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Untersuchungen zur Lokalisation von Gallensauren
in der Leberzelie (1)*) **)

Von U. LEUSCHNER, A. ALFURAYH, W. UHLMANN, H. J. WILD-
GRUBE und W. ERB

Unsere Kenntnisse iiber die Beteiligung von Zellorganellen am Gallensiurenstoffwech-
«l beruhen fast ausschlieflich auf Untersuchungen mit der Fragestellung, ob Enzyme
einer bestimmten Organellenfraktion eimen definierten Svntheseschritt katalysieren
konnen oder niche (9, 10, 15, 16, 18, 27, 31, 43, 44). Uber die Verteilung von Gallen-
siuren in der Leberzelle ist dagegen so gut wie nichts bekannt. In der vorliegenden
Arbeit sollten daher folgende Fragen bearbeitet werden: Sind Gallensauren in der
Leberzelle an Zellbestandteile gebunden oder frei geldst? Liegen Gallensduren an oder
in Zellorganellen oder im Zytoplasma? Wie grofl sind Gallensiurengehalt und Gallen-
siurenkonzentration in den einzelnen Organellenfraktionen?

Die Untersuchungen wurden an Rattenlebern durchgefiihrt. Die Priparation der Zell-
organellen erfolgte durch Differentialzentrifugation. In der Mitochondrien- und
Mikrosomenfraktion sowie im Zytoplasma (Methode I und 11, s. u.) bestimmten wir
den Gallensdurengehalt mit Hilte der Gaschromatographie. Da sich bei Vorunter-
suchungen aber zeigte, daft sich Gallensduren weder diinnschicht- noch gaschromato-
graphisch in den iiblicherweise zur Differentialzentrifugation verwendeten glukose-
oder saccharosehaltigen Suspensionsmedien zufriedensteliend nachweisen lieflen (34),
priparierten wir die Organellenfraktionen mit einer von uns modifizierten Methode
nach Claxde (35) in gepufferter KCl-Losung (Methode I). Zum Vergleich wihlten
wir das nur geringfiigig geinderte, von Claude in der Literatur beschriebene Verfah-
ren (19) (Methode 1I). Dariiber hinaus wurden Reinheitsgrad und Strukturerhaltung
aller Fraktionen sowie der Mikrosomenrest im fliissigen Uberstand licht- und elek-
tronenmikroskopisch kontrolliert. Bei den ersten 10 Untersuchungen bestimmten wir
zusitzlich den Phospholipid-Phosphor-Gehalt in den Mitochondrien- und Mikroso-
meniraktionen. SchlieRlich wurde der elektronenmikroskopische Befund der in KCI-
Losung gewonnenen Fraktionen mit dem solcher Fraktionen verglichen, die wir nach
der Methode von Sedgwick und Hiibscher (46) (Methode I1I) in einem saccharosehalu-
gen Suspensionsmedium erhielten.

Material und Methode

Als Versuchstiere dienten 33 minnliche Wistar-Ratten mit einem durchschnittlichen Korper-
gewicht von 200—230 g. Alle Tiere wurden zwischen 8 und 9 Uhr vormittags getotet.

a. Differentialzentrifugation:

Die Tiere wurden in leichter Athernarkose entblutet, und die Leber sofort auf eisgekiihlten
Glasplatten von der Lebervene her mehrfach mit einer gepufferten 0,3 M-KCI-C,05 M-
EDTA-K-Losung (pH 7,4) durchspiilt. Jeweils 2 g Gewebe wurden mit der gleichen Losung im
Verhiltnis 1 : 10 versetzt und mit dem Homogenisator nach Potzer und Elvebjem zerkleinert.

