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Der Einfluss einiger C~-Steroide auf die Wassereinlagerung in wachsenden embryonalen Knorpeln 
in vitro 

E m b r y o n a l e r  Knorpe l  in e inem syn the t i s chen  Nghr-  
m e d i u m  n i m m t  nach  BIGGERS et al: ~ bei gu tem W a c h s t u m  
progred ien t  Wasse r  auf. SCHRYVER 2 und REYNOLDS 3 
konn ten  diese Hydra t i s i e rung  durch  Zufiigen geringer 
Konzen t r a t i onen  yon Cortisol zum N/~hrmedium hem-  
men.  Die in der  Arbei t  von  SCHRYVER abgebi ldeten,  in 
vi t ro  mi t  0,01 ~g/ml Cortisol behande l t en  Knorpe l  zeigten 
regelm/issige, kleine Chondroblas ten ,  durch  eine uni forme 
Matr ix  vone inande r  ge t rennt .  Die en t sp rechenden  un-  
behande l t en  Chondrob las ten  lagen in gr6sseren Ausspa-  
rungen  und  waren  von einer  unregelm/issig bre i te ren  Ma- 
t r ix  umgeben .  Das  Trockengewich t  der  Organe und  die 
Aifinit~it fiir Toluidinblau waren  bei  Versuchs-  und Kon-  
t ro l lku l turen  gleich. SCHRYVER n a h m  deshalb  an, dass  
die haupts/~chliche Wi rkung  yon  Cortisol die H e m m u n g  
der  Wassere in lagerung ist  und  dass wahrschein l ich  n u r  
eine ger inggradige oder  gar keine H e m m u n g  der  Chon- 
drogenese vorliegt.  REYNOLDS land,  dass  das Knorpelge-  
webe H ydroxyp ro l i n  ins Medium abg ib t  und dass  hydra t i -  
s i e rungshemmende  Cor t i so lkonzent ra t ionen diese Hy d ro -  
xypro l inabgabe  ve rmindern ,  ein Befund,  der  auch  yon  
DINGL et  al. 4 e rhoben  worden  ist. Wo auch immer  der  
Angriff  yon  Cortisol zu suchen ist, am Tropokollagen-  
aufbau,  an der  Aggregat ion  oder,  wie WEISSMANN und  
FELL s annehmen ,  in der  A b d i c h t u n g  der  Lysosomen  und  
d a m i t  in der  H e m m u n g  von Hydro lasen ,  es b le ib t  das  
in vi t ro  und  in vivo beobach te t e  Ph / inomen  der  Hyd ra t i -  
s i e rungshemmung  und  d a m i t  der  Fes t igung  des kollage- 
nen  Gewebes durch  Cortisol. 

Bei der  Chondrogenese  im syn the t i schen  N~ihrmedium 
gelangen die Steroide  ohne  I n t e r a k t i o n  von  Tr/igerpro- 
te inen  und  ohne  eine eventuel l  vorausgehende  Metaboli-  
s ierung d u t c h  andere  Organe an den  Wirkor t .  Die fiir 
das Auf t r e t en  der  Wi rkung  erforder l ichen Stero ids t ruk-  
t u r m e r k m a l e  lassen sich daher  mi t  dieser Anordnung  
untersuchen .  

Methode. Siehe B. SCHAR 6. 
Resultate und  Diskuss ion .  Von einer H e m m u n g  der  

Wassere in lagerung  kann  gesprochen  werden,  wenn  das 
behande l t e  Organ bei gle ichem Trockengewicht  in der  
P ro jek t ion  eine kleinere Fliiche aufweis t  als seine e n t -  

sprechende  Kontrol le .  Tabelle I zeigt, dass  dies bei  allen 
un te r such ten  A4-3-Keto-l l f l -hydro:~y-C~l-Steroiden der  
Fall  ist, w/ ihrend die en t sp rechenden  11 f l -Desoxyder ivate  
wirkungslos  sind. Aus Tabelle I I  geht  hervor ,  dass zudem 
die aufgef i ihr ten 11f l -Hydroxys tero ide  in e twa dem glei- 
chen Konzen t r a t ionsbe re i ch  wi rksam sind. Die C~7-Seiten- 
ke t t e  muss  v o r h a n d e n  sein, da  z . B .  11f l -Hydroxy-  
andros tend ion ,  ein von  MIJROTA und TAMAOKI 7 in der  
Knorpe lku l tu r  nachgewiesener  Cort isolmetabol i t ,  wir-  
kungslos ist. Die Anwesenhe i t  der  17e- und  21-Sauer- 
s to f funkt ion  sche in t  fiir die W i rk u n g  bedeutungs los  zu 
sein, sofern eine A*-3-Ketogruppierung im Ring A vor-  
handen  ist. Bei den en t sp rechenden ,  im Ring  A ges~tt ig-  
t en  3 -Ke tove rb indungen  jedocb  gewinnt  die 17x-Subst i -  
t u t i o n  an Bedeu tung :  5~-Dihydrocortis01 h e m m t  die 
Hydra t i s i e rung ,  5f l -Dihydrocort isol  ist  unwirksam,  da-  
gegen sind 5 ~- und  5 f l -Dihydrocor t icos teron nur  in h o h e n  
K o n z e n t r a t i o n e n  wi rksam s. 

