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Aus den wissenschaftlichen Laboratorien der Ciba Aktiengesellschaft Basel

Vergleich der celluliiren Wirkung verschiedener Steroide
in vitro und in vivo |

Yon R. Meier, F. Gross, P. Desaulles und B. Schir

Nach verschiedenen Angaben der Literatur und auf Grund eigener
Arbeiten kann kein Zweifel dariiber bestehen, daB3 verschiedene Steroide
direkte Wirkungen auf Bestandteile des mesenchymalen Systems aus-
iiben. Bereits die fritheren Arbeiten von v. Méllendorff u. a. (18, 19, 12)
haben gezeigt, daf} bestimmte Steroide das Wachstum und die Vermeh-
rung von Fibroblasten in der Gewebekultur beeinflussen und zum Teil
auch charakteristische Storungen der Mitose hervorrufen. Eine wachs-
tumshemmende Wirkung ist dabei sowohl fiir einzelne Nebennieren-
rindenhormone als auch fiir androgene und 6strogene Wirkstoffe nach-
weisbar. Daf} auch am Tier gewisse Steroide eine Wirkung auf das Binde-
gewebswachstum besitzen, wurde ebenfalls schon vor lingerer Zeit be-
obachtet. Es sei nur an die eigenartigen Befunde von Lipschiitz (13)
erinnert, der die Bildung von mesenchymalen Tumoren nach Anwen-
dung hoher Ostrogendosen am Meerschweinchen beschrieben hat. Wei-
terhin besitzen die Ostrogene Wirkungen auf das Knochenwachstum,
wie aus Untersuchungen von Simpson, Silberberg, Follis u. a. (29, 30,
28, 4, 9) bekannt geworden ist. Ferner sind hier die Beobachtungen
von Selye (24, 25) zu erwihnen, der gezeigt hat, daBl Desoxycorticosteron
in hohen Dosen unter bestimmten Bedingungen eine Férderung binde-
gewebiger Reaktionen hervorrufen kann.

Einen neuen Aspekt haben diese Befunde dadurch erhalten, daf3 durch
Untersuchungen von Ragan, Blunt, Baker, Taubenhaus (21, 22, 2, 1,
31, 6) sowie in eigenen Versuchen (16, 17) festgestellt werden konnte,
dafl dem Cortison typische Hemmwirkungen auf das Bindegewebe und
wahrscheinlich auch auf andere cellulire Elemente zukommen. Von
Meier u. Mitarb. (17) wurde besonders darauf hingewiesen, daB fiir die
Beeinflussung des Bindegewebswachstums bei lokaler und allgemeiner
Anwendung dhnliche Konzentrationen notwendig sind, so da3 zwischen
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den bei verschiedener Applikation auftretenden Effekten eine weit-
gehende Analogie des Wirkungsmechanismus zu bestehen scheint. Diese
SchluBfolgerung ist nur auf Grund quantitativer Vergleiche moglich,
da nur dann eine Analogie zwischen den Wirkungen bei allgemeiner und
lokaler Applikation angenommen werden kann, wenn dafiir etwa gleiche
Konzentrationen am Wirkungsort erforderlich sind. Solange in friiheren,
mehr qualitativen Untersuchungen dieser Nachweis nicht gefiihrt war,
lieB sich nicht ausschlieBen, daB} bei lokaler oder allgemeiner Anwendung
die Wirkung durch verschiedene, teils indirekte Mechanismen ausgelost
wird. Es wird auf diese Frage im einzelnen noch zuriickzukommen
sein.

Auf Grund der vorliegenden Literatur ergeben sich einige bemerkens-
werte Unterschiede zwischen den Befunden in vitro und in vivo. Zwar
wirken einige der untersuchten Steroide, z. B. das Cortison, in der Ge-
webekultur und am Tier «gleichsinnig» auf gewisse Bindegewebs-
elemente, jedoch finden sich in den bisher vorliegenden Resultaten
mit anderen Stoffen merkwiirdige Widerspriiche. So besitzt z. B. das
Desoxycorticosteron nach Untersuchungen von v. Méllendorff, Cornman
u. a. (19, 3) in vitro eine deutlich hemmende Wirkung auf das Zellwachs-
tum, die stirker sein kann als diejenige von Cortison, wihrend es am
Ganztier nach den Befunden von Selye und anderen Autoren (24, 25,
20, 31) die Bindegewebsbildung anregt. Auch bei einzelnen Steroiden
der Sexualhormonreihe liegen die Verhiltnisse dhnlich, wenn auch die
Abweichungen vielleicht nicht so eindeutig sind wie beim Desoxycortico-
steron (31, 32).

Diese Beobachtungen veranlaBiten die Untersuchung verschieden-
artiger Steroide der Nebennierenrinde und der Keimdriisen hinsichtlich
ihrer Wirkungen auf verschiedene Gewebe in vitro und am Tier, und
zwar sowohl bei lokaler als auch bei allgemeiner Applikation. Das Ziel
der Versuche war es, festzustellen, welche Wirkungen dieser Steroide
als direkte und welche als indirekte bzw. nur unter bestimmten experi-
mentellen Bedingungen auftretende anzusehen sind.

Diese Uberlegung erscheint besonders deswegen von Bedeutung, weil
es bei den verschiedenen Reaktionen des Bindegewebes wie etwa der
Abszeflbildung oder der Bildung eines Granuloms durchaus maglich ist,
daB3 bestimmte Komponenten fiir die Reaktion von besonderer Wichtig-
keit sind, ohne daB ihre ausschlaggebende Bedeutung aus dem kom-
plexen Material hervorgeht, welches im allgemeinen fiir die histologische
Untersuchung zur Verfiigung steht.

