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Abstract-The effect of biologically active steroids on the activity of the Krebs-cycle of 
the rat kidney was investigated in viuo and in vitro. Gluco-corticoids in therapeutic doses 
decreased Krebs-cycle activities. In high doses other steroids showed small inhibitions 
or none at all. The activity of the gluco-corticoids was much greater in vivo than in 
vitro, but the in vitro activity could be increased by prior incubation with tissue homo- 
genate. 

DER WIRKUNGSMECHANISMUS der antiphlogistischen Steroide ist trotz der zahlreichen 
durchgeftihrten Untersuchungen auf diesem Gebiete such heute noch nicht geklart. 
Es ist nicht bekannt, wie die verschiedenen biochemischen Wirkungen der Glyko- 
corticoide mit dem therapeutisch verwertbaren antiphlogistischen Effekt zusammen- 
hangen. Den entscheidendsten Beweis dafiir, dass soiche Zusammenhange bestehen, 
liefert die Tatsache, dass die auf den Kohlenhydratstoffwechsel ausgetibte Wirkung 
bei jedem nattirlichen und synthetischen entziindungshemmenden Steroid mit dem 
antiphlogistischen Effekt gemeinsam auftritt. 

Es wurden such bisher schon zahlreiche Daten iiber die glykogenetische, auf den 
Stickstoff-Stoffwechsel ausgeiibte Wirkung der Corticosteroide publiziert, gleichzeitig 
haben sich jedoch nur wenige Untersuchungen mit der Analyse der auf die Gewebsoxy- 
dation ausgetibten Wirkung beschaftigt. Es wurde bischer lediglich festgestellt, dass 
der Krebs-Cyclus durch das Cortison gehemmt wird,l-4 w&rend die Ansichten tiber 
die Entkoppelung der oxydativen Phosphorylierung ziemlich auseinander gehen.5, 6 
Die in den erwahnten Untersuchungen festgestellten Effekte wurden mit weit iiber 
den therapeutischen Dosen liegenden Cortison-Gaben (50 mg/kg) mit chronischer 
Behandlung erreicht. Angesichts dieser Tatsache ist es also fraglich, ob diese Effekte 
such bei der Verabreichung therapeutischer Dosen in Erscheinung treten. Es stehen 
such keine Daten dariiber zur Verfiigung, ob die synthetischen Glykocorticoide, 
deren Aktivitat die Wirksamkeit des Cortisons weit iibertrifft, diese Wirkungen 
gleichfalls austiben. 

Wir haben in unserer Arbeit versucht, auf diese Fragen eine Antwort zu erhalten 
und anderenteils haben wir such untersucht, inwieweit die festgestellten Stoffwechsel- 
wirkungen innerhalb der Steroide fur die entztindungshemmend wirkenden Verbin- 
dungen charakteristisch sind. 
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MATERIALEN UND METHODEN 

In den in-vitro-Versuchen verwendeten wir wasserlosliche Formen der Steroide, 
und zwar Hydrocortison-Hemisuccinat, Prednisolon-Hemisuccinat (Richter) und 
Dexamethasone-21-Phosphat (Organon). In den in-vivo-Versuchen wurden 120-150 g 
schwere mannliche Wistar-Ratten angewandt. Die Glykocorticoide wurden in 10 % 
iger Propylenglykol-Losung, die iibrigen untersuchten Steroide in 01 gelost, taglich 
einmal, 6 Tage hindurch subcutan verabreicht. 24 Stunden nach der letzten lnjektion 
wurden die Tiere get&et, die Nieren herausprapariert und in physiologischer KCl- 
Losung homogenisiert (10% Gew./Vol.). Das Homogenisat wurde 10 Minuten 
hindurch mit 2000 x g bei 0” zentrifugiert und zu den Versuchen wurde die Super- 
natante verwendet. Die Krebs-Cyclus-Aktivitat des Nieren-Homogenisats stellten wir 
mit der durch uns modifizierten Methode von Aisenberg und Potter7 fest. Das Re- 
aktionsgemisch hatte die folgende Zusammensetzung: 0,3 ml 0,l M KHePOa-Puffer 
(pH = 7,3), 0,2 ml 0,l M Natrium-fumaratliisung, 0,2 ml 0,l M Natriumpyruvatlii- 
sung, 0,4 ml 0,03 M MgCle, 0,3 ml 0,Ol M Natrium-ATP, 0,25 ml HeO, 0,95 ml 
0,5 M Sucrose und 0,4 ml 10% iges (Gew./Vol.) Nierenhomogenisat. Nach einer 10 
Minuten dauernden Ausgleichsperiode wurde der Sauerstoffverbrauch bei 37’ 40 
Minuten hindurch gemessen. 