Soweit  sich dies aufgrund  der  hier e rhobenen  Befunde  
beur te i len  l~isst, ist  die Hydra t i s i e rungshemmung ,  her-  
vo rgebrach t  durch  b e s t i m m t e  P regnenverb indungen ,  an 
S t r u k t u r m e r k m a l e  des Ringes  A, an die Anwesenhe i t  
einer 11f l -Hydroxygruppe  und einer 20-Ketogruppe  ge- 
bunden.  Die F/ihigkeit  der  Knorpelzel le ,  die Steroid-  
s t ruk tu r  enzyma t i s ch  zu ver/ indern,  sche in t  beschr~inkt 
zu sein. Die 20-Ketogruppe  diirfte bei  Anwesenhe i t  yon  
H y d r o x y g r u p p e n  in 11 fl- und  17 e-Ste l lung schlecht  oder  

I j .  D. BIGGERS, R. B. L. GWATKIN und S. HEYNER, Expl Cell Res. 
25, 41 (1961). 

* H. F. SCHRYVER, Expl Cell Res. 37, 327 (1965). 
3 j .  j .  REYNOLDS, Expl Cell Res. ,11, 174 (1966). 
4 j .  T. DINGL, H. B. FELL und J. A. LucY, Biochem. J. 98, 173 

(1966). 
G. WEISSMANN und L. THOMAS, J. exp. Med. 116, 433 (1962). - 
H. B. FELL und L. WEISS, J. exp. Med. 121, 551 (1965). 

6 B. SCH)kR, Experientia 23, 716 (1967). 
7 G.-I. MUROTA und B.-I. TAMAOKI, Biochim. biophys. Aeta J37, 

347 (1967). 
s In Vorbereitung. 

Tabelle I. Wirkung verschiedener z]4-3-Keto-C,i-Steroide auf das Wachstum von embryonalem Htihnerknorpel in vitro 

n L~nge �9 F1/iche �9 Trocken- Stickstoff- Quotient Trockengewicht[ 
gewieht �9 gewieht �9 Stiekstoffgewieht 

Kontrolle Versueh 

Progesteron 5 99 i 1,7 98 4- 0,8 100 4- 1,9 98 -4- 1,9 9,83 4- 0,27 10,10 4- 0,21 
ll~-Hydroxyprogesteron 4 874- 2,4 b 79 4- 3,2 b 105 4- 5,1 106 • 4,4 9,87 q- 0,22 9,83 4- 0,12 

17~-Hydroxyprogesteron 4 95 4- 1,2 94 4- 1,9 96 -b 2,9 98 i 3,1 11,13 q- 0,16 11,41 i 0,08 
11fl, 17~-Dihydroxypr0gesteron 4 80 "+ 1,0 o 68 4- 2,2 b 89 -4- 1,9 93 4- 3,4 9,65 -4- 0,33 9,21 4- 0,41 

Desoxycorticosteron 8 100 4- 1,7 101 4- 3,1 99 4- 4,6 98 4- 2,1 11,27 4- 0,16 11,51 q- 0,59 
Corticosteron 6 85 4- 1,6 b 77 4- 2,1 ~ 109 4- 3,1 111 4- 2,7 9,48 4- 0,09 9,06 4- 0,26 

Reichsteins Substanz S 4 104 4- 4,4 108 4- 2,9 107 4- 3,2 107 4- 2,2 11,25 4- 0,38 11,21 4- 0,43 
Cortisol 6 82 4- 3,2 ~ 76 4- 2,9~ 99 4- 2,7 101 4- 5,2 9,15 4- 0,60 8,92 4- 0,18 

21-Dehydro-Reiehsteins Substanz S 4 101 4- 1,5 97 4- 4,4 99 4- 2,4 97 q- 3,6 11,29 4- 0,38 11,54 4- 0,14 
21-Dehydroeortisol 4 80 4- 1,9 o 70 4- 2,5 ~ 99 4- 3,7 104 4- 4,0 10,62 4- 0,30 10,10 4- 0,24 