*

) Herrn Drof. Dr. med. W. Siede zum 65. Geburtstag gewidmet.
=51 Die Untersuchungen wurden mit Unterstitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft sowie
die Harry-und-Peter-Fuld-Stifrung durchgefithre
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U. Leuschner, A. Alfurayh, W, Uhlmann, H. J. Wildgrube und W. Erb

Methode I (n = 13): Eine Vorfraktion (intakte Leberzellen, Gallenginge, Gefifisvsteme,
Erythro- und Leukozyten, Leberkapsel) wurde in der Laborzentrifuge von Haereus abgetrennt,
indem der Arbeitsgang nach Erreichen von 2300 U/min abgebrochen wurde. Die Vorfraktion
wurde verworfen, der Uberstand in der Ultrazentrifuge , Automaric Superspeed” 50 T. C.
(MSE) mit dem Winkelrotor § X 25 ml, Becherneigung zur Rotorachse 207, Zenrtrifugalkraft
g) bezogen auf Bechermitre, weiterverarbeitet. Temperatur 0—4° (., Folgende Fraktionen
wurden 1soliert: Kerne: 600 U/lmin, 15,10 v. 7 min: nack Verdiinnung des Suspensionsmediums
(G.15 M-KCl-0,025 M-EDTA-K) Mitochondrien: 3000 U/min, 15, 15 u. 7 min; Mikrosomen:
39 000 U/min, 2 X 60 min; Mikrosomenrest im fliissigen Uberstand: 40 000 U/min. 120 min,

Methode II (nach Claude, n = 10): Suspensionsmedium und Vorfraktion wie bei Methode 1;
Kerne: 3500 U/min, 15, 5 u. 3 min; Mitochondrien: 5000 U/min, 25, 20 u. 10 min: Mikrosomen:
17 500 U/min, 63 min; Mikrosomenrest jm flissigen Uberstand: 40 600 U/min, 12 min.

Methode III (nach Sedgwick und Hiibscher [46], modifiziert nach De Duve; n = 10);
Suspensionsmedium: 0.3 M-Saccharose-0,002 M-EDTA. Kerne: 400C U/min, 10 min; Mito-
chondrien: 8000 U/min, 2 X 20 min; Mikrosomen: 40 030 U/min, 60 min.

b.  Licht- und clektronenmikroskopiscbe Praparation:

Die Fixation der Sedimente erfolgte in einer auf pH 7.4 gepufferten 6,25 %/pigen Glutaraldehyd-
lésung. Nach 24stiindigem Spiilen Kontrastierung mit 1 %sigem OsOy und Entwasserung in
aufsteigender Azetonreihe (70, 90, 100 %), Zwischcnkonrrastierung mit Phosphowolframsaure-
Uranylazetar. Das Material wurde in Durcupan ACM eingebetter und mir Bleihydroxvd am
Schnitt nachkontrastiert. Fir die Lichtmikroshopie wurden Semidiinnschnitte mit Mallory
Azur II gefirbt. Die elektronenmikroskopische Beurteilung erfolgte mit dem Elektronenmikro.
skop EM 9 S der Firma Zeiss.

¢. Gaschromatographische Analyse:

Die Denturicrung der Zellproteine erfolgte durch Sieden im absoluten Alkohol. Nach
Filtration dreimalige Spiilung in heiflem Athanol (29). Die Elimination der Neutralfette erreich-
ten wir mit der Gegens:romvertci]ung nach Blankenhorn und Abrens (11). Nach der Einengung
der Athanol-Phase am Rotationsevaporator erfolgte die alkalische Hydrolyse der Gallensiuren
im Autoklaven und ihre Uberfihrung in Athylazerar. Aus dem nach abermaliger Einengung
am Rotationsevaporator entstandenen Riickstand wurden Verunreinigungen durch Auswaschen
entfernt. Der Extrakt wurde in Chloroform-Methanol aufgenommen und unter Stickstoff
erneut eingeengt. Vor der gaschromatographischen Analyse wurden die Gallensiuren mit
Diazomethan in 1 m] Ather methyliert und mit 1 m| Trifluoressigsiurcanhydrid azetyliert
(48, 49). Thre Aufreilung erfolgte an einem Gaschromatographen der Firma Packard (Serie
7500—7800). Sdulenbedingungen: 180 :¢.2 cm; Fillung: 3% QF1 auf Gaschrom Q.
100—120 mesh; Temperatur: 237° C; Durchflufirate: (Ng) 40 ml/min; FID; Empfindlichkeit:
3 A 1010 — 1 X 1010, Dije Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit Hilfe eines Inneren
Standards.

d.  Bestimmung des Phospholipid-Phosphors (PLP):

Die Bestimmung des PLP erfolgte gemifl den Angaben von Bartlett (3). Sie beruht auf der
Messung der Extinktion im Eppendorf-Photometer, nachdem durch Zugabe eines Redukrions-
mittels zur im Ansatz entstandenen Phosphomolybdinsiure eine blaue Farbreaktion ausgelist
wurde, die dem Phosphorgehalt direkt proportional ist.

