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Die Geschwindigkeit der Gallensdurenbiosynthese wird durch die Ak-
tivitdt der Cholesterin-7a-Hydroxylase bestimmt (1, 2). Dieses Enzym ist
abhéngig vom Gallensdurengehalt des enterohepatischen Kreislaufs: Gal-
lensdurenentzug fithrt zur Steigerung, Gallensidurenzufuhr zum Absinken
der Enzymaktivitit (3, 4, 5). AuBerdem unterliegt diese einem Circadian-
rhythmus (4, 6, 7). Zusammenhinge zwischen Tagesrhythmus und bio-
logischer Halbwertszeit der Gallensiuren im enterohepatischen Kreis-
lauf werden aufgezeigt durch Untersuchungen der Cholesterin-7a-Hydroxy-
lase-Aktivitdt und durch Messung der Gallensiurenausscheidung nach
Applikation einer einmaligen Dosis von [24-1*C]Cholsiure (4, 5). Kiirz-
lich gemachte Beobachtungen an fettreich ernihrten Ratten zeigten eine
Abhiéngigkeit des Gallensdurentransports vom Fettsdurenmuster der mit
der Nahrung angebotenen Fette (8); dabei kam es zu einer Verzégerung
bei Erndhrung mit gesittigten Fettsduren.

Die Gallensduren zirkulieren im enterohepatischen Kreislauf; bei jeder
Darmpassage wird ein fester Prozentsatz mit den Faeces entfernt (2). Das
AusmaBl der Neusynthese ist abhingig von der Menge der ausgeschie-
denen Gallensduren und damit von der Anzahl Zirkulationen pro Tag.
Wenn gesiittigte Fettsduren zu einer Verlangsamung des Gallensduren-
transportes flihren, miiite gleichzeitig eine erniedrigte Syntheserate vor-
liegen.

Zur Beantwortung dieser Frage wird der Verlauf der Cholesterin-T«-
Hydroxylase-Aktivitat an Ratten beobachtet, und zwar an 3 Tiergruppen
mit unterschiedlichen Fettdifiten im Vergleich zu einer parallel gefiihrten
Kontrollgruppe mit Standarddiit; der Versuch erstreckt sich {iber 14 Tage
ab Beginn der Nahrungsumstellung. Der Circadianrhythmus des unter-
suchten Enzyms macht 2 Untersuchungszeitpunkte pro Tag erforderlich,
je einen zur Zeit niedriger (Hellphase) und hoher Enzymaktivitdt (Dunkel-
phase).
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Methoden
Tiere

Dije zu den Experimenten verwendeten ménnlichen Wistar-Ratten (Han.,
140-160 g) wurden in einem kiunstlichen Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten (Licht
von 6.00 bis 18.00 Uhr). Die Kontrollgruppe (40 Tiere) erhielt Ratten-Standard-
didt (C 1000; 2% Fettgehalt; Fa. Altromin, Lage/Lippe, BRD) und Wasser ad
libitum. :

3 Gruppen von je 35 Tieren wurden 14 Tage lang mit einer Spezialdiit er-
nihrt von folgender Zusammensetzung: Casein 22% (Rohprotein 80%0), Reis~
stirke DAB 6 46%,, Zellulosepulver 4%, Mineralstoffmischung (Fa. Altromin)
6%, Vitaminmischung (auf Reisstirke; Fa. Aliromin) 2%, Fettgehalt 20%
(Diat 1, II, 1I1), Wasser ad libitum. Die Diliten I, II und III waren cholesierin-
frei und unterschieden sich durch das Fettsiurenmuster (Tab. 1) (9). Pro Zeit-~
punkt wurden je 5 Tiere aus jeder Gruppe untersucht.

