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Die Geschwindigkeit der Gallens~urenbiosynthese wird durch die Ak- 
tivit~t der Cholesterin-7~-Hydroxylase best immt (1, 2). Dieses Enzym ist 
abh~ngig vom Gallens~urengehalt  des enterohepatischen Kreislaufs: Gal- 
lens~urenentzug ffihrt zur Steigerung, Gal lens~urenzufuhr  zum Absinken 
der Enzymaktivi t~t  (3, 4, 5). AuBerdem unter l iegt  diese einem Circadian- 
rhy thmus  (4, 6, 7). Zusammenh~nge zwischen Tagesrhythmus und bio- 
logischer Halbwertszei t  der Gallens~uren im enterohepatischen Kreis-  
lauf werden aufgezeigt durch Untersuchungen der Cholester in-7~-Hydroxy- 
lase-Aktivit~t und durch Messung der Gallens~urenausscheidung nach 
Applikation einer einmaligen Dosis von [24-14C]Chols~ure (4, 5). Kfirz- 
lich gemachte Beobachtungen an fettreich ern~hrten Ratten zeigten eine 
Abh~ingigkeit des Gallens~urentransports  vom Fet ts~urenmuster  der mit 
der Nahrung angebotenen Fette  (8); dabei kam es zu einer VerzSgerung 
bei Ern~hrung mit ges~ttigten Fetts~uren. 

Die Gallens~uren zirkulieren im enterohepatischen Kreislauf;  bei jeder 
Darmpassage wird ein fester Prozentsatz mit  den Faeces ent fernt  (2). Das 
AusmaB der Neusynthese ist abh~ngig yon der Menge der ausgeschie- 
denen Gallens~iuren und damit  yon der Anzahl Zirkulat ionen pro Tag. 
Wenn ges~ttigte Fet ts~uren zu einer  Verlangsamung des Gallens~uren- 
t ransportes ffihren, mfiBte gleichzeitig eine erniedrigte Syntheserate  vor-  
liegen. 

Zur  Beantwor tung dieser Frage wird der Verlauf  der Cholesterin-7a- 
Hydroxylase-Aktivi t~t  an Ratten beobachtet, und zwar an 3 Tiergruppen 
mit unterschiedlichen Fettdi~ten im Vergleich zu einer parallel  geffihrten 
Kontrol lgruppe mit  Standarddi~t;  der Versuch erstreckt sich fiber 14 Tage 
ab Beginn der Nahrungsumstellung.  Der Circadianrhythmus des unter -  
suchten Enzyms macht 2 Untersuchungszei tpunkte pro Tag erforderlich, 
je einen zur Zeit niedriger (Hellphase) und hoher  Enzymaktivi t~t  (Dunkel- 
phase). 



Mayer und Mayer, Cholester~n-7~-Hydroxylase-AktiviZt~t 159 

M e t h o d e n  

T/ere 

Die zu den Exper imenten  verwendeten  m~nnlichen Wistar-Rat ten (Han., 
140-160 g) wurden in einem kfinstlichen Hel l -Dunkel -Rhythmus  gehalten (Licht 
yon 6.00 bis 18.00 Uhr). Die Kontrot tgruppe (40 Tiere) erhielt  Ra t ten-Standard-  
difit (C 1000; 2% Fettgehal t ;  Fa. Altromin, Lage/Lippe, BED) und Wasser ad 
libitum. 

3 Gruppen yon je 35 Tieren wurden 14 Tage lang mit  einer  Spezialdi~t er-  
n~hrt  von folgender Zusammensetzung: Casein 22% (Rohprotein 80%}, Reis- 
st~rke D A B 6  46%, Zellulosepulver 4%, Mineralstoi~-nischung (Fa. Altromin) 
6 ~  Vitaminmischung (auf Reisst~rke; Fa. Altromin) 2%, Fet tgehal t  2 0 o  
(Di~t I, II, IID, Wasser ad libitum. Die Di~ten I, t I  und III  waren  cholesterin- 
frei und unterschieden sich durch das Fet ts~urenmuster  (Tab. 1) (9}. Pro Zeit-  
punkt  wurden je  5 Tiere aus jeder Gruppe untersucht. 