Ergebnisse

Die nach Methode 1 untersuchten Tiere hatten ein durchschnittliches Korpergewicht
S

von 200 g. Das Lebergewicht schwankte zwischen 8,4 und 11.8 g und lag im Mirtrel
bei 1.1 = 0,7 ¢.
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U. Leuschner, A. Alfuravh, W. Uhimann, H. J. Wildgrube und W. Erb

Nach Differentialzentrifugation erhielten wir eine milchkaffeefarbene Mitochon-
drien-. eine rotlich-braune Mikrosomenfraktion und den fliissigen Uberstand. Das
Durchschnittsgewicht der Mitochondrienfraktion betrug 1,76 = 0,16 g. der Mikro-
somenfraktion 2,12 + 0,44 g und des Zvtoplasmas 3,1 g. Das entsprach einem Verhilt-
nis von 1:1,2:1,8. Der Reinheitsgrad der Fraktionen und die Strukrurerhaltung
der Organellen waren, verglichen mit den Ergebnissen nach Methode IIT sehr gur.
Das Verhiltnis zwischen dem PLP-Gehalt der Mitochondrien- und dem der Mikro-
somenfraktion war nicht ganz 1: 2.

In dem nach Abtrennung der Vor- und Kernfraktion untersuchten Leberzellhomo-
genat einer Leber fanden wir durchschnittlich 512.8 ug Gallensiuren. Davon lagen
39,6 ug (7.7 %) in der Mitochondrienfraktion, 45C.0 ug (87,8 ®/o) in der Mikrosomen-
fraktion und 23,2 ug (4,5 %) im flissigen Uberstand, dem sog. Zvtoplasma. Die Gal-
lensiurenkonzentration betrug in der Mitochondrienfraktion 22.5 ug g. in der Mikro-
somenfraktion 212.0 ug'g und im fliissigen Uberstand 7,5 ug/g (Tab. 1). Die durch-
schnittlichen Absolut- und Relativwerte der 5 wichtigsten Gallensiuren (Cholsiure
[C], B-Muricholsiure [p-MC], Desoxycholsiure [DC], Chenodesoxycholsiure [CDC]
und Lithocholsiure [LC]) finden sich in Tabelle 2—4. Die Konzentration aller Gallen-
siuren war in der Mitochondrien- und Mikrosomenfraktion hoher als im Zytoplasma.
Die Unterschiede zwischen den Gallensiurenkonzentrationen in der Mitochondrien-
und Mikrosomenfraktion waren statistisch signifikant. Fiir DC und LC war p<<0.01,
fiir C, -MC und CDC <C0,005. Ebenfalls signifikante Unterschiede fanden sich zwi-
schen den Konzentrationen in der mikrosomalen Fraktion und dem flussigen Uber-
stand. Fiir -MC, LC und CDC war p<C0,0025, fiir C und DC <C,0C5. Weiterhin
lieflen sich signifikante Differenzen zwischen den Konzentrationen in der Mitochon-
drienfraktion und dem fliissigen Uberstand berechnen. Fir C und DC war p<<C,02.
tiir -MC, CDC und LC <0,005.

Die nach Methode II untersuchten Tiere hatten ein durchschnittliches Korperge-
wicht von 230 g und ein Lebergewicht von 15,4 g.

Die makroskopische Beschaffenheit der Organellenfraktionen entsprach der von
Methode I. Das Durchschnittsgewicht der Mitochondrienfraktion betrug 1,82 g, der
Mikrosomenfraktion 3,22 ¢ und des Zytoplasmas 4,8 g. Das entsprach einem Ver-
hiltnis von 1 :1,8 : 2.6. Elektronenmikroskopisch zeigte sich eine deutliche Konta-
mination der Mitochondrienfraktion und des flissigen Uberstandes durch mikro-
somale Strukturen.