Tab. 1. Fettsiurenzusammensetzung?) der Triglyceride von Ratten-Standarddiit,
Diit I, Didt II2) und Diét III

Standarddiat Didt I Dist II Diit IIT

Cs 0,9 — — —_
Cyo 2,6 77 — —
Coo 49,3 52,9 _ _
Cu 21,4 19,4 — —
Ciq 11,1 10,8 13,5 13,0
Cis 3,6 3.3 2,3 4,4
Cyan 77 5,9 26,4 89,4

18:2 34 - 5673 13,2
Cis:s - - 1,6 —

) Die Bestimmung der Fetisduren erfolgte nach Extraktion mit CHCl,/MeOH,
die gaschromatographische Analyse nach Umesterung mit MeOH/HCI (9).
2} Unter Verwendung von Mazola®-Keimdl (Maizena GmbH).

Radioaktiv markiertes Cholesterin

Kaufliches [26-1¢C]Cholesterin (Radiochemical Centre, Amersham, GB) wird
erst durch Siulenchromatographie gereinigt (Al,O,; Aktivitit III; Laufmittel
Benzol), dann zusammen mit Tween 20 (Fa. Serva, Heidelberg, BRD) (0,16 mg
Tween 20 pro 1 uCi Cholesterin) in Benzol gelést. Nach Abdampfen des L&-
sungsmittels wird der Riickstand in Saccharosephosphatpuffer pH 7,4 emulgiert
(1 ml Puffer pro 1 xCi; 1 uCi Cholesterin = 0,016 uMol).

Saccharosephosphatpuffer

0,008 M Phosphatpuffer pH 7,4 wird mit 9%iger Saccharoseldsung im Ver-
hiltnis 1:2 gemischt. Pro ml Losung werden 1,20 mg Nicotinsdureamid und
1,00 mg EDTA zugesetzt. Anschliefend wird der pH-Wert mit 0,2 N NaOH
auf 7,4 nachgestellt.

Bestimmung der Cholesterin-7Ta-Hydroxylase- Aktivitit

Inkubation und Aufarbeitung der Proben erfolgten nach der 1972 verdffent-
lichten Methode (10).

Quantitative Bestimmung des unveresterten Cholesterins in der Leber

500 mg Leberbrei werden in 20 m! eines Gemisches Chloroform/Methanol
(2:1; v/v) 80 min am Riickflufl erhitzt. Nach Zentrifugieren bei 3000 Umdr./min
wird dekantiert. Der Riickstand wird in der beschriebenen Weise nochmals
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extrahiert. Das Losungsmittel der vereinigten Uberstinde wird abgedampft, der
dabei erhaltene Riickstand wird in 10 ml Aceton/Athanol (1:2; v/v) aufgenom-
men. 2 ml dieser Losung werden mit 1 ml Digitoninlésung (1 g/500 ml Wasser)
versetzt. Nach 24stliindigem Stehen wird zentrifugiert (3060 Umdr./min). Das
Sediment wird 1mal mit 2 ml Aceton/Didthyldther (1:3; v/v), anschlieBend
1mal mit 2 ml Disthylidther gewaschen. Dann wird das gereinigte Digitonid mit
2 ml Cholesterinreagenz (Fa. Merck, Darmstadt, BRD) und 0,5 m! konz. H,SO,
versetzt. Nach 30mintitigem Stehen wird die Extinktion bei 578 nm gegen Ver-
gleichslésung ermittelt.

Als Bezugswert dient ein Cholesterinstandard (300 mg/ml Benzol), der analog
der beschriebenen Aufarbeitung behandelt wird.

Berechnung

Der iiberwiegende Teil der Radioaktivitdt der diinnschichtchromatographisch
getrennten Proben befindet sich in den Banden des [26-14C]Cholesterins und
des [28-1C]Cholest-5-en--35,Ta-diols (= radioaktiv markiertes 7a-Hydroxychole-
sterin) (10), so dal3 aus diesen der prozentuale Anteil des entstandenen radio-
aktiv markierten 7a-Hydroxycholesterins (= A) bestimmt werden kann.

— dpmM7.-Hydroxycholesterin
dpm7,. Hydroxycholesterin -+ APMCholesterin

Unter unseren Inkubationsbedingungen geht nur das freie Cholesterin (10)
in die Reaktion ein, das entspricht ca. 70% des Gesamtcholesterins (11). Durch
zusétzliche Bestimmung des Gesamtcholesterins in der Probe vor der Inkubation
148t sich unter Zuhilfenahme des prozentualen Umsatzes die entstandene Menge
an 7a~Hydroxycholesterin berechnen.