Aus diesem Grund wurden verschiedene Zellen des mesenchymalen
Systems in vitro und in vivo untersucht, und zwar Leukocyten, Chondro-
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blasten und GefiBfibroblasten. Fiir die in-vitro-Versuche wurden im
allgemeinen Zellen vom Huhn, vereinzelt auch solche von anderen Tier-
arten herangezogen. Gegeniiber einer verallgemeinernden Beurteilung
der an Zellen verschiedener Tierarten erhobenen Befunde kénnen zu-
nichst gewisse prinzipielle Bedenken geduflert werden, doch lassen die
Befunde fritherer Arbeiten erkennen, daB3 zumindest in den meisten
Fillen eine Ubereinstimmung zwischen den an Vogel- und S#ugetier-
zellen erhobenen Resultaten vorhanden ist. Gewisse allgemeine Schluf}-
folgerungen kénnen somit wohl gezogen werden.

Von den verschiedenen bekannten Steroidhormonen wurden in erster
Linie Cortison, Desoxycorticosteron, Substanz S, Testosteron, Ostradiol
und Progesteron vergleichend in den einzelnen Testen untersucht.

In vitro wurde die Wirkung der verschiedenen Steroide auf folgende
Zellfunktionen untersucht:

1. auf die Auswanderung der Leukocyten;

2. auf qualitative und quantitative Anderungen der Zellteilung, ge-
priift an Verinderungen und Zahl der Mitosen im 8-Stunden-Test;

3. auf Fibroblasten- und Chondroblastenwachstum im 7 Tage dauern-
den Wachstumstest, wobei Grofie und histologisches Verhalten der Kul-
turen bestimmt wurden. _

Bei den in-vitro-Versuchen wurde im allgemeinen an Deckglaskulturen
oder an Kulturen in Carrel-Flaschen gearbeitet. Die Steroide wurden
als Mikrokristallsuspensionen dem Nihrmedium zugesetzt. Nur die-
jenigen Konzentrationen, die unterhalb der Loslichkeitsgrenze liegen,
d. h. etwa um 107, sind somit als echte Konzentrationsangaben zu
werten, wihrend es sich bei den hoheren um gesittigte Lésungen han-
delt, deren Endkonzentration zwischen 10™* und 1073 liegen diirfte.

Die Tierversuche wurden an Ratten durchgefiihrt, wobei sowohl die
Allgemein- als duch die Lokalwirkung der Steroide in verschiedenen
Testen gepriift wurde. Folgende Versuchsanordnungen schienen geeig-
net, Auskunft iiber die Wirkung einzelner Steroide auf verschiedene
Gewebsfaktoren zu geben:

1. das durch Fremdkérperimplantation hervorgerufene Granulom,
entsprechend der bereits frither von uns beschriebenen Methode (16),

2. der durch Crotondl ausgeliste Abszef3,

3. die Beeinflussung des Knorpel- und Knochenwachstums.

Die Fremdkorpergranulome wurden jeweils sieben Tage nach Im-
plantation exstirpiert, Feucht- und Trockengewicht bestimmt und ver-
einzelt auch histologisch untersucht. Fiir die Beurteilung der Abszef3-
verinderungen hat sich die histologische Untersuchung vier Tage nach
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Injektion des auslésenden Agens bewidhrt. Zur Erzielung einer deut-
lichen Wirkung auf das Knorpel- bzw. Knochenwachstum ist iiblicher-
weise eine lingere Zeitspanne, etwa 3 Wochen, erforderlich, doch wurden
im Hinblick auf einheitliche Verhiltnisse beziiglich der Wirkungsdauer
auch einige Versuche nur wihrend sieben Tagen durchgefiihrt. Bei allge-
meiner Behandlung wutrden die Priparate subcutan in Form oliger
Losungen oder als Mikrokristallsuspensionen tiglich wihrend sechs
(Granulom, Knochenwachstum) bzw. vier Tagen (AbszeB) injiziert.

Die Lokalbehandlung erfolgte in der Weise, daBl die implantierten
WattepreBllinge vor der Implantation mit einer bestimmten Menge der
zu untersuchenden Substanz imprigniert wurden, wihrend bei den
Abszefiversuchen die Injektion der Steroide gleichzeitig mit dem Croton-
ol erfolgte. Fiir die Beeinflussung des Knorpelwachstums wurden die
betreffenden Steroide direkt in ein Kniegelenk injiziert, und zwar dreimal
in Abstinden von zwei Tagen. Trotz der lokalen Applikation am Ort
der Implantation oder der Entziindung ist es nicht méglich, die Wirkung
der Substanzen auf den Injektionsort bzw. dessen nihere Umgebung
zu beschrinken, da stets gewisse Mengen resorbiert und allgemein wirk-
sam werden. Trotzdem weichen die Verhiltnisse von denjenigen bei
allgemeiner Applikation ab, da die Konzentration am Injektionsort,
d. h. bei lokaler Anwendung an der Stelle der experimentell erzeugten
Verinderungen am grofiten ist und wesentlich iitber der durch Resorption
erreichten liegt.

AuBler an normalen Tieren wurden die gleichen Versuche auch an
nebennierenlosen Tieren durchgefiihrt, um zu zeigen, inwieweit die Ne-
bennierenrindenhormone oder andere von der Nebenniere abhiingige
Faktoren fir gewisse Wirkungen verantwortlich sind. Die Exstirpation
der Nebennieren erfolgte durchschnittlich sechs Tage vor dem eigent-
lichen Versuchsbeginn. Die Tiere wurden mit der Erhaltungsdosis von
Desoxycorticosteron (0,1 mg/100 g Tier) behandelt. (Versuche iiber den
EinfluB verschiedener Hormonbehandlung am nebennierenlosen Tier
sind zur Zeit noch im Gange. Es wird, falls sich dabei abweichende Er-

' gebnisse finden sollten, spiater dariiber berichtet werden.)

