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Table II. l~luorescence emission attributable to reduced pyridine 
nucleotide and acid secreted by 2 frog gastric mucosae 

Time Fluorescence H+ Fluorescence H + 
(min) emission secreted emission secreted 

(relative (/~ Equiv.) (relative (/~ Equiv.) 
intensity) intensity) 

(A) (B) 

0 I00 100 

5 95.6 } 97.8 } 
10 93.8 0,68 94.5 0.72 
15 93.1 91.6 

20 92,6 ) 90.3 } 
25 92 } 0.46 90.31 0.42 
30 91,5 J 90.0 

38 90.8 / 89.8 | 
40 90.6 [ 0.42 90.7 / 0.38 
45 9O.6 J 90.9 
50 90.6 / 91.4 / 
55 90.1 ~ 0.42 91.6 [ 0.40 
60 89.9 / 91.4 J 

65 89.4 | 91.4 
70 89 } 0.30 91.4 / 0.40 
75 89 j 90.7 

80 88.5 | 90.5 ) 
85 88 } 0.24 89.8 } 0.40 
90 88 J 89.8 J 

in paral le l  wi th  the  a m o u n t  of acid secreted.  This  m a y  be  
seen f rom Table  I I ,  which gives t he  t ime  course of the  
in tens i ty  of the  f luorescence emission and  the  acid 
secreted by  2 mucosae.  

These exper iments  demons t r a t e  the  possibi l i ty  of 
s tudy ing  the  level  of the  to ta l  reduced pyr id ine  nucleot ide  
in i n t ac t  gastr ic  mucosa  dur ing  the  process of acid secre- 
t ion.  I t  would  appear  f rom t h e  resul ts  t h a t  there  is an  
associat ion be tween  t h e  level  of in t racet lu tar  reduced 
pyr id ine  nucleot ide  and the  ra te  of acid secretion, as 
impl ied  in the  redox theo ry  of CONWAY and BRADYL 
This  associat ion deserves fur ther  inves t iga t ion  4. 

Zusammen[assung. In  Magensch le imhaut  des Frosches 
wird das Nico t inamid-aden in-d inuc leo t id  nur  im oxydier -  
t en  Zus tand  gefunden.  Die  Absonderung  der  Sgture in 
der  Sch le imhau t  scheint  yon  der  Konzen t r a t i on  des re- 
duz ie r ten  Pyr id innuc leo t ids  abh/ingig zu sein. 
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D i e  W i r k u n l ~  v o n  P r o g e s t e r o n  u n d  P r o g e s t e r o n -  
m e t a b o l i t e n  auf das  W a c h s t u m  v o n  e m b r y o n a l e m  

K n o r p e l  i n  vitro  

N a c h  S. MUROTA und  Mi ta rbe i te rn  en t s tehen  bei Zusatz  
von  Cortisol zu e m b r y o n a l e m  Knorpe l  in v i t ro  l l f l -  
Hydroxyandros ten -3 ,17-d ion ,  5fl-Dihydrocort isol  und 3~- 
OH, 5f l-Tetrahydrocort isol  L Diese Metabol i ten  zeigen die 
fiir Cortisol charakter i s t i schen W i r k u n g e n  auf den 
embryona len  Knorpe l  n ich t  m e h r  a& MUROTA et  al. fan- 
den  wei terhin,  dass Knorpe l  Proges teron in 5fl-Dihydro- 
progesteron,  in 3x-OH, 5f l -Tet rahydroproges teron und  in 
5/?-Pregnan-3~, 20fl-diol f iberf i ihr t ;  Angaben  fiber die Wir-  
kung  dieser Metabo l i t en  werden  n ich t  gemaeh t  4. I m  An- 
schluss an Arbe i t en  fiber den  Einf luss  yon Steroiden auf  
Zellen in v i t ro  6 fanden  wit,  dass Proges te ron  das organo-  
typ ische  W a c h s t u m  des Knorpels  in v i t ro  charakter i s t i sch  
ver~tndert. W i t  un te r such ten  eine Re ihe  yon  Pregnen-  und 
P regnan-Der iva ten ,  da run t e r  zum Tell  auch  die yon  
MUROTA beschr iebenen Proges te ronmetabo l i t en .  

