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Einleitung

Gallebildung und enterohepatische Zirkulation

Gallensauren werden in der Leber aus Cholesterin synthetisiert und in die Galle
sezerniert. Sie stellen den quantitativ wichtigsten Abbauweg des Cholesterins im
Organismus der Saugetiere dar. Ihre physiologische Bedeutung besteht aul3erdem in
der Aufrechterhaltung des Galleflusses zur Exkretion zahlreicher gallegangiger
Substanzen und der Bildung gemischter Mizellen. Diese erleichtern im Dinndarm die
Aufnahme von Fetten und anderen lipophilen Substanzen wie fettlésliche Vitamine
(35).

Die primaren Gallensauren Cholsaure (CS; 3a,70,120-Trihydroxy-58 -Cholansaure)
und Chenodeoxycholsaure (CDCS; 3a,70a-Dihydroxy-5a -Cholansaure) werden in der
Leber aus Cholesterin synthetisiert. CS und CDCS werden vor der biliaren Sekretion
an Cy4 mittels einer Aminosauren-N-Acyltransferase uber eine Amid-Bindung mit den
Aminosauren Glycin bzw. Taurin konjugiert. Die lipophilen Gallensauren kdnnen sich
dadurch im wassrigen Milieu des Dunndarms in Losung halten und sind besser zur
Bildung von Micellen geeignet (35).

Ein kleiner Teil der primaren Gallensauren wird im Kolon durch bakterielle Hydrolasen
der Darmflora dekonjugiert. Diese unkonjugierten primaren Gallensauren mit einer
freien Carboxylgruppe stellen dann im Kolon Substrate fur die weitere mikrobielle
Umwandlung zu sekundaren Gallensauren dar. Durch 7a-Dehydroxylierung der CS
entsteht Deoxycholsaure (DCS; 3a,120-Dihydroxy-53 -Cholansaure) und aus CDCS
Lithocholsaure (LCS; 3a-Hydroxy-5a -Cholansaure) (56) (Abb.1).

Die Galle des Menschen enthalt neben Gallensauren Bilirubin, Cholesterin, Lezithin,
Elektrolyte und Wasser. Der Gesamtgallensaurepool des Menschen betragt ungefahr
2-4qg, die tagliche Syntheserate der Gallensauren in der Leber 200-600mg und
entspricht damit dem Verlust von Gallensauren uber den Stuhl. Etwa 95% der in den
Darm sezernierten Gallensauren werden entweder durch aktiven Transport im
terminalen lleum oder durch passiven Transport im Kolon wiederaufgenommen. Der

aktive Transport erfolgt hauptsachlich Uber ein in den Enterozyten des lleums



lokalisiertes, Natrium abhangiges Transportprotein namens IBAT. Nach der
Aufnahme gelangen die Gallensauren Uber die Pfortader zur Leber, wo sie erneut
konjugiert und in die Galle ausgeschieden werden. Die Gallensauren zirkulieren so
etwa 3-10 mal taglich im enterohepatischen Kreislauf (16).
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Abbildung 1: In der Leber werden aus Cholesterin die primdren Gallenséuren
Chenodeoxycholsdure und Cholsaure synthetisiert. Um eine bessere Sekretion der
Gallensdauren zu gewahrleisten sowie eine bessere Loslichkeit im Darmsaft zu erreichen,
werden die Gallensduren vor der Ausscheidung in die Galle mit einer Aminosaure, z.B. Taurin,
konjugiert. Nach der Umwandlung durch Darmbakterien entstehen die sekundaren

Gallenséuren Lithocholsadure und Deoxycholsaure.



Gallensédurensynthese

Die Umwandlung von Cholesterin zu Gallensauren stellt einen komplexen Vorgang
dar, an dem 17 verschiedene Enzyme beteiligt sind. Die einzelnen Schritte lassen
sich dabei gliedern in: (a) Beginn des Synthesewegs durch 7a-Hydroxylierung des
Cholesterins, wobei sich dieser noch in einen klassischen und einen alternativen Weg
unterteilt, (b) weitere Veranderungen an der Struktur des Sterolrings, (c) Oxidation

und Klrzung der Seitenkette sowie (d) Konjugation mit einer Aminosaure.

Klassischer Weg der Gallensédurensynthese

Der so genannte klassische Weg der Gallensaurensynthese beginnt mit der
Umwandlung von Cholesterin zu 7o-Hydroxycholesterin durch die Cholesterin 7o-
Hydroxylase (CYP7A1) (92). Dieses im endoplasmatischen Retikulum lokalisierte
Enzym ist geschwindigkeitsbestimmend fir den klassischen Weg der
Gallensaurensynthese und wird ausschlief3lich in der Leber synthetisiert (41). Das
aus etwa 500 Aminosauren bestehende Enzym CYP7A1 gehdrt als mischfunktionelle
Oxidase zur Gruppe der Cytochrom P450 Enzyme (41,64). Die Isolierung des
Cholesterin 7o-Hydroxylase Gens ermdglichte die Generierung von Mausen mit
deletiertem Cyp7a1-Gen und folglich auch ohne CYP7A1-Enzymaktivitat, so
genannten Cyp7a? Knockout-Mausen. 90% dieser Cyp7a1’™ Mause starben wihrend
der ersten drei Lebenswochen an Leberversagen sowie an einem Mangel an
fettldslichen Vitaminen (37). Bei den Uberlebenden Tieren betrug die GroRRe des
Gallensaurepools lediglich 25% der Norm. Diese Menge scheint jedoch ausreichend,
um den Cyp7a?” Mausen eine normale Entwicklung zu gewahrleisten (84). Die
Cyp7a1” Mause synthetisieren die Gallensduren dabei Uber den so genannten

alternativen Weg der Gallensaurensynthese.



Alternativer Weg der Gallensdurensynthese

Im Gegensatz zum klassischen Weg der Gallensaurensynthese beginnt der
alternative Weg nicht mit der 7o-Hydroxylierung von Cholesterin, sondern von
Oxysterolen. Oxysterole sind Cholesterinderivate mit zusatzlichen Hydroxylgruppen
an der Seitenkette und entstehen beispielsweise durch Hydroxylierung des
Cholesterins an der 24-, 25- oder 27-Position des Kohlenstoffgeristes. Das
vorwiegend im Gehirn gebildete 24-Hydroxycholesterin spielt eine wichtige Rolle im
Cholesterinstoffwechsel des Gehirns, tragt jedoch wenig zur
Gesamtgallensaurensynthese bei (80). Auch 25-Hydroxycholesterol spielt in der
Gallensaurensynthese eine eher untergeordnete Rolle, erkennbar an einem
unveranderten Gallensaurestoffwechsel in Cholesterin 25-Hydroxylase Knockout—
Mausen (80). Den grofiten Anteil der Oxysterole stellt das 27-Hydroxycholesterin dar
(24,52), gebildet von der Cholesterin 27-Hydroxylase (CYP27A1). Im Gegensatz zu
CYP7A1 ist dieses Enzym an der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert (14) und
ist weniger spezifisch in Bezug auf die verwendeten Substrate (107). Des weiteren
ist die Expression von CYP27A1 nicht auf die Leber beschrankt, sondern lasst sich in
vielen Geweben nachweisen und spielt eine wichtige Rolle in der Homoostase des
Cholesteringehalts von peripheren Geweben (5). Die entstandenen Oxysterole
werden nachfolgend durch eine von zwei Oxysterol 7a-Hydroxylasen (CYP7B1 bzw.
CYP39A1) 7o-hydroxyliert. Dieses stellt einen essentiellen Schritt zur Umwandlung
von Cholesterin in Gallensauren dar. Wahrend CYP39A1 fast selektiv 24-
Hydroxycholesterin metabolisiert (51), katalysiert CYP7B1 die 7a-Hydroxylierung von
25- und 27-Hydroxycholesterin (83,93). Untersuchungen anhand von Cyp7b1
Knockout-Mausen zeigten, dass CYP7B1 fur 25-30% der synthetisierten

Gallensauren bei Mausen verantwortlich ist (80).

Verédnderungen der Ringstruktur

Die aus Cholesterin oder Oxysterolen entstandenen 7a-hydroxylierten Metaboliten
bilden die Substrate fiir die 3p-hydroxy-A® —sterol Oxidoreduktase (C273B-HSD). Zu

den komplexen Wirkungen des Enzyms gehort die Isomerisation der Doppelbindung



von Position Cs zu C4 sowie die Oxidation der 3B-hydroxyl- zu einer 3-Oxogruppe
(31,106). Die Produkte der C,733-HSD koénnen die folgenden Schritte zur
Umwandlung in Gallensauren auf zwei verschiedenen Wegen durchlaufen. Wird das
Zwischenprodukt durch die Sterol 12o-Hydroxylase (CYP8B1) metabolisiert, entsteht
letztendlich Cholsaure. Wird das Zwischenprodukt allerdings nicht durch CYP8B1
metabolisiert, entstent Chenodeoxycholsaure. Nahezu alle Wirbeltiere produzieren
zwei primare Gallensauren, von denen eine grundsatzlich Cholsaure ist. Die zweite,
hydrophobere  Gallensaure  variiert je nach  Spezies, beispielsweise
Chenodeoxycholsaure (Mensch, Ratte) oder B-Muricholsdure (Maus). Die Aktivitat
von CYP8B1 entscheidet dabei Uber das Verhaltnis der beiden primaren
Gallensauren. Mause mit zerstortem Cyp8b71-Gen produzieren keine Cholsaure,
weisen aber dennoch einen deutlich vergrolRerten Gallensaurepool auf,
wahrscheinlich als Folge einer fehlenden Hemmung der Expression von Cyp7af
durch Cholsaure (50). Im weiteren Verlauf der Gallensdurensynthese folgen die
Reduktion der Doppelbindung im A-Ring des Sterolrings, sowie die Reduktion der 3-
Oxogruppe zu einem Alkohol (Abb.2).

Klirzung der Seitenkette und Konjugation

Den Modifikationen des Sterolrings folgen die Oxidation und die Kirzung der
Seitenkette. Die ersten Reaktionen werden dabei von der mitochondrialen Sterol 27-
Hydroxylase (CYP27A1) katalysiert. CYP27A1 steht also nicht nur am Anfang des
alternativen Wegs der Gallensaurensynthese, sondern hat auch eine wichtige
Funktion bei der Kirzung der Seitenkette. CYP27A1 flgt eine Hydroxylgruppe an Cy7;
ein, oxidiert diese erst zu einer Aldehyd- und dann zu einer Carboxylgruppe (5). Die
anschlielende Kirzung der Seitenkette um 3 Kohlenstoffatome findet in den
Peroxisomen statt. Die dazu notwendigen Reaktionen verlaufen analog zur -
Oxidation der Fettsauren (75). Als letzter Schritt vor der biliaren Exkretion findet die
Konjugation der synthetisierten Gallensauren mit Glycin oder Taurin durch eine
A:Aminosaure N-Acyltransferase statt (Abb.2).
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Abbildung 2: Das Schema zeigt die notwendigen Veridnderungen des Sterolrings bei der
Synthese primérer Gallensduren. Der klassische Weg der Gallensaurensynthese beginnt mit
der 7o-Hydroxylierung des Cholesterins durch die Cholesterin 7a-Hydroxylase. Wird das
Zwischenprodukt nicht durch CYP8B1 12¢a-hydroxyliert entsteht Chenodeoxycholséaure (linker

Arm des Schemas), andernfalls Cholsaure (rechter Arm des Schemas)



Regulation der Gallensédurensynthese

Die Regulation der Gallensaurensynthese wird hauptsachlich Uber die Expression
des geschwindigkeitsbestimmenden Enzyms des klassischen Weges der
Gallensaurensynthese CYP7A1 vermittelt (81).

Ein erhdhter Verlust von Gallensauren, z.B. durch eine Gallenfistel oder Futterung
von Cholestyramin, fuhrt zu einer verstarkten Expression von CYP7A1 (20). Im
Gegensatz zum Menschen fuhrt bei Ratten und Mausen auch eine erhdhte Zufuhr
von diatetischem Cholesterin zu einer vermehrten Expression des Cyp7a1-Gens
(23,41). Die verstarkte Expression des Enzyms aufgrund einer erhohten
Substratkonzentration bzw. einer verminderten Konzentration der Endprodukte wird
auch als Feedforward-Regulation bezeichnet.

Erreicht der Gallensaurepool dagegen eine unphysiologische Grolke, wird die
Expression von CYP7A1 reduziert (91). Dieser Mechanismus, eine durch erhdhte
Konzentrationen der Endprodukte vermittelte reduzierte Expression des
verantwortlichen Enzyms, ist kennzeichnend fir die Feedback-Regulation.