Tab. 1: Gallensiurenkonzentration und Gallensiurengehalt in subzelluliren Fraktionen der
Rattenleber (n == 13) Methode 1

Mirochondrien Mikrosomen Uberstand Gesamt
< (ug/g) 22,5 2120 7.5
s 14.7 1773 7.6
£ {ug) 39.6 450,0 23.2 5128
3 25,2 380,C 33,C
Verteilung (%/o) 7.7 87.8 4.5
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Tab. 2: Gallensiurenspektrum der Mitochondrienfraktion normaler Versuchstiere (n = 13)
Methode 1

G B-MC DC CDC LC
S (ug) 15,42 3,05 3,87 1,37
% (ug/g) 8,80 1,71 2,20 0.78
Tab. 3: Gallensiurenspektrum der Mikrosomenfraktion normaler Versuchstjcre (n = 13)
Methode I

& B-MC DC CDC LC
% (ug) 163,38 38,85 21.84 49,78 9,45
% (uglg) 77,80 18,50 10,40 23,80 4,50

Tab. 4: Gallensaurenspektrum im flissigen Uberstand normaler Versuchstiere (n = 13) Me-
thode |

¢ B-MC DC 81510 LC
% (ug) 10,80 0,15 1,30 0,43 0,27
X (ug/g) 3,48 0,05 0,42 0,14 0,09

Bei héherem Ausgangsgewicht der Leber fanden wir im Leberzellhomogenat durch-
schnittlich 8293 ug Gallensiuren. Davon lagen 92,3 ug (11,2 %) in der Mitochon-
drienfraktion, 685.0 ug (82,5%) in der Mikrosomenfraktion und 52,0 ug (6,3 %)
im flussigen Uberstand. Die Konzentration betrug in der Mitochondrienfraktion
50,6 ug/g, in der Mikrosomenfraktion 2120 ug/g und im Zytoplasma 10,8 ug'g
(Tab. 5). Das Gallensdurenspektrum zeigte eine ihnliche Verteilung wie bei Methode 1.

In Tabelle 6 ist die prozentuale Verteilung der Gallensiuren, ermittelt nach Methode
Tund II, gegeniibergestellr.

Diskussion

Wegen des hohen RNS-Verlustes und emner erheblichen Mitochondrienagglutination
wurde die friher hiufiger angewandte Priparation von Zellorganellen in Elektrolyt-
l6sungen bald wieder autgegeben (13, 30). Der Mitochondrienverlust in die Kern-

P
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Tab. 5: Gallensiurenkonzentration und Gallensiurengehalt in subzelluliren Fraktionen der
Rartenleber (n = 10) Methode II

Mitochondrien Mikrosomen Uberstand Gesamt
% (ug/g) 50,6 212,0 10,8
5 249 C,0 4,5
% (ug) 92,3 6850 52,0 8293
s 453 2570 21
Verteilung (%) 11,2 82,5 )

Tab. 6: Prozentuale Verteilung der Gallensiuren in der Zelle nach Methode I (n = 13) und
Methode I1 (n = 10)

Mitochondrien Mikrosomen Uberstand
(%0) (%0) (°/o)
Methode I Tt 87.8 45
Methode II 11,2 82,5 6.3
Verschiebung zw. I und 11 +.3,5 —53 +1.8

