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Die Verteilung von Gallensauren in der Leberzelle
bei extrahepatischer Cholostase (l1)*) **) _ |

Von U. LEUSCHNER, W. KURTZ, A. ALFURAYH und W. ERB |

(The distribution of bile acids in the hepatic cells in extrahepatic cholestasis [I1]) .

Summary:

Bile acid content and concentration in sub-cellular hepatic fractions were determined
in male Wistar racs following a 17-day extrahepatic cholestasis. Gas chromatography
was used for determination. The average bile acid content in the liver cell homo-
genate of a liver weighing 13.5 gms amounted to 157.6 pg. 13.1 pg (8.3 %) were found
in the mitochondrial fraction, 36.9 ug (23.4 %) in the microsome fraction and 107.6 ug
(68.3 %/0) in the cytoplasm. Thus, compared to a group of newly-operated rars, the roral
bile acid content had dropped 69 %. In the mitochondrial fraction the decrease
amounted to 34 %/, in the microsome fraction to 88.4 % and in the cytoplasm the con-
tent rose by 102 %o, It is assumed that the rise in trihydroxy-cholic acids impaired the

synthesis in the hepatic cells.
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Aus dem Zentrum der Inneren Medizin der Johann Wolfgang Goethe-Universitiit, Frankfurt/
Main, Abteilung fiir Gastroenterologie, (Leiter: Prof. Dr. med. W. Siede)

Die Verteilung von Gallensauren in der Leberzelle
bei extrahepatischer Cholostase (11)*) **)

Von U. LEUSCHNER, W. KURTZ, A. ALFURAYH und W. ERB

In einer vorangegangenen Arbeit (15) wurde iiber die Verteilung der Gallensiuren
in der Leberzelle der normalen Ratte berichtet. Im folgenden sollen Ergebnisse bei
extrahepatischer Cholostase nach Gallengangsligatur mitgeteilt werden. Das metho-
dische Vorgehen entsprach dem der fritheren Versuche; auf die Bestimmung des
Phospholipid-Phosphors und die Verwendung von zwei weiteren Methoden der
Differentialzentrifugation, glaubten wir diesmal verzichten zu kénnen.

Material und Methode

Wir untersuchten 17 minnliche Wistar-Ratten mit einem durchschnittlichen Korpergewicht
von 217 g. Unter sauberen, allerdings nicht sterilen Bedingungen wurde durch doppelte Gallen-
gangsligatur und anschliefende Durchtrennung unmittelbar vor der Einmiindung in den Darm
eine extrahepatische Cholostase erzeugt (4). 17 Tage spiter wurden die Tiere zwischen 8§ und
9 Uhr vormittags in Athernarkose entblutet und die Leber entnommen. Die dilatierten extra-
hepatischen Gallenginge wurden entfernt, die groferen intrahepatischen Gallenginge durch
leichte Kompression entleert, und die Leberoberfliche von abgelaufener Galle sorgfiltig ge-
reinigt. Auf eisgekiihlten Platten wurde das Organ von der Lebervene her mehrfach mit dem
zur Differentialzentrifugation verwendeten Suspensionsmedium durchspiilt (0,3 M-KCI-0,05
M-EDTA-K). Hinsichtlich der weiteren Priparation verweisen wir auf die vorausgegangene
Arbeirt (2, 11, 15, 24, 25).

Ergebnisse

Nach 17tigiger extrahepatischer Cholostase hatten die Tiere ein durchschnirtliches
Kérpergewicht von 217 g und ein durchschnittliches Lebergewicht von 13,5 %
1,28 g. Der extrahepatische Gallengang war auf einen Durchmesser von 7—15 mm
erweitert, die vergroferte Leber war griinlich-braun und lief eine betonte Lipp-
chenzeichnung erkennen. Das Serum der Tiere war ikterisch. Alle Ratten hatten die
Operation komplikationslos iiberstanden. ; :

Die nach Differentialzentrifugation isolierten Organellenfraktionen und der flissige
Uberstand waren makroskopisch von der gleichen Beschaffenheit wie die Fraktionen
der nichtoperierten Tiere (15). Das Durchschnittsgewicht der Mitochondrienfrak-
tionen betrug 0,88 + 0,12 g, der Mikrosomenfraktionen 1,50 * 0,13 g und des
Zytoplasmas 7,1 g. Dies entsprach einem Verhiltnis von 1 : 1,7 : 8. Licht- und elekero-
nenoptisch lieRen die Fraktionen einen hohen Reinheitsgrad und eine sehr gute Struk-
turerhaltung erkennen.

