


Bei einer weiteren Auswertung wurde ein Kollektiv von Leberpatienten zu-
sammengestellt, um die Empfindlichkeit der GGTP gegeniiber den anderen Para-
metern in der Leberdiagnostik abzugrenzen. Bei insgesamt 36 Patienten mit ver-
schiedenen chronischen Leberkrankheiten und erhéhter GGTP wurden zusammen
elf Parameter ausgewertet. Die Abb. 2 zeigt den prozentualen Anstieg der patho-
logischen Werte dieser elf Parameter, wobei der Anstieg der GGTP gleich 1009,
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gesetzt wurde. Es zeigt sich, dall die iibrigen Parameter in einem wesentlich
geringeren Prozentsatz pathologisch ausfielen.

Schwierig zu entscheiden war die Frage, ob die Anstiege des Enzyms bei ver-
schiedenen Formen von Herzkrankheiten auf eine Leberschidigung zuriickzu-
fithren sind. Um nun zu priifen, ob neben der Leber und den Gallengéingen noch
der Herzmuskel als Quelle des Serumenzyms in Frage kommt, wurde Blut aus den
groBen Korpergefiallen, das bei der Herzkatheterisierung gewonnen wurde, unter-
sucht. Dabei fanden sich keine signifikanten Unterschiede der Enzymaktivitit.

Die eigenen Untersuchungen bestéitigen die auch von anderen Autoren ver-
tretene Auffassung, dal das Enzym Leberparenchymschéiden besonders empfind-
lich anzeigt. Dabei ist die Cholestase sicher nicht die alleinige Ursache. Bei allen
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Formen von Leberkrankheiten hat sich die GGTP als empfindlichstes Enzym vor
GOT und GPT bewihrt. Da die GGTP histochemisch im Herzmuskel nicht ge-
funden wurde und auch im Aortenblut keine vermehrte Enzymausschiittung nach-
gewiesen werden konnte, mufl der Anstieg des Enzyms bei Herzkrankheiten ver-
schiedener Art wie Rechtsherzinsuffizienz, Rhythmusstérungen, Infarkt usw., auf
eine sekundire Alteration der Leber durch kardiale Stauung zuriickzufithren sein.
Im ganzen ist das GGTP-Enzym im Bereich der Leber hinsichtlich Lokalisation
und Aussagekraft der alkalischen Phosphatase dhnlich. Durch seine Lokalisation
im Cytoplasma der Leberzelle und der kleinen Gallengange hat es einen zweifachen
Charakter, ndmlich als Indikator der intakten Permeabilitit der Exkretion. Sein
Ubertritt aus der Leberzelle in den Extracellulirraum kann nur bei vermehrter
Durchlissigkeit der Zellmembran erfolgen.

Die besondere Empfindlichkeit des Enzyms in der Anzeige hypoxischer Leber-
schiiden spricht dafiir, dal es nicht Zellnekrosen, sondern Membranschiadigungen
auf dem Boden des oxydativen Stoffwechsels der Zelle anzeigt.
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Der spiite Anstieg bei Herzinfarkt und Hepatitis lafit viele Erklirungen offen.
In Frage kommt eine Syntheseleistung in der Regenerationsphase oder ein ge-
storter Katabolismus in der Leber als Spiitfolge von Schiden des Organs. Es steht
fest, daB mit Ausnahme der Virushepatitis die Anstiege des Enzyms hoher sind
und linger anhalten als die der Transaminasen. Eine bessere Durchtrittsfihigkeit
auf Grund seiner molekularen Konfiguration oder seines langsamen Abbaus bzw.
Ausscheidung kénnten die Ursache sein. Weitere Studien mit hochgereinigten
Enzymen oder radioaktiv-markierten Substanzen mogen zur Klirung dessen bei-
tragen.

