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1. EINFUHRUNG

Die menschliche Blasengalle besteht im Wesentlichen aus einem Pool der
fiinf Gallensduren: Cholsdure, Chenodeoxycholsdure, Deoxycholsdure,
Lithocholsdure und Ursodeoxycholsdure. Die primdren Gallensiduren
Cholsdure und Chenodeoxycholsdure werden durch bakterielle 70—
Dehydroxylation anteilig in die sekundédren Gallensduren Deoxycholsdure
bzw. Lithocholsdure umgewandelt. Aus der Chenodeoxycholséure entsteht
iiber eine 30-OH Zwischenstufe der Lithocholsdure bzw. 7-Keto-
Lithocholsdure dann tertidr Ursodeoxycholséure.

Diese Arbeit beschéftigt sich mit den metabolischen Auswirkungen einer
medikamentdsen Erhdhung des Anteils von Ursodeoxycholsdure, die in der
menschlichen Galle physiologisch nur zu einem Anteil von ca 1 %

vorkommt (2).

1.1. Die Gallensaure Ursodeoxycholsaure

Ursodeoxycholsdure (UDCS, C,4H4004) ist eine Dihydroxy-Gallensdure, die

iiber einige vorgeschaltete Syntheseschritte aus Cholesterin entsteht.

Cholesterin
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OH OH
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1. EINFUHRUNG

Die namentliche Erwdhnung als Ursodeoxycholsdure (ursus=lat. Bér) findet
sich erstmalig 1927 durch den Japaner Shoda, der die Gallensalze des
chinesischen Schwarzbéren untersuchte und bei dieser Species einen
vermehrten Anteil dieser Gallensdure entdeckte [104]. Als erster Européer
isolierte der schwedische Biochemiker Olaf Hammarsten
Tauroursodeoxycholsdure vor liber 100 Jahren aus der Galle des Polarbiren
[29], [30]. Doch bereits im alten China besal} getrocknete Barengalle eine
therapeutische Bedeutung bei der Behandlung von Lebererkrankungen. Li
Shizhen (1518-1593 n. Chr.) beschreibt im Bencao Gangmu, libersetzt dem
,»Grundlegenden Leitfaden der Drogenkunde®, Biarengalle als
Therapeutikum. Dieses Werk wurde 1596 erstmals verdffentlicht. Hier
werden mehrere frithere Quellen zitiert, in denen Bérengalle erwéhnt wird.
Die frithesten dieser schriftlichen Belege stammen aus der Tang-Zeit (618-
905 n. Chr.). Sicher war die Béarengalle schon in Gebrauch, bevor sie in
Texten auftrat. Allerdings wird in Drogenwerken, die vor der Tang-Zeit
datierbar sind, dem Shen-nong Bencao Jing und im Shen nong Bencao Jing
Jizhu des Tao Hongjing (452-536), nur Bérenfett, nicht aber Bérengalle
beschrieben (5). Auch wenn die Schliisse unsicher sind, so mag vielleicht
daraus abzuleiten sein, da3 zur Zeit von Tao Hongjing Gallensalze nicht als
Therapeutikum bekannt waren oder nicht als solches galten und daB sie im
sechsten Jahrhundert therapeutisch eingesetzt wurden. 1975 berichtete eine
japanische Forschungsgruppe, dafl Ursodeoxycholsiure Gallensteine
erfolgreich auflost [58]. 1981 behandelte Leuschner Gallensteinpatienten
mit chronischer Leberentziindung mit 8-11 mg/ kg Ursodeoxycholséure.
Allméhlich erhielt das Gallensalz seinen Einzug in eine bis dahin
vorherrschende Domine der Chirurgie, der Behandlung von
Gallensteinleiden. Aufgrund ihrer cholesterinsenkenden Wirkung konnte
sich Ursodeoxycholsdure als noninvasive Methode zur Auflésung von
Gallensteinen gegeniiber groB3en Fortschritten in der Mikrochirurgie als
status of the art halten. Die medizinische Nutzung dieser Gallensdure stellt
auch am Anfang des 21. Jahrhundert, so Paumgartner, ,,einen der
wichtigsten Fortschritte der modernen Hepatologie dar* (3).

Heute wird Ursodeoxycholsdure in der Behandlung der Gallenstein-

assoziierten flatulenten Dyspepsie, schon linger bei Gallenrefluxgastritis
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1. EINFUHRUNG

und aufgrund ihrer  zytoprotektiven, apoptoschemmenden und
antifibrotischen Wirkung zur Behandlung der primér bilidren Zirrhose
verwendet (3), [40]. Normalerweise liberwiegen in der Galle Cholséure,
Chenodeoxycholsdure und Deoxycholsdure, welche auch in dieser
Reihenfolge in ihrer Hydrophobizitit, Detergenzienwirkung und
Zytotoxizitdt zunehmen [36], [75]. Die vielfdltigen Wirkungen von
Ursodeoxycholsdure kommen vermehrt zur Geltung, wenn ihre
Konzentration erhoht wird und sich dadurch das Gallensduremuster in
Richtung hydrophilerer Gallensduren verschiebt, wodurch sich die relativ
zytotoxischeren Gallensduren Chenodeoxycholsdure und Deoxycholsdure
verringern [28]. Eine wesentliche physikalische Eigenschaft der
Gallenséuren ist ihre amphiphile Struktur. Diese birgt die Gefahr, sich mit
ithrer lipophilen, apolaren Seite an Lipide der Zellmembranen anlagern zu
konnen, wéhrend ihre polare Seite die Integritit von Membranen stdren
kann (3). Andererseits liegt die Hydroxylgruppe von Ursodeoxycholsdure
im Unterschied zur sonst strukturformelgleichen Chenodeoxycholsdure am
C7—Atom nicht in o—, sondern in —Position, wodurch sie polarer und somit
weniger lipophil ist. Da Zelltoxizitit umgekehrt mit der Polaritdt der
Gallenséuren korreliert, ist Ursodeoxycholséure fiir biologische Membranen
und Cholangiozyten protektiver [28], [75].

Weitere Wirkungen wie eine fragliche LDL-Cholesterin und VLDL-
Triglyzeride senkende Wirkungen wurden diskutiert [5], [34], [115].
Moglicherweise ist die therapeutische Potenz von Ursodeoxycholsidure
gerade in der Kombination aus in der Galle cholesterinsenkenden und
antientziindlicher Wirkung begriindet, da neuste Forschung darauf hinweist,
daB die Genese von Gallensteinen auf entziindlichem Zellmilieu verbesserte
Wachstumsvorraussetzungen findet (personliche Kommunikation mit Prof.

Jiingst, demnéchst publizierte Ergebnisse).

Obwohl sich Ursodeoxycholsdure iiber 1100 Jahre als Medikament bewihrt
hat, war ihre Wirkweise bislang noch nicht ginzlich geklart.
Ursodeoxycholsdure senkt die Cholesterinsekretion der Leber und die
Cholesterinséttigung in der Gallenblase [36], [111]. Trotzdem kommt es

nach Verabreichung dieses Pharmakons nicht zu einer Akkumulation der
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1. EINFUHRUNG

hepatischen Cholesterinmenge. So war bis vor kurzem die Frage offen,
welchen EinfluB diese Gallensdure auf die Cholesterin- und
Gallensédurenbiosynthese ausiibt.

Diese Arbeit soll dazu beitragen, die kurz- und langfristige Wirkung von
Ursodeoxycholsdure auf die entscheidenden Stoffwechselwege des
Cholesterinstoffwechsels zu kldren und damit helfen, die hepatische
Cholesterinhomoostase besser zu verstehen. Anhand von Mevalonat, einem
Produkt des dafiir unabdingbar notwendigen Enzyms HMG-CoA-
Reduktase, wird die Biosynthese des Cholesterins bestimmt. Andererseits
wird 7a-Hydroxycholestenon gemesssen, das Stoffwechselprodukt der 7a.-
Hydroxylase, die die Umwandlung des Cholesterins in Gallensiduren

reguliert.

1.2. Die Cholesterinhomoostase der Leber

Cholesterin ist Hauptbestandteil aller zelluldiren und intrazelluldren
Membranen. Es dient als Vorstufe von Steroiden, Vitamin D und
Gallensduren. Auch wenn Cholesterin fiir den bestindigen Bedarf an
Membranen und als Grundgeriist der o.g. Stoffe bendtigt wird, sind
Ablagerungen in Gefdlen und Organen die Folge, falls {iber einen ldngeren
Zeitraum ein UberschuB von Cholesterin vorliegt. Um so wertvoller
erscheint, dal die Leber das einzige Organ ist, das bedeutend zu einer
Cholesterinausscheidung beitragen kann. Trotz einer Vielzahl von
Cholesterin zufiihrenden und Cholesterin verringernden Parametern halt

sich das Molekiil mit dem Janusgesicht in der Leber im Gleichgewicht.



1. EINFUHRUNG

Die Balance wird durch jeweils folgende Stoffwechselwege bestimmt. Die

Quellen, aus denen das Cholesterin der Leber gespeist wird, sind [8]:

1.

Didtetisches Cholesterin erreicht die Leber zusammen mit biliirem
Cholesterin iiber die Lymphe in Form von sog. Remnants. Die Leber
baut die cholesterinreichen Chylomikronreste ab, die aus dem Abbau der
triglyzeridreichen =~ Chylomikronen aus dem Darm stammen.
Chylomikronen werden mittels ApoE an Rezeptoren (LDL-related
protein, LRP) gebunden und endozytiert. Freie Fettsduren aus Tri- und
Diglyzerolen werden durch die Lipoproteinlipase differenziert
aufgenommen.

Die Aufnahme von Lipiden ist notwendig, da der Mensch kein Enzym
zur Resynthese von Cholesterin aus Gallensduren besitzt und daher auf
die Aufnahme von chemischen Vorstufen des Cholesterins angewiesen
ist. Die Leber ist Hauptort der LDL-Rezeptor vermittelten Aufnahme
von Low-Density-Lipoproteinen. Die rezeptorvermittelte Endozytose ist
Hauptlieferant  von  Cholesterinestern  fiir ~ den  zelluldren
Cholesterinbedarf.

Reife  High-Density-Partikel nehmen freies Cholesterin  aus
extrahepatischem Gewebe auf. HDL-Lipoproteine werden ihrerseits

hepatisch mit dem Scavenger-Rezeptor SR-BI aufgenommen.

4. Dariiberhinaus wird Cholesterin wird de-novo in der Leber synthetisiert.

Vier Cholesterinausstrome aus der Leber konnen grundsitzlich genannt

werden:

1. Die Leber synthetisiert die triglyzeridreichen Very low density
lipoproteine (VLDL). Nicht sofort bendtigte Lipide werden mit
Apolipoproteinen beladen und in Form von VLDL ins Blut
abgegeben.

2. Acetyl-CoA wird mittels Enzym ACAT zu Acylglycerol verestert
und dient als Speicherform.

3. SchlieBlich  ermdglicht das Enzym 7a-Hydroxylase den
katabolischen =~ Umbau von Cholesterin zu  Gallensduren.
Gallensduren werden nur aus Cholesterin synthetisiert. Der
enterohepatische  Kreislauf  stellt durch Rezirkulation der

Gallensduren deren Reutilisation sicher, um einen Energie- und
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1. EINFUHRUNG

Stoftverlust zu vermeiden. Die Umwandlung in Gallensiduren
ermoglicht durch eine Detergenzienwirkung eine erneute
Lipidaufnahme zu einem spéteren Zeitpunkt. Aufgrund des Fehlens
entsprechender Enzyme kann der Mensch das einmal in
Gallensdauren umgewandelte Cholesterin nur noch durch fikale
Exkretion ausscheiden.

Uberschiissiges Cholesterin wird direkt in die Galle ausgeschieden.
Dort ist eine zu hohe Sittigung an Cholesterin ursdchlich fiir

Cholesterinsteine in der Gallenblase verantwortlich.

Stoffwechselwege in der Ubersicht

Cholesterin-Homdoostase

o @ oucH
Diat. CH.
. Veresterung
LDL-CH
HDL-CH Umbau zu
Gallensauren
De-novo ] _
Synthese . Direkte Ausscheidung

Wahrscheinlich Weg 4 nicht direkt
zur Gallenséiure-Synthese

Enterohepatischer Kreislauf

Hepatozyten

modifiziert nach:
Kubitz Falk workshop Diisseldorf 27.11.2004, Angelin EIAC 1995; 25, 216 [8], [44].
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1.3. Die Cholesterinbiosynthese nach der Einnahme von

Ursodeoxycholsaure

Welchen Einflu8 hat die Verabreichung von Ursodeoxycholsidure auf die
Entstehung von Cholesterin?