#) Herrn Prof. Dr. med. W. Siede zum 65. Geburtstag gewidmet.
##) Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung durch dic Deutsche Forschungsgemeinschaft sowie
die Harry und Peter Fuld-Stiftung durchgefithre.



Von U, Leuschner, W, Kurez, A, Alfurayh und w. Erb

In dem nach Abtrennung der Vor- und Kernfraktion untersuchten Leberzellhomo.-
genat einer Leber fanden wir durchschnittlich 157,57 ug Gallensiuren, Davon lagen
13,1 ug (8,3 %) in der Mitodmndrienfraktion, 36,9 ug (23,4 %) in der Mikrosomen-

i i lissi and, dem sog. Zytoplasma. Die
Gallenséurekonzenrration betrug in der Mitodmndrienfrak:ion 14,8 ug/g, in der Mikro.-
somenfraktion 24,6 ug/g und im Zytoplasmga 15,2 ug/g (Tab. 1). Die durchschnittlichen
Absolut- und Relativwerte dey 5 wichtigsren Gallensiuren (Cholsiure [C], B-Muri-

cholsiure [B-MC], Desoxycholsiure [DC] und Lithocholsiyre [LC)) finden sich in
Tabelle 2—4,

am héchsten Onzentriert war, wareq 1€ p- sowie die LC am starksten in der 4,?

!tochondrien- g MerosomenfraEnon Vertreten. Fir die B-MC war der Unter-
hied Zwischer den

schie Ronzentrationen der Mitochondrien- und Mikrosomcnfrak-
tionen einersejrs und dem Zytoplasma anderersejts statistisch gering signifikang bis

Tab, 1. Gallen;iurenkonzentration und Gallens&iurcngeha]c in subzelluliren Fraktionen der
Rattenleber nach Gal[engangs]igatur (n=17)

Mitochondrien Mikrosomen Uberstand Gesamt
X (uglg) 14,8 24,6 15,2
s

10,6 11,2 15,2
% (ug) 13,1 36,9 107,6 157,6

s 8,8 16,9 108,4
Verteilung (%) 8,3 234 68,3

Tab, 3. Gallensiurenspekerum der Mikr’usomcnfraktion nach GalIengangingatur (= 17)




M ,

.Zeﬂhc,mo_
von Iagen
"osﬂmen_
lSma_ Dle
ot Mikro.
Uttlichep
B-Muri-
tsich i

'Lﬁber_- [7_.2}7#\4‘,[%@(4&
ntg i, C 4 1,
:E,d___c;l' (_;/eo "T-\ 'i!/ -J/k

‘nter- Viadood -
frak- ]J<U69«
it bis

d(‘!’

=

164

I.ap%m‘___

165

Die Verteilung von Gallensiuren in der Leberzelle bei extrahepatischer Cholostase (11

Von U. Leuschner, W. Kurtz, A. Alfurayh und W. Erb

Tab. 4: Gallensiurenspektrum im fliissigen Uberstand (sog. Zytoplasma) bei extrahepatis
Cholostase (n = 17)

¢ B-MC DC cDC LC

£ (ug) . 80,51 1,54 1,43 0,11 1,31

2 (ug/e) 11,35 0,22 0,20 0,02 0,18
-

signifikant (p < 0,05, p < 0,005). Fiir die LC nur der Unterschied zwis
Mitochondrienfraktion und Uberstand (p < 0,05), fiir Cholsdure der Untersc
zwischen Mitochondrien- und Mikrosomenfraktion (p < 0,025), fiir DC der Us
schied zwischen Mitochondrienfraktion und Uberstand (p < 0,05) sowie zwis
Mikrosomenfraktion und Uberstand (p << 0,005). Die Verteilung der Chenodes
cholsiure zeigte keine statistisch signifikanten Differenzen. Die Summe dihydr
lierter Gallensiuren (DC, CDC) war in allen Fraktionen stets geringer als 1/1¢
jeweiligen Anteils trihydroxylierter Gallensiuren (C, p-MC).