A X [uMol Cholesterin/50 mg Leber] = uMol entstandenes Ta~Hydroxy-
cholesterin/50 mg Leber.

X 100 - 0,081)

Ergebnisse und Diskussion

Alle Tiere wurden in einem kiinstlichen Hell-Dunkel-Rhythmus ge-
halten (Licht von 6.00 bis 18.00 Uhr) und ad libitum ernihrt. Die Bestim-
mungen wurden durchgefithrt am 1., 2, 5. und 14. Tag, jeweils um 9.00
und um 23.00 Uhr; pro Zeitpunkt wurden je 5 Tiere aus jeder Gruppe
untersucht. Die Nahrungsumstellung erfolgte am 1. Tag um 9.06 Uhr.
Der erste, an insgesamt 5 Tieren bestimmte Wert wird durch die folgen-
den 9.00-Uhr-Werte der Kontrollgruppe bestitigt. Bestimmt wurde die
Cholesterin-7a-Hydroxylase-Aktivitdt in nMol entstandenes Ta~Hydroxy-
cholesterin/50 mg Leber.

Abb. 1 bestiitigt an den Kontrolltieren den bereits beschriebenen rhyth-
mischen Verlauf (4, 5, 6, 7) der Enzymaktivitiit: niedrige Werte in der
Hellphase um 9.00 Uhr, hohe Werte in der Dunkelphase um 23.00 Uhr,
an allen Tagen das gleiche Bild.

Die folgenden Abbildungen (2, 3, 4) veranschaulichen die Ergebnisse
bei fettreich erndhrten Ratten. Wihrend am 1. Tag noch ein normaler
Rhythmus vorliegt, zeigt sich am 2. Tag bei allen Didten eine durch die
abrupte Nahrungsumstellung bewirkte Unordnung: Bei unauffilligen Wer-
ten in der Hellphase kommt es zu drastischer Erniedrigung der 23.00-Uhr-
Werte, die praktisch gleich den 9.00-Uhr-Werten sind. Bei fortschreitender

1) Der Wert 0,08 ergab sich durch Aufarbeitung und Chromatographie von
reinem [26-14C]Cholesterin.
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Abb. 1, Cholesterin-7a-Hydroxylase-Aktivitit von Ratten in nMol entstandenem 7s-Hydroxy-

cholesterin + sX pro 50 mg Leber; Inkubationszeit 20 min. Ernihrung mit Ratten-Stan-

darddiit (Altromin C 1000), Wasser ad libitum; n =5 Tiere pro Zeitpunkt; 2 unabhin-
gige Inkubationen pro Leber.

Einpendelung eines ,steady state” (5. und 14. Tag) wird ein sehr unter-
schiedliches Verhalten der Enzymaktivitidt bei den einzelnen Diiiten auf-

fallig.

nMol 7¢-Hydroxycholesterin / 50 mg Leber

Abb. 2. Cholesterin-Ta-Hydroxylase-Aktivitit bei fettreich ernfihrten Ratten in nMol ent-

standenem 7a-Hydroxycholesterin + s® pro 50 mg Leber; Inkubationszeit 20 min. Ern#dh-

rung ab 1. Tag, 9.00 Uhr mit Dilit I: vorwiegend geslittigte Fettsduren. Wasser ad libitum;
n = § Tiere pro Zeitpunkt; 2 unabhiingige Inkubationen pro Leber.
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Abb. 3. Cholesterin-7«-Hydroxylase-Aktivitit bei fettreich ernihrten Ratten in nMol ent-

standenem Ta-Hydroxycholesterin % sx pro 50 mg Leber; Inkubationszeit 20 min, Ernihrung

ab 1. Tag, 9.00 Uhr mit Di#it II: 26,4% 1fach ungesiittigte Fettsduren, 56,3% 2fach ungesit-

tigte Fettsuren, Wasser ad libitum; n = § Tiere pro Zeitpunkt; 2 unabhiingige Inkuba-
tionen pro Leber.