Ursodeoxycholsdure beeinflut laut Angelin die Cholesterinbiosynthese
nicht [5], [6], [7]. Andere in der Literatur verdffentlichte Studien kamen,
meist an Gallensteinpatienten, allerdings mittels verschiedener Methoden
und bei unterschiedlich langer Einnahmedauer zu unterschiedlichen
Resultaten. Einwochige Zufiihrung von 15 mg Ursodeoxycholsdure/ kg
Korpergewicht erhohte die Cholesterinbiosynthese [15], eine dreiwdchige
Ursodeoxycholsdure-Behandlung steigerte die HMG-CoA-Reduktase um
bis zu 50 % [22]. Wurde die Cholesterinbiosynthese jedoch bei gleicher
Dosierung iiber vier Wochen untersucht, beobachtete man anders als bei
Einnahme von Chenodeoxycholsdure keinen signifikanten Effekt von
Ursodeoxycholsdure auf die HMG-CoA-Reduktase [6], [37]. Ferner hatte
Ursodeoxycholsdure ebenfalls keine signifikant verdndernde Wirkung auf
den HDL-Cholesterinspiegel oder Gesamtcholesterin im Serum [7];
Verhiltnisse von HDL zu LDL-Cholesterin blieben nach Verabreichung von

Ursodeoxycholsdure unverindert [5].
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Autor Verabreichung Probanden Methodik Cholesterinbiosynthese
Angelin | 7,5 mg/ kg Gallensteinpatienten | Biopsie unverdndert
[5] Ursodeoxycholsdure | Hypertriglyzeriddmie
4-6 Wochen Gesunde
Angelin | 15 mg/ kg Gallensteinpatienten | Biopsie unverdndert
[6] Ursodeoxycholsédure
4 Wochen
Carulli 15 mg/ kg Gallensteinpatienten | Radioaktiv Steigerung
[15] Ursodeoxycholsdure Essay +100 %
1 Woche Goldfarb/ Pitot
Einarsson | 15 mg/ kg Gallensteinpatienten | Mikrosomal in | Steigerung +50 %
[22] Ursodeoxycholsédure Leberbiopsien
3 Wochen
Einarsson | 15 mg/ kg Gallensteinpatienten | Radiochemisch | Kein sign. Effekt
[8], [22] | Ursodeoxycholsdure
4 Woche
Maton 4,5-7,2 mg/ kg Gallensteinpatienten | Enzymatisch Absinken
[62] Ursodeoxycholsédure in -40 %
1-6 Monate Leberbiopsien
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1.4. Gallensaurenbiosynthese nach der Verabreichung von

Ursodeoxycholsaure

Welche Auswirkungen eine Verdnderung des Gallensdurepools durch

Verabreichung von Ursodeoxycholsdure auf die Gallensdurenbiosynthese

hatte, war laut Datenlage nicht eindeutig:

Autor Verabreichung | Probanden Gallensaurenbiosynthese
Angelin | 7,5 mg/ kg 11 Hypertriglyzeriddmie | Anstieg +39 % Cholsdure
[7] Absinken -13 % CDCA
Angelin | 15 mg/ kg 11 Hypertriglyzeridamie Anstieg +76 % Cholsdure
[7] bzw. +8 % CDCA
Axelson | 15 mg/ kg 6 Gallensteinpatienten Unverdndert

[10] 3-4 Wochen

Beuers 13-15 mg/ kg 4 Gesunde Unverédnderte Syntheserate
[12]

Beuers 13-15 mg/ kg 3 Patienten mit PBC Unverédnderte Syntheserate
[12] 2 Patienten mit PSC

Frenkiel | 10 mg/ kg 26 Gallensteinpatienten Sinken um -49 %

[25]

Mazzella | 10 mg/ kg Hypercholesterindmie Absinken um -36 %

[64]

Mazzella | 10 mg/ kg 9 Patienten Anstieg +11- 22 %

[65] mit PBC

Nilsell 15 mg/ kg 12 Gesunde Anstieg um +43- 73 %
[70] je nach Dauer UDCA-Gabe
Okamoto | 600 mg/ Tag 10 Gallensteinpatienten Kein sign. Effekt

[72]

Roda 12 mg/ kg 7 Gallensteinpatienten Sinken um -36 %

[82]

Rudolph | 11 mg/ kg 6 Patienten mit PBC Anstieg um +30 CDCA
[84] bis + 68 % Cholsdure

Rust 12-15mg/ kg 4 Gesunde Anstieg nach 4-6 Tagen
[88]



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Okamoto+S%22%5BAuthor%5D

2.FRAGESTELLUNG

Diese Studie untersuchte die metabolischen Folgen der Einnahme von
Ursodeoxycholsdure auf den Cholesterinstoffwechsel und
Gallensdurestoffwechsel. Laut bestehenden Studien reduziert die
Verabreichung von Ursodeoxycholsdure die hepatische Sekretion von
Cholesterin in die Galle. Der Cholesteringehalt der Galle sinkt nachweislich.
Trotz geringerer Ausscheidung bleibt der Lebercholesterinspiegel nach der
Verabreichung von Ursodeoxycholsdure gleich [111]. Wir gingen auf Grund
der Literatur davon aus, dafl nur drei Moglichkeiten in Frage kamen, das
Cholesteringleichgewicht zu beeinflussen: Verénderung der
Cholesterinbiosynthese, des Lipidstoffwechsels oder der
Gallensédurenbiosynthese. Anhand von Stoffwechselprodukten wurden
indirekt die zwei unabdingbar notwendigen Enzyme, sog. Schliisselenzyme,
bestimmt: Die HMG-CoA-Reduktase reguliert die de-novo Synthese von
Cholesterin. Die 7a-Hydroxylase regelt den Cholesterinabbau zu
Gallenséuren.

Wenn sich nach der Einnahme von Ursodeoxycholsdure die
Cholesterinausfuhr in die Galle reduziert und die Cholesterinsittigung in der
Gallenblase sinkt, aber die Cholesterinkonzentration gleichzeitig in der
Leber nicht steigt, sollte das hepatische Cholesterin aufgrund folgender
Thesen nicht zunehmen [5], [111]:



2.FRAGESTELLUNG

These 1:
Ursodeoxycholsdure beeinfluflt die Cholesterinbiosynthese nicht.

Die Cholesterinbiosynthese bleibt gleich.

These 2:
Ursodeoxycholsdure steigert die Gallensdurenbiosynthese.
Cholesterin wird vermehrt in Gallensduren umgewandelt, so da3 dadurch

einem Cholesteriniiberschuf3 in der Leber entgegengewirkt wird.

Fiir die Steuerung der Gallensdurenbiosynthese ist die Beschaffenheit des
Gallensédurepools bedeutsam. Der vorhandene Gallensdurepool hat
Riickwirkungen auf das Schliisselenzym der Gallensdurenbiosynthese, die

7a-Hydroxylase [21], [60], [117].

These 3:

Wihrend der Verbreichung von Ursodeoxycholsdure wird der absolute und
relative Gehalt dieser Gallensdure im Serum zunehmen und damit ihre
charakteristischen Eigenschaften im Verhiltnis mehr zur Geltung kommen

als dies im nativen Zustand der Fall ist.
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3.METHODEN

3.1. Studienprotokoll

Acht gesunde Freiwillige, drei Frauen und fiinf Ménner im Alter von 24-44
Jahren (Median 31 Jahre), nahmen an der Studie teil. Sie waren iiber
Risiken und Nebenwirkungen aufgekldrt und gaben ihr schriftliches
Einverstindnis, die zur Gallensteinauflosung gewdhnliche und bereits in
vorausgegangenen Studien verwendete gewichtsadaptierte Dosis von 2—4
Kapseln pro Tag, d.h. 8-14 mg/ kg iiber 40 Tage hinweg einzunehmen.
Jederzeit bestand die Moglichkeit der telefonischen Riicksprache oder eines
Studienausstieges ohne Angabe von Griinden. Keine der Probandinnen war
zum Zeitpunkt der Studie schwanger. Weitere Medikamente wurden nicht
eingenommen. Es wurde Niichternserum und Urin gesammelt: Uber Nacht
sammelten die Probanden Urin fiir 12 Stunden von 19.00 bis 7.00 Uhr in ein
von der Klinik gestelltes, wenig lichtdurchldssiges Spezialgefdl3. Die letzte
Blasenentleerung fand vor Beginn der zwolfstiindigen Sammelzeit um 19.00
Uhr statt. Es wurden zwei Vorwerte pro Proband unmittelbar vor Einnahme
ermittelt. An den Tagen Tag -1 und Tag 0, sowie den Tagen 1, 3, 5, 10, 20,
30 und 40 nach der ersten Einnahme des Préparates wurde in niichternem
Zustand 30 ml Blut entnommen. Auerdem stellten die Probanden weitere
Proben an den Tagen 42, 47 und 54 sowie drei zusitzliche Vergleichswerte
drei Monate nach der letzten Einnahme von Ursodeoxycholsdure zur
Verfiigung. Am Ende der Studie wurde den Teilnehmern ein Studienentgelt
iiberwiesen. Die Studienleitung oblag Herrn Prof. Dr. med. Jiingst und PD
Dr. Fischer. Im Anhang ist der Aufkldrungsbogen zur Studie beigefiigt.
Zwischzeitlich wurde die Arbeit publiziert [94].
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3.2. Probanden

Im Uberblick stellte sich das Probandenkollektiv wie folgt dar:

Proband |Alter (J.) |Geschlecht |Gewicht (kg) |BMI (kg/ m?)
1 31 M 78 21,38
2 31 M 85 23,46
3 27 M 81 24,47
4 36 W 95 30,67
5 27 M 74 22,09
6 26 M 76 22,94
7 44 W 64 25,64
8 24 W 54 22,77

3.3. Studienpréaparat

Als Studienprédparat wurde das handelsiibliche ,, Ursofalk *“ der Firma Dr.
FALK Pharma, Freiburg, in der gewichtsadaptierten empfohlenen
Dosierung von drei Kapseln a 250 mg Ursodeoxycholsdure verwendet. Es
handelt sich um ca. 1 ocm lange, rot-braune Kapseln. Die
Originalverpackung wurde jedem Probanden vom Klinikbestand
ausgehindigt. Das Medikament wurde in der Klinik seit vielen Jahren
verwendet und war in seinem moglichen Nebenwirkungsspektrum bekannt.
Zugelassene Indikationen des Medikamentes waren die Auflosung von
rontgennegativen Cholesterin-Gallensteinen (<15 mm) bei funktionsfahiger
Gallenblase, Gallenrefluxgastritis, Rezidivprophylaxe von
Cholesterinsteinen ~ nach  erfolgter =~ Lysetherapie,  cholestatische
Lebererkrankungen, insbesondere die primér bilidre Zirrhose, solange keine
dekompensierte Zirrhose vorlag (2), (3). Langzeituntersuchungen an Maus
und Ratte hatten keine Hinweise auf ein tumorerzeugendes Potential von
Ursodeoxycholsdure ergeben (3). Das erste Trimenon der Schwangerschaft
sowie die Stillzeit galt als Gegenanzeige. Zwar bestanden tierexperimentelle
Hinweise auf fruchtschiadigende Wirkungen in der frithen Trachtigkeit, doch
entsprach die potentiell schiddigende Dosis von 2000 mg/ kg Korpergewicht

etwa 560 Kapseln pro Tag (2). Weitere Kontraindikationen waren der

-13 -
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VerschluB der Gallenwege, eine rontgenologisch nicht darstellbare
Gallenblase, kalzifizierte Gallensteine, eine gestorte Kontraktionsfahigkeit
der Gallenblase sowie héufige Gallencholiken. Nebenwirkungen waren
insgesamt als selten beschrieben worden, gelegentlich wurde das Auftreten
von breiigen Stiihlen beobachtet [93]. In Einzelfillen kommt es laut
Herstellerangaben zum Anstieg der Leberenzyme. Wechselwirkungen mit
Medikamenten, die das Pharmakon binden und damit seine Resorption und
Wirksamkeit einschrinken, sind moglich [87]. Abhédngig vom
Korpergewicht wurde zur Auflosung von Cholesterin-Gallensteinen und bei
der primér bilidren Zirrhose eine Dosierung zwischen 2 und 6 Kapseln a 250
mg Ursodeoxycholsdure entsprechend etwa 10 bis 15 mg/ kg Korpergewicht
empfohlen. Nach oraler Einnahme zirkuliert Ursodeoxycholsdure im
enterohepatischen Kreislauf [36].

Wichtige chemische Daten der Ursodeoxycholsdure sind nachfolgend

zusammengefalit [67]:

Chemischer Name: 3q, 7B3-Dihydroxy-5B-cholan-24-Séiure

Summenformel: C24 Hao O4

Rel. Formelmasse: 392,58 u

Beschreibung: weiles, geruchloses, kristallines Pulver mit
bitterem Geschmack.

Loslichkeit: gut 16slich in Ethanol und Eisessig,

sehr gering in Wasser.
Mizellenbildung ca. bei pH 8
Pharmakokinetik:  Absorptionsrate: 60-80 %,
First Pass Clearance: bis 60 %,
Halbwertszeit: 3,5-5,8 Tage,
AUC 30,5 mmol/ 1, Cpax ca 800 ng/ ml, tyax ca 2 h
[67]
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3.4. Verwendete Chemikalien und Apparaturen

Reagenzien

Fiar die Kreatininbestimmung
Methode nach Jaffé, Hofmann La Roche Diagnostik

Fur die Mevalonatbestimmung
Ethylacetat, Reinheit 99,5 % , Merck Darmstadt

Natronlauge p.a., Merck Darmstadt

Aceton p.a., Merck Darmstadt

Dimethylformamid p.a. , Reinheit 99,5 % , Merck Darmstadt

Isooctan p.a., Reinheit 99,5 %, Merck Darmstadt

Imidazol, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 63103

Tragergas Helium, Linde Gas, Miinchen

MBDSTFA (N-Methyl-N- tert-Butyldimethylsilyl-trifluor-acetamid),
Fluka Chemie, Neu-Ulm

Fur die Cholestenonbestimmung
Aqua ad injectabilia, Braun Melsungen

Aqua bidest.