Bei der Untersuchung des Gewebsmetabolismus wurde Prednisolon Hemisuccinat 
mit dem Nierenhomogenisat bei 37” verschieden lange Zeit hindurch in einem 
folgendermassen zusammengesetzten System inkubiert: 0,3 ml 0,l M KHePOd-Puffer 
(pH = 7,3), 0,3 ml 0,Ol M Natrium-ATP, 0,4 ml 0,03 M MgCle, 1,0 ml Nierenhomo- 
genisat (10 % Gew./Vol.), und 5,O mg Prednisolon Hemisuccinat, mit physiologischer 
KCl-Losung auf ein Endvolumen von 3,0 ml erganzt. 

Die Enzymaktivitat wurde durch 10 Minuten dauerndes Erwarmen des Inkubats in 
einem Wasserbad von 70” eingestellt. Wir filtrierten das ausgeschiedene Eiweise 
und untersuchten 0,l ml des Filtrates (250 ug Prednisolon-Hemisuccinat) in dem 
erwahnten System vom Gesichtspunkte der auf den Krebs-Cyclus ausgetibten Wir- 
kung. 

Den Proteingehalt stellten wir nach Lowry und Mitarb.8 spektrophotometrisch fest. 

ERGEBNISSE 

Es wurde untersucht, auf welche Weise die Krebs-Cyclus-Aktivitat des Nieren- 
homogenisats durch die Vorbehandlung mit biologisch verschiedenartig wirkenden 
Steroiden beeinflusst wird. Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, wird die Krebs-Cyclus- 

TABELLE 1. WIRKUNC DER STEROIDE AUF DIE KREBS-CYCLUS-AKTIVIT;~T 
DER RATTENNIERE IN VIVO 

Praparat 

Kontroll 
Progesteron 
Testosteron 
Norandrostenolon 
Hydrocortison 
Prednisolon 
Dexamethason 

Tagesdosen Zahl d. Oa-Verbrauch/pl/ Hemmung 
mg/tOO g Ratten* Std./mg Protein P (%) 

- 21 52:6 i I,68 

:I: B 
50,6 i 3,07 >0,5 3p8 
45,7 * 3,31 zo,o5 13,2 
454 i 3,25 CO,05 13,7 

z;: ; 13,5 + 1,74 <0,001 74,3 
15,0 i 2,49 <O,OOl 71,5 

; 18,9 + I,71 <O,OOl 64.0 

* Bei jeder Ratte wnrden zwei parallele Bestimmtmgen durchgeftihrt. 
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Aktivitat durch die antiphlogistisch wirkenden Steroide schon in niedrigen Dosen 

stark gehemmt. Die Vorbehandlung mit Progesteron ist unwirksam, Wahrend 
Testosteron und Norandrostenolon sehr hohen Dosen eine massigin signifikante 
Hemmungswirkung ausiiben. Die Wirkung der wasserliislichen Glykocorticoide in 
vitro ist in Tabelle II gezeigt. Auch in vitro kann eine Hemmungswirkung nachgewiesen 
werden, zu ihrer Herbeifiihrung miissen jedoch wesentlich grossere Mengen angewandt 

werden, als in den in vivo durchgefiihrten Versuchen. 

TABELLE 2. WIRKUNG DER GLYKOCORTICOIDE AUF DIE KREBS-CYCLUS-AKTIVIT~CT 

DER RATTENNIERE IN VITRO 

Oz-Verbrauch pl/Std. 

Prlparat Dosis mit ohne Hemmung 
mg* Prlparat PrHparat % 

Hydrocortison 490 w 369 Prednisolon 169 369 z: 
Dexamethason 210 314 33 

* Endvolumen: 3,0 ml. 
t Jeder Wert ist das Ergebnis von 4 Parallehmtersuchungen in zwei Versuchen. 

TABELLE 3. WIRKUNG DER VORINKUBATION DES PREDNISOLONS MIT 

NIERENHOMOGENISAT AUF DIE HEMMUNG DES KREBS-CYCLUS 

Oz-Verbrauch rl/Std. 
Inkubat ions- (Trokkensubstanz) Hemmungs- 

zeit wirkung 
Kontrolle mit 250 pg % 

Min. Prednisolon 

0 44,1* 37,6 14,8 
:: 40,6 30,o 26,1 

34,6 23,4 32,4 

6+0 
33,9 21,l 37,9 

60 307 37,4 23,6 36,8 

* Durchschnitt von zwei Parallelversuchen in drei Experimenten. 
t Nach 60 Min. wurde 1 ml frisches Nierenhomogenisat (10 Vol./Gew. %) zugegeben und die 

Inkubation fiir weitere 30 Min. fortgesetzt. 

Es wurde such die Frage untersucht, ob sich die Intensitat der Hemmung des 
Krebs-Cyclus andert, wenn die zu untersuchenden Glykocorticoide vorher mit dem 
Gewebshomogenisat inkubiert werden. Wie aus den Daten der Tabelle 2 ersichtlich 
ist, kann die Hemmung des Krebscyclus beim Prednisolon durch vorherige Inkubation 
mit dem Nierenhomogenisat erheblich gesteigert werden, eine weitere Steigerung 
durch Zugabe weiterer Mengen von frischem Homogenisat ist jedoch nicht miiglich. 

