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Enterohepat ischer  Kreis lauf  von 7ct-3H-DHEA- 
14C-Glukuronosid und 7ct-SH-DHEA-SSS-Sulfat 

b e i m  Meerschwe inchen  ~ 

N a c h  i .v l  V e r a b r e i c h u n g  v o n  D e h y d r o e p i a n d r o s t e r o n  
( D H E A )  e r s c h e i n e n  b e i m  M e e r s c h w e i n c h e n  i n n e r h a l b  1 h 
f iber  4 0 %  de r  in j iz ie r ten  V e r b i n d u n g  in d e r  Galle,  gr6~3- 
t en te i l s  in  F o r m  des  Su l f a t e s  u n d  des  G l u k u r o n o s i d e s  3 
D u r c h  D o p p e l m a r k i e r u n g  des  S te ro id -  u n d  S~urean te i l s  
m i t  14C, 35S bzw.  3H ge lang  es e r s tma l s ,  das  we i t e re  Schick-  
sal  so lche r  K o n j u g a t e  i m  e n t e r o h e p a t i s c h e n  K r e i s l a u f  ein- 
d e u t i g  zu ver fo lgen .  

D o p p e l t m a r k i e r t e s  Su l f a t  w u r d e  n a c h  de r  M e t h o d e  y o n  
R o y  a aus  Chlor-35SulfonsAure u n d  7 ~ - S H - D H E A  ill Pyr i -  
d in  herges te l l t ,  w ~ h r e n d  m a n  d o p p e l t m a r k i e r t e s  G l u k u r o -  
nos id  d u r c h  B e b r f i t u n g  y o n  M e e r s c h w e i n c h e n - L e b e r h o -  
m o g e n a t  m i t  U D p - l ~ C - G l u k u r o n s ~ u r e  u n d  7c~-3H-DHEA 
g e w a n n .  Die c h r o m a t o g r a p h i s c h  r e i nen  V e r b i n d u n g e n  
w u r d e n  d a n n  e n t w e d e r  ins  obere  D u o d e n u m  oder  in eine 
V e n a  m e s e n t e r i c a  in j iz ie r t  u n d  n a e h  e iner  gewi s sen  Zeit  
Teile de r  D i i n n d a r m w a n d ,  P l a s m a  der  V e n a  p o r t a e  u n d  

de r  V e n a  c a v a  inf.,  Galle  oder  U r i n  a u f  freie S te ro ide ,  
S t e r o id su l f a t e  u n d  - g l u k u r o n o s i d e  u n t e r s u c h t .  N a e h  E n t -  
f e r n u n g  der  f re ien  S te ro ide  m i t t e l s  M e t h y l e n c h l o r i d  ge-  
w a n n  m a n  d i e  g e s a m t e n  K o n j u g a t e  a u s  Galle  u n d  U r i n  
d u r c h  E x t r a k t i o n  m i t  A t h y l a z e t a t / T e t r a h y d r o f u r a n  
(1 : 1 v /v ) ,  a u s  P l a s m a  u n d  den  O r g a n h o m o g e n a t e n  d u r c h  
B e h a n d l u n g  m i t  M e t h a n o l / C h l o r o f o r m  (1 : 1 v /v ) .  Die  
T r e n n u n g  in Su l fa te  u n d  G l u k u r o n o s i d e  g e s c h a h  d u r c h  
A n i o n e n - A u s t a u s c h e r c h r o m a t o g r a p h i e  a n  a k t i v i e r t e m  
D E A E - S e p h a d e x  A-504 sowie  zwe ima l ige  D i i n n s c h i c h t -  
c h r o m a t o g r a p h i e  a u f  Kiese lgel  in  C h l o r o f o r m / M e t h a n o l /  
A m m o n i a k  (20:5 : 0,2) bzw.  (10: 10: 0,2). Die I m p u l s r a t e n  
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Tabelle I. Freie und konjugierte Steroide in einzelnen Proben, 4 h nach Injektion yon 7~-SH-DHEA-35S-Sulfat ins obere Duodenum eines 
Meersehweinchens. 