Diskussion

Vergleicht man die Gewichte der Organellenfraktionen nach 17tigiger extrahe
scher Cholostase mit denen nicht operierter Tiere (15), so fallt auf, daf die ]
chondrienfraktion um 50 %o und die Mikrosomenfraktion um 29 %o_abgenon
@M&L@Lgsma om 1299 und das durchschnittliche Lebergewich
35 0/y zugenommen haben (p << 0,0005). Vergleichbare Daten sind uns aus der Litc
mear wurde von Schaffner u. Mitarb. (19) nach 4tigiger G
gangsligatur ein Riickgang des mikrosomalen Gesamtproteins um etwa 12 9/p bes
ken, doch war die Differenz statistisch nicht signifikant. Bei einer 2. Versuchsreih
betrug der Riickgang 14 %o. Bei der Maus soll es im Hunger, bei Mangelerndhrun
beim Karzinom zum Riickgang der Mitochondrienzahl um 75 %o, ndmlich

auf 710 pro Zelle kommen (8). Popper erwihnt einen nicht durch abgelagerte S
bedingten Anstieg des Lebergewichtes bei extrahepatischer Cholostase (18).

Daten zeigen, daf sich der Organellengehalt der Zelle unter extremen Beding
deutlich verindern kann, und dafl der von uns nach 17tigiger Cholostase erk
Befund groBenordnungsmifig mit den erwihnten Angaben vergleichbar ist.

17_Tage nach Gallengangsligatur war der Gallensiurengehalt im Leberzellhom

- Vereleich zum nichtoperierten Tier um ¢ 69 9o, von 512,8 ug a auf 157,6 ug abge
g perierten ller un von 512,8 ug aut 157,6 ug abg

In der Mitochondrienfraktion betrug der Rickga ng 67 9o, 1n der Mikrosomenfr
92 0/,. Im Zytoplasma fanden wfﬂ?@_ﬂr_@g ‘Anstieg um 365 %/¢. Diese Ve
- bungen wurden einmal durch Jie Anderungen im Organellengehalt der Zell
anderen aber auch durch die der Gallensiurenkonzentrationen in den Fraktion
vorgerufen. Gegeniiber dem nicht operierten ilfig:ﬁr___(lj)__wg_r__diq _Gallensiurenk
he in_der Mikrosomenfrakti

tration in der Mitochondrienfraktion um 34 %o und

§8,4 7o zuriickgeg angen, wohingegen sie im Zytoplasma um 102 %o _angesticge

Die morphologisch und onzentrationsbedingten Anderungen zwischen dem ¢
siurengehalt der operierten und nichtoperierten Ratte sind in Tabelle 5 gegeni

stellt.
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Die Verteilung von Gallensiuren in der Leberzelle bei extrahepatischer Cholostase (II)
Von U. Leuschner, W. Kurtz, A. Alfurayh und W. Erb
Tab.5: Gallensiurengehalt und -konzentration bei normalen Ratten (n = 13) (15) und nach
Gallengangsligatur (n = 17)
Mitochondrien Mikrosomen Uberstand

ug - mg/lg  mg  pglg Mg uglg
1. normales Tier 396 225 450,0 212,0 23,2 7,5 L]
2. bei Cholostase 13,1 14,8 36,9 24,6 107,6 152
Signifikanz der Differenz
zwischen 1 und 2
p< 0,005 0,01 0,0025 0,005 0,01 0,01
Verschiebung
zwischen 1 und 2 —67 —34 —92 —88,4 +365 +102
(%)

{ Im Gegensatz zu unseren an Organellenfraktionen ermittelten Ergebnissen wurde im
- Lebergesamthomogenat der Ratte nach Gallengangsligatur ein Anstieg des Gallensiu-
rengehaltes beschrieben (7, 10, 14, der zum Uberwiegenden Teil durch Trihydroxygal-

lensduren, hauptsichlich B-Muricholsdure, bedingt war. Die Chenodesoxycholsiure fiel
| nach voriibergehendem Anstieg 4 Tage nach Gallengangsligatur wieder ab_und ent-
sprach 8—10 Tage nach der Operation dem Ausgangswert. Auch der zunichst beobach-

! tete Anstieg der Cholsiure blicb vom 3. Tag an wieder aus. Es liegt nahe (12), dafl
f
{
i

i LR - i

die Ursache dieses Verhaltens in einer durch dihydroxylierte Gallensiuren bedingten
. kompetitiven Hemmung der Typ I-Bindung von Substrat an den Lipoproteinanteil des
im endoplasmatischen Retikulum gelegenen Cytochrom P-450 zu suchen ist. Die erfor-
derliche Hemmdosis soll bei 100 bzw. 300 nMol/g-Lebergewebe liegen, fiir Trihydroxy-
gallensiuren aber erst bei 4000 nMol/g. Da das Cytochrom P-450 fiir die Einfiihrung
i verschiedener Hydroxylgruppen am Sterinringsystem verantwortlich ist (5, 26, 30, 3t);
. sind Stérungen des Gallensiurenstoffwechsels bei Aktivititsinderungen durchaus vor-
 stellbar. Der ungeachtet dieser Hypothese beobachtete Anstieg der B-Muricholsiure