Einige erginzende Untersuchungen wurden auch an hypophysenlosen
Tieren vorgenommen. Obwohl diese Versuche nicht in gleich systemati-
scher Weise wie am nebennierenlosen Tier erfolgten, erlauben sie doch
gewissen SchluBfolgerungen hinsichtlich der Bedeutung der Hypophyse
fiir die untersuchten Funktionen. Um den Erfolg der Hypophysektomie
sicher beurteilen zu kénnen, wurde nach Entfernung der Driise minde-
stens 14 Tage gewartet und als Kriterien fiir die vollstindige Entfernung
die Atrophie der Testes und Gewichtsstillstand herangezogen.
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Abb. 1. Wirkung verschiedener Steroide auf die Auswanderung von Leukocyten in vitro.

In den einzelnen Kurven jeweils Ordinate: Planimeterwert der Kultur, Abszisse: Zeit

in Stunden (Gesamtdauer 24 Stunden). Ausgezogene Kurven: Kontrollen; gestrichelte

Kurven: Verhalten nach Zusatz der verschiedenen Steroide. Von oben nach unten:
jeweils fallende Konzentrationen (1073, 1074, 107%).

Die Versuche wurden jeweils an Gruppen von 6-8 Tieren vorgenom-
men; die mitgeteilten Resultate geben die Durchschnittswerte einer
Gruppe an.

Untersuchungen in vitro: Untersuchungen iiber die Wirkung von Ste-
roiden auf die Auswanderung von Leukocyten in vitro sind unseres
Wissens bisher in der Literatur noch nicht beschrieben. Unsere Versuche
zeigen eindeutig, daB verschiedene Steroide die Auswanderung der Leuko-
cyten im allgemeinen in Konzentrationen iiber 107 hemmen (Abb. 1).
Threr Wirkungsintensitit nach ordnen sich die untersuchten Substanzen
folgendermaBen: Desoxycorticosteron, Testosteron, Progesteron, Cor-
tison. Substanz S besitzt nur eine ganz geringe Wirkung, Ostradiol prak-
tisch keinen Effekt. Beim letzteren ist vielleicht sogar eher eine gering-
gradige fordernde Wirkung vorhanden.

Diese Befunde stimmen weitgehend mit den Ergebnissen unserer Un-
tersuchungen an Fibroblastenkulturen iiberein, die, soweit es sich um
die Feststellung der Wirkung auf die Mitose und das qualitative Ver-
halten der Zellen handelt, den Befunden von v. Méllendorff (18, 19)
sowie denen von Cornman und Heilmann (3, 10) entsprechen. Bei der
Beeinflussung des Fibroblastenwachstums sind grundsitzlich zwei ver-
schiedene Wirkungstypen zu beobachten. Eine Gruppe von Steroiden,
zu denen das Desoxycorticosteron und das Testosteron gehoren, fithrt
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D S oF 4 o T
Abb. 2. EinfluB der untersuchten Steroide auf GefaBfibroblasten vom Huhn (8 Std.).
Konzentration aller Substanzen ca. 1073,

A: Kontrolle: B: Cortison C: Desoxycorticosteron
D: Testosteron E: Progesteron F: Oestradiol

zu Wachstumshemmung, die im wesentlichen auf eine Hemmung der
Mitosen zuriickzufiihren sein diirfte. Diese Zellkulturen sind durch eine
ausgesprochene Verminderung der Mitosezahl charakterisiert. Andere
Substanzen, vor allen Dingen das Ostradiol, bewirken starke Mitose-
storungen (Chromosomenabsprengungen), besonders in der Metaphase,
ohne dafl die Zahl der Mitosen wesentlich vermindert ist. Die stirkste
Mitosehemmung ist beim Testosteron vorhanden, dann folgen Desoxy-
corticosteron und Progesteron, wihrend Cortison und besonders Sub-
stanz S nur eine geringe Wirkung haben (Abb. 2). Hinsichtlich der
Wirkungsintensitit stimmen unsere Ergebnisse besonders fiir Desoxy-
corticosteron und Testosteron mit den in der Literatur beschriebenen
Befunden iiberein und auch die schon von v. Méllendorff (18) angege-
benen Mitosestorungen unter Ostradiol konnten bestitigt werden
(Abb. 2 F).

Bei lingerer Einwirkung der Steroide im sieben Tage dauernden Ver-
such ergeben sich etwas andere Befunde als auf Grund der Beeinflussung
der Mitose im 8-Stunden-Versuch anzunehmen wiire (Tab. 1). Die Hem-
mung des Wachstums, gemessen an der Grofle der Kultur ist in dieser
Versuchsanordnung beim Progesteron und beim Desoxycorticosteron
am stirksten, wihrend Cortison auch in diesem Test einen deutlich
schwiicheren Effekt zeigt. Merkwiirdigerweise wird trotz der erheblichen
Storungen des Mitosetypus das Wachstum durch Ostradiol kaum ge-
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Tabelle 1 _ ‘
Wirkung der untersuchten Steroide im Wachstumstest.
Fibroblasten-Wachstums-Versuch (7 Tage-Test)

7 w-* 0-*
@rthsom-acetrf | — — — ]
Desoxycortico = e ——
Jeron- aceof 2
(omponnd Socef| — — — )
Pesrbacto/ -
monobenroat Za z
Progesteron _———— S &
Jesrosferon -
— bis —— —— zunehmende Grade der Hemmung ¢ keine Wirkung