WiperuBE, H. J., LEvuscuaxEer, U., Ar-FureyH, A. (Zentrum der Inneren
Medizin Universitiat Frankfurt, Abt. fiir Gastroenterologie): Quantitative Be-
stimmung des Gallensiiuremusters in den subeelluliiren Fraktionen der Leber

Mit der fortschreitenden Verfeinerung biochemischer Untersuchungsmethoden
konnten iiber Gallensiiuren und ihren Stoffwechsel zahlreiche neue Befunde ge-
wonnen werden. Dazu zihlen Studien iiber ihren intracelluliren Umsatz und um-
fangreiche Strukturanalysen. Uber die Verteilung der Gallensiuren innerhalb der
Zellen gibt es bisher nur wenige Angaben. Wir haben deshalb das Lebergewebe
von Ratten in Mitochondrien, Mikrosomen und Cytoplasma aufgetrennt, um in
diesen Fraktionen das Gallensdurenmuster zu bestimmen.
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Methodik

Als Versuchstiere withlten wir gesunde miinnliche Wistar-Ratten mit einem durchschnitt-
lichen Gewicht von 200 bis 250 g. Nach 12stiindiger Nahrungskarenz wird die Leber wihrend
einer Athernarkose entnommen und sofort mit dem eisgekiihlten Suspensionsmedium mehr-
fach durchgespiilt. Suspensionsmedium ist eine wifBirige 0,3 m Kaliumchloridlosung mit Zu-
satz von 0,05 m EDTA-K. Das unter den iblichen Bedingungen im Glashomogenisator zer-
kleinerte Gewebe wird durch Ultrazentrifugation in seine subcelluliiren Strukturen aufge-
trennt (Leuschner u. Wildgrube, 1972).

Zur weiteren biochemischen Analyse werden die mitochondriale und die mikrosomale
Fraktion sowie der partikelfreie Uberstand eingesetzt. Um die Gallensiiuren in Lésung zu
bringen, miissen die Fraktionen mit 96 9%igem Alkohol aufgekocht werden. Nach Filtration und
Auswaschen weitere Verunreinigungen mit Petrolither werden die méglicherweise vorhandenen
Gallensiurenconjugate durch alkalische Hydrolyse im Autoklaven gespalten. Fiir die an-
schlieBende gaschromatographische Analyse werden somit alle vorhandenen Gallensiuren
eingesetzt: unabhéngig davon, ob sie in der Zelle in ihrer freien Form oder an Glycin bzw. Tau-
rin gebunden vorlagen.

Der getrocknete Gallensdurenextrakt wird mit Diazomethan methyliert und mit Tri-
fluoressigsdureanhydrid acetyliert. Die Auftrennung erfolgt an einem Gaschromatographen

mitochondriale Fraktion mikrosomale Fraktion
1 60 1300
2 30 90
3 6 40
4 15 30
5 30 1000
6 20 320
" 10 40
8 60 800
9 30 600

Abb. 1. Gehalt an Gallenséiuren (ug/g Fraktionen) in der mitochondrialen und mikrosomalen
Fraktion von Leberzellen gesunder minnlicher Wistar-Ratten (n = 9)

(Packard) mit Flammenionisationsdetektor. Sdulenbedingungen: Linge 180 cm x 4 mm,
Fiillung 39% QF-1 auf Gaschrom Q 100 bis 120 mesh, Temperatur const. 230 °C, Durchflufl
N, 70 ml/min (Schreiber, Erb, Wildgrube, Béhle, 1970). Die Quantifizierung erfolgt mittels
eines inneren Standards.

Ergebnisse und Diskussion

Die in neun Versuchsansitzen ermittelten Befunde lassen erkennen, dall im
partikelfreien Uberstand, der dem Cytoplasma entspricht, kaum nachweisbare
Mengen an Cholansiduren vorhanden sind. Die hochsten Gallensdurenkonzentra-
tionen finden sich stets in der mikrosomalen Fraktion; dabei variiert ihr Gehalt
zwischen 30 und 1300 pg in jeweils 1 g dieses Kompartements. Mitochondrien ent-
halten zwischen 6 und 60 pg/1 g Fraktion, also durchschnittlich nur 1/, der in
den Mikrosomen ermittelten Gallensdurenmengen (Abb. 1).

