

Auch wir wissen schon seit elniger Zeit, da8 bei der In-
kubation von Rattennebennierenvierteln ACTH den Einbau von
radioaktiven Aminosduren nicht beschleunigt, sondern eher
leicht senkt, wdhrend die Corticosteroidausschiittung be-
schleunigt wird (Abb. 22).

Abb. 223 EinfluB des ACTH auf die Corticosteronausschiittung

und den Einbau von 14-C-Glycin in Protein bei in
vitro Inkubation von Rattennebennierenvierteln.

Rattennebennieren wurden von Fett und Bindegewebe befreit

und in 0,9 %iﬁgr NaCl (0°C) gesammelt und im Gef&B gewogen.
Nach einiger ung lassen sich die Nebennieren mit Rasierklin-
gen in etwa gleich groBe Viertel schneiden. Die Viertel wur-
den systematisch auf die InkubationsgefdBe verteilt ( 8 Vier-
tel pro GeféB) und in Krebs-Ringer-Bikarbonatpuffer, dessen
pH durch Begasung mit 95 % O, 5 % 000 auf pH 7,5 gebracht
wurde, inkubiert. Das Inkubationsmedium enthielt 14uCi

14~CeGlycin. Die ACTH-Konzentration (81-24-8orticotropin,
Ciba) war 0,5 E/ml Inkubationsmedium. Der Glycineinbau
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(IPM/mg Rattennebenniere) wurde wie oben beschrieben (S.39 )
bestimmt. Nach der Inkubation (60 Minuten, 37°C) wurde 1 ml
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Inkubationsmedium mit 15 ml Chloroform extrahiert und
fluorimetrisch die Corticosteronkonzentration bestimmt
(siehe Methoden der ACTH-Bestimmung). — Bei einigen Ver-
suchen wurden die Nebennierenviertel zuerst eine Stunde
ohne ACTH und 14-CeGlycin aber mit 100 mg% Glukose vor-
inkubiert, dann das Medium gewechselt und wie oben in-
kubiert.

Die Abbildung zeigt Inkubationen von Rattennebennieren-—
vierteln ohne Glukose. Entsprechende Werte fanden sich beil
Inkubation von Rattennebennierenvierteln mit ACTH oder
oyklischem 3' ,5'-AMP (1,3 x 10'3M) bei Zusatz von Glukose
(100 mg %).

Weitere Autoren (292, 293, 295, 303) fanden entweder keine
Beschleunigung des Aminos8ureeinbaus in Protein oder sogar
eine mehr oder weniger deutliche Hemmung in diesem in vitro
System. Man sieht daraus, wie schwierig die Interpretation
solcher in vitro-Inkubationen (291 - 306) sein kann und
wie schwierig es manchmal ist, die Ergebnisse anderer Au-
toren auch bei peinlicher Beachtung der methodischen De-
tails zu reproduzieren. Wir waren mit der Reproduzierbar-
keit des Glycineinbaus und der Corticosteroidproduktion
bei den hier angefiihrten in vitro Inkubationen nicht recht
zufrieden und bauen unseren SchluB, daB die Stimulierung
der Corticosteroidsynthese zumindest nicht auf einer Be-

schleunigung der Gesamtproteinsynthese der Nebenniere durch
ACTH beruht, auf weitere Befunde (s.u.).

Die Wirkung von oyklischem 3',5'-Adenosinmonophosphat
auf die Nebenniere ist interessant, seit HIYN%g und BERTHET

(301) ihre Hypothese présentierten, daB ACTH iiber eine Stei-
gerung der Konzentration an cyklischem 3',5'-AMP, eine Akti-
vierung der Phosphorylase und eine Erhshung des Gehaltes

an NADPH wirke (301, 307). DaB NADPH fiir die Hydroxylierungen
in der Nebennierenrinde erforderlich ist, weiB man seit

1955 (329, 308). Zahlreiche Autoren haben diese Hypothese
gepriift und haben entweder Ergebnisse erhalten, die zu ihr
passen (309 - 315) oder nicht ohne weiteres mit ihr verein-
bar sind (316 - 326). Eine ausfilhrliche Diskussion dieser
Befunde ist in diesem Rahmen nicht mdglich. Wie schon friiher
von uns referiert (261),spricht vieles gegen die Annahnme,
daB die Erhthung des Angebotes an NADPH allein die Besohleu-
nigung der Corticosteroidsynthese bewirkt. Wichtiger er-
scheint die Tatsache, daB8 cyklisches 3!',5'-AMP und ACTH
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in vieler Hinsicht gleichartig wirken und unseres Wissens
bisher kein Effekt des ACTH auf die Nebenniere bekannt ist,
der durch cyklisches AMP nicht zu immitieren gewesen wire.

Man weiB also schon seit léngerer Zeit, daB8 oyklisches AMP
in vitro die Corticosteroidsynthese in Nebennierenschnitten
erhdht. In jlingster Zeit haben Jjapanische Autoren zeigen
komnen, daB sehr hohe Konzentrationen (20 mg in 12 Minuten)
an cyklischem AMP bei hypophysektomierten Ratten also

in vivo die Corticosteronausschiittung steigern (327). Bei
einer etwa 600-fach (120-fach) niedrigeren Dosis, die aller-
dings immer noch 0,1 bzw. 0,5/uMol betrug, fanden wir gering-
fligige Anstiege der Ausschiittung an Corticosteron im Neben-
nierenvenenblut der hypophysektomierten Ratte (Abb.23).

Abb.23: EinfluB8 von ocyklischem 3',5'-Adenosinmonophosphat
auf die Corticosteron-Inkretion der hypophysekto-
mierten Ratte

Der akut hypophysektomierten Ratte (s.METHODEN) wurde oykli-
sches 3',5'-Adenosinmonophosphat der Firma Sigma Chemical
Comp., wie durch den Pfeil veranschaulicht, in die Aorte
infundiert (Abb.8). Bestimmung der Corticosteronausschiittung
im Nebennierenvenenbliut der Ratte, wie unter METHODEN be-
schrieben. Die rechbarkeit der Ratte auf sehr hohe ACTH-
Dosen war normal (vgl. Abb.10).
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Wie ausgefiihrt, beschleunigt cyklisches AMP bei Inkubation
von Rattennebennierenvierteln den Einbau von Aminosiduren
nicht. Auch im dialysierten mikrosomenhaltigen Uberstand von
Schweinenebennieren (15 000 x g-Uberstand) findet sich keine
Steigerung der Proteinsynthese nach Zusatz von cyklischem
AMP (Tab.10). Der EinfluB von in vivo-Injektionen von
cyklischem AMP auf die Proteinsynthese im Rattennebennieren-
homogenat wird z.Zt. von REDDY und Mitarb. (persénliche
Mitteilung) untersucht.