Tabelle 2

Wirkung der untersuchten Steroide auf Kulturen verschiedener Zellen.
Alle Effekte beziehen sich auf Konzentration von 1073,

Fbroblosker | levcocyler - | (hanatabionsen
Ste |\ Ruwwanderany

S/ lert B lerf | L lage-rer/
Ortssom-acernf - - b
leroryeortboonferon — -
xe/rf
Goa S-ocerof & & /2]
Gertraata/ — 1% | |
monoberzoat | e, z @
Yrogesserar -—— - -
Brtosferasforopionat)| =— —— —— | ————— %)

hemmt. Es scheint somit, daB} trotz der morphologisch faBbaren Ver-
dnderungen der Chromosomen ein Weiterwachsen der betreffenden Zellen
mit annihernd ungestérter Wachstumsgeschwindigkeit erfolgen kann.
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Im «Prinzip wirken somit die verschiedenen Steroide analog auf die
Leukocytenwanderung und das Fibroblastenwachstum, wobei besonders
auffallend ist, daBl das Cortison in beiden Versuchsanordnungen eine
geringere Wirkung als andere Steroide, vor allem auch Desoxycortico-
steron zeigt (Tab. 2).

Man kann gegen diese Versuche allerdings einwenden, dafl der unter-
schiedlichen Loslichkeit der Steroide, besonders in den héheren, fiir
einen deutlichen Effekt notwendigen Konzentrationen eine wesentliche
Bedeutung fiir diese verschiedenartige Wirkung zukommt. Dies ist zwar
nicht ginzlich auszuschlieffen, kann aber die abweichenden Resultate
nicht erkliren, besonders wenn die Versuche bei lokaler und allgemeiner
Applikation am Tier mit den in vitro erhobenen Befunden verglichen
werden.

Abb. 3. Wirkung verschiedener Steroide auf das Fremdkérpergranulom bei lokaler

Applikation, Die Hemmwirkung von Cortison (1 mg) und Desoxycorticosteron (1 mg)

ist besonders deutlich. Die Dosen fiir Oestradiol-monobenzoat und Testosteronpropionat
betragen 0,1 bzw. 2,5 mg.

4 Bull. Schweiz. Akad, Med. Wiss, 1952 41



Ein weiterer Einwand gegen die Beweiskraft der in-vitro-Versuche
kénnte noch darin gesucht werden, dafl im Tier andere fibrocytire Ele-
mente von der Wirkung betroffen werden. Es schien deshalb richtig,
auch Chondroblasten oder Osteoblasten mit fiir diese Untersuchungen
heranzuziehen. Dabei lassen sich tatsiichlich gewisse Verschiebungen der
Wirkung nachweisen. So beeinflult Testosteron das Wachstum der
Chondroblasten weniger, wihrend Progesteron, Desoxycorticosteron und
Cortison eine gleiche Wirksamkeit wie gegeniiber Fibroblasten zeigen.
Ostradiol und Substanz S sind auch gegeniiber Chondroblasten praktisch
unwirksam (Tab. 2).

Es kann somit nicht vollstindig ausgeschlossen werden, daf} fiir Cor-
tison, wenn es auch in vitro in den geschilderten Versuchen im allge-
meinen eine schwichere Wirksamkeit als andere Steroide besitzt, doch
gewisse Bedingungen gefunden werden kénnten, unter denen sich dieses
Verhiltnis dndert. Da jedoch in den meisten Versuchen ein umgekehrtes
Wirksamkeitsverhiltnis zu beobachten ist, kann dieses zunichst als
Basis einer weiteren Beurteilung genommen werden. Auf Grund der
bisher erhobenen Befunde bleibt die bereits in der Literatur angedeutete
Diskrepanz bestehen, dall Desoxycorticosteron bzw. dessen Acetat und
auch andere Steroide in vitro eine stirker hemmende Wirkung auf das
Wachstum bestimmter bindegewebiger Elemente besitzen als Cortison.
Es ist somit nicht méglich, die In-vitro-Versuche fiir eine Erklirung der
besonderen Wirkung des Cortison gegeniiber der Bindegewebsneubildung
am Tier ohne weiteres heranzuziehen.

Tierversuche: Von den Ergebnissen der Tierversuche sollen zuniichst
diejenigen bei lokaler Applikation besprochen werden, weil die hierbei
vorliegenden Versuchsbedingungen eine gewisse Ahnlichkeit mit den
Verhiltnissen in vitro besitzen. Erfolgt die lokale Anwendung der
Steroide jeweils unter gleichen Versuchsbedingungen, so lassen sich die
verschiedenen Substanzen hinsichtlich ihrer Wirksamkeit in den ein-
zelnen Testen in bestimmter Reihenfolge anordnen. Im Gegensatz zu
den in-vitro-Versuchen ist die hemmende Wirkung des Cortison deut-
lich nachweisbar und iiberraschenderweise zeigt, wie bereits frither von
uns beschrieben, auch das Desoxycorticosteron eine ausgesprochen hem-
mende Wirkung auf Wachstum und Entwicklung der Fibroblasten, und
zwar sowohl auf den durch Crotonél ausgelésten Abszef} als auch beson-
ders auf das Fremdkérpergranulom. Hingegen, und das stimmt wieder-
um nicht vollstindig mit den in-vitro-Versuchen iiberein, hemmen
Ostradiol und Testosteron die Bildung von Granulationsgewebe bei
lokaler Applikation nicht, sondern scheinen sie sogar leicht zu verstér-
ken (Abb. 3). Am nebennierenlosen Tier findet sich fiir Cortison und
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Desoxycorticosteron die gleiche Hemmwirkung wie beim Normaltier,
withrend der leicht stimulierende Effekt von Testosteron und Ostradiol
nicht mehr in gleicher Weise nachweisbar ist (Tab. 3). Diese unterschied-
liche Wirkung der Sexualhormone kann nicht dadurch erklirt werden,
daf die Granulombildung am nebennierenlosen Tier ganz allgemein ver-
indert ist, sondern ist wohl eher darauf zuriickzufiihren, dafl beim neben-
nierenlosen Tier ein oder mehrere zusitzliche Faktoren, die moglicher-
weise fiir die Wirkung der Sexualhormone von Bedeutung wiiren, nicht
mehr vorhanden sind. Dabei ist vorliufig nicht zu entscheiden, ob es
sich hierbei um Faktoren handelt, die dem Nebennieren- oder dem hypo-
physiren System angehoren.