Mittelwerte aus n Versuchen 4- Standardabweichung des Mittelwertes. Die einzelnen Werte sind Prozentzahlen der entsprechenden Kon- 
trollen. Irrtumswahrscheinlichkeit beim Vergleich Versuch-Kontrolle fiir b < 0,01, e < 0,001. 
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gar  n i c h t  r eduz ie r t  werden  9. Fi i r  Cort isol  f a n d e n  MUROTA 
und  TAMAOKI keine  Ver~tnderung des S u b s t i t u e n t e n  a m  
C-Atom.  Der  H a u p t m e t a b o l i t  des Cort isols  im Knorpe l -  
gewebe wurde  als 3e, l i B ,  17~, 2 1 - T e t r a h y d r o x y - 5 f l -  
p regnan-20-on  iden t i f i z i e r tL  E r  h a t  ke ine  W i r k u n g  auf  
den  W a s s e r g e h a l t  der  K n o r p e l  in  v i t ro .  

Tabelle II. Wirkung verschiedener A4-3-Keto-llfl-hydroxy-C21 - 
Steroide auf den Hydratationsgrad in Abh/ingigkeit yon der Kon- 
zentration 

0.001 0.01 0.1 1.0 
~xg/ml [xg/ml ~xg/ml  [xg/ml 

ll~-Hydroxyprogesteron 96J_ 3.1 7712.3 794- 3.2 794- 2.4 
P - < 0.001 < 0.01 < 0.001 

884-2.4 664-4.6 68j_2.2 67J_1.7 
P < 0.05 < 0.01 < 0.001 < 0.001 

862_3.2 774-2.1 71=1.5 
P < 0.02 < 0.001 < 0.001 

814-2.9 764-2.9 714-2.0 
P < 0.05 < 0.001 < 0.001 

994-2.0 794-1.9 704-2.5 652_4.1 
P < 0.02 < 0.001 < 0.001 

1 lfl, 17~-Dihydroxy- 
progesteron 

Corticosteron 

Cortisol 

21-Dehydrocortisol 

A u f g r u n d  der  vor l i egenden  Versuche  is t  die A n n a h m e  
nahe l iegend ,  dass  die Knorpelze l le  a n  Steroiden,  welche 
in die W a s s e r r e g u l a t i o n  eingreifen,  lediglich das  im R ing  A 
lokal i s ier te  S t r u k t u r m e r k m a l  verXnder t .  So wird  bei-  
spielsweise das  h y d r a t i s i e r u n g s h e m m e n d e  Cort isol  in  sei- 
nen  diesbezt igl ich i n a k t i v e n  M e t a b o l i t e n  umgewande l t .  
Ob die m i t  d e m  E i n t r i t t  des Wasse r s to f f s  in  5f l -Ste l lung 
v e r b u n d e n e  kon f igu ra t i ve  K n d e r u n g  der  gegense i t igen  
Lage der  A- u n d  B-R inge  auch  bei  den  21-Desoxy-  u n d  
2 1 - D e h y d r o v e r b i n d u n g e n  zu i n a k t i v e n  M e t a b o l i t e n  f i ihrt ,  
mf iss ten  wei tere  U n t e r s u c h u n g e n  ergeben.  

Summary .  E m b r y o n i c  chick  car t i lages  were c u l t i v a t e d  
in a s y n t h e t i c  n u t r i e n t  med ium.  I n  t h i s  e x p e r i m e n t a l  
p rocedure  cort isol  is k n o w n  to reduce  t he  w a t e r  u p t a k e  
of t he  car t i lages.  I t  was  found  t h a t  some C21-steroids 
exe r t  a s imi la r  ac t iv i ty .  Those  of t he  s te ro ids  inves t iga ted ,  
wh ich  i nh ib i t  w a t e r  up take ,  h a v e  in c o m m o n  a A4-3-keto 
group,  a n  11f l -hydroxy group,  a n d  a ke to  g roup  in posi-  
t i on  20; oxygen  func t ions  in  pos i t ions  21 a n d  17~ seem 
to  be  of m i n o r  i m p o r t a n c e  for th i s  ac t iv i ty .  The  poss ib i l i ty  
of these  s teroids  be ing  i n a c t i v a t e d  b y  cel lular  enzymes  
is discussed.  
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M o r p h o l o g i c a l  Arte fac t s  in B i o p s y  S p e c i m e n s  of 

The  p r e sen t  s t u d y  was u n d e r t a k e n  in order  to  descr ibe  
the  his to logical  and  u l t r a s t r u c t u r a l  changes  p roduced  b y  
b iopsy  t e c h n i q u e  in the  tes t i s  t ubu le s  of t he  ra t .  

