Leuschner, Kabelitz, Wildgrube u. Etb: Gallensdurenanalytik in zuckerhaltigen Lebecrhomogenaten

322

Z. Klin. Chem. Klin. Biochem.
10. Jg. 1972, S. 322—325

Zur Gallensiurenanalytik in zuckerhaltigen Leberhomogenaten?)
Von U. Leuscuner, K. KaseLirz, H. J. WiLpGruse und W. ERB, ,

Aus dem Zentrum der Inneren Medigin, Abteilung fiir Gastroenterologie
( Direktor: Prof. Dr. W. Siede) der Johann Wolfgang Goethe-Universitit, Frankfurt|Main

(Eingegangen am 27. November 1971/17. April 1972)

Die Analyse von Gallensiuren in glucosehaltigen Medien, wie sie fiir die priparative Differentialzentrifugation zut Auft.rennung il:l sub-
zellulire Fraktionen von Zellhomogenaten verwendet werden, war bisher nicht méglich, da Mono- und Disaccharide bei der alkalischen
Dekonjugation von Gallensiuren karamelisierten und saure Stetine verloren gingen. Deshalb wurde ein Verfahren .mtwickelt, du}’ch
Zugabe von Saccharomyces cerevisiae die Glucose enzymatisch abzubauen und anschlieBend die Gallensiuren zu bestlmm.cfl. Auf diese
Weise gelang es, sowohl Gallensiurentestsubstanzen aus glucosehaltigem Medium als auch die sauren Sterine des homogenisierten Lebef—
gewebes zu gewinnen und zu analysieren. Dabei mu$ fiir Cholsiure mit einem Verlust von etwa 359, gerechnet werden, wihrend die
Wiederfindungsrate aller anderen Cholansiuren zufriedenstellend war. Die beschriebene Methode stellt z. Z. das einzige Verfahren dar,
Gallensduren in glucosehaltigen Gewebshomogenaten zu bestimmen.

The analysis of bile acids in liver komogenates in the presence of glucose

The analysis of bile acids in media containing glucose (as used in the preparative differential centrifugation of subcellular fractions of cell
homogenates) was previously not possible, because the mono- and disaccharides became caramelized during the alkaline deconjugation
and the acidic sterols were thereby lost. A method was therefore developed, in which the glucose is degraded by Saccharomyces cerevisiae, .
followed by the determination of the bile acids. With the aid of this method, it was possible to analyze the acid sterols of liver homo-
genate and bile acid standards after their isolation from media containing glucose. Cholic acid showed a 659, recovery, but the recovery of
all the other cholanic acids was satisfactory. This is currently the only method for the determination of bile acids in tissue homogenates

in the presence of glucose.

Bei Leberkrankheiten und bei Stdrungen im enterohe-
patischen Kreislauf kann es zu Verinderungen des
Gallensiurengehaltes im Blut, in der Leber und in der
Galle kommen (1). Dies soll vor allem durch eine Beein-
trichtigung der hepatischen Gallensiurensynthese ver-
ursacht werden (2, 3). Nach unseren heutigen Kennt-
nissen scheinen die noch weitgehend hypothetischen
Syntheseschritte an unterschiedlichen Zellstrukturen ab-
zulaufen, weshalb es uns interessant erschien, das Spek-
trum der sauren Sterine in subzelluliren Fraktionen von
Lebergewebe zu analysieren und Verinderungen durch
Leberzellschidigungen niher zu bestimmen. Bei orien-
tierenden Untersuchungen mufBten wir jedoch fest-
stellen, daf} sich Gallensiuren in den wie iiblich mit
Saccharose- oder Glucoseldsungen gewonnenen Frak-
tionen weder diinnschicht- noch gaschromatographisch
nachweisen lieBen. Das Ziel unserer Arbeit war daher
die Entwicklung einer Methode, die bei zufrieden-
stellender Auftrennung von Leberhomogenaten in sub-
zellulire Fraktionen eine quantitative Bestimmung von
Gallensduren erméglicht. Zur Losung dieses Problems
gingen wir vom Leberhomogenat aus und verzichteten
zupichst auf die Trennung in Organellenfraktionen.

Material und Methode
Leberhomogenat

Rattenleber (Wistar-Ratten, 150 g schwer, Fitterung mit Altro-
min-Standardfutter, Wasser ad libitum) wurde mit dem Homo-

genisator nach Porrer und ErvEjuem in folgenden Medien bei
0—4° homogenisiert:

1. 0,25Mm Saccharose — 0,002 EDTA-Na-Lsung (4)
2. 0,44M Glucose — 0,002 EDTA-K-Lésung (5, 6)
3. dest. Wasser.

Lebergewicht zu Suspensionsfliissigkeit jeweils 1:5.