DISKUSSION 

Bekanntlich iiben die Glykocorticoide schon in geringen Mengen eine bedeutende 
physiologische Wirkung aus (Hemmung des Hypophysen-Nebennieren-Systems), 

B.P.-MS 
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wahrend der therapeutisch verwertbare antiphlogistische Effekt nur mit der Vera- 
breichung hbherer, sogenannter “pharmakologischer” Dosen herbeigefiihrt werden 
kann. Vergleicht man jedoch die in Tierversuchen wirksamen Dosen der antiphlo- 
gistischen Steroide mit jenen Mengen, in denen die Nicht-Steroid-Antiphlogistika 

(wie Phenylbutazon, Salicylate usw.) wirksam sind, so kann man feststellen, dass die 
wirksamem Dosen der antiphlogistischen Steroide urn mehrere Grossenordnungen 
niedriger sind, als die der Nicht-Steroide. Dies deutet darauf hin, dass wenn der 
therapeutische Effekt auf der Beeinflussung der Enzymaktivitat beruht, sich diese 
Stoffwechselwirkungen der Glykocorticoide schon nach der Verabreichung derart 
niedriger Dosen einstellen miissten. 

In unseren Versuchen hemmten die Glykocorticoide die Krebs-Cyclus-Aktivitat in 
vivo schon in niedrigen Dosen betrachtlich. Die lntensitat der Hemmungswirkung 
stimmte bei den untersuchten Glykocorticoiden in groseen Ziigen mit der gegenseitigen 
therapeutischen Aquivalenz dieser Steroide iiberein. (Die durch uns angewandte 
experimentelle Methode ist zur genauen Bestimmung der relativen Wirksamkeit 
vom Gesichtspunkte der Hemmung der Krebscyclus-Aktivitat nicht geeignet.) 
In hohen Dosen angewandt hat das Progesteron die Krebs-Cyclus-Aktivitat in un- 
seren Versuchen nicht gehemmt, wahrend die Hemmungswirkung des Testosterons 
und Norandrostenolons gering war. Auf diese Weise konnte die durch Kowalevszky3> 4 
festgestellte stimulierende Wirkung der Anabolika auf die Enzyme des Krebs-Cyclus 
unter den Bedingungen unserer Versuche bei der Untersuching des gesamten Cyclus 
nicht nachgewiesen werden. 

Mehrere Autoren halten bei den antiphlogistisch wirkenden Nicht-Steroiden die 
Entkoppelung als ausschlaggebend vom Gesichtspunkte der entziindungshemmenden 
Wirksamkeit,a andere wieder sind der Ansicht, dass die Hemmung des Einbaus von 
radioaktivem Schwefel in die Bindegewebe fur die Antiphlogistika spezifisch ist.rO 

Auf Grund unserer eigenen Ergebnisse halten wir die Hemmung des Krebs-Cyclus 
durch die Glykocorticoide fur eine spezifische Wirkung der antiphlogistischen Steroide, 
auf Grund der die Erscheinungen der Entziindungshemmung bis zu einer gewissen 
Tiefe erklart werden konnen. Die bei den antiphlogistisch wirkenden Nicht-Steroiden 
festgestellte Entkoppelungs-wirkung und die in unserer Vorliegenden Arbeit beschrie- 
bene Hemmung des Krebs-Cyclus f&en gleichermassen zu einer Senkung des ATP- 
Spiegels in den Geweben und damit zu einer Hemmung der synthetischen Prozesse. 
Wahrscheinlich wird such die Hemmung des Einbaus von radioaktivem Schwefel in 
die Bindegewebe durch diesen Effekt verursacht, da eine direkte Wirkung der Glyko- 
corticoide auf die spezifischen Enzyme, die in diesem Prozess teilnehmen, nicht 
nachgewiesen werden konnte. durch Whitehouse und Lash.lr 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es wurde die Wirkung einiger Glykocorticoide und anderer biologisch aktiver 
Steroide auf die Kreb-Cyclus-Aktititat der Rattenniere in vivo und in vitro untersucht. 
Durch Vorbehandlung mit Glykocorticoid-Mengen die den therapeutischen Dosen 
nahe stehen, wird die Krebs-Cyclus-Aktivitat stark gehemmt. In hohen Dosen 
angewandt zeight das Testosteren und Norandrostenolon eine geringe Hemmungs- 
wirkung, wahrend das Progesteron unwirksam ist. Die Glykocorticoide iiben ihre 
Hemmungswirkung such in vitro aus, jedoch nur in wesentlich hoheren Konzen- 
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trationen. Durch Vorinkubation mit einem Gewerbshomogenisat kann die in vitro 
beobachtete Hemmungwirkung stark geqteigert werden. 

Die erhaltenen Ergebnisse werden im Zusammenhange mit der antiphlogistichen 
Wirkung der Glykocorticoide besprochen. 
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