fraktion soll bis zu 509 des gesamten Organellenbestandes betragen haben (45).
Diese Gefahr lieR sich durch Abtrennung einer Vorfraktion bei hoher, und der
Mitochondrien bei relativ niedriger Umdrehungszahl reduzieren (21). Durch Zu-
gabe von EDTA und Anderung der Zentrifugalkrifte sowie der Dauer und Anzahl
der Waschvorginge konnten wir die Methode (1) endlich soweit modifizieren, dafl
die Reinheitskontrollen weit bessere Ergebnisse lieferten als fiir Methode II (7, 39).
Wegen der bei Methode 11 hoheren Zentrifugalkraft zur Isolierung der Kern- und
Mitochondrienfraktion kam es zum Verlust von Mitochondrien in die Kernfraktion
und zum Ubertritt mikrosomaler Strukturen in die Mitochondrienfratkion; wegen
der relativ geringen Zentrifugalkraft bei der Isolierung der Mikrosomenfraktion
verblieben Reste dieser Organellen — wie die elektronenmikroskopische Kontrolle
zeigte — im fliissigen Uberstand. Das mit den Angaben aus der Literatur (7, 23, 32)
gut iibereinstimmende Gewichtsverhiltnis zwischen den Fraktionen der Methode I
verschob sich bei Methode 11 daher zuungunsten der Mitochondrienfraktion. Durch
den erwihnten Ubertritt mikrosomaler Strukturen in die Mitochondrienfraktion
und das Zytoplasma stieg der Gallensiurengehalt um 3.5% bzw. um 1,8 % an,
wihrend er in der Mikrosomenfraktion um 5,3 9 ¢ abfiel. Obwohl diese Verschiebung
im Gallensaurengehalt die Bestitigung des elektronenmikroskopischen Befundes
darstellt, sei aber darauf hingewiesen, daff die mit Methode I und II ermitrelten
Resultate grundsitzlich nicht stark difterieren. Bei beiden Versuchsanordnungen
befanden sich iiber 80 %o aller Gallensiuren in der Mikrosomenfraktion und nur
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etwa 10 %o in den beiden anderen Kompartimenten. Beide Methoden der Differen-
tialzentrifugation fiihrten somit zu einer Konzentration gallensiurenhaltiger Zell-
strukturen in einer Fraktion. Abgesehen von den geringfiigigen, priparativ beding-
ten Unterschieden in der Gallensiurenverteilung bestitigten die mit Methode II
ermittelten Ergebnisse damit die genaueren der Methode 1.

1 g Lebergesamthomogenat soll nach Angaben aus der Literatur (28, 33, 40) zwi-
schen 75 und 110 ug Gallensiuren enthalten. Da wir in der Vor- und Kernfraktion
ungefihr 30 %o, und zwar uberwiegend gallensiurefreies Gewebe (Bindegewebe, Ge-
fifisysteme) abgetrennt und verworfen hatten, wire der von uns in 1 g Zellhomo-
genat bestimmre Gallensiurengehalt um etwa 30 %0 zu hoch, wenn man ihn auf das
Gesamthomogenat iibertragen wiirde. Aufgrund dieser Uberlegung errechnet sich
der Gallensiurengehalt in 1 ¢ Gesamthomogenat bei uns auf erwa 55 ug. Dies be-
deutet gegeniiber den Angaben aus der Literatur eine Differenz von 25—50 0/, Mog-
licherweise stellt sic die bei Versuchen mit Lebergesamthomogenaten eintretende
Kontamination durch Gallensiuren der Gallenginge dar.

Das Vorkommen von iiber 809/ aller Gallensiuren in der Mikrosomenfraktion
stimmt mit unseren heutigen Kenntnissen iiber den Gallensiurenstoffwechsel gut
iiberein. So liuft die Mehrzah! aller Syntheseschritte, wie die Hydroxylierung am
Cholesterinringsystem. die Verlagerung von Doppelbindungen, die Seitenketten-
oxvdation. die Aktivierung sowie die Ronjugation mit Taurin und Glyzin wahr-
scheinlich in dieser Fraktion ab (14, 15, 17, 18, 20, 26, 27, 42). Es ist vorstellbar, dafl
sich die de novo svnthetisierten Gallensiuren am Ort ihrer Entstehung anreichern
oder iiber das Schlauchsystem des endoplasmatischen Retikulums an Lysosomen zur
Ausscheidung weitergegeben werden. Beziehungen zwischen diesen beiden Organellen-
arten sind beschrieben worden (1, 2, 4).

Schwieriger ist die Interpretation des — wenn auch nur geringen — Gallensiurenvor-
kommens in der Mitochondrienfraktion. Zwar soll in diesen Organellen die Seiten-
kettenoxydation des Cholesterinmolekiils, die Synthese von Cholvl-CoA sowie von
Chenodesoxycholsiure mit Lithocholsiure als Zwischenprodukt erfolgen (8, 22, 36,
38, 47, 50), doch ist nichts dariiber bekannt, ob diese Verbindungen hier auch ge-
speichert werden kénnen. Von der feinstrukturellen Beschaffenheit der Organellen
her ist dies eher unwahrscheinlich. Da aber die moglicherweise an der Konjugation
der Gallensiuren oder in ihrer Ausscheidung in die Galle beteiligten Lysosomen (41,
2, 44) mit der Mitochondrienfraktion sedimentieren (24, 25), konnte der Gallen-
saurengehalt dieser Fraktion auch lvsosomaler Herkunft sein.