Wi'cderfindungsversuche

Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate mit der unten darge-
legten Methode wurden Parallelversuche mit den gleichen Sus-
pensioismedien durchgefiihrt, denen statt Lebergewebe Gallen-
sduren als Testsubstanzen zugesetzt wurden. Wir verwendeten
hierzu Glycin- und Taurinkonjugate von Cholsiure, Cheno-
desoxycholsiure, Desoxycholsiure und Lithocholsdure (jeweils
10 mg/5 ml Suspensionsmedium; Testsubstanzen der Firma
Appl. Science Lab. und Calbiochem, Reinheitsgrad gaschromato-
graphisch kontrolliert).

Isolierung der Gallensiuren

Die Isolierung der Gallensduren erfolgte gemi dem in Abbildung
1 aufgefiihrten Analysengang.

Um vorhandene Proteine zu denaturieren und die Gallensiuren
in Lésung zu bringen, werden die einzelnen Ansitze mit der vier-
fachen Menge absoluten Alkohols versetzt, zum Sieden ethitzt,
und nach Abkiihlen iiber Nacht (irn Eisschrank) filtriert. Das
Filtrat wird 3mal mit jeweils 50 ml heiflen Athanols nachge-
spiilt (8). Durch die anschlieBende Verteilung nach BLANKENHORN -
und AHRENS (7) (im Scheidetrichter 500 ml) in gleichen Volumen-
teilen von Athanol-Wasser-Diithylither-Heptan 1iBt sich der
groBte Teil der Neutralfette eliminieren. Die am Rotations-
evaporator (Blichi) eingeengte wiBr. Athanol-Phase wurde zur
alkalischen Hydrolyse der konjugierten Gallensiuren mit 100 ml
Sproz. Natronlauge versetzt und fiir 3 Stdn. bei 134° und 2,1 atii
im Autoklaven erhitzt. Nach Abkiihlen wird der Ansatz auf pH 2

1) Die Untersuchungen wurden mit Untetstiitzung durch die

Deutsche Forschungsgemeinschaft sowie die Harry- und Peter-
Fuld-Stiftung durchgefiihrt.
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Abb. 1

Ubersicht iiber die Aufarbeitung von Gewebshomogenaten zur gas-
chromatographischen Analyse (Einzelheiten im Text)

angesiuert. Hicrauf erfolgt durch 3maliges Ausschiitteln mit
jeweils 50 ml die quantitative Uberfithrung der Gallensiuren in
Athylacetat. Dieses Losungsmittel wird dutch mehrfaches Aus-
waschen mit bidest. Wasser (jeweils 50 ml) auf einen pH von 6
gebracht und anschlieBend im Rotationsevaporator zur Trockene
cingeengt. Der Riickstand enthilt die nunmehr freien Gallensduren,
daneben aber auch noch- geringere Mengen Verunreinigungen, im
wesentlichen freie Fettsduren. Um dicse zu eliminieren, wird der
Extrakt in 50 ml 70proz. Athanol fraktioniert aufgenommen und
3mal gegen jeweils 50 ml Petrolither (Kp 40—60°) ausgewaschen
(9, 10). Nach crneutem Einengen witd der Extrakt in 8 ml Chloro-
form-Methanol 2:1 (v/v) aufgenommen, in cin Schliffrcagenzglas
iiberfiihrt und unter Stickstoff erncut cingeengt.

Gaschromatographie

Unmittelbar vor der gaschromatographischen Analyse werden die
Gallensiuren mit Diazomethan in 1 m! Ather methyliert und dann
mit 1 ml Trifluoressigsdureanhydrid acctyliert (11, 12). Die Auf-
trennung der Gallensduren (Abb. 2, 3) crfolgt an einem Gaschro-
matographen der Firma Packard, Seric 3500—3800. Siulen-
bedingungen 180:0,2 cm. Siulenfiillung: 3% QF 1 auf Gas-
chrom Q. Temperatur: 237°, Durchflufrate (N,) 40 ml/Min.
FID; Empfindlichkeit 3 x 10-1© —1 x 10-10,

Zur quantitativen Bestimmung dienten Cholestan-38-0l bzw.
Lithocholsiure als inneter Standard.

Dabei wurde so vorgegangen, daB3 zuerst ein Chromatogramm
ohne, und anschlieBend ein Chromatogramm mit innerem Stan-
dard geschriecben wurde. Dieses Vorgehen war speziell bei Ver-
wendung von Lithocholsiure notwendig, weil diese sich regel-
miBig in den Proben befand. Die Menge des zugegebenen inncren
Standards wurde so bemessen, daf3 der entstehende Peak gréBen-
ordnungsmiBig etwa denen der in der Probe enthaltenen Peaks
entsprach. Bei Verwendung von konjugierten Testsubstanzen
wutde der Taurin- bzw. Glycinanteil rechnerisch von der einge-
sctzten Gallensdurenmenge abgezogen, da dieser durch die al-
kalische Hydrolyse eliminierte Teil des urspriinglich konjugierten
Molekiils nicht mit in das Chromatogramm einging.