Aqua fiir Chromatographie, LiChrosolv, Merck Darmstadt

NaCl 0,9 %

MeOH/ ChCl; 1:1 (vol/ vol)

MeOH/ H,O 65:35 (vol/ vol)

Hexan / CHCI; 1:1 (vol/ vol)

Hexan / Cl; 75:25 (vol/ vol)

Methanol bzw. Choloroform, Reinheit 99,8 % bzw. 99,0-99.4 %, Merck

Darmstadt

n-Hexan bzw. Chloroform, Reinheit 98 % bzw. 99,0-99.4 %, Merck

Darmstadt

Acetonitril, Ultra Gradient HPLC Grade, J.T. Baker, Reinheit 99,8 %/
0,01 H,0O, USA

7o-Hydroxy-4-Cholesten-3-on (Standard)
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Bulk Packing Material , Dimethylacetadecylsilyl, bonded silica gel,
Preparative C18 125 A, Lot No. 211, Waters Corp. Milford, MA /
Wicom GmBH, Heppenheim

Fur die Gallensaurenbestimmung im Serum
2,5 ug Hyodeoxycholséure, z.B. Flourochemie LTd., Wesley, USA

bzw. liber Science lab.com

Stammlosung Interner Standard= 5 mg/ 1 ml CH3;OH; Verdiinnung
1:1000 herstellen

0,1 n NaOH 4 g NaOH/ 1000ml H,O bidest.

0,1 n NaOH 4g NaOH/ 1000ml H,O bidest.

0,01n HC1 0,83ml konz. HC1/ 1000 ml H,O bidest.

1 n HCl/ CH;0H 4 g NaOH/ 100 ml CH;OH, filtrieren!

0,2 n Essigséure 1,14 ml konz. Essigsdure/ 100 ml H,O bidest
0,2 mol/ 1 EDTA-Lsg. 744 mg EDTA/ 10 ml H,O bidest.

(MeBkolben) Losen im Ultraschall.
0,2 mol/ 1 Mercaptoethanol 140ul EDTA/ 10ml H,O bidest.

0,1 n Na-Acetat-Puffer 0,82 g Na-Acetat + 75ul konz. Essigsdure/
100ml H,O bidest. (MeBkolben), der Puffer

soll py 5,6 haben.
Dimethylether, z. A., Merck, Darmstadt

Methanol-Dimethoxypropan-Gemisch (Mischungsverhiltnis 1:1,

vol/vol), beides Merck, Darmstadt

EDTA- Lsg. und Mercaptoethanollsg., z.A. Merck, Darmstadt, frisch
ansetzen.

TMS-Reagenz: 3 Teile Pyridin
2 Teile Hexamethyldisilazan

1 Teil Chlortrimethylsilan

Fur die Cholesterinbestimmung
Reagenz CHOD-PAP, Boehringer Mannheim
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Geréatschaften

Fur die Mevalonatbestimmung
Massenspektrometer, Elektronsto3 (EI), Finnigan,

jetzt Thermofinnigan, Egelsbach
Gaschromatograph, Carlo Erba Chroma, HRGL, Milano, Italien
Fused silica capillar Sdule, 25 Meter, Innendurchmesser von 0,32 mm,

Varian Darmstadt

Fur die Kreatininbestimmung
Hitachi 917

Fur die Cholestenonbestimmung
UV-VIS Detektor Shimadzu SPD-10A, Kyoto, Japan

Liquid Chromatograph Shimadzu LC-6A, Kyoto, Japan

Integrator Chromatopac Shimadzu C-R5A, Kyoto, Japan

Kapillarsdule HiBar prepacked column RT-250-4, RR-18, Si 100,
5 um, Merck, Darmstadt

Zentrifuge Rotina 35, Hettich, Tuttlingen, Drehzahl 15 000 U/ min

Vac- Elut, Analytichem International

Lauda M12 Wasserbad, 97912 Lauda-Konigshofen

Abdampfvorrichtung, Thermomix 1480, Braun Melsungen

Bosch bzw. Liebherr, Gefrierschranke, Temp. —20°C

Dispensette Brand, Wertheim

Hamilton, Bonadac, Schweiz

Eppendorf Pipetten, Eppendorf Hamburg

Schliffstopfenglidser mit und ohne Konus

Falcon Urinprobengldschen von Falcon, USA

Parafilm M, American National Can™ , Chicago, IL 60631

Fur die Gallensaurenbestimmung im Serum

Gaschromatograph, Carlo Erba, Milano, Italien

Cyanopropy! Siloxan Kapillarsaule GLC (CP-Sil-19 CB, 25 m,
Innendurchmesser=0,32 mm, AD=0,45 mm

Firma Chrompack, Middleburg, Holland
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Fur Cholesterinfragmente

Pharmacia, Firma LKB, Redi Frac, Bromma/ Stockholm, Schweden
Pharmacia, Firma LKB Pumpe P1, Bromma/ Stockholm, Schweden
Epos Analyser 5060, Firma Eppendorf, Hamburg

Beckman Rotor Ti 50, d 1.006 g/ ml, Fullerton, California, USA

Fur die Bestimmung der Apo-Lipoproteine
Nephelometer 100, Firma Behring, Schwalbach

Anti-Apo A-I und Anti-Apo B, Behring, Marburg

3.5. Analytische Methoden

Die Cholesterinbiosynthese wurde anhand von Mevalonat im Urin (ug/ g
Kreatinin) bestimmt, 7a-Hydroxy-4-cholesten-3-on im Serum (70-HC, ng/
ml) war MeBparameter fiir die Gallensdurenbiosynthese [10], [55], [92].
Weiterhin wurden Cholesterinwerte fiir Gesamtcholesterin-, LDL-, HDL-,
VLDL-Cholesterin und APO B im Serum bestimmt. Um das Mevalonat auf
Kreatinin (ng/ g Kreatinin) beziehen zu kénnen, wurde das Volumen des
Urins und dessen Kreatiningehalt gemessen und ein Aliquot eingefroren.
Die Spiegel der Gallensduren im Serum wurden mit Hilfe der kombinierten
Massenspektrometrie und Gaschromatographie bestimmt und damit die
Kompliance der Medikamenteneinnahme an den Tagen 0, 10, (bei einem

Patienten Tag 30) und Tag 40 verifiziert.

-18 -



3.METHODEN

3.5.1. Bestimmung der Cholesterinbiosynthese

Die Cholesterinbiosynthese wurde anhand von Mevalonsdure im Urin
mittels Isotopenverdiinnungsmethode bestimmt.

Die Geschwindigkeit der Cholesterinbiosynthese wird durch das Enzym
HMG-CoA-Reduktase festgelegt, welches mit der Konzentration seines
Stoffwechselproduktes Mevalonsdure korreliert [92]. Lindenthal und von
Bergmann  stellten eine hochsignifikante  Korrelation zwischen
Cholesterinbiosynthese und der Messsung des Mevalonats im 24-Stunden-
Urin fest [54], [55]. Diese Methode war der Serummessung an Einfachheit
und Genauigkeit liberlegen. Da jedoch die Serumspiegel einem circadianen
Rhythmus unterliegen und die téglichen Urinmengen schwanken, erschien
es besser, den Urinspiegel von Mevalonat auf die Kreatininkonzentration zu
beziehen, womit die Cholesterinbiosynthese gut quantifiziert werden kann
[54], [77]. Im Folgenden wird die Messung von Mevalonat im Urin nach der

Methode von Lindenthal beschrieben:

Vorbereitungen fir die Analyse mit kombinierter Gaschromatographie und
Massenspektrometrie
Mit Hilfe von massenspektrometrischen Verfahren wurde Mevalonat im

Urin gemessen, dem zuvor Mevalonat-D7 als Interner Standard zugegeben
wurde [55].

Das Wasser wurde azeotrop verdampft und Mevalonat in das Tri-tert-butyl-
dimethylsilyl-Derivat mit einem hohen Molekulargewicht (M) von M+490u
umgewandelt. Diese Methode wurde in unserem Labor iiberarbeitet und
mittels Wiederfindungsversuchen etabliert. Die Nachweisgrenze der
massenspektrometrischen Fragmente mit m/ z-Werten 317/ 324 (M£173u)
und m/ z 433/ 440 (M%57u) (DO und D7) des Mevalonat-tri-TBDMS-
Derivates im Multiple-lon-Detection-Verfahren betrug etwa 100 pg mit

einem Signal/ Rausch-Verhéltnis von 10/ 1.

MVA-DO-tri-TBDMS: M+490u Fragmente: m/ z 317 und 433
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Als Interner Standard diente 10 ng MVA-D7/ ul, der in 10 ul einer
ethanolischen Losung in ein Schliffstopfenglas gegeben wurde. Dazu
wurden 400 pl Urin (pH 3,5) und 8 ml Ethylacetat/ Aceton (2:1, vol/ vol)
30 Sekunden lang gevortext. Bei 50°C im Wasserbad wurde auf 500-800 pl
abgeblasen. Zusammen mit 1 ml Aceton wurde der Inhalt in ein neues Glas
von 5 ml Volumen iibergefiihrt. Unter Stickstoff wurde im Wasserbad bei
50°C bis zur Trockne eingedampft und Interner Standard hinzugesetzt. 50 ul
Natronlauge wurden hinzugefiigt, 30 Sekunden lang gevortext und diese
Losung 10 Min. bei Raumtemperatur belassen, so dal Mevalonolacton zu
Mevalonsdure reagierte. Ferner wurden 4 ml Ethylacetat/ Aceton (2:1,
vol/vol) hinzugefiigt. Im Wasserbad bei 50°C wurde unter einem
Stickstoffzustrom zur Trockne eingedampft. AnschlieBend kamen zwei
Reagenzien hinzu, bevor die Losung tliber vier Stunden im Wasserbad bei
50°C belassen wurde. 40 ul Dimethylformamid und Imidazol wurden im
Verhiltnis 1:0,001 gemischt, wobei Imidazol als Katalysator fungierte. 40
ul Silylierungsmittel N-Methyl-N-tert-Butyldimethylsilyl-trifluor-acetamid
(MBDSTFA) wurde hinzugegeben, dann 30 Sekunden lang gevortext. Nach
der mindestens vierstlindigen Trockenphase erfolgte die Zupipettierung von
200 pl Dimethylformamid und 1000-1500 pl Isooctan. Die Schritte vor
Trocknung unter Stickstoff bei Raumtemperatur waren: Einminiitiges
Vortexen, 10 Minuten Zentrifugation bei 3000 rpm und das Abpipettieren
der oberen Phase Isooctan. Schlie8lich wurde der Inhalt der Gldschens in
50 ul Isooctan aufgenommen. Damit stand das Derivat der Mevalonsédure
fiir die kombinierte Gaschromatographie und Massenspektrometrie-Analyse

bereit.

Das Derivat Tris-t-Butyldimethylsilyl (tri-TBDMS) hatte nun nach
Abspaltung des Molekulargewichtes von 57 der C4Ho—Gruppe bzw. des
Molekulargewichtes von 173 folgende Eigenschaften erlangt:

MVA-D7-tri-TBDMS: M+497u Fragmente: m/ z 324 und 440
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Gaschromatographie-Bedingungen
Nach Extraktion, Reinigung und Derivatisierung mit dem Silylierungsmittel

Methyl-tert-Butyl-Dimethylsily-Triflouracetamid wurde die Konzentration
von Mevalonat mit einem Finnigan 4000 Quadrupole Massenspektrometer
im Single-lon-Modus chromatographisch gemessen. Als Sdule wurde eine
DB-1701-Séule (Methyl-Phenyl-Siliconphase) der Lange 30 Meter von
Chrompack verwendet. Die Probe wurde bei 140°C on-column-injiziert und
sofort mit 4°C/ min auf 270°C aufgeheizt, daraufhin 25 Minuten bei 270°C
belassen. Der Vordruck des Heliums war 0,62 kp. Die Retentionszeit des

Derivates lag bei etwa 15 Minuten.

Datensystem- Bedingungen

Das Datensystem startete nach 13,5 Minuten.

Massenspektrometrie- Bedingungen
Folgende Linsen wurden zur Fokussierung in der lonenquelle verwendet

und zur Replizierbarkeit manuell eingestellt: Linse 1: 105, Linse 2: 316,
Linse 3: 255, Linse 4: 1446, Linse 5: 284. Der Quad offset lag bei
Datensystem-Stellung 6,5-6,9.

Kreatinin im Urin

Kreatinin im 12h—Urin wurde gemél Laborstandardmethoden nach Jaffé
mit dem Hitachi 917 sowie mittels der entsprechenden Roche

Standarddiagnostik gemessen und diente als Bezugsgrofe.
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3.5.2. Bestimmung der Gallensdurenbiosynthese

7a-Hydroxycholestenon als Marker der Gallensduresynthese
Die hepatische Gallensduresynthese wurde mittels

Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) und UV- Detektion von 7a.-
Hydroxy-4-cholesten-3-on (70-HC) im Serum gemessen. Diese Methode
wurde von Axelson 1988 publiziert, von Sauter 1996 modifiziert und in
unserem Labor etabliert [92]. 7a-HC wurde aus dem Serum extrahiert und
mittels Reversed Phase Silica-Gel bei 64°C gereinigt. Nach weiterer

Reinigung erfolgte die HPLC mit nachfolgender UV-Detektion bei 241 nm.