Tab,10: EinfluB von cyklischem 3',5'-Adenosinmonophosphat
auf die 14-C-Glycininkorporation im 15 000 x g U

cyklisches AMP - +

dialysierte mikro-
somenhaltige Zell- 225 240
fraktion

nicht dialysierte
mikrosom.haltige 279 244
Zellfraktion

Dem iiblichen Testsystem (Tab.4) wurde cyklisches AMP (10_4 M)
der Firma Sigma Chemical Comp. zugesetzt. Bei dem Versuch
mit dialysiertem 15 000 x g erstand von Schweineneben-
nieren wurden je 1,uMol von 19 Aminosiuren zugegeben. Ange-
geben sind Mittelwerte von je 2 Inkubationen.

b) CORTICOSTEROID- UND PROTEINSYNTHESE NACH HYPOPHYSEKTOMIE

Nach Hypophysektomie der Ratte sinkt die Corticosteron-
inkretion innerhalb von 60 bis 90 Minuten auf sehr niedrige
Spiegel ab (112, 323, 324), wie auch wir es fanden (Abb.9).
Weiter nimmt die Ansprechbarkeit der Corticosteroninkretion
auf ACTH bei der Ratte nach Hypophysektomie innerhald von
Stunden bereits erheblich ab (101, 115, 119). Wir fanden
dagegen bei Inkubation der loslichen Zellfraktion

(105 000 x g-Uberstand) der Nebennieren hypophysektomierter
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Ratten 30 Std. nach der Hypophysektomie mit mikrosomenhal-
tiger PFraktion (15 000 x g-Uberstand) von Schweineneben-
nieren eine Beschleunigung des 14G-Glycineinbaus, wie wir
sie sonst nur nach ACTH-Behandlung von Ratten sahen. Der
Gehalt an stimulierendem Faktor in der loslichen Zellfrak-
tion war zudem 30 Std. nach der Hypophysektomie durch
ACTH-Infusionen nicht weiter 2zu erhchen (Tab.11). Wir
schlieBen daraus, daB der "Stress" der Hypophysektomie (105)
und die dabei erfolgende ACTH-Ausschiittung zu einer zumin-
dest 30 Stunden anhaltenden Steigerung der Proteinsynthese
fiihrt, wdhrend die Corticosteronsynthese schon sehr viel
eher abnimmt. -

Tabe.11s Aktivitdt der loslichen Zellfraktion der Neben-
niere 30 Stunden nach Hypo sektomie

Testldsung Medium A Placiostiche Zellfxaktion
IPM 197 848 186

30 Stunden nach Hypophysektomie wurden Ratten je 1,7 E
Oxycel-ACTH (Wilson), bzw. Placebo innerhaldb von 210 Minu-
ten in die V.Jjugularis infundiert. Die 1ldsliche Zellfrak-
tion wurde,wie in der Legende zu Tab.; beschrieben, mit
dem iliblichen Inkubationssystem (Tab.i getestet. Angegeben
sind Mittelwerte von je 2 Inkubationen.

Andererseits fanden wir bei Ratten, die 14 Tage vorher
hypophysektomiert wurden, nach ACTH-Infusion eine deutliche
Zunahme der Aminoacyltransferase -~ Aktivitdat (Tab.6), also
eine "corticotrophe" Wirkung auf die Proteinsynthese,
wéhrend nach den Untersuchungen von STAEHELIN und Mitarb.
(119) 10 Tage nach Hypophysektomie 3 E ACTH/kg i.v. keinen
Anstieg der Corticosteronausschiittung bewirkten.

Die im vorangehenden geschilderten Befunde sprechen unseres
Erachtens gegen eine Beteiligung der "iiber alles"-Protein-
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synthese, d.h. also der mittels des 140
zu messenden Summe von Proteinsynthese und -abbau, an der
Steigerung der Corticosteroidsynthese durch ACTH. Damit

ist natiirlich nicht ausgeschlossen, daB ACTH zu einer
Steigerung der Synthese einzelner Enzyme, welche fiir die
Beschleunigung der Corticosteroidsynthese direkt oder in-
direkt erforderlich sind (309, 312, 321, 328), fithrt und
auf diesem Wege die Proteinsynthese doch fiir die Steigerung
der Corticosterdidsynthese durch ACTH notwendig ist.

-Aminosdureneinbaus
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III. SUPPRESSION DER ENDOGENEN CORTICOSTEROIDINKRETION DURCH
KURZZEITIGE CORTICOID-THERAPIE

Die Glukosetoleranz von Patienten, die unter einer oralen
Corticoidtherapie standen, haben wir mit Hilfe der i. V.
Glukosebelastung unter Berechnung der sog. Glukoseassimila-
tionskoeffizienten (kG—Werte), wie unter METHODEN beschrieben,
untersucht. Acht Patienten erhielten 30 mg Prednisolon pro
Tag iiber einen Zeitraum von 9 Tagen. Es wurde darauf geach-
tet, daB die Patienten jeden Morgen um 6 Uhr 10 mg und

dann in 4-stiindigen Abstidnden je 5 mg einnahmen. Die letzte
Tablette erhielten die Patienten somit um 22 Uhr. Eshandel-
te sich um stationdre Patienten, die vor den Glukosebela-
stungen nilichtern blieben und ihr Bett nicht verlassen durf-
ten, bis der Glukosetoleranztest beendet war. Eine erste

i. v, Glukosebelastung (I) wurde vor dem Beginn der Predni-
solon-Behandlung durchgefiihrt. Eine zweite i.v. Glukosebe-~
lastung (II) folgte am 4.Tag der Corticoidtherapie morgens
um 8 Uhr, das war zwel Stunden nach der letzten Prednisolon-—
Gabe (6 Uhr morgens, 10 mg). Eine dritte (III) i.v. Glukose-
belastung wurde am 7.Tag der Corticoidtherapie ebenfalls um
8 Uhr mogens durchgefiihrt, nachdem am vorausgehenden Abend
um 18 Uhr die letzte Prednisolon-Tablette (5 mg) eingenommen
worden war. Die Glukosebelastung II fand somit zwei Stunden
nach Corticoidentzug, die Glukosebelastung III ca 14 Stunden
nach Corticoidentzug statt.

Tab., 12 zeigt, daB die Verabreichung von 30 mg Prednisolon
pro Tag, in der beschriebenen Weise, keinen signifikanten
EinfluB auf die kG-Werte, d.h. auf die Glukosetoleransz,
hatte, wenn die letzte Prednisolon-Dosis zwei Stunden vor
der i.v. Glukosebelastung gegeben wurde (II). Ca. 14 Stunden
nach der letzten Prednisolon-Gabe waren die kG-Werte gegen-—
iber den Ausgangswerten jedoch signifikant erhsht (III).
Einige Werte lagen dabei erheblich iiber dem Normalbereich
(Mittelwert mit zweifacher Standardabweichung) der sog.
Glucoseassimilationskoeffizienten, der von uns bei einem
Normalkollektiv ermittelt wurde und zwischen 1,04 und 2,16



- 63 -

Tab. 123 Wirkung von Prednisolon-Behandl und -Entzug
auf die Glukosetoleranz (kG-Werte