Entfernung der Glucose

Zum Abbau der Glucose verwendeten wir Hefe (Saccharomyces
cerevisiae) der Firma Pleser (2g/100 ml Ansatz). Die Inkubations-
zeit betrug 48 Stdn. bei 37°. Der Abbau wurde mit der Glucose-
oxidase-Peroxidase-Reaktion iibetpriift. Da wir keinen Wert auf
den streng quantitativen Abbau der Glucose legten, sondern es
uns nur auf einec weitgehende Beseitigung des Zuckers ankam,
geniigt cs, daBl mit diesem Verfahren Glucose nicht mehr nach-
weisbar ist, Der negative Ausfall dieser Probe beweist, daB weniger
als 0,1 g Glucose in 100 g Ansatz enthalten sind. Diese Menge
stort die weitere Aufarbeitung nicht mehr, was daraus zu erschen
ist, daB} die Gallensiurenextraktion aus Blutserum ohne Schwicrig-
keiten gelingt, obwohl das Serum Glucose in einer Konzentration
von etwa 0,1 g/100 ml enthilt.

.
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Beispiel eines Gaschromatogrammms von Gallensidurentestsubstanzen.
Séule: 180 x 0,2cm, 37, QF | auf Gaschrom Q, 100—120 mesh.
Temp. 237°, DurchfluB 40 mi/Min. FID; Modell Packard, Serie
3500—3800. ST: Cholestan-38-ol (innerer étandard), LC: Lithochol-
sédure, DC: Desoxycholséure, CDC: Chenodesoxycholsdure, C: Cholsdure
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Abb. 3

Beispiel eines Gaschromatogramms von Gallensduren im Leberge-

webe (hach enzymatischem Abbau von Glucose). Saulenbedingungen

wie bei Abbildung 2. LC: Lithocholsdure, DC: Desoxycholsiure,
CDC: Chenodesoxycholsédure, C: Cholsdure

Ergebnisse

Nach Homogenisierung von Lebergewebe in Saccha-
rose- oder Glucoselésungen lieBen sich nennenswerte
Mengen von Gallensiuren im Homogenat nicht nach-
weisen. Gleiche Ergebnisse erhielten wir nach der Zu-
gabe isolierter Testsubstanzen zu saccharose- oder
glucosehaltigen Suspensionsmedien. Diese mangelhafte
Darstellbarkeit saurer Sterine hat nach unseren Unter-
suchungen folgende Ursache: die zur Spaltung der
Konjugate durchgefiihrte alkalische Hydrolyse fiihrt in
den mit Zucker versetzten Proben zur Bildung einer
zihen, schwarz-braunen Masse. Hierbei diitfte es sich
um Karamelisierungsprodukte handeln.

Natiitlich vorkommende Hexosen werden durch Hefe
zu Athanol und Kohlendioxyd vergoren. Nach enzy-
matischen Abbau der Glucose war es uns daher méglich,
die in der Lésung enthaltenen Gallensiuren sowohl in
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Tab.

Wiederfindungsrate (in % der eingesetzten Menge) von Gallensiurentest

5 ml Suspensionsmedium) gemaB der im

1
substanzen aus definierten Suspensionsmedien (10 mg Gallensauren auf

Text angegebenen Préparationstechnik (% Standardabweichung) n = 7

Suspensionsmedium Wasser-EDTA, pH 7,4 0,44M Glucose-EDTA, pH 7,4
als als als als .
Testsubstanzen Taurinkonjugat Glycinkonjugat Taurinkonjugat Glycinkonjugat
Cholsdure 76,0 13,7 80,7 +4,6 79,5 +1,7 . 86,6 +3,6
Chenodesoxycholsdaure 70,2 +-4,5 65,1 +4,0 76,2 2,2 68,5 +3,1
Desoxycholsdure 91,5 +4,8 85,8 +4,5 90,8 +4,4 80,3:+5,4
Lithocholsdure 80,3 +-8,4 92,2 +4,0 80,6 +6,3

87,4 +6,1

gewebsfrexen Testansitzen als auch im Leberzellhomo-
genat zur gaschromatographischen Analyse aufzu-
bereiten.

Bezogen auf die Wiederfindungsrate von Testsub-
stanzen in Wasser-EDTA-Losungen mit gleichem
Siuregrad wie die Glucose-EDTA-Lsungen, ergaben
sich nach Abbau der Glucose in den Testansitzen keine
nennenswerten Unterschiede (Tab.1). Der priparativ
bedingte Verlust an Lithocholsiure- und Desoxychol-
siurekonjugaten betrug durchschnittlich 10—15%,, wih-
rend die Wiederfindungsrate der Cholsiurekonjugate
zwischen 80.und 85%,, die der Chenodesoxycholsiure-
konjugate zwischen 68 und 75% schwankte.