Material Freie Steroide Sulfokonjugate Glukuronoside Total Verh~iltnis Verh/iltnis 
Ipm 3H lpln 3H lpm3H % SH Sulfokonjugat/ Konjugat/ 

Glukuronosid freies Steroid 

Injiziert 4030000 = 1,93 - 100 ~ 100 ~ 100 
2 090000 

Stiick der 325 55 250 -- 2,02 600 - ~ 100 001,510 92,20 180,00 
Dtinndarmwand 29375 0 

Plasma der Vena 70 1 370 - 2,00 51 - > 100 0,037 27,00 18,00 
portae pro ml 685 0 

Peripheres 40 806 6,50 16 -- > 100 0,021 50,00 20,00 
Plasma pro nfi 124 0 

4-Stunden- 6300 194500 = 1,61 5699 = 2> I00 4,902 33,80 30,80 
Galle 121 100 0 

4-Stunden- 6300 71000 - 7,20 3610 ~> 100 2,010 19,50 11,50 
Urin 9860 0 

3 14  Tabelle II. Freie und konjugierte Steroide, 5 h nach Injektion von 7~- H-DHEA- C-Glukuronosid ins obere Duodenum eines 
Meersehweinehens 

Material Freie Steroide Sulfokonjugate Glukuronoside Total Verhfiltnis Verhfiltnis 
Ipm aH ipm184C H ipml~H % 3H Sulfokonjugat[ Konjugat/ 

Glukuronosid Ireies Steroid 

Injiziert - 2684000 - 2,02 100 0,00 ~ 100 
1 330 000 

Stfickder 8050 6420 = ~ 100 19250 = 2,33 1,250 0,340 3,12 
Diinndarmwand 0 8 262 

Plasma der vena 11 96 = ~ 100 62 = 6,20 0,006 1,55 12,00 
portae pro ml 0 10 

Peripheres 8 50 = ~ 100 30 = 7,50 0,003 2,00 7,00 
Plasma pro ml 0 4 

5-Stunden- 5 320 45 840 = ~ 100 7520 = 18,50 2,050 6,06 5,02 
Galle 0 406 

5-Stunden- 520 6000 - > 100 2996 = 13,60 0,336 2,01 17,30 
Urin 0 220 
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beider Isotope wurden simultan im ,Packard~-Tricarb- 
Szintillationsspektrometer, Mod. 314-EX, best immt 5. 

Von dem in das Duodenum inlizierten DHEA-SulIa t  
warden innerhalb von 4 h 7% resorbiert und wieder aus- 
geschieden. Durch Verwendung des doppeltmarkierten 
Konjugates konnte nachgewiesen werden, dab C19-Ste- 
roidsulfat ohne nennenswerte Hydrolyse sowohl die 
Darmwand als auch die Leber passiert (Tabelle I), wie 
aus einem praktisch unver/inderten 3H/3' S-Quotienten des 
Sulfates in der Galle und einem verschwindend geringen 
Anteil freier Steroide in der Darmwand hervorgeht. Ein 
Teil der im Darm resorbierten und durch die Vena portae 
der Leber zugeftihrten Sulfokonjugate gelangt fiber den 
peripheren Blutkreislauf in den Urin, jedoch mit  deutli- 
chem 35S-Verlust, der auf eine Resulfurylierung deutet. 
Da frfihere Experimente gezeigt hatten, dab in der Leber 
das Sulfat kaum, wohl aber das Sulfatid hydrolysiert wer- 
den kann e, 7 handelt es sich bei dem in die Peripherie ge- 
langten Sulfokonjugat wohl vornehmlich um Steroid- 
sulfatid, welches sich auf dem Wege vom Darm zur Leber 
gebildet hatte,  um dort teilweise hydrolysiert und resul- 
furyliert zu werden. Das in eine Vena mesenterica inji- 
zierte DHEA-sulfat  erschien ohne 35S-Verlust im Urin. 
Ein geringer 3H-Verlust des Sulfates in der Galle l~tBt sich 
durch 7~-Hydroxylierung der Steroidkomponente in der 
Leber erkl~tren. 