Die molekulare Grundlage fur die Regulation der Gallensaurensynthese wurde durch
die Entdeckung von Transkriptionsfaktoren entschlisselt. Diese aktivierbaren
Transkriptionsfaktoren sind Mitglieder einer neuen Familie von Kernrezeptoren.
Definitionsgemald bestehen sie aus einer zentralen DNS-bindenden Domane und
einem hydrophoben C-Terminus, an dem die Bindungspartner erkannt werden. An
dieser Stelle erfolgt ebenfalls die Dimerisation und Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren (77). Im Folgenden werden die molekularen Mechanismen der

Regulation der Gallensaurensynthese ausfuhrlicher dargestellt.

Feedforward-Regulation

Die vermehrte Expression von Cholesterin 7a-Hydroxylase aufgrund eines erhdhten
Cholesterinangebots wird durch den Transkriptionsfaktor Leber-Rezeptor-X alpha
(LXRa) vermittelt. LXRo heterodimerisiert obligat mit einem weiteren
Transkriptionsfaktor, dem Retinoid-Rezeptor-X (RXR) (108). Erst dieses LXRo-RXR-
Heterodimer besitzt eine geringe transkriptionssteigernde Aktivitat. Durch die Bindung

verschiedener Liganden kann diese um ein Vielfaches gesteigert werden. Die grofte



Aktivitatssteigerung erfolgt durch Oxysterole, insbesondere 22-Hydroxycholesterin
(39). Das Heterodimer bindet an eine bestimmte Nukleotidsequenz (LXR-response-
element: LXRE) im Promotor des Cyp7a1-Gens und steigert so dessen Expression
(49). Neben Cyp7al werden auch zahlreiche andere Gene des
Cholesterinstoffwechsels beeinflusst (27), so dass die Aktivierung von LXRa nicht nur
zu einer vermehrten Bildung von Gallensauren, sondern auch zu einer gesteigerten
intestinalen Cholesterinexkretion (78) und zu einem vermehrtem reversen
Cholesterintransport fuhrt (15).

LXR vermag die Cyp7al Expression nur in Gegenwart eines weiteren
Transkriptionsfaktors zu steigern, dem Leber-Rezeptor-Homolog-1 (LRH-1). LRH-1
bindet als Monomer an ein auf LRH-1 antwortendes Motiv der DNS, das so genannte
LRH-response-element (LRHRE). LRH ist fir die leberspezifische Expression von
CYP7A1 und CYP8B1 ebenso erforderlich wie fur die Wirkung von LXRa (55,62).

Feedback-Regulation

Wenn die Konzentration der Gallensauren in den Hepatozyten steigt, wird die
Expression von Cyp7a1 und Cyp8b1 durch den Farnesoid-X-Rezeptor (FXR) inhibiert
und dadurch die Synthese der Gallensauren vermindert (57,69). FXR gehort wie
LXRo zur Gruppe der aktivierbaren Transkriptionsfaktoren und bildet ebenfalls ein
Heterodimer mit RXR. Die Aktivierung erfolgt durch verschiedene Gallensauren in
unterschiedlichem Maf. CDCS, sowohl konjugiert als auch unkonjugiert, ist der
potenteste Ligand. Dagegen bewirken CS und MCS keine Aktivierung, wohl aber die
sekundare Gallensaure Deoxycholsaure (69,104).

Das aktivierte FXR-RXR Heterodimer inhibiert die Expression von Cyp7a71 und
Cyp8b1 nicht direkt, sondern durch die vermehrte Bildung des so genannten kurzen
heterodimeren Partners (SHP) (18). Dazu bindet das aktivierte FXR-RXR
Heterodimer an eine Nukleotidsequenz (FXR-response-element, FXRE) im Promotor
des Shp-Gens und steigert so dessen Expression. Im Gegensatz zu den meisten
Transkriptionsfaktoren fuhrt SHP zu einer verminderten Expression des betreffenden
Gens. Dazu bindet SHP an LRH-1, inaktiviert dessen Wirkung und verringert auf



diese Weise sowohl die Expression von Cyp7al, Cyp8b1 als auch die eigene
Expression (33,55).

Regulation durch Signaltransduktion

Anhand von Untersuchungen mit Shp Knock-out Mausen (Shp”-Mause) konnte
gezeigt werden, dass die Ruckkopplung Uber FXR und SHP nicht die einzige
Moglichkeit der Cyp7a1- und Cyp8b71- Repression ist. Unter Normalbedingungen
zeigten die Shp”-Mause im Vergleich mit Kontrolltieren eine etwa zweifach erhohte
Expression von Cyp7a1 und Cyp8b1. Diese wurde jedoch durch exogene Zufuhr von
Gallensauren und einer dadurch hervorgerufenen Cholestase wieder reduziert und
lasst somit auf zusatzliche, SHP-unabhangige Regelkreise schliellen (45). Ein
mdglicher Mechanismus besteht in der Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) durch
Gallensauren (94). Die Aktivierung der PKC fuhrt mittels einer intrazellularen
Signalkette zu einer verminderten Expression des Cyp7a1-Gens. Gallensauren
induzieren aullerdem die Bildung  der inflammatorischen  Zytokine
Tumornekrosefaktor-o. (TNFa) und Interleukin-1 (IL-1) in den Kupffer-Zellen der Leber
(60). Die Zytokine fuhren zu einer Aktivierung von MAP-K (mitogen aktivierte
Proteinkinase-Kinase) und mittels der folgenden Signaltransduktion zu einer Inhibition

der Cyp7a1-Expression (22).

Regulation des alternativen Wegs der Gallensédurensynthese

Im Gegensatz zu der Regulation von CYP7A1 bleibt die Regulation von CYP27A1
und des alternativen Weges der Gallensaurensynthese weiterhin unklar, die Angaben
in der Literatur sind teilweise widerspruchlich. Einige Autoren beschreiben eine
Anderung der CYP27A1 Expression bei Ratten analog zu der von CYP7A1 (98,102).
Andere Ergebnisse, sowohl von Untersuchungen an Ratten und Kaninchen (9), als
auch von Menschen (8) deuten auf wenig bis gar keine Regulation der CYP27A1

Expression hin.
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Abbildung 3: Feedback- und Feedforward-Regulation der Gallensdaurensynthese durch
aktivierbare Transkriptionsfaktoren. Oxysterole binden an LXRo und aktivieren die Cyp7a1-
Transkription. Cyp7a1 fordert die Gallensdurenbildung und somit die Aktivierung von FXR. FXR
induziert die Transkription von Shp, welches einen inhibitorisch wirkenden Komplex mit LRH-1
bildet und so die Cyp7a1- und Shp-Expression hemmt (aus (56)).
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Lithogene Diét

Um die Regulation der Gallensauren in einem in vivo-Modell besser untersuchen zu
kénnen, eignet sich die Anreicherung der Nahrung mit Cholesterin, Triglyceriden und
Gallensauren im Sinne einer lithogenen Diat. Die gleichzeitige Belastung der Tiere
mit oral zugefuhrtem Cholesterin und Gallensauren ermdglicht eine Aktivierung
sowohl der Feedforward- als auch der Feedbackregulation. Werden
gallensteinempfangliche Mausstamme mit einer lithogenen Diat gefuttert, entwickeln
diese Gallensteine (28,30).

Klinische Bedeutung der Gallensé&urensynthese

Krankheiten bedingt durch Stérungen in der Gallensaurensynthese sind trotz der
Vielzahl beteiligter Enzyme selten. Da die Gallensauren prinzipiell Uber mindestens
zwei unterschiedliche Wege synthetisiert werden kénnen, kann ein Ausfall des einen
Weges durch Steigerung des anderen Weges kompensiert werden. Eine frihzeitige
Erkennung von Stérungen der Gallensaurensynthese ist dennoch wichtig, da einige
dieser Krankheiten durch eine Substitutionstherapie mit exogen zugefuhrten
Gallensauren behandelt werden kénnen (36).

Noch nicht getestet wurde der Effekt einer Substitutionstherapie mit Gallensauren im
Fall einer Mutation des CYP7A1-Gens. Dieser Defekt, beschrieben bei einer
amerikanischen Familie, geht mit erhdhten Cholesterinwerten im Plasma, erniedrigter
Gallensaurenproduktion  und Cholezystolithiasis  einher. Die  erhdhten
Cholesterinwerte  sprechen nicht auf eine Behandlung mit HMG-CoA-
Reduktasehemmern an (73). Verursacht wird die Mutation durch die Deletion eines
Basenpaares des CYP7A1-Gens, die zu einer Verschiebung des Leserahmens und
damit zu einem vorzeitigen Abbruch der Transkription des CYP7A 1-Gens fuhrt.

Ein weiterer Defekt betrifft die Sterol 27-Hydroxylase. Eine Mutation des Cyp27-Gens
wurde als Ursache der cerebrotendindsen Xanthomatose (Van-Bogaert-Krankheit)
identifiziert (13). Diese autosomal-rezessiv vererbte Krankheit ist durch Xanthome,
frlhzeitige Arteriosklerose und eine progrediente neurologische Symptomatik
gekennzeichnet (34). Eine Behandlung mit CDCS kann eine Progression der
Krankheit verhindern (29,82).
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Eine Mutation des CYP7B1-Gens wurde als Ursache einer Cholestase und einer
Leberzirrhose bei einem zehn Wochen alten Jungen identifiziert. Das entsprechende
Enzym, eine Oxysterol 7o-Hydroxylase, war aufgrund der Mutation funktionslos.
Daraus resultierten massiv erhdhte Werte fur Oxysterole im Serum sowie der

Nachweis atypischer Gallensauren im Urin des Patienten (90).
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Sterol Carrier Protein 2 (SCP2)

Grundlagen

SCP2 wurde als 13,2 kDa grof3es Protein isoliert, welches ein notwendiger Faktor zur
in vitro Umwandlung von 7-Dehydrocholesterin zu Cholesterin durch die Sterol-A’-
reduktase darstellt (63). Es konnte gezeigt werden, dass SCP2 identisch mit dem so
genannten nichtspezifischem Lipid Transport Protein ist, welches den Transport von
Phospholipiden zwischen Zellmembranen in vitro katalysiert (11). SCP2 wird als ein
aus 142 Aminosauren bestehendes Vorlauferprotein synthetisiert und in den
Peroxisomen zu der aus 123 Aminosauren bestehenden endgultigen Form umgebaut
(88). Die Aminosaurensequenz des Vorlauferproteins von SCP2 besitzt am C-
Terminus eine Zielsequenz flr den post-translationalen Transport zu Peroxisomen.
Am N-Terminus befindet sich dagegen eine Zielsequenz fur den Transport zu
Mitochondrien (7), passend zu der intrazellularen Verteilung von SCP2. SCP2 kommt
in hohen Konzentrationen in Peroxisomen (44) und Mitochondrien vor (1). Die
Konzentration von SCP2 im Zytosol betragt etwa ein Funftel der Konzentration in den
Peroxisomen. Bezogen auf die Gesamtmenge an zellularem SCP2 entspricht die
Menge an SCP2 im Zytosol allerdings der Menge in den Peroxisomen (97).

Untersuchungen mit gegen SCP2 gerichteten Antikérpern reagierten nicht nur mit
dem bekannten 13,2 kDa grof3en Protein, sondern auch mit einem 60 kDa grof3en
Protein (96). Dieses aus 547 Aminosauren bestehende Protein wurde SCPX genannt
und besteht aus einer Thiolase am N- und SCP2 am C-Terminus (66,74). SCPX
entstent durch alternative Transkription des Scp2-Gens, welches zwei

unterschiedliche Promotoren besitzt (65).

SCP2 und zytoplasmatischer Cholesterintransport

In den meisten eukaryotischen Zellen wird der Grofdteil des Cholesterins im
endoplasmatischen Retikulum gebildet, wohingegen bis zu 90% des freien, nicht
veresterten Cholesterins in der Plasmamembran gebunden sind (10). Es befindet sich
dort vorwiegend in der inneren Schicht der doppelschichtigen Lipidmembran,

reduziert die Fluiditdt der Membran und tragt so zur Membranstabilitat bei. Das
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Cholesterin ist jedoch nicht gleichmafig Uber die innere Schicht der Zellmembran
verteilt, sondern befindet sich vielmehr in cholesterinreichen Mikrodomanen, so
genannten Caveolen oder ,Lipid-rafts® (47,61). Diese hochst unsymmetrische
Verteilung des Cholesterins in der Zelle lasst es wahrscheinlich erscheinen, dass ein
zielgerichteter Transport des Cholesterins vom endoplasmatischen Retikulum zu den
cholesterinreichen Mikrodomanen besteht. Ein weiterer wichtiger intrazellularer
Transportweg besteht vom endoplasmatischen Retikulum zu den Mitochondrien, dem
Ausgangspunkt der Synthese von Steroidhormonen und Gallensauren. Friuhere
Studien wiesen auf einen schnellen, energieverbrauchenden Transport mittels
Vesikeln hin (100), alternativ kdme jedoch auch ein Protein-vermittelter Transport in
Frage.