Tab. 1. Fet ts~urenzusammensetzung9 der Triglyceride von Ratten-Standarddi~t ,  
Di~t I, Digit II  2) und Difit I I I  

Standarddi~t  Di~t I Di~t II Digit III 

Cs 0,9 - -  - -  - -  
Cl0 2,6 7,7 - -  - -  
C12 49,3 B2,9 - -  m 

C14 21,4 19,4 - -  - -  
C1e II,i 10,8 13,5 13,0 
C,a 3,6 3,3 2,3 4,4 
C,s:l 7,7 5,9 26,4 89,4 
C,s:2 3,4 - -  56,3 13,2 
Cls:s - -  - -  1,6 -- 

1) Die Best immung der Fettsiiuren erfolgte nach Extrakt ion  mit  CHC1,/MeOH, 
die gaschromatographische Analyse nach Umesterung mit  MeOH/HC1 (9). 

2) Unter  Verwendung yon Mazola| (Maizena GrnbH). 

Radioaktiv ~narkiertes ChoIesterin 
K~ufliches [26-14C]Cholesterin (Radiochemical Centre, Amersham, GB} wird 

erst durch S~ulenchromatographie gereinigt  (AI203; Aktivitfi t  I I I ;  Laufmit te l  
Benzol), dann zusammen mi t  Tween 20 (Fa. Serva, Heidelberg, BRD) (0,16 mg 
Tween 20 pro 1 ~Ci Cholesterin} in Benzol gel6st. Nach Abdampfen des L6- 
sungsmittels wird der Rfickstand in Saccharosephosphatpuffer pH 7,4 emulgier t  
(1 ml Puffer pro 1 ~Ci; 1 ~Ci Cholesterin = 0,016 ~uMol). 

Saccharosephosphatpu~er 
0,008 M Phosphatpuffer pH 7,4 wird mit  90]oiger SaccharoselSsung im Ver-  

h~Itnis 1 :2  gemischt. Pro ml L6sung werden 1,20 mg Nicotins~ureamid und 
1,00 mg EDTA zugesetzt. Anschliel3end wird  der pH-Wer t  mit  0,2 N NaOH 
auf 7,4 nachgestellt. 

Bestimmung der Cholesterin-7~-Hydroxy~ase-Aktivit~t 
Inkubation und Aufarbei tung der Proben erfolgten nach der  1972 ver~ffent- 

lichten Methode (10). 

Quantitative Bestimmung des unveresterten ChoIesterins in der Leber 
500 mg Leberbrei  werden in 20 ml eines Gemisches Chloroform/Methanol 

(2:1;  v/v) 90 rain am Rfickflu/3 erhitzt. Nach Zentr i fugieren bei 3000 Umdr./min 
wird  dekantiert .  Der Riickstand wird  in der beschriebenen Weise nochmals 
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extrahier t .  Das L5sungsmittel  der  vereinfgten ?3berst~nde wi rd  abgedampft ,  der  
dabei  erhal tene R~ckstand wird  in 10 ml AcetordAthanol  (1 : 2; v/v) aufgenom- 
men. 2 ml dieser  LSsung werden mit  1 ml DigitoninlSsung (1 g/500 ml Wasser) 
versetzt.  Nach 24stfindigem Stehen wi rd  zentr i fugier t  (3000 Umdr./min}. Das 
Sediment  wird  l m a l  mit  2 ml Aceton/Di~thyl~ther  (1:3;  v/v), anschlie/3end 
lma l  mit  2 ml Di~thyl~ther  gewaschen. Dann wird  das gereinigte Digitonid mit  
2 ml Cholester inreagenz (Fa. Merck, Darmstadt ,  BRD) und 0,5 ml konz. H2SO4 
versetzt.  Nach 30minfitigem Stehen wi rd  die Ext inkt ion bei 578 nm gegen Ver-  
gleichslSsung ermit te l t .  

AIs Bezugswert  dient  ein Choles ter ins tandard (300 mg/ml  Benzol), der  analog 
der  beschriebenen Aufarbei tung behandel t  wird.  