Material and methods. Ten  a d u l t  a lb ino  ra t s  weighing  
200 g were used for th i s  s tudy .  Fol lowing e the r  anaes thes ia ,  
a l ong i tud ina l  incis ion of t he  t u n i c a  was made,  t he  smal l  
po r t i on  of he rn i a l  p a r e n c h y m a  was r e m o v e d  and  fixed 
in Bou in ' s  so lut ion.  The  tes t i s  on  the  o t h e r  side was 
en t i re ly  r e m o v e d  and  fixed. 3 ~z t h i ck  sec t ions  were 
s ta ined  w i t h  haematoxy l in -eos in ,  H o p a  a n d  Ho tchk i s s -  
McManus.  Some b iopsy  f r a g m e n t s  were f ixed in cold 2% 
o s m i u m  t e t rox ide  buf fe red  accord ing  to MILLONIG 1 and,  
a f t e r  d e h y d r a t i o n ,  were e m b e b b e d  in Ara ld i t e  (Durcopan  
ACH). T h i n  sect ions  were m o u n t e d  on F o r m v a r  coa ted  
grids a n d  e x a m i n e d  in a Siemens  E l m i s k o p  I e lec t ron  
microscope,  a f te r  s t a in ing  w i t h  lead h y d r o x i d e  accord ing  
to KARNOVSKY ~. 

Results. L i g h t  mic roscopy:  T he  tubu le s  of t he  b iopsy  
spec imens  show d e s q u a m a t e d  s p e r m a t o c y t e s  a n d  spe rma-  
t ids  in t h e  l u m e n  (Figure  2). Fissures  are v is ib le  ill t h e  
ep i the l i um of t he  semin i fe rous  t ubu l e s  a n d  t h e y  are 
pe rpend icu l a r  (Figure 2) or para l le l  (Figure  3) to  t h e  
b a s e m e n t  m e m b r a n e .  The  i n t e r s t i t i u m  m a y  be  e d e m a t o u s  
and  some t imes  filled b y  semina l  cells (Figure  3). 

E l ec t ron  mic roscopy :  In  t he  e lec t ron  microscope  des- 
q u a m a t e d  cells in t he  semini fe rous  l umen  of t h e  t ubu l e s  
observed  in t he  l igh t  microscope  a p p e a r  to  be  spe rma-  

the T e s t i s  

tocy tes  and  s p e r m a t i d s  (Figure  4). Large  c lumps  of t he  
apica l  po r t i ons  of Ser tol i  cells, f r a g m e n t s  of p l a s m a  
m e m b r a n e ,  m i t o c h o n d r i a  w i th  p a r t l y  d i sorganized  c r i s tae  
a n d  severa l  swollen vesicles of t he  s m o o t h  endop la smic  
r e t i cu lum are p r e sen t  in  t he  t u b u l a r  l u m e n  (Figure 4). 
The  basa l  po r t i on  of t he  Ser tol i  cells, t h e  s p e r m a t o g o n i a  
of t y p e  A and  B nea r ly  a lways  m a i n t a i n  t h e i r  n o r m a l  
pos i t ion  nea r  the  b a s e m e n t  m e m b r a n e  (Figures 5 and  6). 
The  cel lu lar  c o m p o n e n t s  of t he  s p e r m a t o g o o n s  are well  
p re se rved ;  h o w e v e r  the  p l a s m a  m e m b r a n e  of ten  appe a r s  
to  be  i n t e r rup t ed .  

The  a p p e a r a n c e  of t he  cel lular  ( smoo th  muscle  cells, 
f ibroblas ts )  and  acel lular  c o m p o n e n t s  of t h e  b o u n d a r y  
t i ssue  ( tun ica  propr ia)  is no rmal .  

Discussion. These  f ind ings  show t h a t  t he  b iopsy  tech-  
n ique  of tes t i s  p roduces  morpho log ica l  a r t e f ac t s  in t h e  
semin i fe rous  tubules .  The  m o s t  e v i d e n t  a r t e f ac t  is t he  
presence  of d e s q u a m a t e d  cells in t he  t u b u l a r  lumen .  

E l ec t ron  microscopic  s tudies  8 h a v e  s h o w n  t h a t  in te r -  
cel lular  connec t ions  are  p re sen t  in  t he  basa l  po r t i on  of 
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