SCP2 wurde frih als moglicher intrazellularer Cholesterintransporter gehandelt (70).
Es konnte gezeigt werden, dass SCP2 den schnellen Transport neu synthetisierten
Cholesterins vom endoplasmatischen Retikulum zur Plasmamembran fordert (72).
SCP2 stimuliert ebenfalls den Transport des Cholesterins von den Lysosomen zu den
Mitochondrien (32) und es konnte auch gezeigt werden, dass in SCP2
Uberexpremierenden Zellen die Synthese von Cholesterinestern, die intrazellulare
Speicherform des Cholesterins, vermindert ist (114). Erklart wird dies durch eine
vermehrte Bindung des Cholesterins an SCP2. Der dadurch erhdhte Transport des
Cholesterins zur Plasmamembran senkt den Anteil freien Cholesterins, welcher dem
veresternden Enzym Acyl-CoA-Cholesterinacyl-Transferase (ACAT) zur Verfugung
steht (6,29). Eine SCP2-Uberfunktion stellt auRerdem eine mdgliche Ursache
erhohter Cholesterinsekretion in die Galle dar und vermag so zur Gallensteinbildung
beizutragen. Hinweise darauf liefern erhdhte Mengen von SCP2, sowohl im Zytosol
von gallensteinempfanglichen Mausstammen als auch von Patienten mit
Gallensteinen (30,38).

SCP2 und Gallensédurensynthese

Als zytosolisches Transportprotein scheint SCP2 fur die Metabolisierung von
Cholesterin von Bedeutung zu sein. In vitro Untersuchungen zeigten, dass mehrere

an der Gallensaurensynthese beteiligte Enzyme durch Zugabe von SCP2 stimuliert
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werden (54). Da diese Stimulation jedoch nicht spezifisch fur ein bestimmtes Enzym
ist, Iasst sich dieser Effekt am ehesten auf einen gesteigerten Substrattransport
zuruckfuhren. Tatsachlich lie® sich auch in verschieden Untersuchungen nachweisen,
dass SCP2 am Cholesterintransport zum Mitochondrium (32) bzw. zur inneren
Mitochondrienmembran beteiligt ist (101). Dies ist von besonderer Bedeutung, da
gerade dort wichtige Enzyme des Cholesterinmetabolismus und der
Gallensaurensynthese lokalisiert sind. Beispielsweise bewirkt eine Uberexpression
von SCP2 und Cytochrom P-450 Enzymen in Zellen von Hamsterovarien eine
deutliche Steigerung der Cholesterinoxidation (111).

Besondere Bedeutung fur die Untersuchungen des Einflusses von SCP2 auf die
Gallensaurensynthese hatte die Ziichtung von Scp2 Knockout (Scp2”") Mausen mit
dessen Hilfe erstmals in vivo Untersuchungen zu dieser Fragestellung durchgefuhrt
werden konnten (42). Im Serum dieser Mause lassen sich atypische Gallensauren mit
lediglich 23 C-Atomen nachweisen. Diese verkurzten Gallensauren, insbesondere 23-
Norcholsaure (23-NCS) und 23-Norchenodeoxycholsaure (23-NCDCS), entstehen
wahrscheinlich aufgrund einer gestorten -Oxidation. Weiterhin finden sich im Serum
von Scp2”-Mausen atypische Gallenalkohole, ebenfalls Ausdruck einer gestorten p-
Oxidation. Untersuchungen zur Regulation der Gallensaurensynthese wurden jedoch
bisher an Scp2”-Mause nicht durchgefiihrt.
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Fragestellung

Die bisher durchgefuhrten Untersuchungen sprechen deutlich fur eine Beteiligung von
SCP2 an der Gallensaurensynthese. Beobachtungen anhand von Scp2’-Mausen
erlaubten erstmals Aussagen bezlglich des Einflusses von SCP2 auf die
Gallensaurensynthese in einem in vivo — Modell zu treffen (42). Vollig ungeklart bleibt
allerdings die Wirkung von SCP2 auf die Zusammensetzung des Gallensaurenpools
und die hepatische Galle sowie auf die Regulation der verschiedenen Wege der

Gallensaurensynthese.

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit sollten daher folgende Fragen

beantworten:

Beeinflusst SCP2 die Menge und Zusammensetzung des Gallensaurenpools und die

hepatische Gallensaurensekretion?

Welchen Einfluss hat SCP2 auf die Expression sowie die Regulation der an der

Gallensaurensynthese beteiligten Enzyme?

Werden die verschiedenen Wege der Gallensaurensynthese durch SCP2

unterschiedlich beeinflusst?
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Methoden

Tiere

Die Mause mit der Deletion des Scp2-Gens (C57BL/6°?7)) wurden von Dr. Udo
Seedorf (Institut fur Arterioskleroseforschung, Universitat Minster) freundlicherweise
zur Verfugung gestellt (89). Alle Knockout-Mause wurden durch Isolierung von
Mauseschwanz-DNS genotypisiert (93).

Um eine gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten, dienten C57BL/6
Mause als Kontrolltiere. Dieser Mausstamm weist eine hohe Empfanglichkeit fur
Gallensteine auf (46) und wurde vom Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA)
bezogen.

Alle Tiere wurden in einem Raum mit konstanter Temperatur (22+1°C) und einem
12stundigen Hell-Dunkel-Zyklus (Licht: 6-18Uhr) gehalten. Die Tiere hatten freien
Zugang zu Wasser und Altromin 1314 Futter, welches weniger als 0.02% Cholesterin
enthalt. Im Alter von 10-12 Wochen wurde den Tieren eine aus 15% (w/w) Fett,
1,25% (w/w) Cholesterin und 0,5% (w/w) Cholsaure bestehende lithogene Diat
verabreicht (Cocoa butter diet 751). Die Kontrollgruppen erhielten weiterhin das
Altromin 1314 Futter. Die Haltung, Pflege und Toétung der Tiere entsprach den

geltenden tierschutzrechtlichen Bestimmungen.

Operationen

Da die Gallensauresynthese einem zirkadianem Rhythmus unterliegt, wurden die
Operationen grundsatzlich in der Zeit zwischen 8 und 10 Uhr morgens vorgenommen.
Die nlchternen Tiere wurden praoperativ. mit 35mg/kg KG Pentobarbital
intraperitoneal narkotisiert. Der Laparatomie folgte die Ligation des Ductus cysticus
und die Aspiration der Blasengalle, welche bei —20°C gelagert wurde. Anschlielend
wurde der Ductus choledochus distal ligiert und proximal der Ligatur inzidiert. Ein PE-
10 Polyethylenkatheter (innerer Durchmesser: 0,28mm, &ufRerer Durchmesser:

0,61mm) wurde durch die Inzisur nach proximal in den Ductus hepaticus
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vorgeschoben und mit einer Umschlingung des Ductus fixiert. Die Tiere wurden per
Warmelampe vor Unterkuhlung, der Situs durch eine 0,9%ige Kochsalzlésung vor
Austrocknung geschutzt. Die hepatische Galle wurde fur eine Stunde abgeleitet,
gesammelt und das Volumen bestimmt. Wahrend der Ableitung wurde die Narkose
nach Bedarf mit Isoflurane per inhalationem aufrechterhalten. Anschliellend wurden
die Leber und Gallenblase enthommen, mittels flussigen Stickstoffs schockgefroren
und bei —80°C gelagert.

Analyse der hepatischen Galle

Gallenséuren

Die Menge und Zusammensetzung der hepatisch sezernierten Gallensauren wurde
mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) bestimmt (42). Die
Messungen wurden auf einem Finnigan GCQ-Gerat durchgefihrt, ausgestattet mit
einer HT-5 Kapillarsaule (25m Lange, 0,22mm Innendurchmesser, 0,1um

Filmschichtdicke des vernetzten Silikons).

Phospholipide

Der Phospholipidgehalt der hepatischen Galle wurde mittels einer enzymatisch-
colorimetrischen Methode bestimmt. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der
enzymatischen Abspaltung von Cholin, welches durch eine Cholinoxidase oxidiert
wird. Dabei entstehendes Wasserstoffperoxyd wird in einen Farbstoff umgesetzt,
welcher bei einem Extinktionsmaximum von 505nm spektralphotometrisch
nachgewiesen werden kann. Verwendet wurde ein kommerziell erhaltliches Test-Kit,
die Anwendung erfolgte entsprechend den Angaben des Herstellers. Eingesetzt
wurden 10ul hepatische Galle, die Berechnung erfolgte anhand einer mit

verschiedenen Phospholipidverdiunnungen erstellten Standardkurve.
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Cholesterin

Die Bestimmung des Cholesteringehalts der hepatischen Galle erfolgte ebenfalls
mittels einer enzymatisch-colorimetrischen Methode. Cholesterin wird dabei durch
eine Cholesterinoxidase oxidiert, das entstandene Wasserstoffperoxid lasst sich
mittels eines Farbstoffes spektralphotometrisch nachweisen. Die Durchfuhrung des
Tests erfolgte entsprechend den Angaben des Herstellers. Fur die Messung wurden
10ul hepatische Galle eingesetzt, die Berechnung der Werte erfolgte anhand einer

mit verschiedenen Cholesterinverdiinnungen erstellten Standardkurve.

Galleflu3 und Sekretionsraten

Zur Berechnung des Galleflusses wurde die hepatische Galle fur eine Stunde
abgeleitet, gesammelt und ausgewogen. Unter Annahme der Dichte von 1g/ml wurde
der Gallefluld berechnet, auf 100g Korpergewicht (KG) bezogen und als pl/(min*100g
KG) angegeben. Anhand des Galleflusses wurden die zugehodrigen Sekretionsraten
(nmol/(min*100g KG)) unter Bertcksichtigung von Cholesterin-, Phospholipid- und

Gallensaurenkonzentration sowie des Korpergewichts berechnet.

Analyse des Gallensédurepools

Leber, Gallenblase und Darm von jeweils vier Mausen C57BL/65"?"") und C57BL/6 —
Wildtypen wurden samt Inhalt enthommen und zusammen in einem Becherglas mit
100ml 75%igem Ethanol homogenisiert (29,112). Um den Verlust an Gallensauren
wahrend der Extraktion quantifizieren zu konnen, wurde dem Homogenat 10ul
[24-'*C]-Taurocholsdure zugegeben. Zur Extraktion der Gallensduren kochte das
abgedeckte Gemisch vier Stunden auf einem Magnetruhrer. 20ml des filtrierten
Gemisches wurden in einem Rotationsverdampfer mit Stickstoff eingedampft. Die
getrockneten Proben wurden resuspendiert und die Menge und Zusammensetzung
der Gallensduren mittels GC-MS gemessen (42). Unter Einbeziehung der Verluste
des radioaktiv markierten internen Standards konnte die GroRe und

Zusammensetzung des Gallensaurepools errechnet werden.
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Westernblot

Prinzip

Den ersten Schritt bildet die Auftrennung des Proteingemisches in einer Gelmatrix
Uber einer elektrischen Spannung. Durch Zugabe von Natrium-Dodecylsulfat (SDS)
liegen alle Proteine als negativ geladene Teilchen vor und kdnnen so ausschliel3lich
anhand ihrer GroRe in einem Polyacrylamidgel getrennt werden. Daran anschliel3end
erfolgt der Transfer der Proteine auf eine immobilisierende Nitrozellulosemembran.
Die fest auf dieser Membran haftenden Proteine kdnnen so weder diffundieren noch
eluiert werden. Anders als im Gel sind die Proteine auf der Membran frei zuganglich
fur Ligandenbindungen mit Makromoleklilen wie Antikérpern und kdnnen somit

spezifisch detektiert werden.

Préparation des Leberhomogenats

250mg des bei —80°C tiefgefrorenen Lebergewebes wurden unter standiger Kiuhlung
und nach Zugabe von 2ml Pufferlésung (0,01M Tris, 0,25M Sucrose; pH 7,0) mit
einem elektrischen Homogenisator zerkleinert. Die Proteinkonzentration der Proben
wurde nach der Methode von Bradford (12) bestimmt. Dazu wurden 20ul Homogenat
mit 80ul Aqua dest. und 5ml BioRad Protein Assay gemischt und nach 5min die
optische Dichte bei 595nm mittels eines SmartSpec 3000 Photometers bestimmt. Die
Berechnung erfolgte anhand einer mittels verschiedener Verdunnungen von

Rinderserumalbumin erstellten Standardkurve.