TAG 1 4 T

i.v.Glukose~

belastung 1 I 1

Prednisolon kein bis 2 Std. bis 14 Std.
vor i.v.GB vor i.v.GB

kg +G 1.59 ¥ 0.58 | 1.37 ¥ 0.30 | 2.33 £ 0.65

Signifikanz der

mittleren Dif- I-1II II - III - III

ferenzen

p-Werte > 0.1 £ 0.,0025 {0,025

Die Prednisolon-Behandlung ist im Text angegeben, die
Durchfiihrung der i.v. Glukosebelastung und die Berechnung
der kg-Werte sind unter METHODEN beschrieben. Mittelwerte
der kp-Werte mit der einfachen Standardabweichung und die
Signigikanz (p-Werte) wurden nach (84) berechnet. - In
weiteren Versuchen erhielten 12 andere Patienten nach dem
im Text beschriebenen Schema Prednisolon. Die Glukosebe-
lastungen II und III wurden bei einigen dieser Patienten
in umgekehrter Reihenfolge durchgefiihrt, ohne daB eine An-
derung des Ergebnisses eintrat. Bei diesen Patienten war
die Glukosetoleranz (kg-Werte) 26 Stunden nach Beendigung
einer 9-tdgigen Prednisolon-Behandlung wieder normal, d.h.
nicht signifikant von den Ausgangswerten verschieden. Er-
hohte kg-Werte wurden auch bei manchen, aber nicht bei
allen Patienten 12 - 15 Stunden nach Beendigung einer Lang-

zeitbehandlung (mehrere Wochen bis Monate) mit Prednisolon
gefunden.

liegt (80). Eine erhchte Glukosetoleranz ist ein Zeichen

der manifesten oder latenten Nebennierenrindeninsuffizienz
(81), wie das dem Kliniker ja schon lange geldufig ist.

Wir fanden diese Erhdhung der Glukosetoleranz ca. 14 Stunden
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nach Entzug einer iiber wenige Tage gehenden Prednisolon-
Behandlung, also zu einem Zeitpunkt, zu dem keiner der
untersuchten Patienten irgendwelche sonstigen Zeichen der
Nebenniereninsuffizienz bot. Wir miissen demnach das An-
steigen der Glukosetoleranz als ein Friihzeichen der Neben-
nierenrindeninsuffizienz auffassen (78, 81). In dieser
Auffassung werden wir bestdrkt durch Ergebnisse unseres
Arbeitskreises (82), die zeigten, daB die fluorimetrisch
bestimmten sog. 11-Hydroxycorticosteroide im Plasma (siehe
METHODEN) fiir ca. 24 Stunden nach Beendigung einer 3-tigigen
Behandlung mit 30 mg Prednisolon pro Tag noch supprimiert
waren bzw. zu diesem Zeitpunkt wieder anstiegen. Fluorime-
trisch werden bekanntlich im wesentlichen die endogenen
Corticosteroide erfaBt (74). Die exogenen Corticoide haben
eine biologische Halbwertszeit von der GroBenordnung
weniger Stunden (73), so daB man tatsdichlich mit einer
latenten Nebennierenrindeninsuffizienz um die 14. Stunde
nach Corticoid-Entzug rechnen kann.

Selbstverstdndlich wird die Glukosetoleranz von einer ganzen
Reihe anderer Faktoren wie z.B., vom Insulin beeinfluBt.

In diesem Zusammenheng seien Untersuchungen erwdhnt, die
zeigten, daB8 ACTH beim adrenalektomierten Tier eine Steige-
rung der Insulimnkretion bewirken und zu Hypoglykimien
fithren kann (75 - 77).



DISKUSSION

Die klinische Bedeutung der Bestimmung von ACTH-Spiegeln

im Plasma aus dem Bulbus cranialis venae jugularis und

aus der Vena cubitalis wurde bereits unter ERGEBNISSEN
besprochen. Wir haben uns hier noch mit den dynamischen
Gesichtspunkten der ACTH-Inkretion zu beschdftigen. Die
folgenden Ausfiihrungen sollen weniger als genaue Bestim-
mungen der biologischen Halbwertszeit und der Inkretions-
rate des endogenen ACTH aufgefaBt werden, als vor allem
erklédren, warum keine Differenzen zwischen den Plasma-
spiegeln aus dem Bulbus cran., vae. jug. und aus der V. cubit.
bei normaler ACTH-Inkretion zu finden waren. Betrachten wir
zunéchst die Probleme, die mit der Bestimmung der biologischen
Halbwertszeit des ACTH zusammenh&ngen.

Das Produkt aus Verteilungsvolumen fiir ACTH (152) und
ACTH-Spiegel in mE/1 Plasma ergibt die Gesamtmenge an
ACTH (mE) im Verteilungsvolumen. Durch Multiplikation mit
0,5 erhdlt man die Menge an ACTH in mE, die in einer Halb-
wertszeit eliminiert wird (= Z&hler). Diese ACTH-Menge
wird im Gleichgewicht pro Halbwertszeit von der Hypophyse
ersetzt und verteilt sich auf diejenige Plasmamenge, die
in einer HWZ durch das Hirnkreislaufgebiet flieBt und als
Produkt von HWZ, Hématokrit und Hirndurchblutungsvolumen
(0,8 1 Blut pro Min. nach KETY und SCHMIDT (138) und
BERNSMEIER und Mitarbeitern (139)) berechnet wird. Die
Differenz der ACTH-Spiegel aus Bulbus cran. vae. jugul.
und V. cubit. errechnet sich dann nach der Formel:

nE
o ACTH Vol.ACTH X ACTHPlasma x 0,5 1l1x I
= o 1
HP1 x HWZACTH Min X Min
A ACTH = 27,5 x 0,5 x ACTHPlasma nE
0,44 x HWZACTH i 1
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A oni = 31,25 x AOMHp) . 0 E
HWZ y ory nl

Dabei ist:

A ACTH = Zunahme des ACTH-Spiegels im Hirnkreislauf in
pikro E pro ml oder mE/l.

VolACTH = Verteilungsvolumen fiir ACTH nach WOLF und Mitar-
beitern (152) fiir 131J-B1_24-Corticotropin 43 %
des Korpergewichts, also bei 64 kg = ca. 27,5 Li-
ter. (64 kg war das mittlere Korpergewicht der
f£inf Patienten (Tab.2) mit erhdhten ACTH-Plasma-
spiegeln.)

Hkrit. = Himatokrit = ca. 45 %
ACTHp, . = peripherer Plasmaspiegel an ACTH LE
HP1l = PlasmadurchfluB8 pro Min. durch das Schédelinnere

= Hirndurohblutung x (lQ%%%EElE) = 0,8 x ng— 1

pro Min. (138, 139)
HWZAGTB = biologische Halbwertszeit des ACTH in Minuten.