Unter Didt I - gesiittigte Fettsduren — (Abb. 2) bildet sich ein stark
gedampfter Rhythmus aus, der auch nach 14 Tagen nur zu einer geringen
Steigerung der 7a-Hydroxylase-Aktivitat um 23.00 Uhr fiihrt.
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Abb. 4. Cholesterin-7«-Hydroxylase-Aktivitit bel fettreich ernfihrten Ratten in nMol ent-

standenem 7s«-Hydroxycholestrin + sX pro 50 mg Leber; Inkubationszeif 20 min. Ern#dhrung

ab 1. Tag, 9.00 Uhr mit Di#t III: 89,4% 1lfach ungesittigte Fettsfiuren, 13,2% 2fach ungesit-

tigte Fettsfiuren. Wasser ad libitum; n = 5 Tiere pro Zeitpunkt; 2 unabhlngige Inkuba-
tionen pro Leber. Bestimmung um 9,00 Uhr, Bestimmung um 23.00 Uhr.
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Die Tiere der Didt II - iiberwiegend polyungesittigte Fettsduren -
(Abb. 3) zeigen am 5. Tag einen normalen Tag-Nacht-Rhythmus; am
14. Tag kommt es zudem zu einer signifikanten Erhéhung der 9.00-Uhr-
Werte. Unter Dist III — ca. 13% polyungesittigte Fettsduren — (Abb. 4)
treten am 5. und am 14. Tag normale Maximalwerte auf, dagegen sind
die 9.00-Uhr-Werte an beiden Tagen deutlich erhéht.

Aus diesen Ergebnissen lassen sich zwei Aussagen ableiten. Giiltige
Vorstellungen {iber das Verhalten der Cholesterin-Ta-Hydroxylase-Aktivi-
tit, die einem Tagesrhythmus unterliegt, kdnnen nicht durch 1-Punkt-
Bestimmungen gewonnen werden. Erst das Erfassen tageszeitbedingter
Unterschiede ermoglicht gesicherte Aussagen liber den Wirkungsgrad der
untersuchten Faktoren.

Bedingt durch unterschiedlichen Transport von Gallensiuren (8) kommt
es bei fettreich ernihrten Ratten zur Erniedrigung der Cholesterin-7«-
Hydroxylase-Aktivitit, wenn lberwiegend gesiittigte, jedoch keine poly-
ungesittigten Fettsduren verfiitiert werden. Polyungesittigte Fettsiuren
—~ 13%; der Gesamtfettsiiuren ebenso wie 56 % — bewirken Normalverhal-
ten bis geringe Steigerung der Enzymaktivitét.

Zusammenfassung

Der Verlauf der Cholesterin-7Tax-Hydroxylase-Aktivitdt wurde wihrend 14
Tagen an 3 Gruppen fettreich (20%s) erndhrier Ratien beobachtet (Messungen
jeweils um 9.00 und 23.00 Uhr), wobei die einzelnen Didten sich in der Fett-
siurenzusammensetzung unterschieden. Wahrend die Werte der Kontrollgruppe
den Circadianrhythmus des untersuchten Enzyms bestétigten, fiilhrt Ernshrung
mit gesittigten Fettsduren zu einem Absinken der 7a-Hydroxylierung des Cho-
lesterins in der Dunkelphase. Dagegen weisen die Didten mit polyungesattigten
Fettsiuren (13% bzw. 56% des Fettséurengehaltes) in der Dunkelphase un-
verinderte, in der Hellphase eher erhfhte Cholesterin-7a-Hydroxylase-Aktivitiit
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 fatty acid com-
positions. Determinations were done at 09.00 and 23.00 hr. In the controls the
circadian variations of the enzyme were confirmed. Feeding of saturated fatty
acids lead to a reduced T7a~hydroxylation of cholesterol in the dark period,
whereas feeding of polyunsaturated fatty acids (13% as well as 56% of total
fatty acids) showed an enzyme activity unchanged in the dark period but slight-
ly enhanced in the light period.
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