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Intracellular Distribution of Bile Acids in Liver Tissue

U. Leuschner, A. Avrurave, H. |. Witpcrusk und W. Ers

Zahlreiche Untersuchungen zum Gallensiurenstoffwechsel in der Leber wurden an
isolicrten Zellorganellen mic Hilfe enzymacischer Methoden durdigefiihrt, Ober die
‘okalisatiom von Gallensiuren in der Leberzelle selbse ist dagegen nur relativ wenig be-
kannt. Um die Verteilung der Gallensiuren in der Zelle zu ermitteln, haben wir durch
priparative Differentialzentrifugation in 0,25 molarer Saccharose und 0,44 molarer
Glukose Zellorganellen minnlicher Wistar-Ratten isoliert und versucht, saure Sterine in
diesen Fraktionen gaschromatographisch nadizuweisen. Leider muflten wir dabei fest-
stellen, daB bei der alkalischen Hydrolyse die Zudker karamelisierten und ¢in grofer
Teil der Gallensiuren verlorenging. Wir haben daher zwei Wege beschritten:

Durch Zusatz von 2 g Saccharomyces cerevisiae/100 ml Testansatz bauten wir den
Zucker bei 37° C in 48 Std. ab und bestimmten anschliefend den Gallensiurengehalr,
Diese Untersuchungen fiihrien wir einmal an Testansiitzen durdh, die frei von Leberge-
webe waren, und in glukoschaltigen und glukosefreien Leberhomogenaten. Wihrend in
den Testansitzen, also M den Ansitzen, die ohne Lebergewebe angeseizt worden waren,
die Wiederfindungsrate der Gallensiuren prakrisch identisch war, hatten wir bei den
lebergewcbshaltigen Ansiczen fiir die Cholsiure einen Verlust von etwa 35%,, fiir die
Chenodesoxycholsiure lag er bet 179,

Wir haben fiir unsere Untersuchungen diesen Weg daher zunidist nidw beschritten,
sondern zogen die Differentialzentrifugation in Kaliumdhloridlosung vor. Wir arbeiteten
mit 0,15 molarer KCl, 0,05 molarer EDTA Losung und madifizierten die zahlreichen aus
der Literatur bekannten Methoden der Differentialzentrifugation in dem Sinne, dafl wir
“&sondercn Wert auf die Trennung zwischen der mitodiondrialen und der mikrosomalen
‘raktion legten, .

Unsere Untersuchungen wurden mit der Ultrazentrifuge MSE 50 TC durchgefiihrr,
alle Angaben bezichen sich auf einen Winkelrotor mit dem Radius von 5,6 cm. Wir
haben durch 2 Vorfraktionen einmal bei 2000 Umdrehungen und einmal bei 600 U/min
das Bindegewebe und das Gefiflsystem sowie diz Gallengidnge und intakien Leberzellen
und Zellkerne abgetrennt und aus dem dann verbleibenden Uberstand bei 3000 Um-
drehungen, das sind etwa 580 xg, die Mitochondrien isoliert. Die weitere Abtrennung bei
98000 g = 39000 U/min fiithrt zur Sedimentation von kleinen Mitodiandrien, von
Mikrosomen, Membranen und Lysosomen und des Golgi-Apparates. Simtliche Frak-
tionen wurden lichs- und elektronenmikroskopisch auf Reinheir und Strukturerhaliung
kontrolliert, weiterhin haben wir in den Frakuonen den Phospholipid-Phosphorgehale
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bestimmt. Die Ergebnisse stimmen mit den in der Literatur angegebenen iiberein. Abb. 1
zeigt einen Uberblidk dber eine Mitochondrienfraktion. Man sicht stark geschrumpfre
Mitochondrien, hier hydropisch geschwollene, da Mitochondrien, bei denen sich die
duflere Mitochondrienmembran abgeldst hat, was einer mikrosomalen Kontamination
ahnelt. Auf der Abb. 1 erkennt man geschrumpfre Mitochondrien, wie sie auch von der

Priiparation mit Saccharoseldsungen her bekannt sind. Die Abb. 2 zeigt die mikrosomale
Frakuion. Man sicht Vesikel, Glykogenablagerungen und immer noch kleine Mitodhon-
drien, die Kontamination war aber relativ gering; ferner ein Areal von vorwiegend
ravhem endoplasmartischen Redikulum.