Vorausgesetzt wird, da8 der ACTH~-Spiegel im Plasma aus der
Vena cubitalis representativ fiir das gesamte Verteilungsvolu-
men ist. Diese Annahme ist ja Voraussetzung fir die Berechnung
des fiktiven Verteilungsvolumens durch retrograde Extrapola-
tion aus dem Abfall der Plasmakonzentration des ’31J-ACTH (152).
Dieses Verteilungsvolumen ist eine rechnerische GroBe, die
anatomisch nicht ohne weiteres zu definieren ist. Wir haben
hier die Angabe von WOLF und Mitarbeitern iibernommen, das
Verteilungsvolumen filr ACTH sei 43 % des Korpergewichts

(152), was vielleicht etwas viel erscheint, Fiir Parathormon
wurde allerdings ein d&hnliches Verteilungsvolumen angegeben,
némlich 36,4 % des Korpergewichts (151). Selbstverstdndlich
ist das Verteilungsvolumen fiir ACTH nicht bei jedem Patienten
= 27, 5 1. Wir miissen also ferner voraussetzen, da Vertei-
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lungsvolumen fiir ACTH und Hirndurchblutung in &hnlicher
Weise vom Gewicht, bzw. der Kdrperoberflidche abhingen,

um auf eine Korrektur dieses Fehlers verzichten zu konnen.
SchlieBlich muB man voraussetzen, daB alles ACTH den Sché-
delinnenraum iiber die Bulbi craniales vae. jugul. verldBt
und sich in der kurzen Zeit bis zur Passage des Bulbus le-
diglich im Plasma verteilt. Sollte ein ins Gewicht fallender
Teil des vendSsen Blutes aus dem Hypophysenvorderlappen auf
anderen Wegen (z.B. Rete venosum foram. oval.) das Schédel-
innere verlassen, so wiirden wir zu lange Halbwertszeiten
fiir endogenes ACTH berechnen. Weitere Voraussetzungen sind,
daB der Verteilungsraum von endogenem ACTH gleich dem vom
1315_ACTH ist und die Plasmaspiegel im vendsen Blut nach
Passage der terminalen Hirnstrombahn nicht hoher oder
niedriger als z.B. in der Vena cubitalis sind. Treffen alle
diese Voraussetzungen zu, was zumindest bei einigen Gegen-
stand des Zweifels sein kann, so bestiinde hier eine Mog-
lichkeit, die Halbwertszeit des endogenen ACTH zu ermit-
teln (Abb.24).

Wir haben in vollem BewuBtsein der Unsicherheiten dieser
Uberlegungen aus der bei vier Patienten mit erhdhten
ACTH-Spiegeln (Tab.2) gemessenen mittleren Differenz
zwischen Bulbus cranialis venae jugularis und Vena cubita-
_ lis eine mittlere Halbwertszeit von 48 Minuten fiir endo-
genes ACTH ausgerechnet (Abb.24). Dieser Wert stimmt mit
denen der Literatur fiir exogenes markiertes oder nichtmar -
kiertes, also biologisch gemessenes ACTH gréB8enordnungs-
méssig nur z.T. iiberein, die meisten mitgeteilten Halb-
wertszeiten waren kiirzer (102, 133, 142 - 152), Immerhin
fanden PFEIFFER und Mitarbeiter (102) bei Infusion von 25 E
artfremden ACTH in 4 Std.,unter Verwendung einer biologi-
schen Bestimmungsmethode, welche der unseren #hnlich ist,
eine Halbwertszeit von 29 Min. und berichteten ferner, das
die Halbwertszeit von injiziertem ACTH kiirzer und dosis-
abhiéngig sei. -
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Abb, 24: Diagramm zur Ermittlung der biologischen
Halbwertszeit von endogenem ACTH aus dem
peripheren ACTH-Spiegel und dessen Differenz
zum ACTH-Spiegel im Bulbus cranialis venae
jugularis

Die Uberlegungen, die zur Anlage dieses Diagramms fiithrten,
sind im Text ausgefiihrt. Setzt man den mittleren patholo-~
isch erhohten ACTH-Plasma-Spiegel der vier Patienten
?B.S., GeJe, E.L. und W.F,, Tab.2) mit 259 mE/1 Plasma
aus der V.cubit.) und die mittlere positive Differenz
mit 169 juE/ml Plasma (im Bulbus c.v.j.) ein (p< 0,05),
80 bereéhnet sich eine biologische Halbwertszeit von
48 Minuten. - Bei einem "normalen" ACTH-Spiegel von 0,006 mE
pro ml Plasma hdtten wir eine meBbare Differenz im Bulbus
CeVeJo finden miissen, wenn die Halbwertszeit kiirzer als
3,8 Minuten widre.

rons ACTH Plasma mE/\|
o oo s0 8% w0 s %
50-‘ “H'.. / 'Hl.'
iy /|
»
20- / 4
15
10 A -
!
54 7 e bf
74 . . in. s
24 W -2
1- / g4l 1
1000 23 10 1

A ACTH pwE/mt

NELSON und Mitarbeiter (142, 167) berichten, daB8 die Halb-
wertszeit filir Schweine-~ACTH etwas lidnger als wenige Minuten
sel und unterschieden zwischen einer "ersten Phase", die

HWZ ACTH Min.
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einer anfidnglichen Verteilung des exogenen Corticotropins
entsprechen kénnte, und einer zweiten Phase des Cortico-
tropin-Schwundes, aus der sich eine etwas léngere Halbwerts-
zeit auch fiir exogenes ACTH ermitteln lasse. - YALOW und
Mitarbeiter (133) maBen mit Hilfe der von ihnen angegebenen
radioimmunologischen Bestimmungsmethode fiir ACTH die Ge-
schwindigkeit,mit der sich bei einem adrenalektomierten
Patienten mit anfinglich hohen ACTH-Spiegeln nach Cortisol-
Applikation ein niedrigerer ACTH-Spiegel einstellte und er-
rechneten unter der Amnnahme, daB diese Cortisolgabe die
ACTH-Inkretion des Hypophysenvorderlappens schlagartig ab-
stellte, eine Halbwertszeit fiir ACTH von ca., 10 bis 15 Minu-
ten. - Wir halten die Annahme, daB Cortisol oder,wie bei
uns, Dexamethason-Gaben die ACTH-Inkretion des Hypophysen-
vorderlappens plotzlich und #ollsténdig unterbreche, fiir
sehr anfechtbar. Unterstellt man aber wie YALOW und Mitar-
beiter (133) diese Annahme, so sieht man, daB8 beim Ver-
gleich des Mittelwertes der Plasma-ACTH-Spiegel im Blut

aus der Vena cubitalis, welcher bei den fiinf von uns unter=
suchten Patienten mit erhdhten ACTH-Spiegeln (Tab,2)

0,233 mE/ml betrug, mit dem Mittelwert der ACTH-Spiegel

eine Stunde nach Dexamethasongabe (4 mg), welcher 0,089 mE/ml
war, eine biologische Halbwertszeit von ca. 50 Minuten fiir
endogenes ACTH nicht ganz unwahrscheinlich ist. Wir mdchten
den von uns errechneten Wert von ca. 40 - 50 Minuten den-
noch nur als gréB8enordnungsméBige Abschédtzung der Halb-
wertszeit (86) von endogenem ACTH verstanden wissen.