Bei Injektion yon DHEA-glukuronosid in das Duode- 
num land man innerhalb von 5 h e i n e  Resorption und 
Wiederausscheidung yon 2,5% des vorgelegten Substrates 
(Tabelle II). Der gr613te Teil wurde im Verlaufe der Re- 
sorption in der Darmwand hydrolysiert und anschlieBend 
rekonjugiert. Hier entstand mehr Sulfat als Glukuronosid, 
wAhrend nur 2% ohne Hydrolyse in den enterohepati- 
schen IKreislauf und in die Galle gelangten. In der Darm- 

wand konnten signifikante Mengen freier und sulfokon- 
jugierter Steroide nachgewiesen werden. Das Verh~Lltnis 
Sulfat/Glukuronosid betrug in der Galle 6,06. Der ur- 
sprfingliche 3H/14C-Quotient des injizierten Glukurono- 
sides von 2,02 stieg in der Galle auf fiber 100 (3H von Sul- 
fat plus Glukuronosid). Etwa 50% des in eine Vena me- 
senterica injizierten DHEA-glukuronosides wurden inner- 
halb von 20 min. ohne Hydrolyse wieder mit der Galle 
ausgeschieden; 6% tier 3H-Aktivit~t waren nach 3,5 h in 
den Urin gelangt, wovon sich rand 1/3 als Glukuronosid mit 
wenig erh6htem 3H/14C-Quotienten, 2/3 als nur 3H-mar- 
kiertes Sulfat isolieren lieBen. 

Summary. By infusing doubly labelled conjugates into 
the duodenum or into a mesenteric vein it could be dem- 
onstrated that  DHEA-sulfate passes the intestinal wall as 
well as the liver nearly without hydrolysis. However, 
most of the glucuronoside is hydrolysed in the intestine 
and reconjugated as sulfate. 
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D e r  E i n f l u s s  v o n  P a p a v e r i n  a u f  F u n k t i o n e n  d e r  

B l u t p l i i t t c h e n  

Bei Untersuchungen fiber die Wirkung yon Pharmaka 
auf BlutplAttchen fanden wir, dass einige P1/ittchenfunk- 
tionen, welche fiir die H~imostase yon besonderer Bedeu- 
tung sind, durch das spasmolytisch wirkende Opium- 
alkaloid Papaverin gehemmt werden. Im einzelnen 
prfiften wir die AdhSsivitS.t an Glasoberfl~chen, die 
durch Adenosindiphosphat (ADP) bewirkte Aggregation 
und die durch Thrombin ausgel6ste visk6se Metamorphose 
menschlicher Blutpl~Lttchen. Ferner wurde die durch 
Thrombin und andere proteolytische Fermente bewirkte 
Freisetzung yon Serotonin, Histamin und ATP aus 
Kaninchenblutpl/ittchen untersucht. Dabei zeigte sich, 
dass die geprfiften Pl$ttchenreaktionen bei Anwesenheit 
yon Papaverin in Konzentrationen yon 10-5-10-4M deut- 
lich gehemmt oder v611ig verhindert werden. 

W/~hrend sich die Zahl der Pl~ttchen bei Passage der 
Suspension (0,3. 109 P1Attchen/ml Tyrodel6sung) durch 
drei Glasfritten G 2 (Schott & Gen., Jena) um 50-60% 
verringerte, t rat  bei Anwesenheit von 10-4M Papaverin 
unter den gleichen Versuchsbedingungen nur eine Ver- 
minderung um 10-15% der ursprfinglichen Pi/ittchenzahl 
ein. Die durch Zugabe yon 400 ng ADP/ml  bewirkte 
Aggregation der Blutpl~ttehen im Hirudinplasma (Metho- 
dik nach 1) konnte durch vorherige Zugabe yon 5 �9 10-5M 

Papaverin v6llig verhindert werden. Bei Beobachtung 
der Pl~.ttchen unter dem Phasenkontrastmikroskop und 
bei fortlaufender Messung der Lichtdurchliissigkeit der 
PIAttchensuspension (Methodik nach ~) zeigte sich, dass 
die durch Thrombin ausgel6ste Agglomeration und visk6se 
Metamorphose der Blutpl~Lttchen in hitzedefibriniertem 
Plasma oder in Tyrodel6sung bei Gegenwart yon Papa- 
verin deutlich gehemmt wird (Versuchsbeispiel siehe Fi- 
gur 1). 

Die Aminfreisetzung und die ~_nderung des ATP- 
Gehaltes unter der Einwirkung von proteolytischen Fer- 
menten und bestimmten Schlangengiften wurde an 
Kaninchenblutpliittchen geprfift (Methodik a-5). Das 
Ergebnis der Untersuchungen mit Thrombin ist in der 
Figur 2 zusammengefasst. In gleicher Weise wurde auch 
die durch Trypsin, Subtilisin und die wirksame Kompo- 
nente des Crotalus terrificus-Giftes ausgel6ste Freisetzung 5 
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