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Methylierungsreaktionen mikrosomaler Phospholipide der Rattenleber bei akuter

Tetrachlorkohlenstoffintoxikation

Methylating Reactions on Microsomal Phospholipids in Rat Liver Intoxicated with

Carbon Tetrachloride

Stérungen des Phospholipidstoffwechsels bei toxischen
Leberschidigungen manifestieren sich in erster Linie in
einer verminderten Neusynthese von Phosphatidylcholin,
ohne dass gleichzeitig die de-novo-Synthese von Phos-
phatidyldthanolamin gehemmt sein muss' 2. Die Folge
sind Anderungen der relativen Konzentrationen einzel-
ner Phospholipidfraktionen. So nimmt bei der akuten
Tetrachlorkohlenstoffintoxikation die absolute Konzen-
tration von Phosphatidylcholin in der Leber ab, wahrend
der relative Anteil von Phosphatidyldthanolamin an-
steigt3. Diese Befunde lassen erwarten, dass zur Anf-
rechterhaltung des Metabolgleichgewichts bei einge-
schriankter Neusynthese von Phosphatidylcholin und re-
lativ echhtem Phosphatidylathanolaminpool ein weiterer
Syntheseweg von Phosphatidylcholin, die Methylierung
von Phosphatidylithanolamin, kompensatorisch gestei-
gert, ohne dass allerdings das Defizit voll ausgeglichen
wird.

Bisherige Untersuchungen iiber Modulation dieses
Metabolnebenweges bei akuter Tetrachlorkohlenstofi-
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Doppelt reziproke Auftragung der Radioaktivititseinbauraten von
Methionin-Methyl-[**C] in mikrosomales Phosphatidylcholin gegen
die mikrosomalen Phosphatidyldthanolaminkonzentrationen, v =
Korrelationskoeffizient. (Die statistische Berechnung erfolgte nach
Documenta Geigy, Wissenschaftliche Tabellen, 6. Auflage, 1962,
170, 5ff.)

intoxikation haben entweder keine Wirkungen des
Toxikons? oder sogar eine Hemmung der Methylierung
von Phosphatidyldthanolamin gezeigt®.

Wir haben deshalb den CH,-Einbau aus in vivo
appliziertem r-Methionin-Methyl-[14C] in die Phospholi-
pide von Lebermikrosomen Tetrachlorkohlenstoff-vergif-
teter Ratten untersucht. 200 g schweren, mdinnlichen
Wistar-Ratten wurden 1,25 ml CCl,/kg KG in 509%,
Mineralél in leichter Athernarkose per os verabreicht und
51/, h spater, 30 min vor Téten der Tiere, 0,5 uCi r-Me-
thionin-Methyl-[¥C]/Tier (spezifische Aktivitit 56 mCi/
mMol) ¢ i.p. appliziert. Ein Kontrollkollektiv erhielt statt
CCl, entsprechende Volumina Mineraldl per os. Die so
rasch wie méglich entnommenen Lebern wurden mit eis-
kalter physiologischer NaCl-Losung perfundiert, im 2,5-
fachen Volumen 0.25 M Saccharoselésung pH 7,4 homo-
genisiert und die Mikrosomen durch Fillung mit CaCl,
gewonnen?. Nach Extraktion der Lipide mit Chloroform-
Methanol 2:18 wurden die mikrosomalen Phospholipide
diinnschichtchromatographisch aufgetrennt®, zur Mes-
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Radioaktivititseinbauraten von r-Methionin-Methyl-[1%C] in Phos-
phatidylcholin und Sphingomyelin sowie prozentuale Phosphatidyl-
dthanolamingehalte von Rattenlebermikrosomen nach akuter CCly-
Intoxikation

Kontrolle (n = 16) CCl, (n = 16)

Radioaktivititseinbauraten
in Phosphatidylcholin
{cpm{mg mikrosomales Protein)

59,7 4+ 16,8 82,8 4 18,8 1

Radioaktivitdtseinbauraten
in Sphingomyelin
(cpm/mg mikrosomales Protein)

294 1,5 3,6+ 2,0

Verhiiltnis der spezifischen 146,0 + 24,3 4
Radioaktivititen von Gesamt-
lipiden (cpm/mg) zu Proteinen
(cpm/mg)

Kontrolle = 100%

Auf Gesamtphospholipide
(Mol P/mg mikrosomales Pro-
tein) bezogener Phosphatidyl-
ithanolamingehalt (Mol P/mg
mikrosomales Protein)

100 + 17,7

11,0+ 3,1 12,94 2,9(1

n = Anzahl der Tiere. Statistische Ergebnisauswertung nach dem
Wilcoxon-Test: Statistische Signifikanz im Vergleich zur Kontrolle:
(1) = 2& < 0,1; 4 = 2& < 0,01.
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sung der Radioaktivitit die mit Jod markierten Kiesel-
gelzonen in Szintillatorréhrchen iibergefithrt und mit
Permablend III (Fa. Packard, 919, PPO, 9%, bis-MSB)
als Szintillatorlésung versetzt.

Wie die Tabelle zeigt, nimmt die Einbaurate von 1CH;
in die mikrosomale Phosphatidylcholinfraktion Tetra-
chlorkohlenstoff-vergifteter Rattenlebern im Vergleich
zu den Werten der Kontrolle um ca. 409, zu. Gleichzeitig
steigt auch der auf die Gesamtphospholipide bezogene
Phosphatidylidthanolamingehalt in der Lebermikroso-
menfraktion unter der CCl,-Intoxikation leicht an. Im
Gegensatz zur erhdhten Methylierung von Phosphatidyl-
dthanolamin ist die Anderung der Einbauraten in die
Sphingomyelinfraktion deutlich geringer und ldsst sich
statistisch nicht sichern. Da das Verhiltnis der spezifi-
schen Radioaktivititen der mikrosomalen Gesamtlipide
zu mikrosomalen Proteinen bei der CCl-Intoxikation
ebenfalls erheblich gesteigert ist, kann gefolgert werden,
dass auch die Umsatzraten der durch Methylierung mo-
difizierten Lipide der Lebermikrosomen im Verhéltnis zu
den Umsatzraten der neu synthetisierten mikrosomalen
Proteine nach Tetrachlorkohlenstoffvergiftung zunehmen.