Abb. 4. Gegensinnige Wirkung von Cortison (10 mg/kg) und Desoxycorticosteron
(10 mg/kg) auf das Fremdkérpergranulom bei allgemeiner Applikation.
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Abb. 5. Wirkung verschiedener Nebennierenrindensteroide auf Crotondél-Abszesse bei

allgemeiner Applikation. Untersuchung 96 Stunden nach Injektion veon Crotonél,

Oben: unbehandelte Kontrolle; Cortison (10 mg/kg 2mal téglich). Unten: Desoxy-
corticosteron und Substanz S (gleiche Dosen wie Cortison).

Etwas anders als das Granulationsgewebe, welches sich nach Abszef3-
auslosung oder Fremdkérperimplantation entwickelt, verhilt sich das
Knorpelgewebe unter analogen Versuchsbedingungen. Desoxycortico-
steron und Cortison hemmen beide das Knorpelwachstum, und aus An-
gaben der Literatur geht hervor, dafl Ostradiol einen gleichen Einfluf3
ausiibt. Dagegen zeigen sowohl Progesteron als auch Testosteron eine
geringgradige fordernde Wirkung. Am nebennierenlosen Tier ist dieser
fordernde Effekt von Progesteron und Testosteron nicht mehr nach-
weisbar, wihrend die Hemmung durch Cortison, Desoxycorticosteron
und Ostradiol noch deutlich ist (Tab. 3). Auch bei dieser Versuchs-
anordnung ergeben sich somit wiederum Unterschiede beim norma-
len und nebennierenlosen Tier, die zeigen, daf} fiir gewisse Wirkungen
noch zusitzliche indirekte Faktoren eine Rolle spielen diirften. Dabei ist
allerdings zu bemerken, daf} sich diese je nach der Art des Gewebes ein-
mal in einer synergistischen, das andere Mal in einer antagonistischen
Beeinflussung des direkten Effektes duflern kénnen. Um abzukliren,
welche Bedingungen fiir die Auslésung derartiger Wirkungen durch ver-
schiedene Steroide verantwortlich sind, ist es notwendig, noch eine
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Abb. 6. Hemmung des Knorpelwachstums (Tibiakopf) durch Cortison bei allgemeiner
Applikation. Links: unbehandelte Kontrolle. Rechts: nach dreiwéchiger Behandlung,
25 mg/kg Cortison tiglich.

Reihe zusitzlicher Versuchsanordnungen mit lokaler Applikation her-
anzuziehen. |

Bei allgemeiner Anwendung zeigt Cortison den gleichen Wirkungs-
charakter wie bei lokaler Applikation und hemmt sowohl die Abszel3-
(Abb. 5) als auch die Granulombildung (Abb. 4) und das Knorpelwachs-
tum (Abb. 6, Tab. 3). Diese Befunde stimmen mit den zahlreichen in
der Literatur mitgeteilten Beobachtungen, u. a. von Ragan, Baker,
Taubenhaus, Follis usw. (22, 1, 31, 8, 7, 23) iiberein. Das Desoxycorti-
costeron fordert am normalen und am nebennierenlosen Tier das
Bindegewebswachstum, und zwar sowohl in der AbszeSwand (Abb. 5)
als auch im Granulom (Abb. 4). Zwischen der lokalen und der allgemei-
nen Wirkung von Desoxycorticosteron besteht somit ein grundsitzlicher
Unterschied, worauf bereits in fritheren Arbeiten von uns hingewiesen
wurde (16, 17). Die diesem unterschiedlichen Verhalten zugrunde lie-
genden Mechanismen kénnen zwar noch nicht endgiiltig angegeben
werden, jedoch sind vor allem zwei Moglichkeiten in Betracht zu ziehen,
nimlich daf} erstens ein hypophysirer Faktor im Ganztier eine zusitz-
liche Rolle spielt (26) oder daf} zweitens erst aus Desoxycorticosteron
entstehende Umwandlungsprodukte die eigentlichen Stoffe sind, welche
das Bindegewebswachstum férdern, wihrend dem Desoxycorticosteron
selbst diese Wirkung nicht zukommt. Das Knorpelwachstum scheint
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Abb. 7. Wirkung von Progesteron auf das Knorpelwachstum (Tibiakopf) bei allgemeiner
Applikation. Links: unbehandelte Kontrolle. Rechts: nach einer Woche Behandlung
mit 25 mg/kg Progesteron taglich.

nach unseren Versuchen durch Desoxycorticosteron auch bei allgemeiner
Behandlung nicht angeregt zu werden, sondern wird sogar gehemmt,
was wiederum auf die differenzierte Wirkung gegeniiber zwei verschie-
denartigen Bindegewebselementen hinweist. Die Bedingungen fir die -
Wirkung von Desoxycorticosteron sind somit wohl komplizierter als die-
jenigen fiir Cortison und von bestimmten Modifikationen der Versuchs-
anordnung sowie direkt vom Substrat abhingig.