; S N A
| wurde von den Autoren (10) durch Umwandlung der Chenodesoxycholsiure iiber einen ¢ %¢ — ) ,"“ﬂr’jf-‘f"; o
i Cytochrom P-450-whabhingigen Schritt, nimlich die 6p-Hydroxylierung der Urso- 4w — 3¢, "f’; =
desoxycholsiure, dem 78-Epimer der Chenodesoxycholsiure, erklirt, ghe ~ 3¢8/4,%3
i

Die Tatsache, daf nach Untersuchungen von Greim u. Mitarb. (10) die Hemmdosis
von 100 nMol/g Leber bei extrahepatischer Cholostase nur am 3. Tag erreicht wird,
schon am 8.—10. Tag ist die Konzentration auf den Ausgangswert zuriickgegangen,
und dafl sogar bei intrahepatischer Cholostase nach ANIT (7), fiir die eine primire
Schidigung der im endoplasmatischen Retikulum gelegenen Enzymsysteme diskutiert
wird (20), die Summe dihydroxylierter Gallensiuren 15 nMol/g Lebergewebe nicht
tiberschritt, 14ft auch uns die Bedeutung von Dihydroxygallensiuren bei der Ratte be-

v, zweifeln, Wir mochten eher annehmen, daf zumindest bei __Iéinger_ﬁqu_qﬁnc!_«_:mﬁ(ijﬂein-
|| gangsverschluf der von allen Autoren (7, 10, 14, 23) beobachete Anstieg trihydroxy-
!

lierter Gallensiuren im Gesamthomogenat und die von uns beschriebene relative Zu- 166
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Die Verteilung von Gallensiuren in der Leberzelle bei extrahepatischer Cholostase (II)

Von U. Leuschner, W. Kurtz, A. Alfurayh und W. Erb

nahme bei gleichzeitiger Verschiebung von der Mikrosomenfraktion in das Zytoplasma,
Verminderung des Gallensaurengehaltes spielen.

eine entscheidende Rolle fur 1e
eine enwscheloer e =

Schersten (21) sowie Lee u. Mitarb. (13) konnten z.B. zeigen, daf Cholsiure sowohl zur

Mﬁm - der Atmungsketten-
enzyme in den Mitochondrien fiihren_kann. Um tese Wirkung zu erziclen, miissen
Trihydroxygallensduren allerdings 10fach hoher konzentriert sein als Dihydroxygal-
lensiuren, von denen die Desoxycholsiure wieder eine stirkere Wirkung als die
Chenodesoxycholsiure erkennen lieR. Vergleicht man Tabelle 2 ) mit den von uns bei
gesunden Ratten ermittelten Werten (15), so fallt auf, dgwe_dgﬂihydmxy-
gallensiuren in den Mitochondrienfraktionen nach Gallengangsligatur auch tatsichlich
ﬁéﬁ}—imZehnfache der Summe dihydroxylierter Gallensduren bet 1g, wihrend
es berm nichroperierten Tier genau umgekehrt war. Es ist denkbar, dafl diese Ver-
schicbung im Verhiltnis zwischen Di- und Trihydroxygallensduren zu einer Encrgie-
verknappung in der Zelle und damit zum Riickgang der Gallensiurensynthese fiihren
_kann.

Die von uns beim operierten Tier beobachtete Verlagerung von Gallensiuren aus-der
| hﬁ[j}{_rgs_t!p}_eqfr,akl1onin_ﬁramtopl‘«ﬁmﬂﬁﬁﬂ_ﬁ'—.we“_iﬂi" ngffﬂu’ngi‘ﬁﬂil‘lc—’ﬁ@nulen
Konjugation von Gallensiuren mit Taurin und Glycin fiihren. Erste Hinweise hierfiir
lieferte Bremer bereits 1956 (6), Untersuchungen von Schersten (21) bestatigten diese
Befunde. Bremer konnte zeigen, dafl die Konjugationsrate von Lebermikrosomen nach
Zugabe von Tauro- bzw. Glycocholat deutlich zurlickging. Schersten fand, dafl die
Trennung von Zytoplasma und Mikrosomen bei Patienten mit Cholelithiasis die im
Homogenat eingeschrinkte Konjugationsrate wieder voll herstellte, so daff die Ver-
minderung der Konjugationsrate nur durch im Hyaloplasma gelegene Gallensiuren-
konjugate hervorgerufen worden sein konnte. Wie Gallensduren bei extrahepatische!
Cholostase in das Zytoplasma gelangen, wissen wir nicht. Moglicherweise spielt hie:
die von Schersten (22) vermutete und von Bjorkerud u. Mitarb. (1) demonstriert:
Labilisierung der Lysosomenmembranen, und damit der Austritt von in diesen Orga
nellen gelegenen Gallensduren in das Zytoplasma eine Rolle. Vielleicht handelt es sid
aber auch nur um riickgestaute Substanzen aus den intrahepatischen Gallengdnger