SDS-PAGE Gelelektrophorese

FUr die Gelelektrophorese wurde das kommerziell erhaltliche NuPage-System
benutzt. Fur jede Probe wurden 100ug Protein aus Leberhomogenat verwendet und
mit Aqua dest. auf ein Volumen von 65ul verdunnt. Dieses wurde mit 25ul 4x NuPage
Probenpuffer und 10ul NuPage 10x Reduzierlésung vermischt. Die Proben wurden
dann 10min bei 70°C erhitzt und auf ein 3-12%iges NuPage Gradientengel

aufgetragen. Als GroRenmarker wurden 3ul Rainbow-Marker verwendet. Das Gel
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war in einem mit Laufpuffer (50ml 20x MES NuPage Laufpuffer, 950ml Aqua dest.)
beflllten Zwei-Kammer-System befestigt. Zum Schutz der Proteine vor Oxidation
wurde den 200ml Laufpuffer der inneren Kammer 500ul NuPage Laufpuffer
Antioxidans zugemischt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei einer Spannung
von 200V fur 35min.

Immunoblot

An die Gelelektropohrese schloss sich der Transfer der Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran mit einer Porengrolle von 0,45um an. In einer
Sandwichtechnik wurden Blottingpapiere, das Gel und eine Nitrozellulosemembran in
einer Kassette zwischen zwei als Anode und Kathode fungierende Metallplatten
geklemmt. Dieses System wurde mit Transferpuffer (4,08g Bicine, 5,23g Bis-Tris,
0,29g EDTA, 1ml NuPage Proben Antioxidans, 100ml Methanol ad 1000m| Aqua
dest.) befiillt. Der Transfer erfolgte bei 25V fiir eine Stunde. Uberschiissige freie
Bindungsstellen der Nitrozellulosemembran wurden durch zweistliindige Inkubation in
Milchlésung (5g Magermilchpulver, 1g Rinderalbumin, 0,5m|l Tween 20 ad 100ml
TBS; 10x TBS: 36,339 Tris, 87,66g NaCl ad 1000ml Aqua dest. bei pH 7,5) geblockt.
AnschlieRend wurde die Membran 25min in TBS gewaschen und uber Nacht mit dem
ersten Antikorper (Antikdrperverdinnung laut Tab. 1 in 80ul NaNs-Lsg ad 20ml TBS;
NaNs-Lsg: 0,25g NaN3 ad 5ml Aqua dest.) inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die
Membran mit TBS gespllt, drei mal eine Stunde in 1%ger Milchlésung (1g
Magermilchpulver ad 100ml TBS) geblockt und wieder mit TBS gespdult. Die
Sichtbarmachung der gebundenen Antikérper erfolgte mit Hilfe einer
Chemilumineszenzreaktion. Die an den zweiten Antikorper gebundene Meerrettich-
Peroxidase katalysiert dabei die Oxidation von Luminol und fuhrt so zu einer
Lichtemission, welche auf einem Ro&ntgenfilm dokumentiert werden kann. Die
Inkubation mit dem zweiten Antikorper erfolgte (Antikorperverdinnung laut Tab. 1 in
20ml TBS) fur eine Stunde. Anschliefend wurde die Membran 15min in TBS, danach
30min in TBS-Tween-LAsung (100ul Tween ad 100ml TBS) und wieder 5min in TBS

gewaschen.
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Protein 1. Antikorper 2. Antikorper

CYP7A1 1:2000 1:100000 Anti-Rabbit
CYP7BA1 1:1000 1:100000 Anti-Rabbit
CYP39A1 1:1000 1:100000 Anti-Rabbit
CYP27A1 1:1000 1:100000 Anti-Rabbit

Tabelle 1 : Verdiinnungen der verwendeten Antikorperkonzentrationen fiir die Westernblots.

Belichtung und Entwicklung

Zur Detektion der gebundenen Antikorper-Komplexe wurde die Membran eine Minute
mit einer Chemilumineszenz-Lésung bedeckt. Die Belichtung der Kodak X-OMAT-LS
Filme durch die in Folie gepackten Membranen erfolgte in einer Kodak BioMax-
Kassette, je nach Signalstarke fur 30 Sekunden bis zu 5 Minuten. Die
densitometrische Auswertung der Filme erfolgte mittels der Molecular Analyst

Software und einem GS-700 Densitometer.

Interne Kontrolle

Als Ladungskontrolle diente die erneute Verwendung der Membran zur Bindung eines
Antikorpers gegen ein in konstanter Menge vorkommendes Protein. Aufgrund der
gleichmaRigen Expression sind dazu Antikérper gegen die Na*/K"”ATPase besonders
geeignet. Nach der Belichtung wurden die bereits verwendeten Antikorper von der
Membran abgewaschen, dazu wurde diese fur 30min bei 50°C in Stripping Lésung
(62,5mM TRIS-Puffer pH 6,7, 2% SDS, 100mM Mecaptoethanol) gewaschen.
Anschlieend wurde die Membran wie oben beschrieben geblockt, gewaschen, mit
dem  Na'/K'ATPase-Antikdrper und dem entsprechenden zweiten Antikdrper
inkubiert. Durch die Bildung eines Quotienten aus der Expression des gesuchten
Proteins und der Na'/K*ATPase lassen sich Ungenauigkeiten durch unterschiedlich

aufgetragene Proteinmengen korrigieren.
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Multiplex RT-PCR

Prinzip

Reverse Transkription (RT), verbunden mit der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR),
erlaubt eine Quantifizierung der Genexpression. Man geht dabei davon aus, dass die
MRNS-Menge einer Zelle die Aktivitat des zugehorigen Gens wiederspiegelt. Das
Prinzip beruht auf der Transkription der empfindlichen mRNS in eine stabilere cDNS
vor der eigentlichen PCR-Reaktion. Zu diesem Zweck wird eine bekannte Menge
mRNS mittels reverser Transkriptase in cDNS umgewandelt.

Die PCR dient der Vervielfaltigung kleinster DNS-Mengen. Die Reaktion beginnt mit
der Denaturierung der cDNS zu Einzelstrangen durch Erhitzung des
Reaktionsgemisches auf 90°C. Nach Abkuhlung des Gemischs auf etwa 50-60°C
binden die zugesetzten Primer, aus 15 — 20 Basen bestehende Oligonukleotide, die
der Sequenz an den 5-Enden der gesuchten DNS komplementar sind, an die
Einzelstrange. Durch eine hitzestabile DNS-Polymerase werden die als Matrize
dienenden Einzelstrange bei 72°C zu Doppelstrangen komplementiert. Durch
mehrfache Wiederholung des Reaktionszyklus ergibt sich eine exponentielle
Zunahme der amplifizierten DNS.

Um Fehler durch unterschiedliche Qualitaten der mRNS, ungenaue Quantifizierung
der Ausgangsmenge oder Pipettierungenauigkeiten zu vermeiden, hat sich die
Methode der Multiplex-Reaktion bewahrt. Dabei werden zwei Primersets in einer
PCR-Reaktion verwendet, ein Set um die gesuchte cDNS, das andere Set, um ein
konstant exprimiertes Gen (Housekeeping-Gene) bzw. ribosomale RNS als interne
Kontrolle zu amplifizieren. Die gemessene Expression des gesuchten Gens wird dann

gegen die Kontrolle normalisiert.

RNS-Isolation aus Mé&useleber

Gesamt-RNS aus Mauseleber wurde nach der von Chromczynski und Sacchi (19)
beschriebenen Methode isoliert. Auf fliussigem Stickstoff schockgefrorene Leber
wurde bei 4°C in 2ml Trizolreagenz homogenisiert. Nach Zugabe von 0,4ml

Chloroform und anschlielender Zentrifugation (1300g) bei 4°C wurde die in der
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oberen, wassrigen Schicht befindliche RNS in ein neues Gefal} transferiert. Nach der
Zugabe des gleichen Volumens Isopropanol folgte die Pelletierung der RNS durch
Zentrifugation (12000g) fur 10min bei 4°C. Die Pellets wurden zweimal mit 75%igem
RNAse-freiem Ethanol gewaschen und in 150ul DEPC Aqua dest. (2ml DEPC auf 2I
Aqua dest. wurden unter Lichtschutz bei 37°C inkubiert und anschliel’end
autoklaviert) geldst. Die Konzentration der Gesamt-RNS wurde anhand der optischen
Dichte (OD) bei 260nm gemessen. Die Reinheit der RNS, bestimmt anhand des
Quotienten aus RNS (OD 260) und Protein (OD 280), war bei einem
durchschnittlichen Quotienten von 1,8 gut bis sehr gut. Nicht sofort verwendete RNS

wurde bei -80°C gelagert.

Erststrang cDNS Synthese

Die Synthese der Erststrang cDNS wurde mittels des Superscript Preamplification
Systems durchgefuhrt. Da die in diesem Kit verwendete reverse Transkriptase keine
RNAse H Aktivitat besitzt, ist die Verwendung von Gesamt-RNS moglich. Das
Procedere der Erststrang cDNS Synthese erfolgte nach den Empfehlungen des
Herstellers: 7,5ug Gesamt-RNS aus Mauseleber, random hexameres (2ul; 50mg/ul)
und 20ml DEPC Aqua dest wurden in einem 0,5ml fassendem PCR Gefaf3 fur 10min
bei 70°C inkubiert. Nach einminudtiger Kuhlung auf Eis wurde dem RNS und
Hexamere enthaltendem PCR-Gefaly der Reaktionsmix, bestehend aus PCR-Puffer,
25mM MgCl;, 10mM dNTP mix und 0,1M DTT zugegeben. Anschlielfend wurde
dieser fur 10min bei 25°C inkubiert. Es folgte die Zugabe von 2ul (400Units)
SuperScript Il reverse Transcriptase in das Gefald und eine Inkubation fur 10min bei
25°C, eine weitere fur 50min bei 42°C. Die Reaktion wurde durch das Erhitzen des
Gefalles auf 70°C beendet. Um die Sensitivitat der PCR zu erhohen, wurde die als
Vorlage dienende RNS durch Verdau des cDNS:RNS Molekdl mit 14 RNAse H fur
20min bei 37°C entfernt. Die entstandene cDNS wurden entweder sofort verwendet

oder bei —20°C nicht langer als 7 Tage aufbewabhrt.
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Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Um sicher zu stellen, dass das PCR-Produkt innerhalb der linearen Phase der
exponentiellen Vermehrung analysiert wird, wurde zuvor eine Zyklenreihe
ausgewertet. Dazu wurden zwischen dem 20. und 40. Zyklus alle 2 Zyklen ein Aliquot
von der PCR Reaktion entfernt. Die Produkte wurden dann in einem
ethidiumbromidhaltigen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und
densitometrisch quantifiziert. Fur die folgenden Reaktionen wurde eine im linearen
Bereich liegende Zyklenzahl verwendet.

Als interne Kontrolle fand entweder ribosomale RNS oder die mRNS des
“‘Housekeeping-Gens” GAPDH Verwendung. Die interne Kontrolle muss dabei
ebenfalls im linearen Bereich der Amplifizierung liegen. Da die ribosomale RNS in
grol3er Menge vorhanden ist, wurden zusatzlich zu den 18S Primern sogenannte 18S
Competimer verwendet. Competimer weisen ein verandertes 3’-Ende auf, welches
die DNS-Polymerase blockiert. So konnte die Amplifizierungsrate der 18S cDNS
reduziert werden, ohne dabei die relative Quantifizierung zu beeinflussen. Nach der
Bestimmung des optimalen Verhaltnisses zwischen 18S Primern und 18S
Competimern, so dass sowohl das gesuchte Gen als auch die interne Kontrolle gleich
stark amplifiziert werden, wurde die PCR in einem 50ul Reaktionsmix angesetzt.
Dieser setzte sich zusammen aus: 5ul 10x PCR-Puffer, 3ul 25mM MgCl,, 2ul 10mM
dNTP-Mix, 4ul 18S Competimer/Primer-Mix bzw. GAPDH-Primer, 4
genspezifischer Primer, 0,5ul (2,5 Units) Tag-Polymerase, 27,5ul Aqua dest. und 4yl
cDNS. Die Auswahl der Primersequenzen erfolgte aus den in der Genbank
(www.nvbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) enthaltenen Nukleotidsequenzen der
gesuchten Gene mit Hilfe des Programms Vector NT 4.0 Deluxe. Die Sequenzen der
einzelnen Primerpaare und die Lange des amplifizierten Produktes sind in Tabelle 2

aufgelistet, die verwendeten Programme in Tabelle 3.
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Gen Primersepuenzen Interner Standard
Cyp7al |5 GTC ACG GAA GGG ATG TAT GC 3’ GAPDH
5°'AAG TCA AAG GGT CTG GGT AG 3’
Cyp7b1 | 5°GAG GTT CTGAGG CTGTGC TC 3’ 18s “Alternate”,
5°GCA CAT GCAGCC TTACTC TG 3’ Verdiinnung 3:10
Cyp39a1 | 5°’AGT GGT GGA GAC GGA AAC AC 3’ GAPDH
5°'AAC CAC CTT CCAGGA CAC TG 3
Fxr 5'CAG ACA CTG GAC CAC GAAGA 37 18s “Alternate”,
5°GTG TCC ATC ACT GCACAT CC 3’ Verdiinnung 2:10
Lxra 5 GGA GTG TGG ACT TCG CAA AT 3’ 18s “Classic”,
5 CCTTGAGGAAGGTGATGC TC & Verdiinnung 2:10
Lrh-1 5°'ACC CTT ACT CCAGCTCACCT 3 18s “Alternate”,