Im Zytoplasma fanden wir den niedrigsten Gallensiurengehalt iberhaupt. Aus der
Literatur ist allerdings auch kein einziges zvtoplasmatisches Enzymsystem bekannt,
das den letzten Schritr der Synthese von Gallensiuren katalysiert (12). Lediglich
Zwischenprodukte, wie ungesittigte Ketone, wurden beschrieben. Zwei der an ihrem
Stoffwechsel beteiligten Enzvme (4,5-Ketosteroid 5p—Reduktase, 3a Hydroxysteroid-
Dehydrogenase) konnten sogar isoliert werden (5,6). Der niedrige Gallensiurengehalt
(4,5 %) im fliissigen Uberstand weist darauf hin. daft Gallensiuren in der Zelle struk-
tur- und organellengebunden sind. Wiren sie frei im Zvtoplasma gelist, so hitten sie
gerade im fliissigen Uberstand vermehrt nachweisbar sein miissen. Sollte jedoch wih-
rend der Praparation die mizellare 1éslichkeir unterschritten worden sein, was zum
Austall der Gallensiuren gefithrt hat, so wire ihre gleichmiflige Verteilung auf die
Mitochondrien- und Mikrosomentraktion zu erwarten gewesen.
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X hnliche Untersuchungen wie die mitgeteilten sind uns nur von Okishio und Nair (4C)
sowie Mmato u. Mitarb. (37) bekannt. Die erstgenannten Autoren tanden nach Pra-
paration der Fraktionen in einer 0.25 M-Saccharoselosung 60 %o aller Gallensauren im
Zvtoplasma und je 8-11 ug in je 1 g Kern-, Mitochondrien- und Mikrosomenfraktion.
Diese Verteilung konnte u. E. jedoch auf einen priparativ bedingten Gallensaurenver-
lust in den drei Organellenfraktionen hinweisen. So konnten wir an anderer Stelle
zeigen (34). daf sich Gallensiuren aus einer reinen Saccharoselosung leichter extra-
hieren lieRen als aus einem Gemisch von Saccharoselosung und Gewebsbrei. Das be-
deutet aber, daft der Gallensdurenverlust in den gewebsreichen, nur wenig verdunnten
Organellenfraktionen wesentlich stirker sein diirfte als im stark verdiinnten fliissigen
Uberstand. — Minato u. Mitarb. (37) fanden nach Gabe von %S-Taurin 93—97 %o des
radioaktiv markierten Materials im Zytoplasma, doch scheint uns der Schiufl nicht
ohne weiteres zulissig, dafl es sich hierbei um Gallensiurenkonjugate gehandelt hat.
Wie Bremer (14) nimlich beretts 1955 beobachtete, hat die Gabe von Taurin nur
geringen Einfluf} auf die Svnthese von Gallensiurenkonjugaten, da der Tauringehalt
der Rattenieber mit £.35—0,92 mg/g bereits ziemlich hoch ist.

Zusammenfassung:

In subzelluliren Fraktonen der Rattenleber, die wir nach zwei verschiedenen Methoden
der Differentialzentrifugation praparierten, wurden Gallensiurengehalt und Gallen-
siurenkonzentration mit Hilfe der Gaschromatographie bestimmt. In der Mitochon-
drienfraktion fanden sich 39.6 ug (7,7 %), in der Mikrosomenfraktion 450.0 ug (87,8 %/s)
und im Zytoplasma 23.2 ug (4.5 %). Das entsprach einem Gallensiurengehalt von erwa
55 ug'g Lebergesamthomogenat. Die Untersuchungen ergaben weiterhin, dafl Gallen-
siuren in der Zelle strukturgebunden sind und nicht frei im Zytoplasma gelost.