Gelten fiir normale, also wesentlich niedrigere ACTH-Spiegel
die gleichen Halbwertszeiten wie fiir erhdhte Spiegel, was
nach der Literatur iliber hohe Dosen von exogenem ACTH frag-
lich ist (102, 149), so kann es nach Abb.24 nicht verwun-
dern, daB bei der mangelnden Empfindlichkeit der Bestimmungs-
methode fiir ACTH im Bulbus cranialis venae jugularis keine
signifikant héheren Werte als in der Peripherie (Vena
oubitalis) gefunden wurden. Es erscheint umgekehrt der

SchluB gerechtfertigt, daB die biologische Halbwertszeit
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von endogenem ACTH bei normal hohen Spiegeln groBer als
3,8 Min.sein muB (Abb.24), da wir sonst Differenzen hdtten
finden miissen.

Wir berechneten bei fiinf Patienten mit erhshten ACTH-Spie-
geln (B.S., G.J., E.L., M,E., W.P,, Tab.2) einen mittleren
Plasma-ACTH-Spiegel von 0,233 mE ACTH pro ml Plasma aus der
Vena cubitalis. Im Plasma aus dem Bulbus cranialis vae,
jugul. waren die ACTH-Spiegel bei diesen Patienten im Mittel
um 0,127 mE ACTH pro ml hoher (p < 0,05). Unter Verwendung
der oben beschriebenen Formel errechnet sich unter Annahme
einer Hirndurchblutung von 0,8 1 pro Min. (138, 139) eine
ACTH-Inkretion von ca. 80 E pro Tag. Die naturgemédB wesent-
lich niedrigere ACTH-Inkretionsrate bei normalen ACTH-Spie-
geln (150) ktnnen wir, wie ausgefiihrt, nicht errechnen.

Der Wirkungsmechanismus des ACTH hat schon sehr viele For-
scher interessiert. Anatomen, Physiologen, Biochemiker und
nicht zuletzt Endokrinologen haben an diesem Thema gearbei-
tet. Wir wollen im folgenden versuchen, die Griinde fiir den

~ klinischen Endokrinologen zu verdeutlichen, die ihn iber die
allgemeine Notwendigkeit, die Erkenntnisse der Grundlagen-
forschung auf ihre klinische Anwendbarkeit hin im Auge zu
behalten, hinaus dazu veranlassen, sich selbst aktiv mit
diesen Fragen auseinanderzusetzen.

Welche Moglichkeiten fiir den Wirkungsmechanismus des ACTH
kann man sich theoretisch vorstellen ?

1+ Es konnte sein, daB ACTH die Permeabilitét der Zellmem-
bran &dndert und dieser Effekt zur Entfernung eines Hemm-
faktors der Corticosteroidsynthese oder zu gesteigerter
Zufuhr eines erforderlichen Substrates fithrt. HECHTER und
Mitarb. haben tatsdchlich Permeabilitédtsénderungen der Zell-
membran unter dem EinfluB von ACTH beobachtet (259). Im
Zusammenhang mit dieser Hypothese ist natiirlich dem schon
seit vielen Jahren bekannten hohen Gehalt der Nebenniere an
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Ascorbinsiure immer wieder Beachtung geschenkt worden

(288 - 290). Schon eine Minute nach intraventser Verab-
folgung von ACTH steigt der Ascorbinsduregehalt im Neben-
nierenvenenblut steil an, widhrend die Corticosteroide etwa
3 Minuten nach der ACTH-Verabfolgung vermehrt ausgeschiittet
werden (287). Es hat sich jedoch bisher nicht zeigen lassen,
daB Ascorbinsdure der postulierte Hemmfaktor, nach dessen
Entfernung die Corticosteroidsynthese beschleunigt ist,
widre. So bewirken wiederholte ACTH-Gaben immer wieder

einen Anstieg der Corticosteroidsynthese und -inkretion,
ohne daB die Nebenniere, die bei der ersten ACTH-Gabe aus-
geschiittete Ascorbinsidure bereits wieder gespeichert hat.
Nach Hypophysektomie kommt es innerhaldb von Stunden zu
einem Absinken der Empfindlichkeit, mit der die Nebenniere
auf kleine ACTH-Dosen mit einer Steigerung der Ausschiittung
an Corticosteroiden reagiert, wdhrend ACTH noch 10 Tage
nach der Hypophysektomie eine Steigerung der Ascorbinsédure-
ausschiittung sowie der Durchblutung der Nebennierenrinde
bewirkt (119). - STAUDINGER kommt in seiner Ubersicht (288)
zu dem SchluB, daB die Ascorbinsiure keine Bedeutung fiir
die Steroidhydroxylierungen in der Nebenniere hat und dasB
die akute ACTH-Reaktion der Nebennierenrinde nicht von der
Ascorbinsdurekonzentration abhingig ist. - Es sei noch er-
wdhnt, daB ACTH keineswegs nur die Ausschiittung von
Corticosteroiden, sondern auch die Synthese steigert (293,
301, 302). - Es fehlt bisher also der Beweis fiir den Zusam-—
menhang zwischen Permeabilitédtssteigerung durch ACTH und
Anstieg der Corticosteroidsynthese.

2, Viel Beachtung ist der Moglichkeit geschenkt worden, daB
ACTH in der Nebennierenrindenzelle vermehrt fiir die
Corticosteroidsynthese notwendige Substrate bereitstellt
(258, 316). Nachdem bei Perfusionsuntersuchungen gefunden
wurde, daB ACTH in erster Linie an der Umwandlung von
Cholesterin in Delta-5-Pregnenolon angreift (258), disku-
tierteman die Msglichkeit, da z.B. mitochondriales Chole-
sterin unter der Wirkung von ACTH vermehrt zur Verfiigung
stehe. Das fiihrt zu der PFrage, durch welche Mechanismen



-T2 =

méglicherweise Substrate fiir die Corticosteroidsynthese
vermehrt zur Verfiigung stehen konnten.

3, Die verschiedenen Schritte der Synthese der Cortico-
steroide finden offensichtlich in verschiedenen subzellu-
ldren Riumen statt (290, 308, 329). Man kann sich vorstel-
len, daB ACTH zu Anderungen der Beziehungen zwischen den
intrazelluldren Rdumen fiihrt und auf diese Weise den Aus-
tausch von Substraten verbessert und die Corticosteroid-
synthese beschleunigt. In diesem Zusammenhang seien elektro-
nenmikroskopische Befunde, wie eine "Verlingerung" von
Mitochondrien und Bldschenbildung des endoplasmatischen
Reticulums nach ACTH erwidhnt (267).