5ACG CGACTT CTG TGT GTG AG3’

Verdinnung 1:10

Tabelle 2: Sequenzen der verwendeten PCR-Primer sowie die benutzten internen Kontrollen

Gen PCR-Programm ProduktgréRRe

Cyp7A1 | 5min 95°C; 1min 95°C, 1min 55°C, 1min | 701bp
72°C 35 Zyklen; 10min 72°C

Cyp7B1 | 5min 95°C; 30sec 95°C, 30sec 64°C, 1min | 500bp
72°C 27 Zyklen; 2min 72°C

Cyp39A1 | 5min 95°C; 30sec 95°C, 30sec 64°C, 1min | 498bp
72°C 29 Zyklen; 2min 72°C

FXR 5min 95°C; 30sec 95°C, 30sec 64°C, 1min | 502bp
72°C 29 Zyklen; 2min 72°C

LXR 3min 96°C; 45sec 96°C, 45sec 62°C, 45sec | 1665bp
72°C 33 Zyklen; 2min 72°C

LRH 5min 95°C; 30sec 95°C, 30sec 64°C, 1min | 447bp

72°C 25 Zyklen; 2min 72°C

Tabelle 3: Verwendete PCR-Programme und entstandene ProduktgroBe




31

Als Negativkontrolle diente eine Probe, welcher wahrend der Erststrang cDNS
Synthese keine Superscript || Reverse Transkriptase zugegeben wurde. Es konnte so
sichergestellt werden, dass keine genomische DNS amplifiziert wurde. Die Effizienz
der Erststrang cDNS Synthese wurde durch die Verwendung mitgelieferter Kontroll-
RNS in einer Positivkontrolle unter sonst gleichen Bedingungen sichergestellt.

Der PCR folgte die elektrophoretische Auftrennung von jeweils 16ul Probe in einem
Ethidiumbromid enthaltendem Agarosegel und die photographische Dokumentation.
Die densitometrische Auswertung der PCR-Produkte erfolgte wie oben beschrieben.
Der Quotient aus der Signalstarke des gesuchten Genes und der internen Kontrolle
ergab den korrigierten Wert.

Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms SigmaStat 2.0.
Angewendet wurde der Student’s t-test, die Ergebnisse wurden in Form des
arithmetischen Mittels + 1 Standardabweichung angegeben. Von statistischer

Signifikanz wurde bei einem p-Wert <0,05 ausgegangen.
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Ergebnisse

Kérper- und Lebergewicht

Sowohl die C57BL/6°%%") Mause als auch die Kontrolltiere entwickelten sich unter
den Laborbedingungen normal, waren ferti und zeigten keine Kkorperlichen
Auffalligkeiten.

Vor Gabe der lithogenen Dist war das mittlere Korpergewicht der C57BL/65%%)
Mause (36 * 3g) signifikant (p < 0,05) groler als das der C57BL/6 Wildtypen (26 +
1g). Nach Gabe der lithogenen Diat blieb das Gewicht der Knockout Tiere konstant,
wahrend das mittlere Gewicht der Wildtypen auf 30 + 2g stieg.

Das Lebergewicht (g/100g KG) betrug bei den C57BL/65%%™") Tieren 4,2 + 0,4 und bei
den Wildtypen 4,2 + 0,3. Nach Erhalt der lithogenen Diat stieg bei beiden Gruppen
das Lebergewicht signifikant (p < 0,001) an, das der C57BL/6°*4") Mause erreichte
7,0 £ 1,1, das der Wildtypen 8,3 + 2,0.

Gallensteine

Alle Tiere entwickelten nach Erhalt der lithogenen Diat Cholesteringallensteine. Eine
Wildtyp—Maus entwickelte einen Stein im Ductus choledochus mit Aufweitung der
extrahepatischen Gallenwege. Diese Maus wurde nicht fur weitere Untersuchungen
verwendet.

Tiere die lediglich die Standarddiat erhalten hatten, entwickelten in keinem Fall

Gallensteine.

Analyse der hepatischen Galle

Lipid- und Gallenséuresekretion

Zur Bestimmung der Menge und Zusammensetzung der hepatischen Galle wurde
diese fur 1h mittels einer akuten Gallenfistel abgeleitet. Nach Erhalt der Standarddiat

ergaben sich fur die Cholesterin- und Phospholipidsekretion bei beiden Mausgruppen
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ahnliche Werte. Die mit Standarddiat gefutterten C57BL/6 — Wildtypen wiesen eine
Cholesterinsekretion von 2,6 + 0,6 nmol/min/100g KG und eine Phospholipidsekretion
von 42 + 17 nmol/min/100g KG auf. Die C57BL/65"%") Mause zeigten unter
Kontrollbedingungen eine Cholesterinsekretion von 5,3 + 2,3 nmol/min/100g KG und
eine Phospholipidsekretion von 30 £ 8 nmol/min/100g KG.

Nach Erhalt der lithogenen Diat erhdhte sich bei beiden Gruppen sowohl die
Sekretion von Cholesterin (jeweils p < 0,001) als auch die Sekretion von
Phospholipide (WT p < 0,01, C57BL/6°*4") p < 0,001) deutlich. Die
Cholesterinsekretion erhohte sich bei den Knockout - Mausen dreifach auf 16,3 + 2,3
nmol/min/100g KG, bei den Wildtypen 21fach auf 56 + 11 nmol/min/100g KG. Die
Phospholipidsekretion stieg bei den Wildtypen auf 238 + 62 nmol/min/100g KG und
bei den Knockout - Mausen auf 152 + 45 nmol/min/100g KG.

Die Gallensauresekretion (Abb.4) war bei den C57BL/6°P2") Mausen unter der
Standarddiat signifikant (p < 0,01) kleiner als bei den Wildtypen (83 = 40 vs. 258 +
110 nmol/min/100g KG). Dagegen war der Gallefluss bei den C57BL/65?7") Mausen
mit 8,5 = 1,6 wl/min/100g KG signifikant (p < 0,05) hoher als bei den Wildtypen (5,8 £
0,8 ul/min/100g KG). Nach Erhalt der lithogenen Diat stieg die Gallensaurensekretion
bei den Knockout - Mausen auf 745 + 298 nmol/min/100g KG und bei den C57BL/6
Wildtypen auf 2957 + 708 nmol/min/100g KG. Bei den Kontrolltieren flUhrte die Gabe
der lithogenen Diat zu einer deutlichen (p < 0,01) Zunahme des Galleflusses (15,0 +
2,7 wl/min/100g KG), im Gegensatz dazu blieb der Gallefluss bei den C57BL/65P2")
Mausen annahrend unverandert (9,9 £+ 2,4 ul/min/100g KG).
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Abbildung 4: Dargestellt ist die Gallensaurensekretion fiir C57BL/6 Wildtypen und
C57BL/6°P2") Miuse, jeweils nach dreimonatiger Kontrolldiat (schwarze Balken) bzw.
lithogener Diat (graue Balken). Jede Sdule gibt den Mittelwert + 1 Standartabweichung (SD) fiir

jeweils vier Tiere wieder.

GroBe und Zusammensetzung des Gallensaurepools

Grél3e

Um der Frage nachzugehen, inwieweit die Expression des Scp2-Gens die GrofRe und
die Zusammensetzung des Gallensaurepools beeinflusst, wurden die Gallensauren
aus Lebern, Gallenblasen und Dinndarmen von jeweils vier Wildtyp- bzw.
C57BL/65P?) Mausen extrahiert und untersucht. Da die lithogene Diat mit 0,5%
Cholsaure angereichert war, wurden ausschliel3lich mit Standarddiat gefutterte Tiere

untersucht.
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Der Gallensaurepool der C57BL/6%P?7) Mause war im Vergleich zu den Wildtyp-
mausen kleiner (1267ug + 1009 vs. 571ug + 388), allerdings statistisch nicht
signifikant (Abb.5).
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Abbildung 5: Zur Bestimmung der GroRe des Gallensadurepools von C57BL/6
Wildtypmadusen im Vergleich zu C57BL/6 Scp2("') wurden die Gallensauren aus
Leber, Gallenblase und Darm von 4-6 Tieren pro Gruppe extrahiert und deren
Menge per Gas-Chromatographie Massenspektrometrie bestimmt. Die Werte

stellen Mittelwerte + 1 SD dar.

Zusammensetzung des Gallenséurenpools

Die Zusammensetzung des Gallensaurepools wurde mittels Gas-Chromatographie —
Massenspektrometrie bestimmt. Der Gehalt an CDCS im Gallensaurepool der
C57BL/65P?) Mause betrug lediglich 13% dessen der Wildtypmause (0,89ug + 0,65
vs. 7,07ug + 1,31; p < 0,001). Im Gegensatz dazu liel3 sich im Gallensaurepool der
C57BL/6%P2") Mause deutlich mehr 23-Norcholsdure (23-NCS) als in dem
Gallensaurepool der Wildtypen nachweisen (10,89ug *+ 6,39 vs. 0,25ug + 0,005; p <
0,05)(Abb.6). 23-NCS unterscheidet sich von CS durch das Fehlen einer

Methylgruppe an der Seitenkette des Sterolrings. Sowohl flir Muricholsaure als auch
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fur CS ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Diese Daten belegen einen
Einfluss der Scp2-Genexpression auf die Grole und Zusammensetzung des

Gallensaurepools.
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Abbildung 6: Zusammensetzung des Gallensdurepools: Mittels Gaschromatographie-
Massenspektrometrie wurde die Zusammensetzung des Gallensdurepools von C57/BL6
Wildtypen (schwarze Balken) und C57BL/6°P%") Mausen (graue Balken) bestimmt. Wéahrend in
Abbildung A die Mittelwerte £ 1 SD der einzelnen Gallensduren dargestellt sind, zeigt Abbildung
B auf der rechten Seite die prozentuale Verteilung der Gallensauren bei C57/BL6 Wildtypen (+/+)
und C57BL/6°%") Miuse (-/-). Im Gegensatz zu den Wildtypen zeigen die Knockout — Mause
einen deutlich erhéhten Gehalt von 23-NCS bei geringeren Werten fiir CDCS.
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Enzyme des klassischen Wegs der Gallensduresynthese

Cholesterin 7 o-Hydroxylase (CYP7A1)

Die Cholesterin 7o-Hydroxylase ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym des
klassischen Wegs der Gallensauresynthese. CYP7A1 wird ausschlieRlich in der
Leber exprimiert und unterliegt einer genauen Regulation durch Feedback- und
Feedforward-Mechanismen. Die in Abb. 7 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass der
Verlust des Scp2-Gens weder eine Veranderung der Cyp7al mRNS—Expression
noch eine Veranderung der CYP7A1 Protein - Expression bewirkt.

Auch nach Futterung der Tiere mit lithogener Diat fur 12 Wochen lie3en sich keine
Unterschiede zwischen den beiden Mausstammen nachweisen. Beide Gruppen
reagierten mit einer deutlichen Reduktion der Enzymexpression. Wahrend sich die
mRNS-Expression um 80% (C57/BL6, p < 0,002) bzw. 82,5% (C57BL/65PA")
p = 0,01) reduzierte, fiel die Verringerung auf der Proteinebene geringer und nicht
signifikant aus. Diese Ergebnisse lassen auf eine intakte Feedback-Hemmung des

klassischen Weges der Gallensauresynthese in beiden Tiergruppen schlieen.



Steady-State CYP7A1 Protein

Steady-state Cyp7a7’ mRNS
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Abbildung 7: Einfluss der lithogenen Diat auf die Cyp7a7 mRNS und CYP7A1-Proteinexpression
bei C57BL/6-Wildtypen und Knockout-Mause (C57BL/6 — Scp2("')), jeweils nach 12 Wochen
Kontrolldiat (schwarze Balken) bzw. lithogener Diat (graue Balken). Steady-state Cyp7a7’ mRNS
wurde aus Leber-Gesamt-RNS mittels Multiplex RT-PCR, CYP7A1 Protein aus Leberhomogenat
mittels Western Blot bestimmt. Die Saulen stellen den Mittelwert + 1 SD fiir 4-6 Mause dar.