Obwohl im wesentlichen nur die Hexaenspecies von
Phosphatidyldthanolamin spezifische Substrate der mi-
krosomalen Methionin-Phosphatidyldthanolamin-Methyl-
transferase sind?!?, scheint auch zwischen dem mikroso-
malen Pool an Gesamt-Phosphatidyldthanolamin und der
Einbaurate von “CH, in die Phosphatidylcholinfraktion
der Lebermikrosomen eine deutliche Beziehung zu beste-
hen (Figur).

Die bei doppelt reziproker Auftragung der *CH,-Ein-
bauraten gegen die entsprechenden Phosphatidyldthanol-
aminkonzentrationen berechneten Regressionsgeraden des
Kontroll- und CCl,-Kollektivs erstrecken sich zwar iiber
verschieden grosse Bereiche von 1/S, sind statistisch pa-
rallel und differieren in ihren Restvarianzen. Auch bei
Beriicksichtigung der unterschiedlichen Restvarianzen
unterscheiden sich die Schnittpunkte der beiden Geraden
1/Vyuge und 1/K, jedoch statistisch signifikant (2«
< 0.005). Unter der Voraussetzung, dass die berechneten
Regressionsgeraden auch in den nicht erfassten Bereichen

Specialia

EXPERIENTIA 31/11

von 1/S giiltig sind, nimmt somit die «Affinitdts der
Phosphatidylcholinmarkierung zum mikrosomalen Gehalt
an Gesamt-Phosphatidyldthanolamin nach CCl,-Intoxi-
kation deutlich ab, widhrend die «Maximalgeschwindig-
keit» dieser Reaktion ansteigt. Dieser Befund ist inso-
fern bemerkenswert, als der Polyensiduregehalt der Le-
berphospholipide und somit die Konzentration des spezi-
fischen Substrats der Methionin-Phospholipid-Methyl-
transferase unter der CCl,-Intoxikation abnimmt?.
Unsere Ergebnisse stimmen mit den von SmHiMIzU* in
der Gesamtleber gemessénen Befunden nicht iiberein. Die
Unterschiede diirften zum Teil darauf beruhen, dass wir
den radioaktiv markierten « Precursor» nicht i.v., sondern
i.p. und in einer kiirzeren Zeitperiode vor T6éten der mit
geringerer CCl,-Dosis geschidigten Tiere verabreicht ha-
ben. Auch die von FEUER et al.5 in vitro bei der akuten
CCl,-Intoxikation der Ratte registrierte Aktivitdtsabnah-
me der mikrosomalen CHj-Methionin-Phospholipid-
Methyltransferase muss unseren in vivo gewonnenen Er-
gebnissen nicht widersprechen, da den publizierten Daten
nicht zu entnehmen ist, zu welchem Zeitpunkt die Aktivi-
tit gemessen wurde. Weiterhin ist bisher unbekannt,
inwieweit die mikrosomale Methionin-Phospholipid-Me-
thyltransferase fiir die in-vivo-Methylierung von Phos-
phatidyldthanolamin geschwindigkeitsbestimmend ist.

Summary. Six h after oral administration of carbon
tetrachloride, the turnover of #CH, from injected Me-
thionine-Methyl-14C in microsomal lipids is increased in
comparison with the turnover in microsomal proteins.
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Role of Bile in Intestinal Absorption of 2°Pb in Rats

Biliary excretion of lead was studied as early as in
the last century. AUB et al.? list in their monograph quite
a number of authors who had been engaged in the pro-
blem. Opinions of those authors on biliary excretion of
lead differed however. BLaXTER and Cowie? studied
excretion of lead in sheep and found bile to be an im-
portant excretion pathway for lead. CasTELLINO et al.®
investigated excretion of lead via bile and via the wall
of the gastrointestinal tract in rats and found that the
greatest part of lead revealed in stool had been excreted
with bile. According to those authors, lead in bile is most
probably bound to proteins. In the course of 24 h after a
single i.v. administration of 2'°Pb, an average 6.7%, of
the dose administered are excreted via bile in rats.

KraassEN and SHOEMANS compared biliary excretion
‘of lead in rats, rabbits and dogs. They established the
highest rats of biliary excretion of lead in rats. These
authors also studied the enterohepatic circulation (EHC)
of lead and came to the conclusion that it was insignifi-
cant. The role of bile in the absorption of lead has not been
studied.

.. The present authors studied absorption of 29*Pb ex-
creted via bile during 24 h after i.v. administration of

203PHCl, on the one hand and absorption of 203Pb ad-
ministered into the duodenum in the form of 203PbCl, in
rats with both cannulated and non-cannulated bile duct
on the other hand. The aim of the study was to evaluate
the role of bile in absorption of lead.

Matevials and methods. Female Wistar rats (mean weight
200 g) fed on pellet diet were used in the experiments.
Rats were starved for 24 h before the study but had free
access to water.

The rats were divided into 3 groups: 1. group: Donors
(9 rats) were given i.v. 2PbCl, (in the dose of 125 pg
of Pb2+ per rat). Bile was collected in donors every 2 h,
its radioactivity was measured and the bile obtained
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