Auch fir die anderen Steroide liegen die Verhiltnisse bei allgemeiner
Anwendung weniger eindeutig als beim Cortison. Zur Erleichterung des
Verstindnisses mag vielleicht beitragen, dafl am nebennierenlosen Tier
eine ganze Reihe dieser Effekte nicht mehr nachweisbar sind und dafl
bei allgemeiner Anwendung nur eine hemmende Wirkung von Desoxy-
corticosteron und Ostradiol auf das Knorpelwachstum zu beobachten
ist (Abb. 8, Tab. 3). Beim normalen Tier haben wir mit Testosteron
keine sicheren Verinderungen der AbszeB- oder Granulombildung
oder des Knorpelwachstums feststellen kénnen. Hingegen fiithrt das
Ostradiol zu einer geringgradigen Hemmung des Knorpelwachstums.
Progesteron scheint bei allgemeiner Behandlung das Knorpelwachs-
tum deutlich zu férdern (Abb. 7), wihrend es die AbszeBbildung oder
das Fremdkérpergranulom nicht beeinfluflit. Es geht aus diesen Ver-
suchen iiber die allgemeine Applikation der Steroide hervor, daf3
wohl in erster Linie die Wirkung des Ostradiols auf das Knorpel-
wachstum als ein direkter Effekt angesehen werden kann, wihrend die

46



Abb. 8. Beeinflussung des Knorpelwachstums (Tibiakopf) durch verschiedene Steroide

am nebennierenlosen Tier bei allgemeiner Applikation withrend einer Woche. Oben:

unbehandelte Kontrolle, Cortison (25 mg/kg). Unten: Desoxycorticosteron (25 mg/kg).
Oestradiol (1 mg/kg).

fordernden oder hemmenden Einfliisse der anderen Substanzen bei all-
gemeiner Applikation zum Teil von sekundiren Faktoren, die unter
anderem an das Vorhandensein der Nebennieren gekniipft sind, abhingig
zu sein scheinen. Auch dabei bleibt jedoch die Frage offen, ob die be-
treffenden Nebennierenfaktoren direkt oder in Abhingigkeit von der
Hypophyse einwirken.

Vergleicht man diese Ergebnisse am Ganztier mit den Befunden an-
derer Autoren, so besteht volle Ubereinstimmung in bezug auf die hem-
menden Effekte des Cortison unter verschiedenen Versuchsbedingungen.
Die lokal hemmende und allgemein fordernde Wirkung des Desoxycorti-
costeron, die sich besonders typisch am Bindegewebe nachweisen lafit,
wurde von uns erstmalig beschrieben (16, 17), steht aber mit den meisten
Befunden der Literatur wenigstens insofern in Einklang, als férdernde
Wirkungen von Desoxycorticosteron bei lokaler Anwendung in der
Literatur bisher nicht beschriecben worden sind. Von einzelnen Autoren,
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Tabelle 3
Wirkung der untersuchten Steroide auf Fremdkérpergranulom, AbszeBbildung und
Knorpelwachstum bei allgemeiner und lokaler Applikation am normalen und neben-
nierenlosen Tier.
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so z. B. von Taubenhaus (31) wird angedeutet, dal das Desoxycortico-
steron bei lokaler Anwendung eher eine leichte Hemmung verursacht,
doch wurde offenbar die ausgesprochene lokal hemmende Wirkung bis-
her nicht beobachtet. Uber die Wirkung der Sexualhormone besteht hin-
sichtlich der Beeinflussung des Knochen- bzw. Knorpelwachstums durch
Ostradiol ebenfalls Ubereinstimmung zwischen unseren Versuchen und den
dlteren Befunden von Silberberg, Simpson usw. (28, 29, 4). Die fordernde
Wirkung von Progesteron am Normaltier wurde auch bereits von ande-
ren Autoren beobachtet (27). Dagegen stimmen unsere Befunde iiber
die Wirkung von Ostradiol und Testosteron auf die Neubildung von
Granulationsgewebe bei allgemeiner Anwendung am Normaltier nicht
vollstandig mit den von Taubenhaus (31) erhobenen iiberein. Taubenhaus
findet beim AbszeB eine Hemmung der Bindegewebsreaktionen durch
Sexualhormone, wihrend mit den von uns angewandten Konzentra-
tionen und Versuchsanordnungen keine sichere Wirkung zu beobachten
war. Es ist nicht auszuschlieBen, da} diese unterschiedlichen Befunde
auf die nicht vollstindig iibereinstimmende Versuchsanordnung zuriick-
zufithren sind. Die nur am normalen Tier nachweisbhare geringgradige
Forderung der Bindegewebsneubildung durch Testosteron und Ostradiol
bei lokaler Applikation wurde unseres Wissens bisher nicht beschrieben.
Es wurde besonders von Taubenhaus darauf hingewiesen (32), dafl die
Testosteron- und Ostradiolwirkung wenigstens teilweise von der An-

48



Tabelle 4
Wirkung verschiedener Steroide auf die durch Aethinyloestradiol (0,03 mg tiglich)
hervorgerufenen Uterusfibrome am Meerschweinchen. Folgende Dosen wurden gleich-
zeitig mit Aethinyloestradiol wihrend 100 Tagen appliziert: Cortison 1 mg, Desoxy-
corticosteron 0,1 mg, Substanz S 0,5 mg, Progesteron 0,02 mg, Testosteron 0,5 mg.