Reprasentative Blots sind auf der rechten Seite abgebildet, wobei K Kontrolldidt und L

lithogene Diat bedeutet.
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Sterol 12a-Hydroxylase (CYP8B1)

Wahrend CYP7A1 das geschwindigkeitsbestimmende Enzym des klassischen Weges
der Gallensauresynthese ist, entscheidet die Aktivitat der Sterol 12o-Hydroxylase
uber das Verhaltnis der Endprodukte Cholsdure zu Chenodeoxycholsaure. Dabei
unterliegt Cyp8b1 wie auch Cyp7at einer Feedback-Regulation durch FXR. Die mit
Hilfe der Multiplex RT-PCR gemessenen Cyp8b1 mRNS-Mengen zeigten unter
Kontrollbedingungen eine nicht signifikante Erhdhung bei den C57BL/65P?") Mausen
(Abb. 8). Auf die lithogene Diat reagierten die C57/BL6 Wildtypen mit einer
Verminderung der Cyp8b7-mRNS um 96,7% (P < 0,001), die C57BL/6°%") Mause
mit einer Verminderung um 95,9% (P = 0,02). Die Ergebnisse zeigen eine intakte
Feedback-Hemmung der Cyp8b71-Expression nach Erhalt der cholsaurehaltigen Diat
in beiden Tiergruppen. Scp2 hat demzufolge keinen Einfluss auf die Regulation der

Cyp8b1-Expression
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Abbildung 8: Die mittels RT-PCR bestimmte Cyp8b7-Expression zeigt keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Tiergruppen. Nach Erhalt der lithogenen Diat (graue Balken)
reagieren beide mit einer deutlichen Reduktion der Cyp8b7 mRNS-Expression im Vergleich zu
den Tieren mit Kontrolldidt (schwarze Balken). Dargestellt sind die Mittelwerte + 1
Standardabweichung fiir jeweils 4-6 Mause. Reprasentative Blots sind auf der rechten Seite

abgebildet, wobei K Kontrolldidt und L lithogene Diéat bedeutet.

Enzyme des alternativen Wegs der Gallenséduresynthese

Cholesterin 27-Hydroxylase (CYP27A1)

Die Cholesterin 27-Hydroxylase ist das erste Enzym des alternativen Weges der
Gallensauresynthese. Durch die Bildung von 27-Hydroxycholesterin, dem quantitativ
wichtigsten Oxysterol, kommt CYP27A1 eine bedeutende Funktion in der Elimination

Uberschissigen Cholesterins zahlreicher Gewebe zu.
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Im Sinne einer Feedback-Hemmung zeigten die C57BL/6 Wildtypen eine Reduktion
der Cyp27A1-Proteinmenge um 47,8% (p < 0,01) nach Futterung der lithogenen Diat.
Bei den C57BL/6°P%") Mausen konnte hingegen keine signifikante Reduktion der
Cyp27A1-Proteinmenge festgestellt werden (Abb. 9). Die Scp2-Genexpression

scheint demnach die Regulation von CYP27A1 zu beeinflussen.
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Abbildung 9: Dargestellt sind die CYP27A1-Proteinmengen von C57/BL6 W.ildtyp- und
Knockout-Mausen, nach Erhalt einer Kontrolldiat (schwarze Balken) bzw. einer lithogenen Diat
(graue Balken) fiir 12 Wochen. Dargestellt sind die Mittelwerte + 1 SD fiir 4-6 Tiere.
Repréasentative Blots sind auf der rechten Seite abgebildet, wobei K Kontrolldidt und L

lithogene Diat bedeutet.
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Oxysterol 7 o-Hydroxylase (CYP7B1)

Das Cyp7b1-Gen kodiert fur eine Oxysterol 7o-Hydroxylase. Diese ist verantwortlich
fur die 7o-Hydroxylierung von Oxysterolen, hauptsachlich 25- und 27-
Hydroxycholesterin.

Unter Kontrollbedingungen, d.h. nach Futterung einer Standarddiat unterschied sich
die Expression des Cyp7b1-Gens zwischen den beiden Mausegruppen nur marginal.
Nach Erhalt der lithogenen Diat liel3 sich bei den C57/BL6 Wildtypen sowohl eine
signifikante Reduktion der Cyp7b1 - mRNS (-63,6%, p < 0,001), als auch der
CYP7B1 Proteinmenge (-85,5%, p = 0,005) feststellen. Im Gegensatz dazu,
veranderten sich bei den C57BL/65P?") Mausen weder die Cyp7b7-mRNS, noch die
CYP7B1 Proteinmengen nach Gabe der lithogenen Diat (Abb.10). Eine intakte Scp2-
Expression scheint demnach die Voraussetzung fir eine funktionierende Regulation

von Cyp7b1 zu sein.
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Abbildung 10: Dargestellt ist die Cyp7b7 mRNS — Expression im oberen und die CYP7B1
Protein—Expression im unteren Diagramm, jeweils fiir Kontrolltiere (C57BL/6) und C57BL/65PX )
Mausen (C57BL/6 — SCPZ("") vor und nach Erhalt einer lithogenen Didt. Dargestellt sind die
Mittelwerte £ 1 SD fiir 4-6 Tiere. Reprasentative Blots sind auf der rechten Seite abgebildet,

wobei K Kontrolldiat und L lithogene Diat bedeutet.
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Oxysterol 7 o-Hydroxylase (CYP39A1)

Durch Transkription und Translation des Cyp39a1 - Gens entsteht eine weitere
Oxysterol 7o-Hydroxylase. Diese wird im Gegensatz zu CYP7B1 ausschliel3lich in der
Leber synthetisiert und hydroxyliert vornehmlich das im Gehirn gebildete 24—
Hydroxycholesterin.

Die Expression von Cyp39a1 zeigte keine Unterschiede zwischen den C57BL/6
Wildtypen und C57BL/6°"?7) Mausen. Auch nach Erhalt der cholesterin- und
cholsaurehaltigen Diat zeigten sich bei beiden Mausstammen keine Veranderungen,
weder in der mRNS- noch in der Proteinexpression. Diese Ergebnisse lassen

vermuten, dass die Expression von Cyp39a1 keiner Regulation durch Scp2 unterliegt.

Expression der Transkriptionsfaktoren

Leber Rezeptor-X o (LXRa) und Leber Rezeptor Homolog-1 (LRH-1)

Die Cholesterin- und Gallensdurehomoostase in der Leber wird durch einen
aktivierenden und einen hemmenden Regelkreis der Gallensauresynthese
gewahrleistet. LXRo und LRH-1 stellen die wesentlichen Komponenten des
aktivierenden Regelkreises dar. LXRa bindet als Heterodimer mit RXR Oxysterole,
steigert die Expression von CYP7A1 und CYP8B1 und somit auch die Bildung von
Gallensauren. Fur diese Aktivierung ist LRH-1 ein notwendiger Kofaktor.

Die Untersuchung der mRNS-Expression von Lxra ergab keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen, weder zwischen Wildtypen und
C57BL/65P2") Mausen, noch zwischen Standarddiat und lithogener Diat. Wahrend
die Lxro -Expression anscheinend weder durch die Zusammensetzung der Diat noch
durch die Scp2 - Expression beeinflusst wird, lieRen sich fur die Lrh-17 mRNS -

Expression die in Abb. 11 gezeigten Unterschiede nachweisen. Unter
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Kontrollbedingungen zeigte sich eine 1,4-fach hohere Expression von Lrh-1 bei den
C57BL/65%%") Mausen im Vergleich zu den Wildtypen (p = 0,02).

Nach Futterung der cholesterin- und cholsaurehaltigen Diat stieg die Lrh-1 mRNS -
Expression bei den C57/BL6-Wildtypmausen 1,6-fach (p = 0,06) und bei den
C57BL/65%%") Mausen 1,4—fach (p < 0,01) an.

+/+
—-18S
~Lrh 1
-/-
-18S

Steady-State Lrh-1 mRNS

C57BL/6 C57BL/6 - Scp2"™?

Abbildung 11: Die Lrh1 mRNS-Expression wurde mittels RT-PCR aus Gesamt-RNS der Leber
bestimmt, pro Gruppe wurden 4-6 Mause untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte + 1 SD.
Reprasentative Blots sind auf der rechten Seite abgebildet, wobei K Kontrolldidt und L

lithogene Diat bedeutet.

Farnesoid Rezeptor-X (FXR) und kurzer heterodimerer Partner (SHP)

Wahrend LXRo und LRH-1 vorwiegend die Aktivierung der Gallensauresynthese

vermitteln, sind FXR und SHP entscheidende Faktoren fir die Inhibition der
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Gallensaurensynthese. Aktiviert durch Gallensduren verringern diese beiden
Faktoren im Sinne einer Feedback-Inhibition die Expression von Cyp7a1 und
Cyp8b1.

Die Analyse der Fxr mRNS-Expression zeigt keine signifikanten Unterschiede
zwischen den untersuchten Mausen, weder vor noch nach Erhalt einer lithogenen
Diat.

In Abb. 12 ist der 2,2-fache Anstieg der Shp mRNS-Expression nach Erhalt der
lithogenen Diat bei den Wildtypmausen dargestellt (p < 0,001), passend zu einer
intakten Feedback-Hemmung durch die zugefilhrte Cholséure. Die C57BL/65%P2)
Mause zeigten unter Kontrollbedingungen eine 1,6-fach hohere Expression als die
Mause mit intaktem Scp2 - Gen (p = 0,02). Eine mogliche Erklarung fur diesen
Unterschied liefert die veranderte Zusammensetzung des Gallensaurepools der
Knockout-Mause.

Steady-State Shp mRNS

C57BL/6 C57BL/6-Scp2”)

Abbildung 12: Die Shp mRNS-Expression wurde mittels RT-PCR aus Gesamt-RNS von 4-6
Mauselebern bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + 1 SD. Reprasentative Blots sind auf

der rechten Seite abgebildet, wobei K Kontrolldidt und L lithogene Diat bedeutet.
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Diskussion

Einfluss von SCP2 auf die GréBe des Gallensdurenpools

Verschiedene Untersuchungen versuchten einen Einfluss von SCP2 auf die
Gallensaurensynthese zu belegen. Lidstrom-Olsson et. al. konnten in vitro eine
dreifache Steigerung der Cholesterin 7a-Hydroxylase (CYP7A1), sowie eine
zweifache Steigerung der 12o-Hydroxylase (CYP8B1) durch Zugabe von SCP2 zu
einem aus Zellextrakten bestehendem System erreichen (54). Diese unspezifische
Stimulation der Enzyme wurde von den Autoren am ehesten durch einen gesteigerten
Substrattransport zu den membrangebundenen Enzymen erklart. Erst die Zichtung
einer Scp2 Knockout-Maus (C57BL/65P?) eréffnete jedoch die Méglichkeit, Klarheit
zu schaffen, inwieweit sich die in vitro gewonnenen Erkenntnisse auf die
Gallensaurensynthese in vivo Ubertragen lassen (89). Die Analyse der hepatischen
Galle nach Ableitung aus dem Ductus hepaticus erlaubt zudem genauere Aussagen
Uber die Menge und Zusammensetzung der sezernierten Galle, da diese in der
Gallenblase in ihrer Zusammensetzung verandert wird (16).

Die C57BL/65?") Mause zeigten einen, wenn auch nicht signifikant, verkleinerten
Gallensaurepool. Dazu passend liel sich im Vergleich mit den Wildtypen bei den
Knockout-Mausen eine deutlich verringerte bilidare  Gallensaurensekretion
nachweisen. Die Werte der Cholesterin- und Phospholipidsekretion ergab dagegen
ahnliche Werte fur beide Mausstamme. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit
Untersuchungen an Mausen, die aufgrund einer Infektion mit einem rekombinanten
Scp2—-Adenovirus vermehrt SCP2 bilden. Diese weisen einen vergrofRerten
Gallensaurenpool und eine vermehrte biliare Gallensaurensekretion auf (113). Eine
mogliche Ursache des verkleinerten Gallensaurenpools und der geringeren biliaren
Gallensaurensekretion ist dabei die gestorte B-Oxidation der Cholesterinseitenkette
im Rahmen der Gallensaurensynthese in den C57BL/65%2") Mausen. Die gestorte B-
Oxidation ist allerdings nicht auf das Fehlen von SCP2, sondern wahrscheinlich auf
die Abwesenheit von SCPX zurlckzufuhren. SCPX entsteht durch alternative

Transkription ebenfalls aus dem Scp2-Gen und ist als Thiolase an der -Oxidation
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der Gallensauren Dbeteiligt (42). Neben der mangels SCPX gestorten
Gallensaurensynthese scheint allerdings auch eine fehlerhafte Regulation
insbesondere. des alternativen Wegs der Gallensaure in den C57BL/652") Mausen
zu einem verkleinerten Gallensaurenpool beizutragen. Mause mit deletiertem
Cyp27a1-Gen weisen ebenfalls einen verkleinerten und in seiner Zusammensetzung

veranderten Gallensaurenpool auf (76,79).