Die gas-chromatographische Analyse wurde nach den iblichen Verfahren durchge-
fiihrt, zur quantitativen Bestimmung von Gallensiuren verwendeten wir Desoxycholy
siure und Lithocholsiure als inneren Standard. Wir haben den Gallensiurengehale in jo®
weils 1 g Mitochondrien und Mikrosomen{rakdon und im Gesameiiberstand von 230 bis
250 ml bestimmru. Diese’ Art der Berechnung ist bei der Leberzelle miglich, da sich
Mikrosomen und Mitochondrien in der Zelle wie 1:1 verhalten, 10%0 der Zelle werden
durch Kerne und 40%/y durch Zytoplasma dargestelle. Im Durchschnite, wir haben hier nur
9 Versuche angefithrt, Oberstinde haben wir 10 kontrolliert, fanden wir in 1 g Mito-
chondrienfrakuon 32,2 ug, in 1 g Mikrosomenfraktion 369 g Gallensiuren, was etwa
einem Verhiilinis von 1:11 enwspriche. I flissigen Uberstand hatten wir nur Spuren von
Gallensiuren nachweisen kdnnen.

Die prozentuale Aufteilung der einzelnen Gallensiuren in den Fraktionen konnten
wir nicht exakt ermittelp, dazu war die Anzahl unserer Untersuchungen nodh zu gering,
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Es fillt auf, daf8 die Lithocholsiure in der mikrosomalen Fraktion um 1009 hoher liegt
als in der mitochondrialen, die A-Muricholsiure ist um etwa 50% erhdhe. Da die
Maglichkeit besteht, dafl bei 98 000 xg, oder 39 000 U/min, Makromolekiile des Zyto-
plasmas mit den Mikrosomen sedimentieren und dadurch eine Kontamination der Mikro-
somenfraktion durch sonst im Zytoplasma gelegene Gallensiuren entsteht, haben wir die
von Craupk angewandte Methode nachvollzogen und die Mikrosomen mit 17 500 U/min
oder 20 000 xg abgetrennt, Dabei fanden wir im Zytoplasma 60 ug Gallensiuren/2 g,
so daB wir, wenn wir unsere Befunde zusammenfassen, sagen konnen: 959 aller Gal-
lensduren sind in der Leber strukturgebunden, 59/ im Zytoplasma geldst, Von den ge-
bundenen Gallensiuren fanden wir 11% in der Mitochondrienfraktion, 719/ in der
Mikrosomenfraktion, und 18% im Zytoplasma. Die im Zytoplasma vorhandenen Gal-
lensiiuren waren an solche Molekiile gebunden, die zwischen 20000 und 98 000 xg

“edimcmierten.

Abb. 2. Mikrosomenfrakrion (0,15 M KCL, 0,5 M EDTA), 16 000x.
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Summary

The analysis of bile acids by gas-chromatography in media containing glucose as used
in preparative differential centrifugation of subcellular fractions was not possible
because mono- und disaccharides became caramelised during alkaline deconjugation and
acidic sterols were thereby lost. After degradation of glucose by Saccharomyces cere-
wvisiwe, the determination of bile acids was possible. Cholic acid showed a recovery of
6590, but the recovery of all the other dholanic acids was satisfactory. Because of the
loss of cholic acid, we preferred differential centrifugation in an 0.15 molar potassium
chloride solution. Bile acids were determined in the mitochondrial, microsomal fraction
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and in the supernatant. Results: 95% of cellular bile acids were fixed to cell structures,
and were not found to be soluble in cytoplasm. From this amount 719 were localised
in the microsomal, and 119/ in the mitochondrial fraction, 18% of bile acids were
localised in the cytoplasm, and were fixed to macromolecules which settled between

20 000 and 98 000 xg, when differential centrifugation was performed.