Messung der Serumgallensauren

Die Isolierung und gaschromatographische Quantifizierung der
Serumgallensduren wurde von Setchell und Worthington 1982 entwickelt.
Seit tiber 20 Jahren wird sie in unserem Labor durchgefiihrt. 7o0—Hydroxy—
4—cholesten—3—on wurde als Marker der Gallensdurenbiosynthese nach der
Methode von Axelson und Sauter gemessen [10], [92]. Die Einnahme von
Ursodeoxycholsdure wurde mittels der kombinierten Gas- und
Massenspektrometrie im Serum verifiziert. Der Versuchsaufbau ist in den

folgenden Photos wiedergegeben:

li. oben: Vac-Elut. li. unten: HPLC. re. Unten: Massenspektrometrie
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Bereitstellung fur die Cholestenon- Aufarbeitung
Zur Vorbereitung wurde jede Sdule mit je einer Fritte bestiickt, worauf sie je

mit 0,34 g Octadecylsilan-Silica gefiillt wurden. Die Rohrchen wurden in
die Plexiglashalterung eingesetzt und mit dem Deckel fixiert. Die
angefeuchteten Gummischlduche wurden mit den Reservoiren und der
Wasserspiilung verbunden. Dadurch konnte das Stoffgemisch in einem
getrennten Kreislauf geheizt oder gekiihlt werden. Ein Becherglas 500 ml
und folgende Losungen sollten zur Hand stehen: MeOH, MeOH/ CHCl; 1:1
(vol/ vol), MeOH/ H,O 65:35 (vol/ vol), Hexan/ CHCl; 75:25 (vol/ vol). Zur
Abfiillung der Volumina wurde ein Dispenser verwendet. Als
Abblasrohrchen wurden fiinf spitzkonische Zentrifugenrohrchen beiseite
gelegt, fiir den Reinigungsvorgang 10 Schliffstopfengldschen a 15 ml. Nun
erfolgte das Auftauen der Proben (Serum). Wihrend dieser Zeit wurde
bereits die Warmepumpe des Wasserbades und Aqua bidest. in einem 500

ml Glas auf 64°C erhitzt.

Durchfuhrung
Die Proben (1,5 ml) wurden mit 2 Volumina 0,9 % NaCl in

Schliffstopfengldsern verdiinnt. Unmittelbar vor Gebrauch wurde der Innere
Standard  7P—Hydroxy-4-Cholesten-3-on-Losung=50 ng aus dem
Gefrierschrank geholt und 100 pul davon zu den Proben dazupipettiert. Im
Anschlufl wurde gevortext und das Gemisch
20 min. im Ultraschallbad beschallt. Die Erwarmung der Proben erfolgte bei
64°C im Wasserbad. Unter leichtem Unterdruck im VacElut (max. 5
mmHg) wurde das Waschen der Séulen vorbereitet. Dabei durften die
Sdulen bis zum letzten Waschschritt nie trocken laufen. Nacheinander
wurden die folgenden Chemikalien zum Waschen in jedes Glasrohrchen
eingefiillt: Der Waschvorgang begann mit 5 ml MeOH, anschlieBend 5 ml
MeOH/ CHCI; (1:1, vol/ vol), dann mit 5 ml MeOH und zuletzt mit 5 ml
H,O (64°C). Damit die Sédulen nicht trockenliefen, sollte immer etwas
Uberstand verbleiben. Dieser Vorgang sollte auBerdem unter einem

Vakuum von 2 mmHg stattfinden. Nach dem SchlieBen der Ventile am
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VacElut wurden die Ventile am Wasserbad zuerst am Riickflul}, danach am
ZufluBl des Wasserbades und zuletzt am VacElut geéftnet. Mit 5 ml H,O bei
64°C wurde derweil weiter gewaschen. Nach Abstellen des Vakuums
konnten die Proben zugegeben werden. Ohne Vakuum bewegten sich diese
bei einer FlieBgeschwindigkeit von ca. 1 ml/ Min iiber die Sdulen. Um die
an den Winden haftende Restmenge nicht zu verlieren, wurden die
Probengléschen mit je 5 ml H>O nachgewaschen und erneut ohne Vakuum
auf die Saule gegeben. Die Sdulen wurden anschlieBend mit weiteren 10 ml
H,O bei 64°C gewaschen. Nach Abstellen des Wasserdurchflusses und
Offnung des Ventils am AusguB wurden die Sdulen mit Aqua dest. ca. 5
Minuten gekiihlt. Nach vollstindiger Abkiihlung auf Raumtemperatur
wurden sie mit jeweils 10 ml MeOH/ H,O (65:35, vol/vol) gespiilt. Bei
geoffnetem Wasserdurchlauf sollten die Sdulen nun das erste Mal
trockenlaufen. Anschlieend wurde 5 Minuten Luft bei einem Unterdruck
von 5 mmHg angesaugt. Die Sdulen wurden mit dem Deckel nach oben
geschoben und die Schliffstopfenglédser eingestellt. Die Deckel wurden gut
an Ober- und Unterseite getrocknet. Die Reinigung wurde mit 8 ml Hexan/

CHCl5 (75:25, vol/vol) unter Vakuum von 2,5 mmHg beendet.

Zur Elution wurde das Eluat in Zentrifugengliser pipettiert. Die
Schliffstopfengldser wurden mit 2 ml Hexan/ ChCl; nachgewaschen und in
Zentrifugengliaser umgefillt. Unter Stickstoff wurde dieser im Wasserbad
bei 64°C unter dem Abzug abgedampft. Die Rohrchen wurden mit Parafilm
verschlossen und fiir die HPLC-Messung bei

-20°C eingefroren.
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Analyse von Proben mit Hilfe der HPLC
Fiir die eigentliche Analyse wurden die Proben aufgetaut und der geldste

Rohrcheninhalt in 45 pl CH30H in eine Hamiltonspritze aufgenommen und
der gesamten Konus des Gldschens sehr gut ausgespiilt, nachdem sie
gevortext wurden. Erneut wurden die restlichen Bestandteile vom Rand
abgesplilt. Von dem aufgenommenen Eluat wurden 20 ul auf die High
Performance Liquid Chromatographie-Séule injiziert. Hierbei wurde eine
250 x 4,5 mm Siule von LiChrospher (Hibar, Si 100, 5 um, Merck,
Darmstadt), die an einen UV-Detektor von Shimadzu angeschlossen war,
verwendet. Bei einer Wellenldnge von 254 nm und einer Flurate von 1 ml/
min der mobilen Phase, einem Hexan: Isopropanolgemisches von 95: 5 (vol/
vol), wurde das Verhiltnis des Cholestenons zu einem Internen Standard
ermittelt. Der Referenzbereich fiir Cholestenon lag dabei bei 6 pug/ ml bis 49
ug/ ml.

il

[er]
[3¥]

" SR

HPLC-Analyse von 7a-HC im Serum
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3.5.3. Absoluter und relativer Serumgehalt an Gallensauren

Die einzelnen Gallensduren im Serum wurden an den Tagen 0, 10 und 40 in
threm absoluten und relativen Serumgehalt bestimmt. Die verschiedenen
Gallenséduren analysierten wir mit der kapillaren Gaschromatographie. Die
Aufarbeitung der Gallensiduren erfolgte analog Methoden, mit denen
Beuers, Sauter sowie Miiller in unserem Labor grof3e Erfahrung haben (5),
[12], [92], [93]. 1 ml Patientenpoolmenge und 0,5 ml Serum wurden
zusammengefiihrt, da die enthaltenen Gallensduren von der Poolmenge
bekannt waren und somit als Kontrolle dienen konnten. Zu den 1,5 ml
wurden 50 pg Stammlosung (5 mg/ 1 ml CH3;0H; Verdiinnung 1:100) des
Internen  Standards  hinzugegeben, die entsprechend 2,5 pug
Hyodeoxycholsdure (5B8-Cholan-Siure-3a-,6B —Diol) als Internen Standard
enthielt. Durch starkes Alkalisieren mit 8 ml 0,1 n NaOH und Erhitzen auf
64°C wurde die fiir die Analyse storende Proteinbindung der Gallensduren
aufgespalten. Proteine wurden nicht an die C;s-Bond Elutsdulen gebunden.
Sodann wurden die 1 ml Bond-Elut-Sdulen mit den Bond-Elut-Reservoirs
mittels Vac-Elut mit 5 ml Methanol, 5 ml bidest. H;O und 2 ml 0,1 n NaOH
in einem ersten Schritt gewaschen. Ein weiterer Waschvorgang wurde mit
0,1 n NaOH und 5 ml H,O wiederholt. Die Eluierung erfolgte mit 6 ml
CH;OH/ H,O (750 ml/ 250 ml). Mit 2-3 Tropfen 1 n HCI wurde das Eluat
auf pH 3,5 gebracht. AnschlieBend wurde mit 6 ml Hexan 30 sec lang
gevortext, die Hexanphasen abgehoben und unter N, im Wasserbad bei
64°C zur Trockne eingedampft. Im Serum liegen die Gallenséuren zu einem
bedeutenden Teil als Sulfatester vor. Die Solvolyse in wasserfreiem saurem
Milieu spaltete  Sulfatgruppen ab. R-OSOs; reagierte so zu
R-OH. Dazu mufite 1 ml HCI/ CH30H und 9 ml Aceton aufgenommen
werden. Dies wurde gevortext, 1 min im Ultraschallbad und dann 3 h im
Wasserbad bei 37°C stehengelassen. Die Neutralisierung erfolgte mit 1 ml
NaOH/ MeOH. NaSO, bildete einen weillen Niederschlag. Bei 64°C
dampfte das Gemisch unter N, ab.

Die enzymatische Hydrolyse wurde mit der Cholylglyzinhydrolase
durchgefiihrt, die bei pH von 5,6 bei 37°C seine optimale Aktivitét zeigte.
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So konnten die Glyzin- und Taurinkonjugatgruppe abgespalten werden.
Nicht-sulfatierte Hydroxygallensduren wurden innerhalb kurzer Zeit
dekonjugiert, Oxogallensduren erforderten dagegen mehrere Stunden.
Hierzu wurde der Riickstand aus dem Schliffgldschen in 4 ml H,O bidest
aufgenommen, ein pH von 5,8-6,0 mit 0,2 n Essigsdure eingestellt und 400
ul Na-Acetatpufferlosung (pH 5,6) zugegeben. Es wurde zunédchst gevortext
sowie im Ultraschallbad durchmischt. Je 100 ul 0,2 n EDTA-L6sung und
0,2 n Mercaptoethanollosung wurden frisch angesetzt und anschlieend
eingemischt. SchlieBlich wurde 20 ul Enzymldsung entsprechend 20 units
Cholylglyzinhydrolase mit 1,5 ml H,O bidest dazugegeben. Die mit
Schliffstopfen versehenen Gldschen sollten liber Nacht bei 37°C im
Wasserbad stehengelassen werden. Am néchsten Tag kiihlten diese ab und
wurden mit 2 Tropfen 1 n HCI beginnend auf pH 3,5 eingestellt. Die leeren
Bond-Elut-Saulen wurden mittels Glasstab mit 2 Filterplattchen beschickt.
Die Sdulen wurden mit methanolischer Suspension von Lipidex 1000
geflillt. Lipidex wurde absitzen gelassen. Sodann wurden die Sdulen mit 2 x
5 ml Methanol und 3 ml 0,01 n HCI gewaschen. Die vorbereiteten Séulen
sollten nicht trockenlaufen, wihrend die Proben auf diese gebracht wurden
und langsam durchgesaugt wurden. Mit 2 x 7 ml 0,01n HCl und 3 x 7 ml
H,O-bidest. wurde erneut gewaschen. Nach der letzten Wasserspiilung
wurde bis zur Trockene der Elutréhrchen abgesaugt. Zum Auffangen des
Eluats wurden saubere weite Schliffglaschen in die Vac-Elut-Box gegeben.
Mit 2 x 5ml Methanol/ H,O (750 ml CH3OH + 250 ml H,O) wurde das
Eluat gewonnen. Dieses wurde bei 64°C im Wasserbad zur Trockene
eingedampft, da die anschlieBende Methylierung nur bei Abwesenheit von
Feuchtigkeit gelingen konnte. Zur Methylierung wurden nacheinander 1 ml
Methanol + 1 ml Dimethoxypropan + 50 pl konz. HCI hinzugegeben und 30
Minuten bei Zimmertemperatur in verschlossenen Gldsern stehengelassen.
Danach dampfte diese Losung unter N, Strom im Wasserbad bei 64°C bis
zur vollkommenen Trockene ab. Wihrenddessen konnte die Zeit genutzt
werden, das Trimethylsilylierungsreagenz anzusetzen. Es bestand aus 3
Teilen  Pyridin  (trocken  iiber = KOH-Plitzchen) +2  Teilen

Hexamethyldisilazan +1 Teil Chlortrimethylsilan. Alles wurde im
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Zentrifugengldschen kurz durchmischt und 45 Minuten bei 4000 u/ min
zentrifugiert. Der wichtige Schritt der Silylierung bestand darin, zu dem
oben gewonnenen trockenen Riickstand 0,5 ml frisches TMS-Reagenz
hinzuzugeben. SchlieBlich wurde gevortext und die Gliser mit Stopfen und
Klammern 15 Minuten bei 64°C ins Wasserbad gestellt. Nach Entfernung
der Stopfen dampften diese unter N,-Strom im Wasserbad bei 64°C bis zur
Trockene ab. Das Aufnehmen des Riickstandes erfolgte mit 2 x 400 pl
Isooctan. Nach Vortexen und Uberfiihren in Mini-Vials wurde nochmals mit
400 pl Isooctan nachgespiilt, gevortext und erneut restlos in Mini-Vials
pipettiert. Mit einem Schraubverschluf}, in den ein beschichtetes Septum
gelegt wurde, wurden die Gldschen verschlossen. Dabei war darauf zu
achten, daf} die beschichtete Seite zur Isooctanldsung hin einlegt wurde. Zur
Aufbewahrung wurden die fertig derivatisierten Proben in den
Tiefkiihlschrank gegeben. Vor Injektion in den Gaschromatographen
muflten die Proben zur Trockene abdampfen und mit 25 pl Isooctan
aufgenommen werden. Es wurden ca. 0.6 ul Losung in den
Gaschromatographen on-column-injiziert und n einem
Gaschromatographen der Firma Carlo Erba analysiert. Wir verwendeten
dazu eine Kapillarsdule CP-Sil-19 CB der Firma Chrompack. Verschiedene
Retentionszeiten, die uns durch Probeldufe der Reinsubstanzen bekannt
waren, lieferten die Grundlage fiir die Zuordnung der Peaks im Serum der
Probanden. Dabei erschienen die Peaks in der Reihenfolge
Isolithocholséure, Lithocholsdure, Isodeoxycholsdure, Deoxycholséure,
Cholsdure, (Iso) Chenodeoxycholsdure, Isoursodeoxycholsdure und

Ursodeoxycholséure.