Erl. S. Linnenkobl danken wir fiir ihre ausgezeichnete Mitarbeit.

Literatur:

1. Arstila, A. U. u. B. F. Trump: Virch. Arch. Abt. B Zellpath. 2 (1969) 85. — 2. Ashworth, C. T. u.
E. Sanders: Amer. J. Path. 37 (1960) 343. — 3. Bartlett; 'G. ‘R:: J. Biol. Chem. 234 (1959) 466, —
4. Bartok, ]., V. Totovic u. P. Gedigk: Virch. Arch. Path. Anat. 343 (1967) 1. — J. Bersens, O.:
Europ. J. Biochem. 2 (1967) 493, — 6. Berseus, Q. u. L. Bjorkhem: Europ. J. Biochem. 2 (1967) 503. —
7. Bielka, H.: Endoplasmatisches Retikulum und Ergastoplasma; in: Molckulare Biologie der Zelle,

G. Fischer Verlag, Stuttgart (1969) 414, — 8. Bjorkbem, I.: in: Bile acids in human diseases; F. K.
Schattauer Verlag, Sturtgart-New York (1972) 9. — 9. Biérkhem, 1., H. Danzelsson, u. K. Emarsson:
Europ. J. Biochem. 2 (1967) 294, — 10. Bigrkhem, 1., H. Danielsson, K. Einarsson u. G. Johannson:

1. Clin. Invest. 47 (1968) 1573, —
11. Blankenhorn, D. H. u. E. H. Abrens: ]. Biol. Chem, 212 (1965) 69. — 12. Boyd, G. S. u. 1. W.

Percy-Robb: Amer. |. Med. 51 (1971) 580, — 13. Brachet, ]. u. R. Jeener: Enzymologia 11 (1944)
196. — 14. Bremer, [.: Acta Chem. Scand. 9 (1955) 683, — I5. Bremer, J.: Acta Chem. Scand. 9
(1955) 268. — 16. Bremer, J.: Acta Chem. Scand. 10 (1956) 56. — 17. Bremer, ].: Akad. Tryknings-
sentral, Blindern, Oslo (1956). — 18. Bremer, J. u. U. Gloor: Acta Chem. Scand. 9 (1955) 689. —
19. Claude. A.: ]. Exp. Mcd. 84 (1946) 51. — 20. Cronholm. T. u. G. Johanson: Europ. ]. Biochem. 76
197¢) 373, — o

31, Dalton, A. ]., H. Kabler, M. G. Kelly, B. J. Liovd u. M. ]. Striebich: J. Wat. Cancer Inst. 9 (1949)
339, — 22, Danielsson, H.: Acta Chem. Seand. 74 (1960) 348. — 2J. David, H.: Mitochondriens in:
Molekulare Biologie der Zelle. G. Fischer Verlag, Stuttzart (1969} 465. — 24. De Duve, C.: Vih
Internat. Congr. Biochem. Moscow 2 (1961) 7 35, De Duze, Co Berthet u. Beautay: Progr. in
Biophys. a. Biophys. Chem. 9 (1959 325, — 2o, Emarsson, K.: Europ. 1. Biochem. 5 (1968) -




‘oenterologic
1) 103—112

Aus der Chirurgischen Universitits-Klinik Marburg/Lahn (Direkror: Prof. Dr. med. H. Hamel-
mann). dem Labor voor cytologie en histologie. Katholieke Universiteit Nijmegen/Niederlande
(Direktor: Prof. Dr. C. R. Jerusalem), und der Medizinischen Universitits-Klinik Marburg/Lahn
(Direktor: Prof. Dr. G. A. Martini)