Berechnung 

Der ~iberwiegende Tell der  Radioaktivitf i t  der  diinnschichtchromatographisch 
get rennten Proben befindet sich in den Banden des [26-'4C]Cholesterins und 
des [26-14C]Cholest-5-en--3~,Ta-diols (=  radioakt iv  markier tes  7a-Hydroxychole-  
sterin) (10), so dal3 aus diesen der  prozentuale  Antei l  des ents tandenen radio-  
ak t iv  mark ie r ten  7~-Hydroxycholesterins (=  A) bes t immt  werden kann. 

dpm7~-Hydroxych olesterin 
A = • 100 - 0,08 I) 

dpm7~-tfydroxycholesterin ~ dpmoholesterin 

Unter  unseren Inkubat ionsbedingungen geht nur  das freie Cholesterin (10) 
in die Reakt ion ein, das  entspricht  ca. 70% des Oesamtcholester ins (11). Durch 
zus~itzliche Best immung des Gesamtcholesterins in der Probe vor  der  Inkubat ion 
I~13t sich un te r  Zuhi l fenahme des prozentualen Umsatzes die ents tandene Menge 
an 7~-Hydroxycholester in berechnen. 

A • [k~Mol Cholesterin/50 mg Leber] = /~Mol ents tandenes 7~-Hydroxy-  
cholesterird50 mg Leber.  

Ergebnisse und Diskussion 

A l l e  T ie re  w u r d e n  in  e i n e m  kf ins t l i chen  H e l l - D u n k e l - R h y t h m u s  ge -  
h a l t e n  (Licht  y o n  6.00 bis  18.00 Uhr)  u n d  ad  l i b i t u m  ern~ihrt.  Die  B e s t i m -  
m u n g e n  w u r d e n  du rchge f f i h r t  a m  1., 2., 5. u n d  14. Tag,  j e w e i l s  u m  9.00 
u n d  u m  23.00 Uhr ;  p r o  Z e i t p u n k t  w u r d e n  je  5 T i e r e  aus  j e d e r  G r u p p e  
un te r such t .  Die  N a h r u n g s u m s t e l l u n g  e r f o l g t e  a m  1. Tag  u m  9.00 Uhr .  
De r  ers te ,  an  i n s g e s a m t  5 T i e r e n  b e s t i m m t e  W e r t  w i r d  durch  d ie  f o lge n -  
den  9 . 0 0 - U h r - W e r t e  d e r  K o n t r o l l g r u p p e  best~itigt.  B e s t i m m t  w u r d e  d ie  
C h o l e s t e r i n - 7 ~ - H y d r o x y l a s e - A k t i v i t ~ t  in  nMol  e n t s t a n d e n e s  7 a - H y d r o x y -  
choles te r in /50  m g  Lebe r .  

Abb .  1 best~it igt  a n  den  K o n t r o l l t i e r e n  d e n  b e r e i t s  b e s c h r i e b e n e n  r h y t h -  
mischen  V e r l a u f  (4, 5, 6, 7) d e r  Enzymakt iv i t~ i t :  n i e d r i g e  W e r t e  in d e r  
H e l l p h a s e  u m  9.00 Uhr ,  hohe  W e r t e  in  d e r  D u n k e l p h a s e  u m  23.00 Uhr ,  
an  a l l en  T a g e n  das  g le iche  Bi ld .  

Die  f o l g e n d e n  A b b i l d u n g e n  (2, 3, 4) v e r a n s c h a u l i c h e n  d ie  E r g e b n i s s e  
be i  f e t t r e i ch  ern~ihr ten  Ra t t en .  W ~ h r e n d  a m  1. Tag  noch e in  n o r m a l e r  
R h y t h m u s  vo r l i eg t ,  ze ig t  s ich a m  2. Tag  be i  a l l en  D i~ t en  e ine  du rch  d ie  
a b r u p t e  N a h r u n g s u m s t e l l u n g  b e w i r k t e  U n o r d n u n g :  Bei  unauff~i l l igen W e r -  
t en  in  d e r  H e l l p h a s e  k o m m t  es zu d r a s t i s c h e r  E r n i e d r i g u n g  d e r  23 .00-Uhr-  
Wer t e ,  d ie  p r a k t i s c h  g le ich  den  9 . 0 0 - U h r - W e r t e n  sind.  Bei  f o r t s c h r e i t e n d e r  