Die Bestimmung des gleichen Gallensiurenmusters in
den mit 0,44n: Glucose aufbereiteten Leberhomogenaten
liBt nach enzymatischem Abbau des Zuckers Abwei-
chungen zu den Ergebnissen der Testansitze erkennen
(Tab. 2). Wihrend wir fiir Cholsiure eine Wieder-
findungsrate von 649, ermittelten, lagen die Verluste
fiir die iibrigen Gallensiuren niedriger: fiir die Cheno-
desoxycholsiure bei etwa 179, fir die Desoxychol-
sdure bei 149, und fiir die Lithocholsiure bei 6%,.

Tab. 2
Gallensdurengehalt in Lebergewebe (ug/g) nach Homogenisierung und
Préparation in glucosefreiem und glucosehaltigem Suspensionsmedium
n=7

Leberhomogenat in Leberhomogenat in

Wasser-EDTA-Lsg., 0,44M Glucose-
pH 7,4 EDTA-Ldsung
pH 7,4
Cholsaure 15,89 10,57
Chenodesoxycholsiure 24,87 20,57
Desoxycholsdure 12,14 10,39
Lithocholsiure 5,36 5,01

Diskussion

Untersuchungen iiber den Gallensiurenstoffwechsel in
der Leber beruhen meist auf dem Aktivititsnachweis
der an der Gallensiurensynthese beteiligten Enzyme
und wurden an Gesamthomogenaten und Otrganellen-
fraktionen durchgefiihrt (3,13—15). Um den Stoff-
wechsel saurer Sterine weiter abzukliren, haben wir den
direkten Nachweis von Gallensiuten in den mit Saccha-
roseldsungen gewonnenen subzelluliren Fraktionen der
Leber versucht. Dabei stellten wir fest, daB die Be-

stimmung des Gallensiurenspektrums in zuckethaltigen
Losungen nicht gelingt: die Isolierung der Cholan-
siuren aus Zuckerlosungen war mit keinem Losungs-
mittel zufriedenstellend. Als zusitzlicher limitierender
Schritt erwies sich die alkalische Hydrolyse, da es hierbei
zur Karamelisierung des Zuckers kommt. Der Versuch,
den Zucker an Stelle der Gallensduren aus dem Homo-
genat zu isolieren, gelang mit den aus der Literatur
bekannten Verfahren ebenfalls nicht (16), da diese
Methoden gleichzeitig zu einem fast volligen Verlust
saurer Sterine fithren (17). Gleiche Schwierigkeiten
gelten fiir Glucoselosungen, doch 148t sich das Mono-
saccharid leicht zu Athanol und CO, abbauen, Pro-
dukte, die auf die weitere Analyse nicht mehr stérend
wirken.

Um zu priifen, ob durch Glucose oder Hefezusatz
strukturelle Verinderungen oder Verluste an Gallen-
siuren auftreten, haben wir vier der physiologisch be-
deutendsten Gallensiuren in ihrer Bindung an Glycin
und Taurin in zuckerhaltigen Testansitzen quantitativ
bestimmt und die Ergebnisse mit den aus glucosefreien
Ansitzen verglichen. Das gaschromatographisch er-
mittelte Spektrum zeigte in keinem Fall neue Metabo-
liten oder Dehydrierungsreaktionen, wie sie von bakte-
riellen Enzymen bekannt sind; die Wiederfindungsrate
in zuckerhaltigen und -freien Testansitzen war nahezu
identisch.

Bei der Priparation mit zuckerhaltigen Leberhomoge-
naten muflten wir fiir Cholsiure und Cholsiurekonju-
gate einen Verlust von etwa 359, hinnehmen; fiir die
ibrigen Cholsiuren waren die Verluste wesentlich ge-
ringer (69, —17%,). Daraus folgt, daB allein die Kombi-
nation des konzentrierten Monosaccharides mit dem
Lebergewebe zu einem Verlust an Gallensiuren fiihrt.
Moglicherweise ergeben sich intermolekulare Wechsel-
wirkungen zwischen Proteinen, Glucose und Gallen-
sdurenmolekiilen, die mit unseren Lésungsmitteln nicht
getrennt werden konnen. Der groflte Verlust bei der

Cholsiure, einer Trihydroxycholansiure, und der ge-

ringste Verlust bei Lithocholsiure, einer Monohydroxy-
cholansiure, ist auffillig, aber ebenfalls nicht sicher
deutbar.

Unter Hinweis auf einen derartigen iiber den priparativ
bedingten Fehler hinausgehenden Verlust halten wir die
hier beschriebene Methode zur Analyse des Gallen-
sdurenspektrums in zuckerhaltigen Lebetzellhomogena-
ten fiir geeignet.
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