4, Besondere Aufmerksamkeit hat man der Mdglichkeit gewid-
'met, daB ACTH Cofaktoren, welche fiir die Corticosteroid-
synthese notwendig sind, in vermehrter Menge bereitstellt.
Die Hypothese von HAYNES (301, 307), daB ACTH iiber eine
Aktivierung der Phosphorylase,vermittelt durch einen An-
stieg von oyklischem Adenosinmonophosphat,den Gehalt an
reduziertem Nikotinadenindinucleotidphosphat, welches fiir
die Steroidhydroxylierung erforderlich ist, vermehrt, wur-
de im Ergebnisteil bereits erwdhnt. Hier seien noch einmal
Befunde, welche gegen diese Hypothese sprechen zusammenge-~
stellt. KORITZ und PERON zeigten, daB die Steigerungen der
Corticosteroidsynthese durch NADPH und durch ACTH additiv
sind (316, 320). Die Oxydation von 14C-Glukose zu 14GO2
wird durch ACTH nicht beeinfluB8t (317) oder gering gestei-
gert (318), widhrend bei vermehrtem Anfall von endogenem
Glukose-6-Phosphat eher eine Abnahme derMCO2 Produktion
zu erwarten whre., Widhrend einige Autoren nach ACTH eine Ab-
nahme des Glykogengehaltes der Nebenniere sahen (310), fan-
den andere Autoren keine Abnahme (293, 318). Nach Hypophys-
ektomie sinkt die Corticosteronausschiittung bei der Ratte
innerhaldb von einer halben bis einer Stunde ab, widhrend der
Gehalt an reduziertem NADP sich 72 Stunden lang nicht
#ndert (323, 324). SohlieBlich wird durch Puromyein die
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Steigerung der Corticosteroidsynthese und —ausschiittung
durgch ACTH und durch cyklisches Adenosinmonophosphat, nicht
aber durch NADPH-Zusatz blockiert (293).

5. So bleibt schlieB8lich noch die Mdglichkeit zu erwégen,
ob ACTH die Aktivitdt oder den Gehalt an Enzymen, die fiir
die Steroidsynthese notwendig sind, beeinflussen kann. Die-
se Moglichkeit ergibt sich u.a. aus Beobachtungen, daB
ACTH z.B. die 11-Beta-Hydroxylierung z.T. sogar selektiv
beschleunigt (313, 328). Es ist auch berichtet worden, daB
sich unter ACPTH das Verhdltnis von Cortisol- zu Corti-
costeronausschiittung dndern kann (331, 332). Wie erwdhnt,
ist im Prinzip sowohl die Aktivierung eines Enzyms, als
auch seine Neusynthese unter dem EinfluB von ACTH denkbar,

Nach diesen grunds&dtzlichen Erwdgungen iiber theoretisch
denkbare Mechanismen, durch die ACTH die Corticosteroid-
synthese beschleunigen kénnte, muB man feststellen, da8
trotz aller Bemilhungen, den Wirkungsmechanismus des ACTH
aufzukléren, dieser in wesentlichen Punkten immer noch
v3llig unklar ist.

Unser besonderes Interesse galt der letzten der erwdhnten
Moglichkeiten. FERGUSON hatte gezeigt, daB die Blockierung
der Neusynthese von Protein durch Puromycin eine Steigerung
der Corticosteroidsynthese durch ACTH verhindert (291 - 294).
Dabei schien uns interessant, daB einerseits Puromycin den
Transfer von Aminoacylgruppen von Aminoacyl-t-Ribonuclein-
sdure auf Ribosomen blockiert (251, 252), und andererseits
der fiir die Proteinsynthese im Homogenat von Nebennieren ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt, welcher durch ACTH-Be-
handlung beschleunigt wird (278, 284), eben dieser Aminoaoyl-
transfer ist. - Bel Blockierung der Ribonucleinsiduresynthese
durch Actinomycin ist die Steigerung der Corticosteroid-
synthese durch ACTH interessanterweise nicht blockiert (294).

Hier sel noch eine kurze Bemerkung iiber zwei wichtige
Prinzipilen,nach der alle Beobachtungen iiber Wirkungen und
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Wirkungsmechanismen von Hormonen beurteilt werden, einge-
schoben. Gemeint sind die Beachtung der zeitlichen Reihen-
folge der verschiedenen durch das Hormon ausgeldsten Effek-
te und schlieB8lich der Dosis, durch welche sie ausgelist
werden konnen. ACTH bewirkt schon wenige Minuten nach
intravendser Verabfolgung eine Steigerung der Corticosteroid-
ausschiittung und -Synthese in der Nebennierenrinde, die man
auch schon bei "physiologischen" Dosen sieht. Alle uns be-
kannten Befunde iiber Wirkungen des ACTH auf das Gewicht

und auf den Gehalt an Protein, Ribonucleinsdure und Desoxy-
ribonucleinsédure der Nebenniere stammen aus Untersuchungen,
bei denen hohe, pharmakologische Dosen verwandt wurden.

Das geschah hdufig absichtlich, um eindeutige Effekte zu
erzielen, sollte aber bei Uverlegungen iiber den ®*physiolo-
gischen" Wirkungsmechanismus nicht vergessen werden.

Man sollte ferner an die Moglichkeit denken, daB das ACTH
nicht nur eine Primdrwirkung, deren Folge alle spédteren
Verédnderungen in der Nebenniere sind, sondern mehrere,unter
Umstédnden voneinander unabhingige,Effekte hat. So wurde in
der Literatur auch zwischen Soforteffekten auf die
Corticosteroidsynthese und-Ausschiittung und Spdteffekten,
wie z.B. die "adrenocorticotrophe" Wirkung auf das Gewicht,
sowie den Gehalt an Protein, Ribonucleinsdure, Desoxy-
ribonucleinsdure, unterschieden.

Wie im Ergebnisteil n#her ausgefiihrt, kann die von PERGUSON
(291 - 293) gegebene Interpretation, die Steigerung der
Corticosteroidinkretion durch ACTH sei nur bei erhaltener
Proteinsynthese méglich, nur modifiziert aufrecht erhalten
werden., Selbst bei vorsichtiger Auslegung der in vitro
Versuche mit Inkubation von Nebennierenschnitten muB8 man
feststellen, daB es moglich ist, in vitro die Corticesteroid-
synthese zu beschleunigen ohne Zunahme der Aminos#ureinkor-—
poration in Protein, bzw. bei Abnahme dieser. Die Moglich-
keit, daB AOTH die Synthese eines spezifischen Enzymproteins
steigert und auf diesem Wege die Corticosteroidsynthese
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steuert, ist durch die Beobachtung nicht ausgeschlossen,
daB die Bilanz der Proteinsynthese negativ ist, wie das
aus der Minderung des Einbaues radioaktiver Aminos&uren
in Protein im in vitro-Versuch zu folgern ist,

Damit erhebt sich die Frage, welche biochemischen Mecha-
nismen fiir die bei in vivo Verabreichung von ACTH zweifel-
los zu beobachtende Steigerung der Proteinsynthese zugrun-
de liegen. ACTH und Nebenniere bieten ein besonders schones
Beispiel fiir die Untersuchung der "trophen" Wirkung eines
Hormons auf sein Zielorgan, dessen Proteinsynthese nur

der Erhaltung seiner Struktur bzw. der Anpassung an erhohte
Anforderungen dient und nicht, wie z.B. im Falle der