~Iethode. F e m u r  und  T ib ia  yon  7 Tage  bebr i i t e ten  
H i i h n e r e m b r y o n e n  wurden  withrend 8 Tagen  in Carrel- 
f laschen geziichtet .  P ro  H i n t e r e x t r e m i t ~ t  wurde  je  eine 
Carrelflasche verwende t .  Das feste N~hrmil ieu  bes tand  
aus 1,5 ml  0,5% Agar  in Medium 199 (Difco) und Gey- 
scher L6sung 1:1, und aus 0,5 ml  flfissigem Milieu, 
Medium 199 mi t  Zusatz  yon 0 ,138% NaHCOn. Die zu 
prf i fenden Verb indungen  wurden  im fltissigen Milieu ge- 
15st. Dieses wurde  bei  Versuch  und Kont ro l te  nur  einmal,  
n~imlich a m  4. Tag, erneuert .  Am 8. Tag  wurden  die 
K o n t u r e n  der  Knorpe l  m i t  Hilfe  eines Pro jek t ionsap-  
para tes  gezeichnet  und die Bi lder  ausgemessen.  N a c h h e r  
wurden  die Knorpe l  nach  kurzem Waschen  mi t  A q u a  

bidest,  w~hrend 10 Tagen  bei 80 °C getrocknet ,  Anschlies- 
send erfolgte die W~igung und B e s t i m m u n g  des Stick- 
s toffgehal tes  nach  KJEImAnL. 

Es  wurden  5 E m b r y o n e n  pro Versuch  (n) ve rwende t .  
Ff i r  die ]3es t immung der  pha rmako log i schen  W i r k u n g  
wurden  die S u m m e  der  Lgngen-  und  FtRchenmasse,  das 
To ta l  des Troekengewich tes  und  des St icks tof fgewichtes  

a Den in der Axbeit aufgef~hrten Trivialnamen entsprechcn folgende 
Verbindungen: 

5fl-Dihydroprogesteron 
5~-Dihydroprogesteron 
30¢-OH, 5/J-Tetrahydroprogest eron 
3fl-OH, 5fl-Tetrah ydroprogesterou 
30{- O H, 5c(-Tetrahydroprogesteron 
3fl-OH, 50t-Tetrah ydroprogesteron 
20c¢-0H-Dihydroprogesteron 
20fl- OH-Dihydroprogesteron 
3t tfl-Hydrox yprogesteron 
17c¢-H ydroxyprogesteron 
llfl, 170~-Dihydroxyprogesteron 

S. MUROTA, M. Smmwg und B. 
117,424 (1966). 

5fl-Pregnan-3, 20-dion 
= 5c~-Pregnan-3, 20-dion 

5/5-Pregnan-30t-ol-20-on 
5fl-Pregnan- 3fl-ol-20-on 
5a- Pregnan-30t-ol-20-on 

= 5~¢- Pregnan-3fl-ol- 20-on 
= Al *- Pregnen-20cc-ol-3-on 
= Lj 4-Pregnen-20fl.ol-3-on 

z~4-Pregnen-tlfl-ol-3,20-dion 
= A14-Pregnen-17a-ol-3,20-dion 

Al4-Pregnen-llfl, 170~-diol-3, 20- 
dion 
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Wirkung verschiedener Progesteronderivate auf das Wachstum yon embryonalem Htihnerknorpel in vitro. Konzentration der geprtiften 
Steroide 1,0 y/ml N fihrmedium 

n L/inge ~ Fliiche * Trocken- Stickstoff- Quotient Trockengewicht]Stiekstoff- 
gewieht ~ gewicht ~ gewieht 

Kontrolle Versueh p b 

Progesteron 4 51 ~ 0,5 39 -b 0,5 43 ~ 1,9 53 ± 2,2 10,22 ~ 0,09 8,50 ~ 0,17 < 0,01 