-29 -



3.METHODEN

\\,f’
A L R AREA B
1 0, 218 Ml
s T %
CHOLEST Vo B3
: b, B4 18
§ P N
3L LI R
LITH) LB UM B
(SUOEOHY 0o B3 M0 ﬁl
y T TR Y
DEORY AR I 18 )
(L RIERAR 7 T
CREN] e A7 16 7
BETALELT (BT R
ODEOKY  IHTERRAL §TD 2080 13096 B3
RS B.ols 2.3 1’*‘4%& |
HYOCHOL 03 047 % o
| R
t b WD TSt
17 S Sy
il o B 2130 6

Darstellung der Gallenséurepeaks im Serum

i

Die Gallensauren erschienen in der Reihenfolge von oben nach unten, rechts

daneben die Retentionszeiten. Hyodeoxycholsaure als Interner Standard.
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Retentionszeiten (RT) verschiedener Gallensauren: oben: Tag 1, unten: Tag 40

x-Achse: Interner Standard (IS) RT 26,8. UDCA RT 27,2. y-Achse: Quantitat der

entsprechenden Substanz, z.B. nimmt Ursodeoxycholsaure zu
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Gaschromatographie- Bedingungen

Sdule: CP Sil 19 von Chrompack, 25 m, ID=0,32 mm, AD=0,45 mm

Séulentemperatur:

Injektion:
Injektionsmenge:
Tragergas:

FID-Detektor:

140°C —265°C, 6°C/ min
265°C 18 min iso
265°C—-290°C, 3°C/ min
290°C 2 min iso

on column

0,6 ul

Helium

300°C

H, 0,8 kg/ cm?

Luft 1,0 kg/ cm?

Make up Gas Helium 1,0 kg/ cm®

3.5.4. Analyse von Proben nach dem Lipidgehalt
Die am Morgen entnommenen Blutseren wurden umgehend mit dem

Analysegerit Epos der Firma Eppendorf bestimmt. Fiir die Apo-Fragmente

wurden die Antikérper Anti-Apo A-I und Anti-Apo B von Behring,

Marburg, sowie der Nephelometer 100, Firma Behring, Schwalbach,

verwendet.
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41.C

holesterinbiosynthese

Cholesterinbiosynthese

400 —

300 —

Mevalonat pg/g Kreatinin

200 —

100 —

T T T T T
Vorwerte Tag 3und 5 Tag 10 und 20 Tag 30 und 40 Tag 42 und 47
40 tagige Einnahme von Ursodeoxycholsaure

Cholesterinbiosynthese wahrend 40tagiger Einnahme

von Ursodeoxycholséure

Als Parameter der Cholesterinbiosynthese des gesamten Korpers
wurde die Ausscheidung von Mevalonat pg/ g Kreatinin im Urin
bestimmt. Die Mef3zeitpunkte von jeweils acht Probanden wurden in
Boxplots (manchmal sog. Box-and whisker plots genannt)
zusammengefalit, die das 25., 50. und 75. Perzentil sowie den
zweifachen Interquartilabstand der 25. und 75. Perzentile nach oben
und unten wiedergeben. Die mit Ziffern bezeichneten Kringel stehen
fiir Patienten, die statistische Extremwerte (>dreifacher
Interquartilabstand der 25. und 75. Perzentile) darstellen.

Wihrend der 40tdgigen oralen Verabreichung von 8-14 mg/ kg
Korpergewicht Ursodeoxycholsdure dnderte sich die Biosynthese

von Cholesterin nicht.
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MEVALONAT
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Auf der x-Achse sind die Mittelwerte zu den jeweiligen
Testzeitpunkten dargestellt, die den Verlauf vom Ausgangswert
(Mittelwert der Tage -1 und Tag 0) wiedergibt. Die vertikale
Begrenzung umgrenzt das 95 % Konfidenzintervall zum jeweiligen
Zeitpunkt. Eine Schwankung {iber dieses 95 % Niveau wire

signifikant.

Bezug von Mevalonat zu anderen Parametern

Die Mevalonatkonzentration korrelierte in den durchgefiihrten
Messungen nicht mit 7a-HC.

Weder Mevalonat noch 7a-HC standen in statistisch signifikanter
Beziehung zum Gewicht der Probanden, deren Alter oder

Bodymassindex.
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4.2. Lipidwerte
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Lipidwerte bei Einnahme von Ursodeoxycholsaure

Die Konzentrationen der Serumlipoproteine blieben wéhrend des gesamten
Versuchszeitraumes weitestgehend unverindert.

Wihrend der 40tigigen Einnahme von Ursodeoxycholsidure blieben die
Werte von  Gesamtcholesterin, LDL-Cholestrin, HDL-Cholesterin,
Triglyzeride und VLDL-Cholesterin bezogen auf das Konfidenzintervall
weitgehend gleich. LDL- und VLDL-Triglyzeride sanken voriibergehend
ab. Das Absinken des gemeinsamen VLDL-Wertes fiir die Tage 10 und 20
iiberschritt das 95 % Konfidenzintervall (p=0,037). Am Tag 20 (siehe
Tabelle Kap. 4.2.) fielen die Werte fiir VLDL-Triglyzeride bei allen acht

Probanden signifikant.

LDL-Ch
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0,05 -
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VLDL-Triglyzeride wahrend der Einnahme von Ursodeoxycholséure

180
150

120

o
60 1 J

30

VLDL-Triglyzeride mg/dl
—
o
[}

T T T T T
Vorwerte Tag3ub Tag 10u 20 Tag 30 u 40 Tag 42-170

40 tagige Einnahme von Ursodexycholsaure

VLDL-Cholesterin bei 40 tagiger Einnahme von Ursodeoxycholsaure

Lipidwerte im Bezug zu Mevalonat

Die Kontrollwerte der VLDL-Triglyzerid-Konzentrationen korrelierten
positiv mit den Serumkonzentrationen von Mevalonat (Korrelation mit
Vorwerten 0,86, p=0,006; Korrelation unter Berilicksichtigung der Tage
nach Einnahme von Ursodeoxycholsdure 0,54, p=0,001).
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4.3. Verteilung der Gallensduren im Serum

Gallensauren im Serum vor Einnahme von Ursodeoxycholséure

0% 4% 1%

10%

14%
15%

8%

13%

Gallensauren im Serum nach 10tagiger Einnahme von Ursodeoxycholsaure

8% 0% 4% 5%

8%

0%
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Gallensauren im Serum nach 40 Tagen Ursodeoxycholsaureeinnahme

1% 0% 3%

6 o/D

7%

7%

0%

VLDL-Cholesterin bei 40 tagiger Einnahme von Ursodeoxycholséure

Neben den oben genannten Gallensduren lagen ihre Isoformen
Isochenodeoxycholsédure, Isolithocholsdure und Isoursodeoxycholsdure im
Serum vor.

Bei der Berechnung wurden daher die Menge sédmtlicher im Serum zum
jeweiligen Zeitpunkt detektierten Gallensduren zugrundegelegt. Die Daten
konnten von sieben Probanden erhoben werden und sind als Median
wiedergegeben. Durch die Verabreichung von Ursodeoxycholsdure nahm
deren Anteil an den fiinf Hauptgallensduren zu. So 2,5fachte sich der Anteil
der

von 26 % aller Gallensduren vor Einnahme auf 65 % nach 40 Tagen. Vor

hydrophilen Gallensduren Cholsdure und Ursodeoxycholsédure
Einnahme von Ursodeoxycholsdure machte letztere mit Isoform im
Mengenverhiltnis etwa die Hélfte von Chenodeoxycholsdure aus. Nach 10
Tagen war der Anteil von Ursodeoxycholsdure geringfiigig hoher (50 %) als
nach 40 Tagen Substitution (47 %), was aber durch die Isoform von
Ursodeoxycholsdure (8 % vs. 11 % nach 40 Tagen) ausgeglichen wurde.
Nach 40 Tagen drehte sich das Grofenverhiltnis um, so dal3
Ursodeoxycholsdure etwa in vierfacher Hohe von Chenodeoxycholsédure

und Isoform vorlag.

-39 -

DOlsolithocholsaure

B Lithocholsaure
Olsochendeoxycholsaure
Olsodeoxycholsaure

B Deoxycholsaure

O Cholsaure

@ Chenodeoxycholsaure
0O3pA5

B Ursodeoxycholsaure

@ Isoursodeoxycholsédure
OHyocholsaure




4. ERGEBNISSE

4.4. Gallensdurenbiosynthese

Gallensaurenbiosynthese

120 —

100 —

=
E 80 —] L
B
g 60 — T T
8 40 —
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20 —
L ==
0 —
T T T T T
Vorwerte Tag 3 bis 5 Tag 10 bis 20 Tag 30 bis 40 Tag 42 bis 47

Einnahme von Ursodeoxycholsaure bis Tag 40

Gallenséaurenbiosynthese wahrend 40 tagiger Ursodeoxycholsdureeinnahme

Die Gallensdurenbiosynthese wurde anhand von 7a-Hydroxy-4-cholesten-3-

on im Serum (7a-HC, ng/ ml) bestimmt.

Die Einnahmezeitpunkte wurden in Box- (25., 50., 75.Perzentil) und

Whiskerplots (vertikale Linien) zusammengefaft.

Nach Verabreichung von 8-14 mg/ kg Korpergewicht Ursodeoxycholsdure

pro Tag blieb die Gallensdurenbiosynthese zunéchst iiber drei Wochen

unverdndert. Am 30. und 40. Tag stieg der Katabolismus zu Gallenséuren

gegeniiber den Vorwerten.
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Gallensaurenbiosynthese

500 ——1d 8
— 400 - —o—Id7
S /\0 —*—1d 6
2 300 — o
S 200 | , Id 5
@ Id 4

-

o

o
!

p— . - o —=—d3

——
Vorwert T3+5 T10+20 T30+40 Danach Id 2

Einnahmetage Ursodeoxycholséure

o

7a0OH

1,20
1,00 +
0,80 -
0,60
0,40 T

000 o AT

-0,20 - 0 1 3|§ Darfach
-0,40 -
-0,60 -
-0,80 - =
-1,00

Veranderung gegeniiber
Ausgangswert

Tag

Gallenséaurenbiosynthese nach Verabreichung von Ursodeoxycholséure

In der oberen Grafik sind die Einzelverldaufe dargestellt, die
darunterliegende gibt den Mittelwert der Gallenséurebiosynthese (gemessen
anhand von 70-HC) mit 95 %-Konfidenzintervall wieder. Abweichungen
darliberhinaus wiéren somit auf dem 5 % Niveau signifikant. Nach
Verabreichung von Ursodeoxycholsdure blieb die Gallensédurenbiosynthese
zundchst bis zum 10. und 20. Tag unveridndert. Am 30. und 40. Tag stieg der

Katabolismus zu Gallensduren gegeniiber den Vorwerten.
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Kernfrage dieser Arbeit war, welche Auswirkungen die Verabreichung von
Ursodeoxycholsdure auf die Cholesterinbiosynthese und auf die

Gallenséurenbiosynthese hat.

5.1. Cholesterinbiosynthese

Wenn Ursodeoxycholsidure zugefiihrt wird, ist die Cholesterinsekretion in
die Galle reduziert. Folglich sinkt die Cholesterinsittigung in der
Blasengalle [111]. Wie kann dennoch das Gleichgewicht des Cholesterins in
der Leber aufrecht erhalten werden? Die Vermutung lag nahe, die
Cholesterinbiosynthese erniedrige sich. Dies ndmlich hitte eine verringerte
Sekretion von Cholesterin in die Galle erkldren konnen. Die These dieser
Arbeit ging jedoch davon aus, dal nicht die Cholesterinbiosynthese alleine
fiir die Aufrechterhaltung des Cholesteringleichgewichts verantwortlich
war, sondern die Gallenséurenbiosynthese eine bedeutende Rolle spiele.
Ursodeoxycholsdure, SO die Uberlegung, verandere die
Cholesterinbiosynthese nicht. Angelin et al. belegten 1994 bei einer
Dosierung von 15 mg/ kg Korpergewicht Ursodeoxycholsdure eine
unverdnderte Cholesterinbiosynthese im Vergleich zu Vorwerten [5], [8].
Sein  Ergebnis  untermauerte, = da  Ursodeoxycholsdure  die
Cholesterinbiosynthese unverdndert 148t - wie auch die vorliegende Arbeit
bestatigte.