Ein Riickgang des Gallensiurengehaltes im Lebergewebe kann nur dann eintreten, wen
bei verzogerter Neubildung und Konjugation die weitere Ausscheidung aus der Zell

mdglich ist. Da die Ratte nach Gallengangsligatur die Galle nur fiir 2 Minuten ir
chern vermag (17), erfolgt bei Fortbestehen der Ligatu

Gallengangssystem zu spei
zunichst die Ablagerung gallepflichtiger Substanzen i der Zelle, schlieRlich aber il

Ausscheidung ins Blut. Dementsprechend fanden Boyd u. Mitarb. (4) bereits 30 Mim
ten nach der Unterbrechung des Galleflusses cinen Anstieg der Gallensiurenkonzer
tration im Serum auf das 20fache, mit einem Plateau ab der 8. Stunde, und mit zei
licher Verzbgerung einen Anstieg des Gallensiurengehaltes im Urin (4). Vermutli
fiihrt die Ausscheidung der nach Gallengangsligatur in geringerer Menge synthetisiert:
Gallensiuren auf diesem Weg schlieflich zum allmihlichen Riickgang der Gesamtko
zentration im Lebergewebe.

AbschlieRend sei darauf hingewiesen, da® auch bei Leberzirrhose, chronischer Hep
titis und im Coma hepaticum eine Verminderung der Gallensiurenkonzentration -
Lebergesamthomogenat sowie eine Verkleinerung des Gallensiurenpools beschrieb
worden sind (3, 9, 16, 27—29). Wollte man daher den Vorstellungen folgen, wonach |
Cholostase die Gallensiurenkonzentration in der Leber ansteigt, so wire die Cholost:
die einzige Form einer Leberkrankheit, bei der es zu einer Vermehrung des Galle
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Die Verteilung von Gallensiuren in der Leberzelle bei extrahepatischer Cholostase (11)

Von U. Leuschner, W. Kurtz, A. Alfurayh und W. Erb

siurengehaltes in der Zelle kommt. Da aber die Cholostase auch der einzige Zustand ist,
bei dem Gallensiuren in groflerem Ausmaf im intrahepatischen Gallengangssystem
abgelagert werden, liegt der Gedanke nahe, dafl der in der Literatur beschriebene
Konzentrationsanstieg durch Gallensiduren des Gangsystems hervorgerufen wurde.

Zusammenfassung:

Nach 17tigiger extrahepatischer Cholostase wurden bei minnlichen Wistar-Ratten Gal-
lensdurengehalt und Gallensiurenkonzentration in subzelluliren Fraktionen der Leber
bestimmt. Die Untersuchungen erfolgten gaschromatographisch. Der durchschnittliche
Gallensiurengehalt im Leberzellhomogenat einer 13,5 g schweren Leber betrug 157,6 ug.
In der Mitochondrienfraktion fanden sich 13,1 pg (8,3 %), in der Mikrosomenfraktion
36,9 ug (23,4 %) und im Zytoplasma 107,6 ug (68,3 %). Damit war der Gesamrgallen-
siurengehalt gegeniiber dem Vergleichskollektiv nichtoperierter Ratten um 69 %o abge-
fallen. In der Mitochondrienfraktion betrug der Riickgang 34 %o, in der Mikrosomen-
fraktion 88,4 %, im Zytoplasma ist es jedoch zum Anstieg um 102 %6 gekommen. Es
wird vermutet, dafl die Anreicherung von Trihydroxvgallensiuren zu einer Synthese-
storung in der Leberzelle gefithre hat.

Frl. S. Linnenkohl danken wir fiir ihre Mitarbeit bei der Durchfithrung der Experimente und
bei der Anfertigung der Arbeit.
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