1) Der Wer t  0,08 ergab sich dutch Aufarbei tung und Chromatographie  yon 
re inem [26-1'C]Cholesterin. 
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Abb.  1. CholesterJn-7=-Hydroxylase-Aktlvt t~l t  yon Ratten in nMo l  entstandenem 7=-Hydroxy-  
cholestertn q- s~ pro 50 mg Leber;  Inkubat ionszel t  20 rain. Ern~ihrung m i t  Ratten-Stan- 
darddt~t (Altromin C 1000), Wasser ad llbitum; n - -5  Ttere pro Zeitpunkt; 2 unabh~tn- 

gige Inkubationen pro Leber. 

E i n p e n d e l u n g  e ines  , ,s teady s t a t e"  (5. u n d  14. Tag) w i r d  e in  seh r  u n t e r -  
schiedl iches V e r h a l t e n  de r  E n z y m a k t i v i t ~ t  be i  den  e i n z e l n e n  Di~ ten  au f -  
f~llig. 
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Abb. 2. Cholesterin-~a-Hydroxylase-Aktivitlit bei fettreich ern/ihrten Ratten in nMol ent- 
standenem %-Hydroxycholesterin • sR pro S0 mg Leber; Inkubatlonszelt 20 mln. Ernllh- 
rung ab 1. Tag, 9.00 Uhr mit Di/it I: vorwJegend ges~ittigte Fetts~iuren, Wasser ad libitum; 

n= 5 Tiere pro Zeitpunkt; 2 unabh~Inglge Inkubatlonen pro Leber. 
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Abb. 3. Cholesterin-7a-Hydroxylase-AkUvlt~lt  be! fe t t re ich  ernt ihr ten  Ra t ten  in nMol ent- 
s t andenem 7a-Hydroxycholester in  + sx pro 50 m g L e b e r ;  Inkuba t ionsze i t  2Omin. Ern~hrung  
ab 1. Tag, 9.00 Uhr  mi t  Diltt II :  26,4~ l fach unges~ittigte Fetts$iuren, 56,3o 2lath unges~lt- 
t ig te  Fetts~turen, Wasser  ad l ib i tum;  n = 5 Tlere pro Ze i tpunk t ;  2 unabh~lngige Inkuba -  

t ionen  pro Leber.  

U n t e r  D ig i t  I - g e s ~ i t t i g t e  F e t t s ~ i u r e n  - ( A b b .  2) b i l d e t  s i c h  e i n  s t a r k  

g e d ~ m p f t e r  R h y t h m u s  a u s ,  d e r  a u c h  n a c h  14 T a g e n  n u r  z u  e i n e r  g e r i n g e n  

S t e i g e r u n g  d e r  7 a - H y d r o x y l a s e - A k t i v i t ~ i t  u m  23 .00  U h r  f i i h r t .  
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ATob. 4. Cholesterin-7=-Hydroxylase-Aktivl t~i t  bei  fe t t re ich ern~lhrten Ra t ten  in nMol ent-  
s t andenem 7=-Hydroxycholestr in ~r s~ pro 50 mg Leber ;  Inkuba t ionsze i t  20 rain. Ern~hrung  
ab 1. Tag, 9.00 Uhr  mi t  Dilit  I I I :  99,4% 1lath ungesl t t t ig te  Fettst iuren,  1302% 2fach ungeslt t-  
t ig te  Fetts~luren. Wasser  ad l ib i tum;  n = 5 Tlere  pro Ze i tpunk t ;  2 unabh~lngige I n k u b a -  