Voruntersuchungen  brachten keine eindeutigen Ergebnisse. Im
Literaturvergleich ergaben die vorhandenen Daten einerseits eine reduzierte
Cholesterinbiosynthese nach Verabreichung von Ursodeoxycholsdure [63],
[90], andererseits fanden sich auch Angaben, dafl Ursodeoxycholsdure die
Cholesterinbiosynthese erhdhen wiirde: Eine einwdchige
Ursodeoxycholsdure-Behandlung steigerte die HMG-CoA-Reduktase, eine
dreiwochige sogar um bis zu 50 % [15], [22]. Dementgegen lieferten
Untersuchungen nach 3-5 Monaten eine um mehr als ein Drittel reduzierte

Cholesterinbiosynthese. Zwei Patienten zeigten dabei nach einem Jahr
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Ursodeoxycholsdurebehandlung eine Reduzierung der
Cholesterinbiosynthese [63], [90].

Wie kamen die unterschiedlichen Resultate zustande? Erkldrten sich
divergierende Ergebnisse iiber die Cholesterinbiosynthese durch die
unterschiedlichen MefBzeitpunkte von einer Woche bis zu sechs Monaten?
Unser Studienentwurf sollte es ermdglichen, den langfristigen zeitlichen
Verlauf im intraindividuellen Vergleich zu beobachten. Die vorliegenden
Resultate, da3 die Gesamtcholesterinbiosynthese offensichtlich deutlichen
intraindividuellen Schwankungen unterlegen war, lieferten eine weitere
Interpretationshilfe fiir die zunichst scheinbar unterschiedlichen Ergebnisse
im Literaturvergleich. Pharmakologisch waren diese nicht zu begriinden, da
nach etwa 5 Tagen ein steady state hitte erreicht sein sollen (2). Ein
gerichteter Trend oder eine Periodik unserer Ergebnisse konnte nicht
festgestellt werden. Gehen wir von einem Intervall aus, in dem sich die
individuelle Cholesterinbiosynthese bewegte, muliten die unterschiedlichen
Ergebnisse nicht als Widerspruch gewertet werden. Bisher vorliegende
Arbeiten unterschieden sich hinsichtlich verwendeter Methodik. In den
meisten Arbeiten wurden Leberbiopsate analysiert, wobei die Messung der
Enzymaktivitit bei Biopsaten als komplex gilt und nur indirekt mit der
Gesamtkorper-Cholesterinbiosynthese vergleichbar war. In der vorliegenden
Studie verwendeten wir mit der kombinierten Gaschromatographie- und
Massenspektrometrie eine indirekte Methode, die sehr gut mit
Mevalonsdure korrelierte [103]. Weiterhin wurden bisherige Studien oft an
Gallensteinpatienten durchgefiihrt. Bei unserem Kollektiv handelte es sich
um gesunde Personen.

Das Resultat der vorliegenden Arbeit, daB Ursodeoxycholsdure die
Cholesterinbiosynthese nicht verdndert, korreliert mit Daten Hillebrants.
Dieser verabreichte Ursodeoxycholsdure gleichzeitig mit Pravastatin,
welches das fiir die Synthese des Cholesterins notwendige Enzym HMG-
CoA-Reduktase hemmte [34]. Die Kombination von Ursodeoxycholsidure
mit Pravastatin unterband die Cholesterinbiosynthese, aber es reduzierte die
Cholesterinsittigung der Galle nicht mehr als Ursodeoxycholsdure alleine.

Sein Ergebnis legte nahe, dal de-novo synthetisiertes Cholesterin nicht wie

-43-



5.DISKUSSION

vormals angenommen die bilidre Cholesterinsekretion reguliert. Letzteres
unterstiitzt wie die vorliegende Arbeit die These, dalB Ursodeoxycholsdure
keinen signifikanten Einfluf} auf die Cholesterinbiosynthese ausiibt [21]. Die
Reduzierung des Cholesterins in der Galle bei gleichbleibendem
Serumcholesterinspiegel ~ konnte  somit durch die unverdnderte
Cholesterinbiosynthese nicht erkldrt werden. Als Ergebnis unserer Studie
kann festgehalten werden, da die 40tigige Einnahme von
Ursodeoxycholsdure wie hypothetisch angenommen keine signifikante

Verdnderung der Cholesterinbiosynthese bewirkt.

5.2. Cholesterinstoffwechsel

Die Leber hat eine Stoffumverteilungsfunktion. Insofern war die
Uberlegung, ob das Cholesterin der Leber in Lipoproteine umgewandelt
wiirde, wenn Ursodeoxycholsdure verabreicht wurde. So hitte sich eine
Anderung der Lipoproteine ergeben, wodurch das Fortbestehen eines
Cholesteringleichgewichts zu begriinden gewesen wére. Li et al. zeigten
2004 auf, dal im enterohepatischen Kreislauf zur Leber zuriickkehrende
Gallensduren die Cholesterinspiegel indirekt beeinflussen konnten [51].
Frithere Beobachtungen lieBen vermuten, daBl LDL-Cholesterin nach
Verabreichung  von  Ursodeoxycholsdure  sank und so  das
Cholesteringleichgewicht indirekt beeinflusste [37]. Diese Studie kam
hingegen zu dem Ergebnis: Ursodeoxycholsdure verdnderte das
Lipoproteinprofil nicht. Wie 1994 bei Angelin ergab sich kein Einflul von
Ursodeoxycholsdure auf den Spiegel von LDL-Cholesterin [5], [7]. Die
geringfiigige Erniedrigung von LDL bei einzelnen unserer Patienten
bewerteten wir als Schwankung innerhalb des Konfidenzintervalls. Die
Anzahl der LDL-Rezeptoren erhohte sich bei Woollett et al. 2003 nicht,
wihrend ein strenges FErndhrungsprotokoll gefiihrt wurde [116]. Thr
Ergebnis untermauerte einen konstanten LDL-Spiegel wihrend der
Verabreichung von Ursodeoxycholsdure und sprach gegen die Theorie, nach

der Gallensduren mdoglicherweise die Serumlipidlevel durch Steigerung der
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LDL-Rezeptoren beeinflussen sollten. Da genetische Polymorphismen des
Gens der 7a-Hydroxylase nicht zu einer Verdnderung des LDL-Cholesterins
filhrten, scheint die Gallensdurenbiosynthese nicht in direktem
Zusammenhang mit LDL-Cholesterin zu stehen [2]. Denkbar war, HDL-
Cholesterin konnte den Cholesterinstoffwechsel regulieren. Malerod et al.
berichteten 2005 von Versuchen mit Chenodeoxycholsdure, die eine
mogliche Riickkopplung des HDL-Rezeptors SR-BI durch Gallensduren
aufzeigten [61]. Nach Verabreichung von Ursodeoxycholsdure blieb das
Verhidltnis von HDL zu LDL jedoch in der vorliegenden Arbeit wie
ebenfalls bei Hofmann 1994 unbeeinflut [36]. Auch die anderen
Lipoproteine wandelten sich korrespondierend zu Roda et al. 1994 nicht
signifikant [81]. Woollett et al. fanden 2003 nach 14 Tagen
Ursodeoxycholsdure ein unverdndertes Gesamtcholesterin, HDL-, LDL-
Cholesterin und Triglyzeride vor [116].

Weitere Argumente fiir eine unverdnderte Cholesterinbiosynthese und
gleichbleibende Lipoproteine lieferten Arbeiten, in denen die
Cholesterinabsorption, die fraktionierte Syntheserate von Cholesterin und
die HMG-CoA-Reduktase mRNA gleich blieben [8], [36], [116].
VLDL-Triglyzeride waren in der vorliegenden Studie am Tag 3 und Tag 5
voriibergehend vermindert, am Tag 20 sogar signifikant niedriger als die
Vorwerte. Es wurde diskutiert, ob Gallensduren eine Regulierungsfunktion
der Serumlipidlevel zukdme, indem sie moglicherweise zur Senkung von
Triglyzeriden beitriigen [4], [5], [53], [94], [115]. Diese Vermutung konnte
aufgrund unserer Daten nicht ginzlich ausgeschlossen werden. VLDL-
Triglyzeride variieren erndhrungsabhingig. Man mochte einwenden,
wihrend des Beobachtungszeitraumes von 169 Tagen fiir die
Nachkontrollen konnte die Cholesterinbiosynthese durch die Didt
beeinflusst werden [116]. In der vorliegenden Studie gingen wir von einer
grundsitzlich relativ konstanten Erndhrung aus und verzichteten auf ein
Erndhrungsprotokoll. Trotz des normalen Erndhrungsspektrums, ohne
definierte Didt, &anderten sich die Cholesterinfraktionen und die
Cholesterinbiosynthese wihrend der Verabreichung von

Ursodeoxycholsdure nicht wesentlich. Dies bestdtigten auch die
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vorliegenden Cholesterinwerte und Triglyzeridwerte, welche iiber den
gesamten MefBzeitraum konstant blieben. Wurde statt 15 mg/ kg
Korpergewicht  Ursodeoxycholsdure  eine  entsprechende = Menge
Chenodeoxycholsdure verabreicht, dnderte sich zwar die Absorption von
Cholesterin drastisch (p=0,013, 72.6 % £2.9 %), Gesamtcholesterin, HDL-
und LDL-Cholesterin aber nicht [116]. Weil Ursodeoxycholsdure und
Chenodeoxycholsdure bei Woollett et al. auf den Lipidstoffwechsel keine
unterschiedliche Wirkung zeigten, unterstrichen auch diese Resultate eine
grundsitzlich gleichbleibende Cholesterinbiosynthese und unverdnderte
Cholesterinfraktionen.

Nachdem Ursodeoxycholsiure keine signifikante Anderung der
Lipidparameter bewirkte, stellte sich die Frage, ob andere relevante
chemische Umwandlungen des Cholesterins existierten, die das
Cholesteringleichgewicht beeinflussen konnten. Dies lieB an Cholesterin
Acyltransferase (ACAT, Enzym-Nomenklatur: 2.3.1.9.) denken, die als ein
wichtiges Enzym im friihen Syntheseschritt des HMG-CoA-Zyklus bei der
Cholesterinbiosynthese gilt. Scallen et al. vermuteten 1983 eine koordinierte
intrazelluldre Regulation der drei Enzyme HMG-CoA-Reduktase, 7a-
Hydroxylase und Cholesterin Acyltransferase [96]. Wenn {iberhaupt, sollte
ein EinfluB von Ursodeoxycholsdure auf die Cholesterin Acyltransferase
nicht in nennenswertem Umfang stattfinden [22]. Die Aktivitit der
Acyltransferase ~ war laut  Vorarbeiten nach  Einnahme  von
Ursodeoxycholsdure eher herabgesetzt. Eine Korrelation zwischen der
Hydrophobitit der Gallensiuren (und damit einer Anderung des
vorliegenden Gallensdurenverhéltnisses) und der Cholesterin
Acyltransferase-Konzentration bestand nicht [35].

Das Fehlen anderer Regulationswege und die einschldgigen Ergebnisse der
oben zitierten Literatur, insbesondere von Angelin 1995, Roda et al. 1994
und Woollett et al. 2003, unterstiitzen die vorliegenden Ergebnisse einer
gleichbleibenden Cholesterinbiosynthese sowie unveranderten
Lipidparametern nach Verabreichung von Ursodeoxycholsdure. Diese
beiden Ergebnisse deuten ithrerseits auf  eine erhohte

Gallensédurenbiosynthese nach Einnahme von Ursodeoxycholsdure hin.
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5.3. Gallensaurenbiosynthese

Eingangs wurde die These formuliert, Ursodeoxycholsdure wiirde die
Gallensdurenbiosynthese steigern. Die gleichbleibende
Cholesterinbiosynthese ~ und  die  fehlende =~ Verdnderung  des
Lipoproteinmusters nach Einnahme von Ursodeoxycholsdure lieen
vermuten, dafl die Gallensdurenbiosynthese der entscheidende Mechanismus
ist, einem Cholesteriniiberangebot entgegenzuwirken. Das Ergebnis der
vorliegenden Studie ist: Die Verabreichung von 8-14 mg/ kg Korpergewicht
Ursodeoxycholsdure iiber mehr als vier Wochen erhohte die Konzentration
von 7a-Hydroxycholestenon im Serum. Der Anstieg dieses Parameters
belegte das Ansteigen der Gallensdurenbiosynthese. Da sich die
Cholesterinbiosynthese nicht erhohte, zeigten diese Ergebnisse eindriicklich,
warum nach Verabreichung von Ursodeoxycholsdure das Lebercholesterin
trotz reduziertem Gallencholesterin nicht vermehrt anfiel und dariiber

hinaus die Homoostase von Cholesterin der Leber bestehen blieb.