Untersuchungen zur heterotopen auxilidren
Lebertransplantation bei Wistar-Ratten

Von O. ZELDER, C. R. JERUSALEM u. CH. BODE

Mit auxiliiren heterotopen Lebertransplantationen wurden bisher nur wenig befriedi-
gende Resultate erzielt (1, 4, 6, 7, 11, 13, 18, 28, 29, 36). Die Griinde hierfiir sind in
verschiedenen Ursachen zu suchen, z.B. ungiinstige himodynamische Bedingungen
(16, 20, 24, 26, 30), unspezifische funktionelle Konkurrenz zwischen Transplantat und
Empfingerleber in Abhingigkeit von der portalen Versorgung (9,12, 13,18, 24,33, 34)
und unspezifische Abstoflungsreaktionen. Erfolgreiche heterotope, auxiliire Leber-
transplantationen mit Uberlebenszeiten von mehr als 14 Monaten wurden erstmalig
von Lee (18, 19) an isologen und spiter von Hess (9) an Ratten aus wgeschlossener
Zucht® beschrieben. Demnach ermoglicht dieses Modell der Lebertransplantation an
Ratten allgemeine Probleme der auxilidren heterotopen Transplantation zu studieren.
In dieser Arbeit wird von iiber 60 Transplantationen an einem Wistar-Wistar-Modell
nach der von Hess (9) angegebenen und nur geringfiigig modifizierten Technik be-
richtet.

Material, Technik und Methode

Es wurden minnliche Wistar-Rarten (Gewicht 300—400 g) verwendet; 37mal dienten Tiere der
Fa. Ivanovas, Kisslegg/Allgiu, 23mal Tiere der Fa. Temmler, Marburg, sowohl als Spender
wie als Empfinger. Es handelte sich nicht um SPF-Tiere. Die Operationen wurden in Ather-
Inhalationsnarkose und in der Regel mit sterilisierten Instrumenten durchgefiihrt, obgleich bei
Ratten die Verwendung nur gereinigter Instrumente ausreichend ist (9, 18, 19).

a) Spenderoperation: Nach Medianschnitt wurde das Intestinum nach links geschlagen. Nach
Ligatur der A. hepatica wurden die zwei linken kleinen Leberlappen reseziert, der Gallengang
und die Pfortader skelettiert und deren Seiteniste ligiert und durchtrennt. Nach Priparation
der V. cava inferior wurden nur die proximalen Lappen ligiert und reseziert. Wihrend der
Priparation des Empfingers blieb die Versorgung des Transplantates mit portalem Blut erhal-
ten. Die beiden kaudalen Lappen, etwa 30 % der Spenderleber, wurden als Transplantat
verwendet. Es erfolgte eine kurze Perfusion tber die Plortader mit 4° C kalter Ringer-Lakrat-
Lésung unter Zusatz von 1000 E. Heparin und 190 Novocain unter einem Druck von 15 cm
Wassersaule.

b) Empfangeroperation: Nach Medianschnirg, linksseitiger Verlagerung des Intestinums und
Skelettierung der Pfortader wurde rechtsseitig nephrektomiert, um sowohl Raum fiir das
Transplantat als auch eine optimale Position fiir die Ausflufianastomose zu gewinnen, Danach
wurde die Ausflufanastomose subhepatisch, und zwar so proximal wie moglich, mit 7:0 Ethi-
con-silk als End-zu-Seit-Anastomose angelegt. Es wurde darauf geachtet, einen nur etwa
1 mm langen Cavastutzen zu verwenden, um eine Abknickung der Ausfluanastomose zu
vermeiden (7, 17). Nach Abklemmung der A. mesenterica wurde eine End-zu-End-Anastomose
beider Pfortadern mit 8:0 Suprylon/Pfrimmer angelegt. Nach Implantation des Gallenganges
in das Duodenum wurde zunichst der Ausfluf, dann die Pfortader und zuletzt die A. mesente-
rica freigegeben. Letztlich wurde die Empfingerleber um etwa 50%0 reseziert, um eine
funktionelle Atrophie des Transplantates zu vermeiden. Danach erhielten die Tiere 3 ml
Gelatine-Plasmaexpander i.v. Die Ischimiezeit betrug etwa 35—40 min. Uber die ersten
postoperativen Tage wurden die Tiere mit Binotal, 10 mg'Tag behandelt. Venenblut fiir die
Bestimmung der GOT, GPT und AP wurde nach 5 Stunden und danach tiglich aus der
Schwanzvene gewonnen. Zur Messung der Aktivitdt von Enzvmen vorwiegend zvtoplasmati-
scher Lokalisation in der Leber wurden Tiere in der agonalen Phase durch Entbluten in Narkose