5fl-Dihydroprogesteron 6 72 ~ 1,4 63 ~ 2,3 67 d: 2,3 76 :~: 3,3 10,73 ~ 0,15 9,32 ~ 0,18 <7 0,01 
50t-Dihydroprogesteron 4 101 4- 3,2 104 -4- 3,2 111 4- 2,6 112 4- 3,2 9,82 :l: 0,18 9,78 =I= 0,16 

3~t-OH,5fl-Tctrahydro- 4 66 ~ 2,2 58 4- 3,4 61 4- 1,7 71 4- 1,5 11,26 4- 0,14 9,83 q- 0,08 <7 0,01 
progesteron 

3fl-OH,5/~-Tetrahydro- 4 90 ± 1,5 85 4- 2,7 85 4- 2,9 88 4- 2,2 11,32 4- 0,11 10,91 ~ 0,18 
progesteron 

30t-OH,50t-Tetrahydro- 4 89 4- 3,9 90 4- 3,9 91 4- 6,1 94 -4- 5,1 11,15 4- 0,34 10,86 4- 0,34 
progesteron 

3fl-OH,50~-Tetrahydro- 4 97 4- 1,0 98 -4- 1,2 101 4- 1,7 98 4- 3,2 11,90 4- 0,17 12,20 :k 0,17 
progesteron 

20fl'OH-Dihydroprogesteron 4 63 4- 3,4 54:1:3,9 60 4- 4,3 68 4- 4,3 10,87 4- 0,17 9,73:1:0,13 <7 0,01 
20~-OH-Dihydroprogesteron 4 84 ~ 1,0 83 4- 2,1 79 4- 1,7 77 4- 2,4 10,88 4- 0,15 11,04 4- 0,10 

ll~-Hydroxyprogesteron 6 84 :L 0,8 79 4- 2,4 102 4- 3,4 108 =1= 3,4 9,04 4- 0,21 8,51 4- 0,11 0,04 
17~-Hydroxyprogesteron 4 95 4- l f i  94 4- 1,9 96 4- 2,9 98 4- 3,1 11,41 4- 0,08 11,13 :[: 0,16 
llfl,17~-Dihydroxyprogesteron 4 81 4- 1,4 67 ± 1,7 90 ~ 2,2 92 4- 1,2 9,04 4- 0,20 8,91 4- 0,20 

Mittelwerte aus n-Versuchen =i= Standard-Abweichung des Mittelwertes. Die einzelnen Werte sind Prozentzahlen der entsprechenden 
Kontrolle. ~ Irrtumswahrscheinlichkeit beim Vergleich Versuch-Kontrolle. 

herangezogen.  Zum pharmakolog ischen  Versuch d ien ten  
die F e m u r -  und T ib ia -Knorpe l  der  einen Ex t remi t / i t ,  als 
Kontro l le  die Knorpe t  der  andern  E x t r e m i t / i t  des gleichen 
Embryos .  

Resultate. Wie aus der  Tabel le  hervorgeht ,  h e m m t  
Proges teron das Knorpe lwachs tum,  wobei das Gesamt-  
t rockengewicht  stRrker he rabgese tz t  wird als der  St ick-  
s toffantei l ;  das Organ zeigt  un te r  Progesteroneinf luss  ein 
bindegewebeart iges,  gelbliches Aussehen. Eine  /ihnliche 
Herabse tzung  des Verhitl tnisses yon  Trockengewich t  zu 
St icks toffgehal t  bewirken auch die Proges te ronmetabo-  
li ten 5fl-Dihydroprogesteron,  3~-OH,5/5-Tetrahydropro-  
gesteron und das 20f l -OH-Dihydroprogesteron.  

l l f l - H y d r o x y p r o g e s t e r o n  bewi rk t  keine Verminde rung  
des Trockengewichtes  ; eine leichte Ve rmehrung  des Stick- 
stoffgehalts  is t  vo rhanden  (Unterschied mi t  e inem _P yon 
0,04 gesichert).  Bei  Anwesenhe i t  einer zus~tzl ichen Hy-  
droxylgruppe  in 17~-Stel lung kann  auch diese geringe 
Vermehrung  des St icks toffgehal ts  n icht  mehr  beobach te t  
Werden. Alle anderen  erw/ ihnten Progesteronderivate 
hemmen,  wenn  i~berhaupt,  das  V~rachstum nur  gering- 
gradig, ohne den s t ickstoffhal t igen AnteiI  im Knorpe l  zu 
erh6hen. 