Zur Bestimmung der Gallensédurenbiosynthese wurde der indirekte
Parameter 70-Hydroxycholestenon im Serum verwendet. Dieses
Zwischenprodukt des katabolischen Stoffwechselweges des Cholesterins
korrelierte gut mit dem Schliisselenzym 7a-Hydroxylase als auch mit der
Gesamtmenge der produzierten Gallensduren [10], [92]. Trotz anderer
Methodik stimmten die vorliegenden Ergebnisse mit denen von Hardison
und Grundy iiberein [31]. Diese machten sich eine radioaktive He-
Markierung zu nutze, nachdem sie Ursodeoxycholsdure iiber einen Monat
hinweg 15 mg/ kg Korpergewicht pro Tag verabreichten. Sie stellten hiermit
eine Steigerung der Gallensdurenbiosynthese von 650 mg/ Tag auf 800 mg/
Tag fest. Weitere iibereinstimmende Ergebnisse fanden sich in den Arbeiten
von Nilsell, Rust, Roda und Frenkiel: Nilsell et al. berichteten 1983 von
einer 40-80%igen Steigerung der Syntheserate von Chenochol- bzw.
Chenodeoxycholsdure nach 5-6 wochiger Substitution von 15 mg/ kg
Ursodeoxycholsdure [70]. Rust et al. beobachteten 1998 bei 12 mg/ kg
Korpergewicht Ursodeoxycholsdure pro Tag bereits nach 4-6 Tagen einen

Anstieg in der Gallensdurenbiosynthese [87]. Zu einem entsprechenden
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Ergebnis wie diese Studie, einer Steigerung der Gallensdurenbiosynthese,
kamen Frenkiel et al. 1986, die eine Erhohung der Gallensédurenbiosynthese
bei Substitution von 750 mg/ Tag Ursodeoxycholsdure nach 6-9 Monaten
bei Gallensteintragern nachwiesen [25], [81]. Erneut belegten Roda et al.
dies 1994 mit einer Dosierung von 12 mg/ kg Kérpergewicht pro Tag. Uber
einen kiirzeren Zeitraum waren die Aktivititen der 7a-Hydroxylase-mRNA
bei Rudling et al. 2002 gleichbleibend [83]. Bei Gallensteintrdgern war 7a-
Hydroxylase nach Verabreichung von Ursodeoxycholsdure erniedrigt oder
unverdndert [25], [72], [81]. Trotz der methodisch nur eingeschrinkten
Verleichbarkeit ~der  Wirkung  von  Ursodeoxycholsdure  bei
Gallensteintragern lieBen sich im Zeitraum Tag 3 bis Tag 5 in der
vorliegenden Arbeit ebenso vereinzelt verminderte Werte fiir Cholestenon
nachweisen. Dies deckte sich in-vitro mit einer Studie von Malerod et al.
2005 [61]. Aufgrund des innerhalb des Konfidenzintervalls liegenden
leichten Absinkens der Gallensdurenbiosynthese in unserer Studie konnten
wir dies nicht sicher bestétigen. Wir werteten die Gallensidurenbiosynthese
bis zum Tag 10 als weitgehend unbeeinfluBt von der Substitution mit
Ursodeoxycholsdure. Insgesamt zeigte sich, dal3 die gemessenen Werte fiir
Cholestenon intra- als auch interindividuell schwankten. Theoretisch stellte
sich die Frage, ob fiir die Umwandlung in Gallensduren ein Isoenzym der
7o-Hydroxylase oder ein ,,alternate pathway* existierte, die vielleicht mit
unserer Messung nicht erfalt wurden. Dies hétte interindividuell
unterschiedlich hohe Syntheseraten erkldren konnen. Doch ein im
menschlichen Korper vorhandener weiterer Stoffwechselweg filir dieses
Schliisselenzym besteht nach heutiger Kenntnis nicht in relevantem Mal3
[22]. Genetische Polymorphismen des CYP7A1-Gens fiihrten nicht zu einer
Variation der Aktivitdit der 7a-Hydroxylase oder der Menge der
Gallensdurenbiosynthese [2]. Als Storfaktoren waren Merkmale wie
Geschlecht, Cholesterinspiegel und Bodymassindex denkbar. Schwarz et al.
hatten 2001 deutliche Geschlechtsunterschiede bei Mausen beobachtet [99].
Woollett et al. wiesen 2004 auf Geschlechtsunterschiede bei der
Gallensédurenbiosynthese hin; in den meisten erwdhnten Studien wurden

iiberwiegend Ménner untersucht [116]. Bei einem relativ ausgewogenem
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Geschlechterverhéltnis, wenn auch niedriger Fallzahl, unterschied sich die
Gallensdurenbiosynthese in der vorliegenden Studie geschlechtsbezogen
nicht. Hypercholesterindime Patienten, so Mazzella et al. 1992, hatten eine
um 12 % erhohte Umsetzung von Cholesterin in Gallensiduren bei einer
Dosis von 10 mg/ kg Korpergewicht Ursodeoxycholsdure [64]. Bei
Hypertriglyzeriddmie = konnte sogar ein  76%iger Anstieg der
Gallensdurenbiosynthese nach Verabreichung von 15 mg/ kg Korpergewicht
Ursodeoxycholsdure beobachtet werden [7]. Wenn auch aufgrund der
Fallzahl nicht signifikant, wurde in unserer Studie bei einer
iibergewichtigen, aber normolipdmischen Patientin mit erhdhtem
Bodymassindex von 30,7 kg/ m? eine im Verhiltnis vermehrte
Gallensédurenbiosynthese gegeniiber den iibrigen Probanden nachgewiesen.
Ihr Apolipoprotein-E-Phénotyp war 3/3, was mit einer verminderten LDL-
Rezeptoraktivitit assoziiert wird [70], [104]. Thr LDL-Spiegel war nicht
erhoht. Wie grof3 die individuelle Fahigkeit ist, groBere Cholesterinmengen
zu metabolisieren und ggf. in Gallensduren zu konvertieren, wurde bislang
noch nicht ausreichend erforscht [116].

In  unserem  Kollektiv  wurde kein =~ Zusammenhang  von
Gallensdurenbiosynthese mit Geschlecht oder Lipoproteinen gefunden.

Bei  Betrachtung des eingangs besprochenen Modells eines
Cholsteringleichgewichtes stellte sich heraus, daf3 das
Cholesteringleichgewicht trotz reduzierter Ausfuhr aufrechterhalten werden
konnte, obwohl die Biosynthese von Cholesterin nicht reduziert wurde und
auch die Lipoproteine weitgehend unverdndert blieben. Der katabolische
Stoffwechselweg  bestétigte sich als ein durch eine erhdhte
Gallensdurenbiosynthese ~ vor  Cholesteriniiberlastung  schiitzender
Mechanismus. Aufgrund der vorliegenden Daten und der erwéhnten
Literatur ergab sich, da8 die Einnahme von 8-14 mg/ kg Kd&rpergewicht
Ursodeoxycholsdure die Gallensdurenbiosynthese bei dreiwdchiger
Einnahme erhoht und damit das Gleichgewicht von Cholesterin

gewihrleistet [7], [10], [84], [88], [94].
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Zur Anderung der Biosynthese kam es folgendermafen:

Die Gallensdurenbiosynthese wird iiber die zur Leber zuriickkehrenden
Gallenséduren gesteuert. Vom Gallensdureverlustsyndrom her war bekannt,
dal bei mangelnder Wiederaufnahme von Gallenséduren eine erhdhte
Gallenséurenbiosynthese den Verlust der Gallenséuren ausgleichen konnte.
Die verdnderte Absorption von Gallensduren konnte acht Stunden nach
Einnahme von 500 mg Ursodeoxycholsdure nachgewiesen werden, wodurch
die Plasmaspiegel der Gallensduren reduziert waren [110]. Nach
dreiwdchiger Verabreichung von Ursodeoxycholsdure wurde eine
dosisabhingige Reduktion der Reabsorption von Gallensduren festgestellt
[23]. Lew et al. wiesen 2004 an Kaninchen eine gesteigerte
Gallenséurenbiosynthese bei reduzierter Gallensdurenreabsorption und
gleichbleibendem Gallensdurenspiegel nach [51].

In den ersten drei Tagen unserer Studie hatten drei Probanden hiufigere und
weiche Stiihle, worauf diese Probanden die gewichtsadaptierte Dosierung
des  Medikamentes  selbstindig um eine Kapsel reduzierten
(unabgesprochen, siche Anhang). Weitere ungewiinschte Wirkungen der
Verabreichung von Ursodeoxycholsdure traten nicht auf. Man konnte zu der
Annahme gelangen, daB3 diese chologenen Stiihle eine kompensierende
Erhohung der Gallensdurenbiosynthese ausgelost hétten. Da die vermehrten
Stuhlginge jedoch nicht mit den interindividuellen Schwankungen der
Gallensdurenbiosynthese korrelierten und zeitlich deutlich von dem
verzeichneten Gallensdureanstieg entfernt lagen, ist dies nahezu
auszuschlieen. Die absolute Menge der Gallensduren im Serum war am
Tag 10 nach Verabreichung von Ursodeoxycholsdure gegeniiber Tag 0
deutlich angestiegen. Am Tag 40 der Einnahme von Ursodeoxycholsdure
lag der Wert hoher als Tag 0, war aber gegeniiber Tag 10 etwas erniedrigt.
In der vorliegenden Arbeit konnte damit kein direkter Zusammenhang
zwischen absoluter Menge vorhandener Gallensduren im Serum und der
Gallenséurenbiosynthese gefunden werden. Nun war es von Interesse, ob
eine Verdnderung des relativen Gallensduregehaltes von Bedeutung war.
Neben den fiinf hauptsdchlich vorkommenden Gallenséuren lagen ihre

Isoformen Isochenodeoxycholsiure, Isolithocholséure und
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Isoursodeoxycholdure im Serum vor. Nach Verabreichung von
Ursodeoxycholsdure erhohte sich erwarteterweise die relative Konzentration
von Ursodeoxycholsdure, wihrend sich die zuvor vorherrschenden
Gallensduren Chenodeoxychol-, Chol- und Deoxycholsdure verringerten.
Uber die nativ vorliegende Ursodeoxycholsiuremenge sind unterschiedliche
Daten veroffentlicht, sie variieren von 0,5 % bis 40 % (2), [36]. Die
Quantifizierung der Gallensduren unserer Probanden belegte, dal3 sich die
hydrophile Gallensdure Ursodeoxycholsdure (von 9,5 % auf 45,5 % am 10.
Tag bzw. 42,9 % am 40. Tag) in ihrem Anteil an allen Gallenséuren als auch
im Verhiltnis zur lipophileren Chenodeoxycholsidure (von nahezu 1:1 auf
62:13) verfiinffachte. Langjdhrige Erfahrungen unseres Labors zeigten, daf3
die Umwandlung von Urso- in Isoursodeoxycholséure individuell stark
differiert. Zusammen mit ihrer Isoform nahm der Konzentrationsgehalt der
Ursodeoxycholsdure im Serum von 10 % auf fast 60 % der Gallensiuren zu.
Cholsdure (14,7 % vor, 5,8 % mnach vierzig Tagen FEinnahme) und
Chenodeoxycholsdure sanken hingegen (14,3 % auf 8,7 %) um etwa die
Hilfte. Die Ergebnisse entsprachen quantitativen Angaben von Hofmann et
al. 1999 und von Hillebrant et al. [34], [36].

Einarsson wies nach, dal die jeweilige Zusammensetzung des
Gallenséurepools fiir die Regulierung des Stoffwechsels bedeutungsvoll ist.
Von Belang war seiner Meinung dabei, um welche Gallensdure es sich
handelte und welche Polaritit diese besaBl [36]. Die Einnahme von
Ursodeoxycholsdure verdnderte das Spektrum der in der Gallenblase
vorhandenen Gallensduren grundlegend (3). Beuers et al. wiesen 1992
darauf hin, daB nicht allein die Entfernung der hydrophoben endogenen
Gallensduren der pathophysiologisch entscheidende Mechanismus ist [12],
[22]. Der Farnesoid X Rezeptor (FXR) iibt eine Riickkopplungshemmung
auf die Gallensdurenbiosynthese aus und regelt so die Transkription des
7oa-Hyroxylasegens [59]. Die natiirlich vorherrschenden Gallenséuren
Chenodeoxycholsdure ~ und  Deoxycholsdure  unterdriickten  die
Gallensdurenbiosynthese um 80 % bzw. 75 % nach 21 Tagen (p<0,005)
[89], wihrend Ursodeoxycholsdure sie im gleichen Zeitraum steigerte [94].