Wirkung von Steroiden auf oestrogen-induzierte Uterusfibrome (Lipschiitz-Tumor)
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wesenheit von somatotropem Hormon abhiingig sind. Da wir selbst nicht
iiber geniigende Mengen dieses Hormons verfiigen, kénnen wir zu dieser
Frage nicht abschlieBend Stellung nehmen, méchten aber die Vermu-
tung aussprechen, daf} nicht nur das somatotrope Hormon, sondern
miglicherweise auch andere Faktoren fir die Wirkungsqualititen dieser
Steroide eine Rolle spielen kénnten. Wir kommen besonders deswegen
zu dieser Auffassung, weil wir in frither publizierten Versuchen nicht
bestitigen konnten, dafl die Granulombildung am hypophysenlosen
Tier gegeniiber derjenigen am Normaltier wesentlich abgeschwicht ist
(5). Die Frage, welche zusitzlichen Faktoren eine wesentliche Rolle fiir
die Wirkung der Sexualhormone spielen, muf} somit noch weiter bear-
beitet werden, wobei durchaus damit gerechnet werden kann, dafl még-
licherweise fiir die einzelnen Gewebe verschiedene Faktoren, zum Teil
aus der Nebenniere, zum Teil aus der Hypophyse, sowie auch lokale Be-
dingungen eine Rolle spielen.

DaB besondere Faktoren Vorbedingung fiir den Ausfall gewisser Ver-
suche sind, geht auch aus Untersuchungen iiber die Hemmwirkung von
Cortison gegeniiber den nach Lipschiitz durch hohe Ostrogendosen am
Meerschweinchen zu erzeugenden Uterusfibromen hervor. In eigenen
Versuchen wurde festgestellt, dafli Cortison die Entwicklung dieser Tu-
moren nicht beeinfluit (Tab. 4), wiihrend nach den Angaben von Lip-
schiitz (14, 15), das Desoxycorticosteron neben Progesteron dasjenige
Steroid ist, welches die stirkste Hemmwirkung besitzt. Das beweist
somit, daB} sich bei dieser Versuchsanordnung die untersuchten Steroide
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hinsichtlich ihrer Wirksamkeit gegeniiber einer proliferativ binde-
gewebigen Reaktion anders anordnen als bei Beeinflussung des entziind-
lichen Granuloms.

DaB sekundire Faktoren wie Abbau oder Umbau von Steroiden fiir
ein bestimmtes Reaktionsverhalten von Bedeutung sein konnen, geht
weiterhin aus Versuchen von Knake (11) hervor, die zeigen konnte, daf3
die eigenartigen Mitosestérungen, die in der Gewebekultur durch Ostra-
diol hervorgerufen werden, am Tier auch nach hochsten Dosen und bei
verschiedentlich variierter Versuchsanordnung nicht nachweisbar sind.
Auf Grund ihrer Befunde nimmt Knake an, daB Ostradiol im Organismus
umgewandelt wird und daf} erst dieses Umwandlungsprodukt den eigent-
lich «physiologisch dstrogenen Wirkstoff» darstellt. Wir méchten in der
Schlufifolgerung nicht so weit gehen, sondern die Meinung vertreten,
daB wohl auch bestimmte Bedingungen im tierischen Organismus vor-
liegen kénnen, die den Wirkungscharakter des Ostradiols zu modifizieren
vermogen, ohne dall die Substanz selbst verdndert wird.

Auf Grund unserer eigenen Untersuchungen und der in der Literatur
mitgeteilten Befunde erscheint die Annahme gerechtfertigt, dafl der
hemmende Einfluf}, den Cortison auf verschiedenartige mesenchymale
Faktoren im Organismus ausiibt, zum Teil als direkte Wirkung auf ver-
schiedene Elemente anzusehen ist. Beim Desoxycorticosteron sind da-
gegen entweder Umwandlungsvorginge oder besondere Verhiltnisse an-
zunehmen, um die durch dieses Steroid bedingten fordernden Einfliisse
auf das Bindegewebswachstum bei allgemeiner Anwendung erkliren
zu konnen. Dieser Effekt bleibt jedoch auf das eigentliche Bindegewebe
beschriankt und erstreckt sich nicht auf den Knochen, woraus geschlossen
werden kann, dafi die hier in Frage kommenden Umwandlungsvorgiinge
oder zusitzlichen Faktoren sich nur an bestimmten Geweben mani-
festieren. Ostradiol und Testosteron zeigen bei allgemeiner Anwendung
wohl direkte Wirkungen auf das Bindegewebe, doch beruht ein wesent-
licher Teil der teils fordernden, teils hemmenden Effekte auf dem gleich-
zeitigen Vorhandensein von Faktoren, die von der «Nebenniere» ah-
hingig sind. Auch hierbei besteht jedoch wiederum ein unterschied-
liches Verhalten zwischen Bindegewebs- und Knorpelwachstum. Ahn-
lich liegen die Verhiltnisse fiir das Progesteron und moglicherweise auch
fiir Substanz S.