Eine endgiiltige Beurteilung dieser Ergebnisse ist heute noch nicht méglich.
Kinetische Studien haben gezeigt, dal die Umbauvorginge vom Cholesterin zur
Cholansiure an verschiedenen Zellstrukturen der Leberzelle erfolgen (Bergstrom
u. Danielsson, 1965). Uber den Ort der Gallensiurenkonjugation liegen noch wider-
spriichliche Angaben vor: diskutiert werden Enzymkomplexe der Lysosomen
(Schersten, 1967) oder des endoplasmatischen Reticulum (Schaffner u. Popper,
1969). Auf jeden Fall sind Verschiebungen der Metaboliten zwischen den einzelnen
Zellstrukturen erforderlich. Bemerkenswerterweise scheint es dabei zu keiner An-
haufung von Gallensduren im cytoplasmatischen Raum zu kommen.
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Auch das Gallensiurenmuster der beiden jeweiligen Fraktionen zeigt deutliche
Unterschiede. Eine Mittelwertsherechnung lifit diese im Einzelfall vorhandenen
Abweichungen vermissen (Abb. 2). Daraus folgt, dal das Gallensdurenspektrum
in den untersuchten Fraktionen sehr variabel ist und keine fiir ein Kompartement
typische Verteilung zu erkennen gibt.

Ahnliche Untersuchungen wie wir sie hier vorgelegt haben, sind uns aus der
Literatur nur von Okishio u. Nair (1966) bekannt geworden. Diese Autoren unter-
suchten den Gehalt an Gallensduren in Leberzellfraktionen von sechs Ratten und
fanden, dal} etwa 68,89, der Gallensiuren im Cytoplasma lokalisiert seien. Fiir die
erheblichen Unterschiede zu unseren Ergebnissen sind wahrscheinlich methodische
Grinde verantwortlich. Im Gegensatz zu den Angaben dieser Autoren war es uns
bisher nicht moglich, aus Zellfraktionen, die in willrigen Saccharoselosungen anf-
geschwemmt sind, die Gallensiuren mit Athanol quantitativ zu extrahieren.
Selbst Gallenséurentestsubstanzen, die einer reinen isotonen Saccharoselosung zu-
gesetzt wurden, konnten nicht mehr vollstindig zuriickgewonnen werden.

LC = Lithochelsaure
DC= Desoxycholsaure
CDC = Chenodesoxychol-
soure
AM= a-Muricholsaure
BM = B-Murichoisdure
% A C= Cholsaure

KS = Ketosaure
50 mitochondiiale Fraktion mikrosomale Fraktion R= Rest

Abh§2. Prozentuale Anteile der einzelnen (Gallensiiuren in der mitochondrialen”und mikro-
somalen Fraktion von Leberzellen gesunder miinnlicher Wistar-Ratten (n = 9)

Zusammenfassend laBt sich feststellen:

1. Bei gesunden minnlichen Wistar-Ratten sind die in der Leberzelle lokali-
sierten Gallensiuren zu mehr als 959 an subcellulire Strukturen gebunden.

2. Der grofite Anteil findet sich in den Mikrosomen; das Verhaltnis der in den
Mitochondrien und Mikrosomen gefundenen Gallensaurenmengen betrigt je
Gramm Fraktion durchschnittlich 1:16. Im Cytoplasma sind nur Spuren von
Gallensduren nachweisbar.

3. Jeder Versuchsansatz zeigt deutliche Unterschiede im Gallensidurenmuster
der Mitochondrien und Mikrosomen. Demgegeniiber lilit sich keine fiir die beider.
Fraktionen typische Verteilung nachweisen.
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