Einfluss von SCP2 auf die Zusammensetzung des Gallensaurenpools

Durch den Nachweis einer grof3en Fraktion von 23-Nor-Gallensduren im Serum der
Scp2 Knockout-Mause konnten Kannenberg et. al. erstmals einen Effekt von
SCP2/SCPX auf die Gallensaurensynthese in vivo nachweisen (42). In
Ubereinstimmung damit, konnten durch die vorliegende Untersuchung erstmals
erhohte Werte fur 23-Norgallensauren im gesamten Gallensaurepool der
C57BL/6°P2") Mause im Vergleich mit den Wildtypen nachgewiesen werden.
Wahrend normalerweise die Gallensauren nahezu aller Saugetiere aus 24
Kohlenstoffatomen bestehen, setzen sich die Nor-Gallensauren aufgrund einer
fenlenden Methylgruppe aus lediglich 23 Kohlenstoffatomen zusammen. 23-Nor-
Gallensauren werden durch eine gesteigerte o-Oxidation der Zwischenprodukte der
Gallensaurensynthese gebildet. In den Scp2 Knockout-Mausen ist die o-Oxidation
vermutlich als Kompensationsmechanismus fir die  gestorte [-Oxidation der
Gallensaurensynthese gesteigert (89).

Die veranderte Zusammensetzung des Gallensdurenpools in den C57BL/65%P4")
Mausen stellt einen moglichen Grund fur die verringerte biliare Gallensauresekretion
dar. Wahrend die atypischen 23-Nor-Gallensauren im Pool der C57BL/65%%") Mause
deutlich erhdht waren, war der Anteil an Chenodeoxycholsaure vermindert.
Chenodeoxycholsaure besitzt im Gegensatz zu Cholsaure eine Hydroxylgruppe
weniger und gehodrt in das hydrophobere Spektrum der Gallensauren. Scp2
Knockout-Mause besitzen demnach einen hydrophileren Gallensaurepool als die
Kontrolltiere mit intaktem Scp2-Gen. Die Sekretion der Gallensauren des

hydrophileren Spektrums aus den Hepatozyten in die Galle erfolgt vornehmlich durch
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ein in der kanalikularen Membran vorhandenes Transportprotein mit der Bezeichnung
BSEP (105). Untersuchungen haben eine Reduktion der Bsep-Expression in Scp2
Knockout-Mausen ergeben (unveroffentlichte Daten, M. Fuchs). Es ergibt sich bei
den C57BL/6°P*") Mausen also ein Zustand erhdhter Hydrophilie des
Gallensaurepools, dem eine erniedrigte Expression des fur die Sekretion dieser
Gallensauren wichtigen Transportproteins gegenubersteht und stellt damit, neben
dem verkleinerten Gallensaurenpool, einen weiteren Grund fur die verminderte biliare
Gallensaurensekretion dar.

Erhdhte Werte von 23-Nor-Gallensauren lassen sich ebenfalls bei Patienten
nachweisen, die an zerebrotendindser Xanthomatose leiden. Diese Krankheit wird
durch den Ausfall der Sterol 27-Hydroxylase (CYP27A1) ausgeldst und fuhrt aufgrund
eines gestorten Cholesterin- und Gallensaurenstoffwechsels zu einer Zerstérung der
Myelinscheiden der Nerven und damit zu einer progressiven neurologischen
Dysfunktion (13,109). Interessanterweise zeigen Mause mit kunstlich zerstortem
Cyp27a1-Gen keine erhohten Werte fur 23-Nor-Gallensauren (79). Ein im murinen,
nicht aber im menschlichen Organismus enthaltenes Enzym kann diese
unterschiedlichen Phanotypen bei der Zerstorung des Cyp27a1-Gens erklaren.
Mause besitzen eine zusatzliche microsomale Steroid 27-Hydroxylase, welche die
normale Gallensaurenbildung aufrecht erhalten kann (99).

Die Storung der p-Oxidation mangels ScpX ist jedoch nicht die einzige
pathogenetische Erklarung fur die gestorte Gallensaurensynthese in den
C57BL/6%P%")  Mausen. Die Oxidation des Cholesterins im Rahmen der
Gallensaurensynthese findet sowohl im endoplasmatischen Retikulum (60-,70-,120-
und 6B-Hydroxylase) als auch im Mitochondrium (27-Hydroxylase) statt (25). Der
Transfer des Cholesterins innerhalb der Zelle spielt somit fur die
Gallensaurensynthese eine wichtige Rolle (32). Im Mitochondrium ist zusatzlich der
Transfer des Cholesterins von der au3eren zur inneren Mitochondrienmembran von
besonderer Bedeutung, da die innere Membran zwar wenig Cholesterin enthalt,
gerade dort aber die Oxidationsvorgange, wie z.B. die 27-Hydroxylierung des
Cholesterins, stattfinden (21). Fur die Bildung der Steroidhormone, deren erster
Schritt ebenfalls mit einer Oxidation im Mitochondrium beginnt, stellt der Transport

des Cholesterins von der aulleren zur inneren Membran sogar den
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geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar (59). Eine direkte Verbindung zwischen
der Gallensaurensynthese und dem Cholesterintransport im Mitochondrium konnte
allerdings erst durch die Untersuchungen von Pandak und Mitarbeitern bewiesen
werden. Sie konnten zeigen, dass der Cholesterintransport von der auf3eren zur
inneren Mitochondrienmembran der geschwindigkeitsbestimmende Schritt fur den
alternativen Weg der Gallensaurensynthese ist (68). SCP2 transportiert Cholesterin
zum Mitochondrium und sorgt dadurch fur einen Ersatz des durch Oxidation
umgebauten Cholesterins (1). Dadurch ergibt sich eine Verbindung von der
Gallensaurensynthese und SCP2 durch den Transport von Cholesterin zum
Mitochondrium. Weitere Untersuchungen untermauern diese Vermutung durch
folgende Ergebnisse: (a) hohe Werte von SCP2 lassen sich besonders in Zellen mit
hohem Cholesteringehalt nachweisen, so z.B. in der Leber und den Nebennieren
(71); (b) werden SCP2-Antikdrper in Nebenniererindenzellen injiziert, verringern sie
die Produktion von Steroidhormonen (17); und (c) in den Mitochondrien von LH-
stimulierten Ratten-Lutealzellen lassen sich erh6hte Mengen SCP2 nachweisen (58).
Einen weiteren Hinweis liefert der erniedrigte Gehalt an Chenodeoxycholsaure in den
C57BL/65P2") Mausen. Chenodeoxycholsdure entsteht hauptsachlich als Produkt
des alternativen Wegs der Gallensaurensynthese (103). Durch den gestorten
Cholesterintransport zum Mitochondrium in den Scp2 Knockout-Mausen kann die
Sterol 27-Hydroxylase CYP27A1 nicht ausreichend mit Substrat versorgt werden.
Dies fuhrt zu einem kleineren Gallensaurenpool mit einem verminderten Anteil von

Chenodeoxycholsaure in den C57BL/6°%%") Mausen.
Einfluss von SCP2 auf den klassischen Weg der Gallensdurensynthese

Schon seit den spaten 60er Jahren ist bekannt, dass die Gallensaurensynthese in der
Leber genau reguliert ist (20). Steigt der Gehalt an Gallensduren an, wird die
Expression der Cholesterin 7o-Hydroxylase (CYP7A1) und der 12a-Hydroxylase
(CYP8B1) durch einen negativen Feedback-Mechanismus reduziert. Steigt dagegen
der Gehalt von Cholesterin bzw. Oxysterolen in der Zelle, wird die
Gallensaurensynthese durch eine vermehrte Expression von Cyp7a7 aktiviert. Die

Reduzierung der Gallensaurensynthese wird durch den Kernrezeptor FXR vermittelt.
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Durch die Bindung von Gallensauren aktiviert dieser eine Reihe von Genen, deren
Produkte im Gallensauren- und Lipidmetabolismus wichtige Funktionen Ubernehmen.
Dazu gehdren u.a. der ileale Gallensauretransporter IBAT (57) sowie einige ABC-
Transportproteine, welche eine wichtige Rolle im transmembranaren Transport von
Gallensauren ubernehmen (3,43). Besondere Bedeutung hat zudem die Aktivierung
von SHP durch FXR (55). SHP seinerseits sorgt fur eine Blockierung der durch LRH-
1 vermittelten Expression des Cyp7ai- und Cyp8b71-Gens (55). Die verminderte
Expression von Cyp7a1- und Cyp8b1 nach Erhalt der gallensdurenreichen Diat in der
vorliegenden Untersuchung deutet auf eine intakte Feedback-Hemmung sowohl in
den Wildtypen als auch in den Scp2—Knockouts hin.

Die geringere Reduktion des CYP7A1-Proteins im Gegensatz zu der ausgepragteren
Reduktion der Cyp7a1l-mRNS Iasst sich durch die verschiedenen
Regulationsmechanismen der Proteinbiosynthese erklaren. Prinzipiell kann die
Proteinbiosynthese auf der Ebene der Transkription sowie der Regulation der mRNS-
Stabilitat oder der Ebene der mRNS-Translation reguliert werden. Fur die Regulation
der mRNS-Translation scheinen dabei sowohl G-Proteine als auch verschieden
Zytokine eine wichtige Rolle zu spielen. Diese Mechanismen erlauben eine
Aktivitatssteigerung der mRNS-Translation, so dass trotz verminderter mRNS-
Mengen annahrend gleiche Proteinmengen synthetisiert werden.

Trotz einer scheinbar intakten Regulation von Cyp7a1 und Cyp8b1 zeigen die Scp2
Knockout-Mause eine veranderte Expression der Kernrezeptoren. Wahrend Fxr in der

Expression keine Unterschiede zwischen C57BL/65%%)

Mausen und Wildtypen
zeigt, fallt die Shp-Expression in den C57BL/6°P?") Mausen signifikant hoher aus.
Eine umfassende Erklarung fur die erhdhte Expression lasst sich derzeit nicht geben,
wohl aber kdnnen Vermutungen angestellt werden. Fur die gesteigerte Aktivierung
des Shp-Gens ist eine vermehrte Bindung von Gallensduren an FXR notwendig.
Allerdings besitzen nicht alle Gallensauren die gleiche Potenz zur Bindung an FXR.
Es bestehen vielmehr gro3e Unterschiede zwischen den einzelnen Gallensauren in
ihrer Mdoglichkeit, den Feedbackmechanismus zu regulieren (57,69). Auch wenn
Chenodeoxycholsaure einen der potentesten Bindungspartner fur FXR darstellt und
dessen Konzentration im Gallensaurenpool der C57BL/6°%%") Mause vermindert ist,

lasst sich eine verstarkte Expression des Shp-Gens durch eine veranderte
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Zusammensetzung des Gallensaurepools in  den Knockout-Mausen nicht
ausschlielen. Eine Erklarung fir die fehlende Auswirkung der veranderten
Expression von Shp auf Cyp7al und Cyp8b1 Iliefern die alternativen
Regulationsmechanismen dieser Gene. Kerr und Mitarbeiter konnten anhand von
Untersuchungen an einer Shp Knockout-Maus nachweisen, dass neben SHP
mindestens vier weitere Mechanismen zur Verminderung der Expression von Cyp7at
bestehen (45). Dazu gehort auch eine Uber Signaltransduktion regulierende Wirkung
der Gallesauren auf die synthetisierenden Enzyme. Inwieweit die cholesterin- und

cholsaurehaltige lithogene Diat diese Regulation beeinflusst bleibt unklar.

Wahrend FXR und SHP die Bildung der potenziell zytotoxischen Gallensauren
verringern, sorgen LXRo und LRH-1 flr einen vermehrten Umbau von Cholesterin in
Gallensauren. LXRa steigert durch die Bindung von Cholesterin bzw. Oxysterolen die
Expression von Cyp7a1, LRH-1 fungiert dabei als notwendiger Co-Faktor. Auch die
exklusive Synthese der Cholesterin 7o-Hydroxylase in der Leber lasst sich auf die
Wirkung von LRH-1 auf eine regulatorische Sequenz im Cyp7a1-Gen zuruckflhren
(2,62). Die Expression von Lxra: wurde durch SCP2 nicht beeinflusst, weder unter den
Bedingungen der Kontrolldiat, noch unter der Futterung der cholesterinreichen
lithogenen Diat. Die Expression von Lrh-1 zeigte demgegeniber Unterschiede
zwischen den C57BL/65P?7) Mausen und den Wildtypmausen, wobei die Knockout-
Mause unter Kontrollbedingungen signifikant hohere Mengen von Lrh-1 mRNS
aufwiesen. LRH-1 wird in der Leber, den Ovarien, dem Dinndarm, dem Pankreas
sowie im Kolon synthetisiert (77). Bindet SHP LRH-1 an dessen Carboxyende verliert
LRH-1 die Mdglichkeit, andere Co-Faktoren zu binden und Cyp7a1 zu aktivieren (48).
Auf welche Weise SCP2 mit LRH-1 interagiert und warum die Ausschaltung des Scp2
- Gens zu einer vermehrten Expression von Lrh-1 fahrt, 1asst sich nur vermuten. Eine
mdgliche Ursache liegt in einem durch SCP2 veranderten intrazellularen
Cholesteringehalt. Im Gegensatz zu Wildtypmausen weisen C57BL/6°"?7) Mause
einen geringeren Gehalt an Cholesterin und Cholesterinestern in der Leberelle auf
(27). Dazu passend zeigte sich in SCP2 Uberexpremierenden Zellen ein erhohter

Cholesteringehalt (114). Eine Storung der Feedforward-Regulation der
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Gallensaurensynthese durch einen veranderten intrazellularen Cholesteringehalt in
C57BL/65P2") Mausen scheint daher méglich.