Es ergibt sich somit aus den bisherigen Untersuchungen, daf} neben
den eindeutigen Wirkungen des Cortison die durch andere Steroide aus-
gelosten Effekte auf das Bindegewebswachstum in Abhingigkeit von
bestimmten zusitzlichen Faktoren in verschiedener Weise modifiziert
werden konnen. Diese Schlufifolgerung scheint besonders im Hinblick
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auf die Verhiltnisse bei klinischer Anwendung von Bedeutung, bei der
fir bestimmte gezielte Wirkungen, Kombinationen von verschiedenen
Faktoren im Zusammenhang mit Cortison oder anderen Steroiden in
Frage kommen. Dies kann méglicherweise von gleicher oder vielleicht
groflerer praktischer Bedeutung sein als die einsinnige und sich auf das
ganze Bindegewebe erstreckende Wirkung von Cortison. Es bleibt wei-
teren analytischen Untersuchungen vorbehalten, die speziellen Bedin-
gungen derartiger Steroidkombinationen untereinander oder zusammen
mit anderen Faktoren abzukliren und sie fiir bestimmte klinische Ver-
héltnisse hinsichtlich ihrer therapeutischen Bedeutung zu charakteri-
sieren. Dabei darf vielleicht vermutet werden, daB3, je hoher die Spezifi-
tiat der Wirkung oder der Wirkungsrichtung, desto gréfier die Beteili-
gung verschiedener modifizierender Einfliisse ist und daB es fiir eine
gezielte Wirkung notwendig ist, viele Faktoren, die fiir derartige Wir-
kungen in Frage kommen, in ein «(Koordinatensystem» einzuordnen, um
dadurch die besonderen Bedingungen der spezifischen Wirkungen mog-
lichst eindeutig festzulegen. Diese «pharmakologische» Analyse der spe-
zifischen Effekte endokriner Wirkstoffe auf allgemeine Funktionen des
Organismus ist unseres Erachtens die Grundlage und Voraussetzung
ihrer therapeutischen Anwendung.

Zusammenfassung

Die Wirkung verschiedener Steroide (Cortison, Desoxycorticosteron,
Substanz S, Testosteron, Ostradiol und Progesteron) wurde vergleichend
in vitro und in vivo auf verschiedene Zellfunktionen (Auswanderung
der Leukocyten, Zellteilung, Fibroblastenwachstum) und Gewebs-
faktoren (Neubildung von Bindegewebe nach Fremdkérperimplantation,
AbszeBbildung nach Injektion von Crotondl, Knorpelwachstum) am
normalen und nebennierenlosen Tier untersucht. Bei den Tierversuchen
wurden die gepriiften Substanzen allgemein (s.c.) und lokal appliziert.

Cortison hemmt sowohl die untersuchten Zellfunktionen in vitro als
auch die Bildung von Granulationsgewebe, die AbszeBentwicklung und
das Knorpelwachstum, und zwar unabhiéngig von der Applikationsart
in etwa gleicher Weise am normalen und nebennierenlosen Tier.

Desoxycorticosteron zeigt in vitro eine stirkere Hemmwirkung als
Cortison. Wihrend es jedoch die Granulom- und AbszeBbildung am
normalen und nebennierenlosen Tier bei allgemeiner Applikation for-
dert, wird bei lokaler Anwendung sowohl die Granulom- als auch die
Abszefibildung gehemmt.

Im Gegensatz zu diesen beiden Nebennierenrindenhormonen besitzt

51



Substanz S in den gewihlten Versuchsanordnungen keine typischen
Wirkungen.

Von den Sexualhormonen fiihrt Ostradiol in vitro zu den bekannten
Mitosestérungen ohne das Wachstum der Fibroblasten wesentlich zu
beeinflussen. Am Ganztier ist die Wirkung auf das Granulom sehr ge-
ring, die bekannte Hemmwirkung auf das Knorpel- und Knochenwachs-
tum aber trotzdem deutlich vorhanden. Progesteron und Testosteron
hemmen die Auswanderung der Leukocyten und auch das Fibroblasten-
wachstum (besonders Progesteron). Am Normaltier ist eine Forderung
des Knorpelwachstums durch Progesteron nachweisbar sowie eine An-
regung der Granulombildung durch Testosteron bei lokaler Applikation.

Die Wirkungsanalyse der gepriiften Steroide im Hinblick auf die
Beeinflussung bestimmter Zellfunktionen und Wachstums- bzw. Ab-
wehrvorgiange weist auf die Verschiedenartigkeit der direkten oder in-
direkten Angriffspunkte der Steroidhormone hin und bildet eine Grund-
lage fur die Differenzierung von Wirkungen, wie sie fiir physiologische
und pathologische Zustinde bedeutungsvoll sind.

Summary

Various steroids (cortisone, desoxycorticosterone, substance S, testo-
sterone, cestradiol, and progesterone) were compared in vitro and in
vivo for their effect on various cellular functions (leucocyte migration,
cell division, growth of fibroblasts) and tissue reactions (formation of
connective tissue after implantation of foreign bodies, abscess formation
after injection of Croton oil, cartilage growth) in both normal and adrenal-
ectomized animals. The substances tested were applied both systematic-
ally (s.c.) and locally.

Cortisone inhibits in vitro the cellular functions studied, also the forma-
tion of granulation tissue, abscesses, and cartilage growth ; this inhibitory
effect is much the same in normal and adrenalectomized animals, and
is independent of the mode of application.

Desoxycorticosterone has a more powerful inhibitory action in vitro
than cortisone. Whereas, however, in systemic application it assists
granuloma and abscess formation in the normal and adrenalectomized
animal, it inhibits such formation when applied locally.

In contrast to those two adrenocortical hormones, Substance S showed
no typical effects in these series of experiments.

Of the sex hormones, Oestradiol in vitro produces well-known dis-
turbances in mitosis without essentially affecting the growth of fibro-
blasts. In the intact animal, its effect on the granuloma is very slight,
but its inhibitory action on cartilage and bone growth is marked.
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Progesterone and Testosterone inhibit the migration of leucocytes and
the growth of fibroblasts, especially progesterone. In the normal animal,
progesterone assists cartilage growth, while testosterone applied locally
stimulates granuloma formation.

Analysis of the action of the steroids tested on various cellular func-
tions and on growth or defensive processes shows the variety of the
direct or indirect sites of attack of the steroid hormones, and forms a
basis for the differentiation of their various effects, and the importance
of these for certain physiological and pathological conditions.
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