t ionen  pro Leber.  Bes t immung  um 9.00 Uhr, Bes t immung  um 23.00 Uhr. 
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Die T i e r e  der  Di~t  II  - f i b e r w i e g e n d  p o l y u n g e s ~ t t i g t e  F e t t s ~ u r e n  - 
(Abb. 3) ze igen  am 5. Tag  e inen  n o r m a l e n  T a g - N a c h t - R h y t h m u s ;  am 
14. Tag  k o m m t  es z u d e m  zu e ine r  s ign i f ikan ten  E r h S h u n g  der  9 .00-Uhr-  
Wer te .  U n t e r  Di~t  I I I -  ca. 13~ p o l y u n g e s ~ t t i g t e  F e t t s ~ u r e n  - (Abb. 4) 
t r e t e n  am 5. und  am 14. Tag  n o r m a l e  M a x i m a l w e r t e  auf,  d a g e g e n  s ind 
die 9 .00 -Uhr -Wer t e  an  be iden  T a g e n  deu t l i ch  e rh5ht .  

Aus  d iesen  E r g e b n i s s e n  lassen sich zwe i  A u s s a g e n  ab le i ten .  Gfi t t ige  
V o r s t e l l u n g e n  f iber  das V e r h a l t e n  de r  C h o l e s t e r i n - T a - H y d r o x y l a s e - A k t i v i -  
t~t, die e inem T a g e s r h y t h m u s  un t e r l i eg t ,  kSnnen  nicht  durch  1 - P u n k t -  
B e s t i m m u n g e n  g e w o n n e n  we rden .  E r s t  das  E r f a s sen  t a g e s z e i t b e d i n g t e r  
Un te r sch i ede  e rm5gl i ch t  ges icher te  A u s s a g e n  f iber  den  W i r k u n g s g r a d  der  
u n t e r s u c h t e n  F a k t o r e n .  

B e d i n g t  durch  un te r sch ied l i chen  T r a n s p o r t  von  G a l l e n s ~ u r e n  (8) k o m m t  
es be i  f e t t r e i ch  e r n a h r t e n  R a t t e n  zur  E r n i e d r i g u n g  der  Cho le s t e r in -Ta -  
H y d r o x y l a s e - A k t i v i t a t ,  w e n n  f i be rw iegend  gesa t t ig te ,  j edoch  ke ine  po ly -  
unges~ t t i g t en  F e t t s ~ u r e n  v e r f t i t t e r t  we rden .  P o l y u n g e s ~ t t i g t e  F e t t s ~ u r e n  
- 1 3 %  der  G e s a m t f e t t s ~ u r e n  ebenso  wie  5 6 %  - b e w i r k e n  N o r m a l v e r h a l -  
t en  bis ge r i nge  S t e i g e r u n g  der  E n z y m a k t i v i t a t .  

Zusammen]assung 

Der Verlauf  der Cholester in-Ta-Hydroxylase-Aktivi t~t  wurde wahrend 14 
Tagen an 3 Gruppen fettreich (20Q/o) ern~hr ter  Rat ten beobachtet (Messungen 
jeweils um 9.00 und 23.00 Uhr), wobei die einzelnen Di~ten sich in der Fet t -  
s~urenzusammensetzung unterschieden. W~hrend die Werte der Kontrol lgruppe 
den Circadianrhythmus des untersuchten Enzyms best~tigten, ftihrt  Ern~hrung 
mit  ges~ttigten Fet tsw zu einem Absinken der 7a-Hydroxyl ierung des Cho- 
lesterins in der Dunkelphase. Dagegen weisen die Di~ten mit  polyunges~ttigten 
Fetts~uren (13% bzw. 56% des Fetts~urengehaltes) in der Dunkelphase un- 
ver~nderte,  in der Hellphase eher erh6hte Cholesterin-7~-Hydroxylase-Aktivi tf i t  
auf. 

Summary  

The course of cholesterol-Ta-hydroxylase activity was observed for 14 days 
in 3 groups of rats on 20% fat diets which were  of different fat ty acid com- 
positions. Determinations were done at 09.00 and 23.00 hr. In the controls the 
circadian variat ions of the enzyme were  confirmed. Feeding of saturated fatty 
acids lead to a reduced 7cr of cholesterol in the dark period, 
whereas feeding of polyunsaturated fat ty acids (13~ as well  as 56% of total 
fat ty acids) showed an enzyme activity unchanged in the dark period but slight- 
ly enhanced in the l ight  period. 
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