Einfluss von SCP2 auf den alternativen Weg der Gallensdurensynthese

Wahrend die Regulation des klassischen Wegs der Gallensaurensynthese durch die
Entdeckung der Kernrezeptoren und ihren Regelkreisen weitgehend entschlusselt
wurde, wirft die Regulation des alternativen Wegs der Gallensaurensynthese
weiterhin zahlreiche Ratsel auf. Die Cholesterin 27-Hydroxylase (CYP27A1) bildet
das wichtigste Enzym am Beginn dieses Synthesewegs (4,80). Die Regulation dieses
Enzyms durch Gallensauren bildet den Gegenstand zahlreicher Diskussionen.
Wahrend einige Autoren bei Ratten eine Regulation von Cyp27a1 analog zu der von
Cyp7a1 beschreiben (98,102), stellen andere in Ratten (9), Menschen (8) und
Mausen (86) keine koordinierte Regulierung der beiden Enzyme fest. Die Sterol 27-
Hydroxylase steht allerdings nicht nur am Beginn des alternativen Wegs der
Gallensaurensynthese, sondern spielt auch im Rahmen der Kirzung und Oxidation
der Seitenkette beim klassischen Weg der Gallensaurensynthese eine entscheidende
Rolle. Eine vollkommen unkoordinierte Regulation wirde demnach in einer
Anhaufung von Zwischenprodukten resultieren und scheint vor diesem Hintergrund
eher unwahrscheinlich (40). Viel wahrscheinlicher ist dagegen, dass nicht die
Expression der Sterol 27-Hydroxylase den geschwindigkeitsbestimmenden Faktor
darstellt, sondern der Substrattransport zu diesem Enzym (95). Auch die Menge der
mittels des alternativen Weges synthetisierten Gallensauren wird durch diesen
Substrattransport geregelt (68). Die beobachteten Unterschiede bei der Expression
von CYP27A1 zwischen C57BL/6°*%") Mausen und Wildtypmausen lassen sich
somit durch eine potentielle Rolle von SCP2 als Substrattransporter zum
Mitochondrium erklaren. Wahrend die Mause mit intaktem Scp2 - Gen eine Reduktion
der Sterol 27-Hydroxylase nach Erhalt einer cholesterin- und cholsaurehaltigen Diat
zeigen, andert sich die Enzymenge in den C57BL/6%"%”) Mausen nicht. Der
alternative Weg der Gallensaurensynthese ist in den Knockout-Mausen durch einen

verminderten Substrattransport nicht nur in seiner Funktion, erkennbar an dem
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verminderten Chenodeoxycholsauregehalt, sondern auch in seiner Regulation
gestort.

Dies wird auch durch die Untersuchungen eines weiteren Enzyms des alternativen
Wegs der Gallensaurensynthese, der Oxysterol 7o-Hydroxylase (CYP7B1) deutlich.
Eine unabdingbare Voraussetzung fur den Umbau von Cholesterin zu Gallensauren
besteht in der 7a-Hydroxylierung der potentiellen Substrate. Unabdingbar deshalb,
weil die Cy7-3B-Hydroxy-Steroid-Oxidoreduktase ausschliellich 7oa-hydroxylierte
Substrate verstoffwechselt (87,1006). Beim klassischen Weg der
Gallensaurensynthese stellt die 7o-Hydroxylierung sowohl den ersten als auch den
geschwindigkeitsbestimmenden  Schritt dar. Der alternative Weg der
Gallensaurensynthese beginnt dagegen mit der 27-, 25- oder 24-Hydroxylierung des
Cholesterins. Erst nach der Bildung eines dieser Oxysterole erfolgt die 7a-
Hydroxylierung durch eine der beiden Oxysterol 7a-Hydroxylasen CYP7B1 und
CYP39A1 (51,83). CYP39A1 besitzt eine hohe Substratspezifitat fur das vor allem im
Gehirn gebildete 24-Hydroxycholesterin, der quantitative Beitrag dieses Enzyms zur
Synthese der Gallensauren wurde noch nicht bestimmt. Aufgrund der hohen
Substratspezifitat far 24-Hydroxycholesterin und des ungestorten
Gallensaurestoffwechsels in Mausen, die aufgrund einer Deletion des Cholesterin 24-
Hydroxylase-Gens dieses Oxysterol nicht bilden kénnen, scheint CYP39A1 eine
spezielle Rolle im Cholesterinmetabolismus des Gehirns zu spielen (80). Es
verwundert daher nicht, dass in der vorliegenden Untersuchung die Expression von
CYP39A1 keine Unterschiede erkennen lie®, weder zwischen den Gruppen mit und
ohne lithogene Diat, noch zwischen C57BL/6 Wildtypen und C57BL/65%%") Mausen.
Diesem Ergebnis nach scheint eine Regulation des Cyp39a7-Gens hdchst
unwahrscheinlich, sowohl in unveranderten C57BL/6 Mausen als auch in denen mit
zerstortem Scp2-Gen.

Ein anderes Bild liefert die Untersuchung der Oxysterol 7o-Hydroxylase CYP7B1. Die
Mause mit intaktem Scp2-Gen reagierten mit einer deutlichen Reduzierung sowohl
der CYP7B1 Protein- als auch der Cyp7b17 mRNS-Mengen auf die Gabe der
cholsaure- und cholesterinhaltigen Diat. Die C57BL/6°%%") Mause zeigten dagegen

keine Unterschiede in der Expression, weder bei der mRNS- noch bei der
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Proteinmenge. CYP7B1 katalysiert die 7o-Hydroxylierung vor allem von 25- und 27-
Hydroxycholesterol (83) und lasst sich in groRen Mengen in der Leber und in
geringeren Mengen in Nieren, Gehirn und Prostata nachweisen. Die Expression in
der Leber wird bei Mausen ab der dritten Lebenswoche induziert und zeigt eine
geschlechtsabhangige Auspragung, wobei mannliche Mause hdhere Mengen von
CYP7B1 aufweisen (52,53,84). Die Untersuchungen von Mausen mit zerstortem
Cyp7b1-Gen ergaben erhohte Werte fur 25- und 27-Hydroxycholesterol im Serum,
nicht aber fur 24-Hydroxycholesterol, was durch die funktionierende Oxysterol 7o-
Hydroxylase CYP39A1 mit einer Substratspezifitat fur 24-Hydroxycholesterol zu
erklaren ist. AuRerdem fand sich in den Cyp7b1 Knockout-Mausen eine um etwa 30%
gesteigerte Menge von CYP7A1, vermutlich ein Kompensationsmechanismus um
eine gewisse GrolRe des Gallensaurepools aufrechtzuerhalten (52). Dieser Anstieg
entspricht in etwa der GroRe des verbleibenden Gallensaurepools in Cyp7al
Knockout-Mause (30% des Normalwertes) (85). Diese Daten Ilassen die
Schlussfolgerung zu, dass die Oxysterol 7ca-Hydroxylase CYP7B1 fur etwa 25-30%
der gebildeten Gallensauren in Mausen verantwortlich ist.

Untersuchungen an isolierten Leberzellen von Ratten zeigten, dass die Expression
von Cyp7b1 durch Gallensauren reduziert werden kann und sich somit gleichartig wie
die Expression von Cyp7a, wenn auch in schwacherer Auspragung, verhalt (67). Die
fehlende Reduzierung der Cyp7b1 Expression in C57BL/6°%?7) Mausen nach Erhalt
der cholsaurehaltigen Diat stellt somit eine eindeutige Stérung in der Regulation der
Genexpression dar. Betrachtet man dieses Ergebnis im Zusammenhang mit der
gestorten Regulation von CYP27A1 und dem verkleinerten Gallensaurepool mit
vermindertem Gehalt an Chenodeoxycholsaure bei den Scp2 Knockout-Mausen, so
betreffen die durch Ausschaltung des Scp2-Gens hervorgerufenen Storungen
besonders den alternativen Weg der Gallensaurensynthese.

Der Einfluss von Scp2/ScpX auf die Gallensaurensynthese und deren Regulation
lasst sich wie folgt zusammenfassen: (a) ScpX ist an der B-Oxidation der
Gallensaurensynthese beteiligt, deren Ausfall zu einem Auftreten von atypischen Nor-
Gallensauren im Gallensaurenpool fuhrt; (b) Scp2 ist, vermutlich aufgrund einer
Funktion als intrazellulares Transportprotein vor allem an dem alternativen Weg der

Gallensaurensynthese und dessen Regulation beteiligt. Die Ausschaltung des Scp2
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Gens fuhrt sowohl zu einem verminderten Anteil von Chenodeoxycholsaure im
Gallensaurenpool der Knockout-Mause als auch zu einer gestorten Regulation von
Cyp27a1 und einer gestorten Regulation der Expression von Cyp7b17; (c) Scp2 ist
ebenfalls an dem Feedback- und Feedforwardmechanismus der Regulation des
klassischen Wegs der Gallensaurensynthese beteiligt, erkennbar an einer

veranderten Expression von Lrh-1 und Shp in Mausen mit zerstortem Scp2-Gen.
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Zusammenfassung

Gallensauren stellen den wichtigsten Abbauweg von Cholesterin im Organismus der
Saugetiere dar. Die Synthese der Gallensauren erfolgt Uber zwei unterschiedlich
Wege, den klassischen und den alternativen Weg. C57BL/6(°*?") Mause weisen
eine gestorte [-Oxidation mit Auftreten atypischer Gallensauren sowie einen
gestorten hepatischen Cholesterinmetabolismus auf.

Um der Frage nachzugehen, inwieweit die Scp2-Expression die Gallensauren-
synthese und deren Regulation beeinflusst, wurden C57BL/6 und C57BL/6(5%"%"
Mause mit Standarddiat bzw. cholesterin- und cholsaurereicher lithogener Diat
geflttert. Es wurde die GroRe und Zusammensetzung des Gallensaurenpools sowie
die hepatische Gallensaurensekretion bestimmt. Die Expression von fur die Gallen-
saurensynthese relevanten Enzymen und Transkriptionsfaktoren wurde mittels RT-
PCR, Norhern und Western Blots untersucht.

Unter der Standarddiit wiesen die C57BL/6(°°?”) Mause im Vergleich mit den
Wildtyp-Mausen einen kleineren Gallensaurepool auf, welches sich auch in einer
geringeren hepatischen Gallensaurensekretion widerspiegelte. Wahrend 23-
Norcholsaure im Gallensaurenpool der C57BL/6(°"?") Mause deutlich erhoht war,
zeigte sich der Chenodeoxycholsauregehalt erniedrigt. Die Expression der Enzyme
des klassischen Wegs der Gallensaurensynthese, CYP7A1und CYP8B1, zeigte keine
Unterschiede zwischen den beiden Mausstammen. Beide Stamme wiesen eine
regelrechte Hemmung der Enzymexpression nach Gabe der lithogenen Diat auf.
Dagegen zeigten C57BL/6JP?”) Mause im Unterschied zu den Wildtypen eine
fehlende Hemmung der CYP7B1- und CYP27A1-Expression, beides Enzyme des
alternativen Wegs der Gallensaurensynthese. Die Wildtypen zeigten nach Erhalt der
lithogenen Diat eine gesteigerte Expression der Transkriptionsfaktoren Lrh-1und Shp,
welche bei den C57BL/6J%P?") Mausen unverandert blieb. Diese Ergebnisse zeigen,
dass Scp2 fur eine ungestorte Gallensaurensynthese und deren Regulation
erforderlich ist. Scp2 scheint dabei, vermutlich aufgrund seiner Funktion als
intrazellulares Transportprotein, besonders in den alternativen Weg der

Gallensaurensynthese und dessen Regulation eingebunden zu sein.
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