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ages of readings from homologous reactions. An R value
of 1 corresponds to the homologous reaction.

reading: serum A vs antigen B
N reading: serum A vs antigen A

reading: serum B vs antigen A
reading: serum B vs antigen B

One-sided cross reactions (R = 0) were observed with
antisera of types 2 (antigens 5 and 7), 4 (antigens 3, 5, 6,
7 and 10), 10 (antigen 5) and 13 (antigen 5). The readings
corresponding to these reactions did not exceed 109, of
the readings obtained with homologous antigen, except
those of antiserum type 2 with antigen type 7 (32%);
antiserum type 4 with antigen types 3 (31%), 7 (18%)
and 10 (1219%,); and antiserum type 10 with antigen type
7 (19%).

An absolute precision of about 4+ 3 fluorometer scale
readings can be achieved, the relative error thus depend-
ing on the absolute value of fluorometer readings.

Since both type-specific and group-specific antigens
give immunoprecipitates in the Ouchterlony test5-%, and
adenovirus virions are agglutinated by type-specific anti-
bodies®, the fluorescent precipitin test undoubtedly
measures all these antigens when present in a crude
preparation. The observed cross reactions thus include
not only real crossings between type-specific adenovirus
antigens but also must reflect the presence of some group-
specific sites in the preparations tested. It is noteworthy
that the greatest reciprocal cross reaction in our experi-
ments was observed between types 3 and 7a adenovirus
antigens, two types in which the serological relationship
has been well established1®-15. Recent data suggest that
besides the type-specific antigen of adenoviruses, the
group-specific antigen also contains type-specific sites
probably different from those of type-specific anti-
gen1%-18 The preponderance of type-specific binding sites
in each of the crude antigen preparations tested might be
responsible for the relative type specificity of the fluores-
cent precipitin test. It should be emphasized that the
values of R presented in the Table indicate relative type
specificity in the fluorescent precipitin test in spite of the
quantitative differences in the preparations.

ACTH-Stimulierung der Corticosteroidbiosyn-
these durch Freisetzung «gebundener»
21-Desoxypregnene

Nach Hav~NEs und BERTHET!- 2 beruht die Stimulierung
der Corticosteroidbiosynthese durch ACTH auf einer ver-
mehrten Bereitstellung des fiir die Steroid-Hydroxylie-
rung benétigtend-¢ NADPH. Koritz und PERONS postu-
lierten einen zusatzlichen ACTH-Effekt, der auf der Frei-
setzung «gebundener» Endogenprikirsoren der Cortico-
steroide beruht.

Eigene Untersuchungen iiber die in vitro Biosynthese

von 4-Cl%-Corticosteroiden aus 4-C14-Cholesterin und 4-

Cl4-Progesteron geben Anlass zu der Annahme, dass
ACTH den Abbau von 21-Desoxypregnenen ermoglicht,
welche nach ihrer Bildung aus Cholesterin in intaktem,
adrenalem Rindengewebe zunéchst in einer Form vorlie-
gen, in der sie der Corticosteroidsynthese ohne Konditio-
nierung durch ACTH nicht zugénglich sind.
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The greatest advantages of the present method are the
high sensitivity combined with high precision (about
+ 5% under the usual conditions) and the possibility of
directly measuring the interrelationships between anti-
gens and antibodies.

Zusammenfassung. Es wird die Anwendung eines quan-
titativen Fluoreszenz-Prazipitin-Tests fiir Adenovirus-
Antigene beschrieben. Die Methode wurde fiir 11 ver-
schiedene Adenoviren angewendet und hat sich als
relativ typenspezifisch erwiesen.
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Schnitte (0,5-1 mm? Wiirfelchen) der dusseren Rinden-
zonen frischer Rindernebennieren wurden in Krebs-Rin-
ger-Bikarbonat-Glukose-(KRBG)-Losung unter stdndi-
gem Begasen mit 959% O, + 5% CO, bei 37°C in einer
Schiittelapparatur inkubiert. Nach Vorinkubationen von
30 min und — nach Erneuerung des Mediums — von weite-
ren 15 min Dauer wurde je Ansatz 1 g Gewebe in 10 ml
frischer KRBG-Losung mit 1,6 uCi (150 ug) 4-C*-Chole-
sterin bzw. 4-C1¢-Progesteron 120 min lang inkubiert. Pro
Ansatz wurden zu Beginn der Hauptinkubation 8 IE
ACTH («Cortrophine» Organon) zugesetzt. Der Prozent-
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satz der inkorporierten Priakursor-Radioaktivitit wurde
in den aus Gewebe -+ Medium isolierten Corticosteroiden
Progesteron (P), Cortexon (DOC), Corticosteron (B), Aldo-
steron (ALD), 17«-OH-Progesteron (OH-P), 17«-OH-
Cortexon (S), Cortisol (F) und Cortison (E) bestimmt. An
anderer Stelle wurden die Methoden eingehend beschrie-
ben, und die Eignung der Versuchsanordnung fiir Regula-
tionsstudien diskutiert®.

Nach Kontrollinkubationen wurden die héchsten An-
teile der eingesetzten 4-C14-Cholesterin-Radioaktivitit in
den 21-Desoxypregnenen P und OH-P gemessen, wihrend
in den Synthesezwischen- und -endprodukten nur relativ
geringfiigige Anteile festgestellt wurden (Figur la). Um-
gekehrt wurde eingesetztes 4-C!4-Progesteron fast voll-
stindig umgesetzt, in OH-P wurden minimale Anteile der
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Fig.1. Inkorporation der Prikursor-Radioaktivitit [(a) 4-C'%-Chole-
sterin; (b) 4-C'4-Progesteron] in die Corticosteroide (9% /g Gewebe/
120 min).