Leber, die Aufgabe hat, Proteine fiir nicht zelleigene Auf-
gaben zu synthetisieren. Man kann die Proteinsynthese

nicht ohne Beachtung des Nucleinsdurestoffwechsels besprechen.
Wenn man sich an die zeitliche Reihenfolge des Auftretens
der biochemischen Verdnderungen halten will, so muB man
zundchst die Ergebnisse von BRANSOM und CHARGAFF (274) er-
wdhnen, die 30 Minuten nach intraperitonealer Injektion

von 20 E ACTH eine Beschleunigung der Ribonucleinsdure-
synthese sahen. - Die Beschleunigung der Proteinsynthese

im Homogenat ist 2 Stunden nach intramusculédrer ACTH-In-
jektion (286) und 4 Stunden nach Infusion eines syntheti-
schen ACTH-Peptides (284) beobachtet worden, wobei in bei-
den Fdllen friihere Zeitpunkte nicht untersucht wurden. Zu
diesem Zeitpunkt ist die Beschleunigung der Proteinsynthese
im Nebennierenrindenhomogenat ausschlie8lich auf eine Zu-
nahme der Aktivitdt eines nicht dialysierbaren Faktors in
der 1ldslichen Zellfraktion zu beziehen, welcher den Aminocyl-~
transfer von t-RNS auf Ribosomen beschleunigt (278, 284,
286). Die im Ergebnisteil dargestellte Charakterisierung
dieses Faktors - Inaktivierung bei 55°C oder durch Trypsin,
Stabilitédt gegen Ribonuclease, Molekular-Gewicht und
Sedimentationskoeffizient, chromatographisches Verhalten auf
DEAE-Cellulosesédulen und Proteinnatur - spricht dafiir, daB
es sich um Aminoacyltransferase handelt. Es ist uns aller-
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dings nicht gelungen, in Versuchen, bei denen wir
14C-Leucyl-t-Ribonucleinséure, die wir mittels Phenol-
extraktion und Alkoholfdllung préparierten (210, 218),

mit mikrosomenhaltiger Zellfraktion von Schweineneben-
nieren inkubierten, den Transfer von 14C-Leucylgruppen
direkt zu zeigen, vermutlich weil in diesem Inkubations-
ansatz eine sehr schnelle Hydrolyse des Aminoacylribo-
nucleinséureesters ablief. FARESE (286) konnte kiirzlich
mit genau dieser Versuchsanordnung tatsédchlich eine médB8ige
Beschleunigung des Leucintransfers beobachten.

In den ersten 2 - 4 Stunden nach intramusculédrer ACTH-In-
jektion sinkt nach FARESE (286) die Aktivitdt der Mikro-
gsomen und der ribosomale RNS-Gehalt leicht ab, um dann

ab der 6.Stunde anzusteigen. Zu spidteren Zeitpunkten ist
dann sowohl die Aktivitdt, als auch der Ribonucleinsdure-
gehalt der Ribosomen gesteigert (281, 282). Diese Steige-
rung der mikrosomalen Aktivitidt scheint auf einer Zunah-

me an Polysomen (285) zu beruhen, die man, wie erwihnt,

als Polymere der Ribosomen, die an einer Messenger-
Ribonucleinsidure zusammengehalten werden, auffaBt. Viel-
leicht ist die Spekulation nicht ganz abwegig, da8 nach
ACTH in der Nebenniere zunéchst keine qualitativ anderen
Proteine synthetisiert werden miissen, so daB eine Steige-
rung des Gehaltes oder der Aktivitdt an Aminoacyltransfe®ase
den Bediirfnissen gerecht wird. Im folgenden kommt es dann,
beli lénger einwirkenden hohen ACTH-Spiegeln, zur Notwendig-
keit auch qualitativ neue Proteine zu synthetisieren, was
die Synthese von Messenger-Ribonucleinsdure und die vermehr-
te Bildung von Polysomen erforderlich macht.

Erst nach relativ langdauernder Verabfolgung von ACTH kommt
es zu einem chemisch nachweisbaren Anstieg des Desoxy-
ribonucleinséuregehaltes der Nebenniere (268, 269, 271).
Man benctigt etwa 5 - 7 Tage intramusculédrer ACTH-Behandlung,
ehe sich der Desoxyribonucleinsduregehalt dann allerdings
sprunghaft verdoppelt. Der Desoxyribonucleinsduregehalt eines
Gewebes gilt als gutes MaB fiir die Zalll der vorhandenen Zell-
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kerne. Histologische und biochemische Befunde stimmen
dahingehend iiberein, daB8 das ACTH zunichst eine Hyper-
trophie und dann eine Hyperplasie der Nebenniere be-
wirkt. Dazu passen die Befunde, daB in Adenomen der
Nebennierenrinde Desoxyribonucleinsiure erhoht ist (273).-
Fir die Klinik ist ferner wichtig, daB eine Corticoid-
therapie den Ribonucleinsiduregehalt der Nebenniere noch
ausgeprigter als das Gewicht der Nebenniere senkt (273).
Die Therapie mit Corticoiden bewirkt also zunichst eine
funktionelle Suppression der Nebennierenrinde, erkennt-

lich an der verminderten Corticosteroidausschiittung nach
ACTH oder Stress, sodann stellt sich eine "biochemische"
Suppression - Absinken des RNS-Gehaltes u.a. - ein, und
schlieBlich kommt es zur morphologischen-strukturellen
Atrophie und Gewichtsabnahme der Nebennierenrinde.

Im Kapitel EINLEITUNG und ERGEBNISSE wurde bereits erwéhnt,
wie lang die Suppression der Corticoéteroidproduktion der
Nebennierenrinde nach langandauernder endogener oder
exogener Erhohung der Corticosteroid- oder Corticoid-Spie-
gel im Plasme anhalten kann (67 - 72, 137, 166). Piir den
Kliniker ist die Suppression der Funktion des Hypophysen-
Nebennierenrindensystems unter kurzzeitiger Corticoid-
therapie ebenfalls wichtig (67, 68, 81, 82). Wie im Ergeb-
nisteil ausgefilhrt, 148t sich letztere mittels fluorime-
trischer Bestimmung der endogenen Corticosteroidproduktion
und in einem Teil der PF&dlle auch als Erhdhung der Glukose-—
toleranz bzw. der sog. Glukoseassimilationskoeffizienten
erfassen. Zu erhoffende Verbesserungen der endokrinologischen
Methoden, insbesondere auch der ACTH-Bestimmung, werden

in Zukunft vermutlich weiteres Licht in diese interessanten
Zusammenhénge bringen.
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ZUSAMMENPFPASSUNG

Eine biologische Bestimmungsmethode flir ACTH-Spiegel im
menschlichen Plasma wurde gepriift. Gemessen wurde der
ACTH-bedingte Anstieg der Corticosteron-Inkretion im
Plasma aus der Nebennierenvene der akut hypophysektomier-
ten Ratte. Die Methode wurde insofern modifiziert, als
versucht wurde, die Empfindlichkeit durch Infusion der
Testlosungen in die Aorta der Ratte zu verbessern und
die Genauigkeit durch Beriicksichtigung der individuellen
ACTH-Empfindlichkeit der hypophysektomierten Ratte zu
erhohen., Die statistische Auswertung der Ergebnisse
eines groBen Versuchsmaterials, (mehr als 250 Standard-
Bestimmungen) zeigt, daB die Empfindlichkeitsschwelle
der Methode zwischen 0,01 und 0,015 mE ACTH liegt. Damit
sind Normalspiegel im menschlichen Plasma direkt nicht
oder nur ungenau zu erfassen. Der Genauigkeitsindex

der Methode war mit A = 0,07 vergleichsweise recht zu-
friedenstellend.