Disknssion. Nach  MUROTA et  al. 4 bi lden sich aus Corti-  
sol, Proges te ron  und Tes tos te ron  im Knorpe l  Metabol i ten,  
die in den Ringen  A/B  fiir alte 3 Beispiele gteichart ig  
Stereospezifisch reduz ie r t  sind. Sowohi  die aus Cortisot 
ea t s tehende  5fl-Dihydro- als auch die 3c¢-OH,5//-Tetra- 
hydro -Verb indung  erwiesen sich als n ich t  m e h r  cortisol- 
ar t ig wirksam.  En t sp rechende  P roges te ronmetabo l i t en  
Verhalten sich somi t  versch ieden:  Sie sind an Knorpe l  in 
vi t ro  progesteron~hnlich,  wogegen die in 5-Ste l lung und 
in 3- und 5-Stel lung konf igura t iv  abweichenden I someren  
Wirkungslos sind. Von den beiden in der  Se i tenke t te  re- 
duzier ten Verb indungen  ist  es nur  das 20/%Hydroxy- 
progesteron,  welches eine s ignif ikante  re la t ive  Vermeh-  
rung des St ickstoffgehal tes  bewirk t  und d a m i t  proge-  

s te ronar t ig  ist. l l / % H y d r o x y l i e r u n g  schw~icht die proge-  
s te ronar t ige  "Wirkung ab, 17a -Hydroxy l i e rnng  b r ing t  sie 
ganz zum Verschwinden.  

MUROTA et  al. n e h m e n  auf  Grund  ihrer  Versuche an, 
dass der  Knorpe l  in v i t ro  zun~chst  die 5/%Dihydrover-  
bindu ngen, daraus  die 3~-OH, 5f l -Te t rahydroverb indungen  
reduziert ,  worauf  aus le tz te rem im Falle  yon Proges te ron  
durch Se i t enke t t en reduk t ion  das 5/~-Pregnan-3~,20fl-diol 
en t s t eh t  4. Dieses P r~pa ra t  s t and  uns n ich t  zur Verft igung.  

Wor in  auch i m m e r  die d i rekte  Wi rkung  yon  Steroid-  
hormonen  auf  das Knorpe lwachs tum bestehen mag, so 
erscheint  es uns bedeu tsam,  dass im Fal le  yon  Cortisol  
berei ts  die erste Redukt ionss tu fe  zum unwi rksamen  oder  
in seiner W i r k u n g  nicht  mehr  erfassbaren Steroid fiihrt .  
I m  Fal le  von  Proges teron  sind die ersten zwei am Knorpe l  
f e rmen tbed ing t  en ts tehenden,  reduzier ten  Metabol i ten ,  
n icht  aber  ihre S te reo isomeren  noch durchaus  proge-  
s te ronar t ig  wirksam.  Ob Proges te ron  erst  nach  vollst~tndig 
durchgef t ihr ter  R e d u k t i o n  zu e inem an Knorpe l  unwirk-  
samen  Steroid  wird, miissen wei tere  Versuche  abkl/Lren. 

Summary. E m b r y o n i c  chick bones were  cu l tu red  in 
v i t ro  in t he  presence of proges te rone  and of u series of 
proges te rone  metabol i tes .  I t  was found t h a t  only  5/~- 
pregnane-3,20-dione,  3~-hydroxy-5~-pregnane-20-one,  and 
A4-pregnene-20fl-ol-3-one inf luence the  g rowth  of bones 
in v i t ro  in a m a n n e r  s imilar  to progesterone.  All o the r  
inves t iga ted  proges terone  metabo l i t es  exer t  e i ther  a 
di f ferent  or  no demons t rab le  ac t ion  on bone  growth.  
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