Prikursor-Radioaktivitdt gemessen, und dic hochsten
Einbauraten wurden fiir die Syntheseendprodukte B und
F ermittelt (Figur 1b). Wahrend exogenes Progesteron
und daraus entstandenes OH-P offenbar spontan in die
Syntheseendprodukte umgewandelt werden, scheint die
21-Hydroxylierung der aus exogenem Cholesterin ent-
standenen 21-Desoxypregnene P und OH-P gehemmt zu
sein, sie werden angestaut und die Ausbeute an Synthese-
endprodukten ist relativ gering. Ein Vergleich® des aus
der Inkubation von 4-C1%-Cholesterin mit NNR-Homoge-
nat? erhaltenen Corticosteroid-Synthesemusters mit dem
aus der Inkubation von 4-C*-Progesteron mit NNR-
Schnitten erhaltenen ergab andrerseits vollige Uberein-
stimmung. Danach existiert die Einschrankung der Corti-
costeroidbildung aus Cholesterin nur in intaktem Neben-
nierenrindengewebe. Die Annahme einer an intakte Ge-
webestrukturen gebundenen, relativen Hinderung der
Corticosteroidsynthese aus Cholesterin wird gestiitzt
durch Ergebnisse von SANDOR, LLAMOUREUX und LaN-
THIER®, wonach 4-C14-Cholesterin durch Homogenat, nicht
aber durch Schnitte aus Entennebennieren zu 4-Cl4-
Corticosteron umgesetzt wird.

ACTH stimulierte die Bildung von B, F, E und ALD
bei der Umsetzung von 4-C!4-Cholesterin, hatte keine si-
gnifikante Wirkung auf die Synthese von DOC, OH-P und
S und bewirkte einen Abbau des angestauten P (Figur 2a).
Keinerlei Effekt zeigte ACTH auf die Corticosteroidbil-
dung aus 4-C'4-Progesteron (Figur 2b). Diese Befunde
unterstiitzten die Annahme anderer Autoren®-11, dass der
Angriffspunkt des ACTH im Synthesebereich zwischen
Cholesterin und Pregnenolon liegt.

Die unter Kontrollbedingungen und unter ACTH-Ein-
wirkung erhaltenen Ergebnisse zeigten, dass 21-Desoxy-
pregnene, die in intaktem NNR-Gewebe aus Cholesterin
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gebildet wurden, der Corticosteroidbildung nicht ohne
weiteres zugénglich sind, und dass ACTH diese moglicher-
weise in gebundener Form vorliegenden Verbindungen fiir
die nachfolgenden Synthesereaktionen konditioniert. Bei
spontanem Ablauf der Synthese (Prékursor 4-C4-Proge-
steron) bleibt ACTH ohne Wirkung. Da die relative Hem-
mung der Corticosteroidformation aus Cholesterin an-
scheinend nur in intaktern NNR-Gewebe existiert, sollte
nach Zerstérung der Gewebestrukturen ebenfalls eine
Stimulierung durch ACTH nicht mehr moglich sein. Tat-
sdchlich konnte die in vitro Corticosteroidbiosynthese aus
exogenem Cholesterin oder endogenen Prikursoren nach
Homogenisierung 2-13oder Einfrieren!4% der verwende-
ten Gewebe nicht mehr stimuliert werden1s.
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Fig.2. Effekt von ACTH auf die Inkorporation der Prikursor-
Radioaktivitit [(a) 4-C'*-Cholesterin; (b) 4-C'*-Progesteron] in die
Corticosteroide.

Summary. Impairment of 21-hydroxylation was ob-
served when 4-Cl4-cholesterol was transformed into 4-C14-
corticosteroids in slices of bovine adrenal cortex, whereas
corticosteroid synthesis from 4-Cl4-progesterone pro-
ceeded freely. ACTH stimulated corticosteroid formation
from 4-C!4-cholesterol but not from 4-C!'-progesterone.
It is therefore suggested that ACTH facilitates the «re-
lease» of 21-desoxypregnenes, which are present in a
«bound» form after synthesis from cholesterol in intact
adrenocortical tissue, and which are unavailable for the
following reactions without conditioning by ACTH.

D.LoMMER!® und H.P. WOLFF

I1. Medizinische Klintk und Poliklinik dev Universitit
des Saarlandes, 665 Homburg (Deutschland), 2. Mai 7966.

¢ D.Lommer and H. P. WorFF, Steroids 7, 213 (1966).

7 A.CarBaLLEIRA and E.H. VENNING, Steroids 4, 329 (1964).

8 T.SANDOR, J.LaMoUREUX and A, LANTHIER, Steroids 6, 143 (1965).

9 D.StonE and O. HecHTER, Arch. Biochem. Biophys. 57, 457 (1954).

16 S, L1, Problemy’ Iindokr Gormonoter 3, 65 (1964).

11 G.C.KaraBovas and S.B. Koritz, Biochem. 4, 143 (1965).

12 E.Rercy and A.L.LEHNINGER, Biochim. biophys. Acta 77, 136
(1955).

18 F.W. Kaunt und R.NEHER, Helv. chim. Acta 48, 1457 (1965).

14 R.Hav~Ees, K.Savarp and R.I. DorFMAN, J. biol. Chem. 207, 925
(1954).

15 Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. Tech-
nische Assistenz: E.Nerap. Wir danken Herrn Dr. K. ZENTZ
(Stddt. Schlacht- und Viehhof Neunkirchen, Saar) fiir die Bereit-
stellung frischer Rindernebennieren.

18 Gegenwirtige Adresse: Syntex Research Institute of Hormon
Biology, Stanford Industrial Park, Palo Alto, California, USA.