Es wurde versucht, die diagnostische Brauchbarkeit dexr
Methode dadurch zu verbessern, daB neben peripherem Blut
vom Patienten (Vena cubitalis) Blut aus dem Bulbus
cranialis venae jugularis untersucht wurde. Im Bulbus
cranialis venae jugularis ist das venose Blut aus dem
Hypophysenvorderlappen erst durch ca. 15 % des Herzminu-
tenvolumens verdiinnt. Es konnte eine Beziehung zwischen
Differenz der ACTH-Spiegel im Blut des Bulbus cranialis
venae jugularis und der Vena cubitalis, den Plasmaspiegeln
in der Vena cubitalis und der biologischen Halbwertszeit
des endogenen ACTH aufgestellt werden. Aus der Tatsache,
daB wir bei normalen ACTH-Spiegeln in der Vena cubitalis
keine signifikant hoheren ACTH-Spiegel im Bulbus cranialis
venae jugularis fanden, 148t sich an Hand der Empfind-
lichkeitsgrenze der Methode schlieBen, daB die biologische
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Halbwertszeit des endogenen ACTH gréBer als 3,8 Min.
sein muB.

Klinisch interessante Beobachtungen lieBen sich bei
Patienten mit erhohten ACTH-Spiegeln machen. Berichtet
wird iiber zwei Addison-Patienten, eine Patientin mit
einem adreno-genitalen Syndrom und zwei Patienten mit
totaler Adrenalektomie wegen eines Cushing-Syndroms,
von denen einer die Zeichen eines ACTH-produzierenden
chromophoben Hypophysenvorderlappenadenoms aufwies.
Eine Patientin mit einem Cushing-Syndrom mit bilatera-
ler adenomatdser Hyperplasie und ein Patient mit einer
sekunddren Nebennierenrindeninsuffizienz hatten nicht
sicher meBbare ACTH-Spiegel.

Aus den Differenzen der ACTH-Spiegel zwischen Bulbus
cranialis venae jugularis und Vena cubitalis lieBen sich
bei der Gruppe der Patienten mit erhohten ACTH-Spiegeln
groBenordnungsméfBig eine mittlere biologische Halb-
wertszeit fiir endogenes ACTH von 48 Min. und eine miti-
lere tédgliche Inkretionsrate von 80 E ACTH errechnen.

Versuche zum biochemischen Mechanismus der Stimulation
der Proteinsynthese der Nebenniere durch ACTH zeigten,
daB8 ein hitzelabiler (55°C), nichtdialysierbarer, durch
Trypsin, aber nicht durch Ribonuclease inaktivierbarer
Faktor mit einem ungefidhren Molekulargewicht (verglei-
chende Dichtegradienten - Zentrifugation) von 1,0 -

1,4 x 10° (Sedimentationskonstante = S-Wert 6 - 7),

der sich bei Anionenaustausch-Chromatographie auf DEAE-
Celluloses&ulen wie Leber-Aminoacyltransferase verhielt,
fiir den Einbau von 14-C-Aminosduren im Nebennierenhomo-
genat geschwindigkeitsbestimmend ist. Weitere Ergebnisse
sprechen dafiir, da8 dieser Faktor Aminoacyltransferase
ist. ACTH-Behandlung von Ratten verdoppelt die Aktivitat
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dieses Faktors in der ldslichen Zellfraktion der
Rattennebenniere. Die Spezifitdt dieses Effektes wurde
in Versuchen mit synthetischen ACTH-Peptiden iiberpriift.

Eine Beteiligung von Messenger-Ribonucleinsidure an der
gesteigerten Proteinsynthese im Homogenat konnte dagegen
direkt nicht gezeigt werden. Der Einbau von 14-C-Glycin
in Protein durch Polysomen aus Schweinenebennieren,
welche bekanntlich als mit einem Molekiil mRNS zusammen-
gehaltene Polymere von Ribosomen aufgefaBt werden, wird
beil Zusatz von Aminoacyltransferase aus Schweineneben-
nieren linear zur zugesetzten Menge stimuliert.

Versuche iiber die Beziehungen der Corticosteroid- und
Proteinsynthese in der Nebenniere unter dem EinfluB von
ACTH sprechen gegen eine obligate Beteiligung der als
Einbau von 14-C-Aminosduren faB8baren Summe von Protein-
synthese und -abbau an der Steigerung der Corticosteroid-
synthese durch ACTHy So 148t sich bei in vitro Inkuba-
tionen von Rattennebennieren-~Vierteln mit ACTH die
Corticosteroidsynthese stimulieren, bei gleichzeitiger
Abnahme der 14-C-Aminos#ure-Inkorporation in Protein.

30 Stunden nach Hypophysektomie ist die Proteinsynthese
durch den Stress der Operation noch stimuliert bzw. die
Aminoacyltransferase-Aktivitdt durch ACTH nicht zu
steigern, widhrend die Corticosteroid-Inkretion schon
léngst abgefallen ist. 14 Tage nach Hypophysektomie ist
die Aminoacyltransferase-Aktivitdt durch ACTH-Infusionen
zu verdoppeln, wihrend die Corticosteroid-Inkretion
gegen ACTH refraktér ist. Die Dissoziierbarkeit der
Effekte spricht u.E. gegen eine unmittelbare kausale
Verkniipfung von Corticosteroid- und Proteinsynthese, ob-
wohl natiirlich die Synthese eines spezifischen fiir die
Corticosteroidsynthese erforderlichen Enzymproteins in
der negativen Bilanz der Proteinsynthese nicht erkennbar
sein muB. Ein "primérer" ACTH-Effekt, der allen anderen
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bisher bekannten Effekten kausal ilibergeordnet wére,
ist noch nicht bekannt.

8., Wihrend eine langdauernde Corticoidtherapie oder die
Hypophysektomie zu einer strukturellen Atrophie der
Nebennierenrinde mit langer anhaltender Resistenz der
Corticosteroid-Inkretion gegen ACTH filhren, bewirkt eine
Kurzzeit-Behandlung mit Corticoiden bei Patienten nur
eine fliichtige funktionelle Suppression der Nebennieren-
rinde. Nach dem Absetzen dieser Behandlung persistiert
die Senkung der fluorimetrisch meBbaren endogenen
Corticosteroid-Inkretion fiir etwa 24 Stunden. Parallel
dazu wird voriibergehend eine erhdhte Glukosetoleranz
bei der i.v. Glukosebelastung erkennbar, die als Aus-
druck einer latenten Nebennierenrindeninsuffizienz in-
terpretiert wird.
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