Chenodeoxycholsdure besitzt eine sehr hohe Affinitidt zu FXR und gilt als
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starkster Inhibitor der 7-Hydroxylase, die hydrophilere Ursodeoxycholsdure
hingegen nicht oder wesentlich geringer. Ursodeoxycholsdure hemmte
diesen Kernrezeptor im Stoffkreislauf weniger stark als die normalerweise
vorherrschende Gallensdure Chenodeoxycholsdure [51], [59], [80], [111].
Chenodeoxycholsdure war nach Lew et al. 2004 ein starker Agonist von
FXR (ECs5¢=2-5 uM), wihrend die halbmaximale Aktivierung (ECsy= 200
uM) von Ursodeoxycholsdure im Verhiltnis bis zu 1/ 100 schwicher war.
Auch die Affinitit von Ursodeoxycholsdure zu FXR (ICsp = 185 uM) war
um 1/ 11 geringer als von Chenoxycholsdure [51]. Lithocholsdure hatte die
groBte Affinitit (ICso =3 uM) zu FXR [51]. Cholsdure besal} bei weitem die
schwichste Bindungsaffinitit (ICso = 586 uM), dennoch konnte sie FXR
aber aktivieren, womit sich der Hinweis ergab, da3 die Aktivitdt unabhéngig
von der Bindungsstirke war [51]. Damit zeigte sich, daB3 die verschiedenen
Gallensduren in ihrer Bindung zu FXR charakterisitische Eigenschaften
besalen, die von Antagonist bis zum partiellen Agonisten wie
Ursodeoxycholsdure reichten [51]. Sémtliche Gallensduren, auch
Ursodeoxycholsdure, flihrten zu einer Riickkopplungshemmung der
Cholesterin 70-Hydroxylase, die jedoch konzentrationsabhidngig war [67].
Die Gallensdurenbiosynthese und die mRNA-Level des fiir die Cholesterin
7o-Hydroxylase kodierenden Gens CYP7A1 wurden in der Reihenfolge
durch  Chenodeoxycholsdure > Deoxycholsdure > Cholsdure >
Ursodeoxycholsdure unterdriickt [23]. Wihrend der Einnahme von
Ursodeoxycholsdure ist die Gallensdureaufnahme reduziert. Bei Hemmung
der Gallensdurewiederaufnahme wurde FXR laut Li et al. 2004 bei Hasen
inaktiviert und die Cholesterin 7a-Hydroxylase stimuliert [52]. Xu et al.
beschrieben 2004, dal3 sich Cyp7a bei Ratten steigerte, die cholesterinreich
gefiittert wurden, weil der FXR-Rezeptor inaktiviert war [117].

Bei FXR(”) Miusen, denen der FXR Rezeptor fehlte, waren die
Cholesterinaufnahme, die Cholesterinbiosynthese, der LDL-Rezeptor und
der Rezeptor Scavenger-Rezeptor Bl sowie die HMG-CoA-Reduktase
analog der Ergebnisse der vorliegenden Studie unbeeinfluflit [40], [67]. An
FXR("") Méusen war das bilidre Lipidprofil im Ungleichgewicht, und die
Galle war mit Cholesterin ibersittigt. Der Hydrophobitétsindex lag bei
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diesen Tieren hoher als in Wildtyp-Mausen. Ferner konnte der synthetische
FXR Agonist GW4064 die Formation von Gallensteinen verhindern, das
Gallenblasenepithel war weniger beschidigt, erkennbar an reduzierter Dicke
und geringeren Entziindungszeichen [52]. Mit dem steigenden Versténdnis
um die Regulierung der Cholesterinhombostase riickten weitere
Behandlungsoptionen des Gallensteinleidens in greifbare Néhe. Bei allen zu
beriicksichtigenden Speziesunterschieden ergaben sich im Tierversuch
Hinweise, dafl der Sdugetierorganismus fdhig ist, mit der stimulierten
Gallensdurenbiosynthese einerseits eine verringerte Gallensdureabsorption
auszugleichen, andererseits mit dem gleichen Mechanismus einem
Cholesteriniiberangebot entgegenzuwirken [52], [117]. Die
Gallensiurenbiosynthese wurde durch eine Anderung der vorhandenen
Gallensduren mittels inaktivierter oder reduzierter Riickkopplungshemmung
von FXR  moduliert, was eine  Autoregulationskaskade  zur
Aufrechterhaltung des hepatischen Cholesterinkatabolismus gewahrleistete.
Die gesteigerte Gallensdurenbiosynthese erwies sich als ein biologisch
sinnvoller Mechanismus als Schutz vor Cholesteriniiberlastung und als ein
ausgleichendes Moment fiir eine reduzierte Gallensdurereabsorption nach
Verabreichung von Ursodeoxycholsdure. Der Sachverhalt der vermehrten
Konversion von Cholesterin in Gallensiuren durch eine Anderung des
Gallensdurepools und der damit in Verbindung stehenden Anderung der
Regulierung von Kernrezeptoren konnte aufgrund der in Ubereinstimmung
stehenden Literatur, der vorliegenden Studie und aufgrund in neuerlicher

Forschung nachgewiesenem Wirkmechanismus als gesichert gelten.
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Ursodeoxycholsaure hemmt die Gallensaurebiosynthese
weniger als Chenodeoxycholsaure.

1

CDCA ——> ‘ T CYP7q,
FXR-
Rezeptor
-

UDCA — o

CYP7a

Im Vergleich zur Nativsituation ergibt sich in vivo nach Verabreichung von
Ursodeoxycholsaure eine Steigerung der Gallensaurebiosynthese.

modifiziert nach:

Kubitz, Falk workshop Diisseldorf am 27.11.2004, Lew JBC 2004 [44], [51].
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Die vorliegende Arbeit untersuchte die Wirkung von Ursodeoxycholsidure
auf die menschliche Cholesterinbiosynthese und die
Gallensédurenbiosynthese liber eine 40tigige Zeitperiode bei acht gesunden
Probanden. Als Methode wurde die kombinierte Gaschromographie und
Massenspektrometrie zur Messung von Zwischenprodukten der Cholesterin-
und Gallensdurenbiosynthese verwendet.

Diese Studie konnte ein biologisch sinnvolles Uberlaufventil der Regulation
von Gallensduren nachweisen, das das Gleichgewicht des Cholesterins
sicherstellt.

Die Gallensdurenbiosynthese erkldrte, warum das Lebercholesterin nach
Verabreichung von Ursodeoxycholsdure trotz reduzierter
Cholesterinsekretion in die Galle konstant bleiben konnte, wihrend sich die
Cholesterinbiosynthese sowie das Lipidprofil von LDL-Cholesterin bzw.
HDL-Cholesterin nicht verdnderten.

Ursodeoxycholsdure kann die Gallensdurenbiosynthese erhdhen und

dadurch iiberschiissiges Cholesterin eliminieren.



ANHANG

Fiir Cholesterin 7a-Hydroxylase kodierendes (menschliches) Gen

7o-Hydroxylase kodierendes (tierisches) Gen

AbkUlrzungen:

CYP7Al

Cyp7a

PBC Primir Bilidre Cirrhose

PSC Primér Sklerosierende Cholangitis
CA Cholsédure

CDCA Chenodeoxycholsdure

UDCA Ursodeoxycholsédure

Veranderungen der Stuhlgewohnheiten

(retrospektiv soweit erinnerlich)

Proband | Zeitangabe Beobachtete Verdnderung Dosis
(mg/ kg)
1 Kaum aufgetreten Leichte Verdnderung der | 9,6
Stuhlkonsistenz bemerkt
2 1. und 2. Tag nach ca. 1 Woche 2x tigl | 8,8, anfangs
Stuhlgang 11,8
3 Nicht genau genannt Uber einen Tag lang Stuhldrang 9,3
4 Nach ca. 14 Tagen Nach 2 Wochen Durchfall 7,9, anfangs
10,5
5 Nicht aufgetreten Keine 10,1
6 Erste/ zweite Woche Subj. Stuhldrang verspiirt 9,9
7 1. Woche Subj. ,,sehr gelitten* an Stuhldrang | 11,7, spéter
7,8
8 Anfangs nicht. Nach 10 | Subj.,,gelitten” an Stuhldrang 13,9

Tagen/ 2. Woche

Aufgrund der oben genannten Nebenwirkungen reduzierten die Probanden

unabgesprochen deren Medikation bei Auftreten der Symptomatik zu o.g.

Zeitpunkten. Von einer Kompliance von drei Kapseln/ Tag wurde

ausgegangen. Der Gehalt an Gallensduren/ Serum wurde an den Tagen 0,

10, 40 (ein Patient Tag 30) verifiziert.




Aufklarungsbogen der Studie

Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen — Klinikum GroRR3hadern

Medizinische Klinik 11

Akuter, subakuter und chronischer Effekt von
Ursodeoxycholséaure auf die Cholesterin-Homoostase der Leber

Sehr geehrte Teilnehmerin, sehr geehrter Teilnehmer,

das Medikament Ursodeoxycholsdure wird seit vielen Jahren bereits
erfolgreich zur Auflésung kleiner cholesterinhaltiger Gallensteine
eingesetzt. Ferner hat es sich zur Behandlung cholestastischer Erkrankungen
bewidhrt. Der Wirkmechanismus von Ursodeoxycholsdure auf das
Gleichgewicht von Cholesterin in der Leber und den Gallenfluf3 ist nur
unzureichend bekannt. Bisherige Untersuchungen lassen auf eine
verminderte Cholesterinausscheidung und eine verstirkte Gallebildung
schlieBen, die sich beim Patienten vereinzelt durch Vermehrung der
Stuhlfrequenz ~ &uBlern  kann.  Spezielle = Nebenwirkungen  von
Ursodeoxycholsédure, die dariiberhinaus gehen, sind nicht bekannt.

Vor Einschluf} in die Studie werden Sie zu durchgemachten oder eventuell
bestehenden Krankheiten befragt. Sicherheitshalber muf3 eine bestehende
Schwangerschaft vor Beginn der Studie und wihrend der Studie
ausgeschlossen werden. Im Rahmen der oben genannten Studie méchten wir
Sie bitten, Ursodeoxycholsdure in der sonst iiblichen Dosierung von 3 x 250
mg (3 Kapseln) jeden Abend nach dem Essen iiber 40 Tage hinweg
einzunehmen. An insgesamt 12 Terminen vor und nach der Einnahme von
Ursodeoxycholsdure sollen morgens niichtern jeweils 50 ml Blut
abgenommen werden. An diesen zwdlf Terminen soll in der
vorhergehenden Nacht ein Zwolfstundenurin in der Sammelperiode von 19
Uhr abends bis 7 Uhr morgens gesammelt werden.

Ein erkennbarer Nachteil ist fiir Sie aus der Einnahme von
Ursodeoxycholsdure nicht zu erwarten. Die erhobenen Daten unterliegen
dem gesetzlich vorgeschriebenen Schutz. Durch ihre Teilnahme an der
Studie ermdglichen Sie uns, unseren Kenntnisstand iiber die Wirkung von
Ursodeoxycholsdure zu erweitern und dieses Medikament in Zukunft
vermutlich noch breiter einzusetzen.

Fir Ihre Mitarbeit bedanken wir uns herzlich.

Prof. Dr. D. Jiingst ~ PD Dr. S. Fischer  Kai Thiessen
Tel. 7095-3130
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Parameter Proband T-1 TO TI T3 T5 T10 T20 T30 T40 T42 T47 T52
GesCho 1 165 172 185 179 176 177 170 179 143 153 165
GesCho 2 192 183 186 175 170 174 210 193 180 174 184
GesCho 3 157 150 153 155 163 147 156 145 145 154 155 .
GesCho 4 181 187 173 195 188 173 185 197 197 191 187 164
GesCho 5 151 164 157 157 172 179 193 174 180 182 183 176
GesCho 6 129 127 147 139 120 128 149 138 133 137 140 138
GesCho 7 176 162 162 143 139 152 173 181 177 172 157 163
GesCho 8 251 219 231 218 210 206 196 204 185 203 217 236
GesTri 1 77 86 40 65 70 62 68 84 86 79

GesTri 2 71 87 73 55 52 127 110 74 85 59

GesTri 3 57 49 68 73 46 54 84 84 59 53 .
GesTri 4 209 142 103 127 162 103 117 110 177 194 159
GesTri 5 74 56 64 70 74 81 57 72 85 84 92
GesTri 6 114 104 100 132 114 130 160 91 107 73 108
GesTri 7 57 65 42 48 94 73 146 78 54 79 100
GesTri 8 83 211 122 88 126 102 106 129 129 127 92
HDL-Ch 1 60 62 61 68 67 70 67 74 54 59 54
HDL-Ch 2 51 45 45 45 44 46 51 48 45 43 50
HDL-Ch 3 49 49 49 49 51 49 52 47 47 48 51
HDL-Ch 4 41 44 37 39 38 39 50 41 46 44 35 38
HDL-Ch 5 59 60 62 60 68 72 78 72 76 71 77 75
HDL-Ch 6 30 35 35 38 34 41 44 40 46 42 54 40
HDL-Ch 7 81 69 73 66 68 74 78 62 70 71 74 73
HDL-Ch 8 70 61 61 60 62 62 61 65 52 66 61 56
LDL-Ch 1 89 99 113 105 98 95 92 92 78 79 97
LDL-Ch 2 135 119 123 114 121 124 145 128 122 122 125
LDL-Ch 3 99 93 93 95 99 87 96 83 83 96 95
LDL-Ch 4 119 118 116 138 131 106 120 135 132 113 116 105
LDL-Ch 5 79 95 80 82 92 94 98 95 97 91 93 92
LDL-Ch 6 79 74 92 86 64 66 78 77 71 78 75 78
LDL-Ch 7 86 81 78 72 47 63 84 88 92 94 68 65
LDL-Ch 8 172 139 134 134 130 119 118 120 108 116 131 163
VLDL-T 1 54 81 59 25 44 50 47 43 71 78 68
VLDL-T 2 54 91 49 43 31 22 61 78 58 57 27
VLDL-T 3 45 65 35 51 62 28 43 78 78 40 30
VLDL-T 4 205 168 127 76 110 146 81 87 84 164 189 157
VLDL-T 5 57 86 27 46 47 48 58 37 56 60 74 65
VLDL-T 6 106 102 93 88 125 112 90 139 86 91 50 92
VLDL-T 7 36 83 48 23 39 81 34 98 55 29 49 80
VLDL-T 8 34 106 207 89 54 86 47 56 95 90 75 41
VLDL-C 1 14 14 12 4 10 11 12 13 14 17 14
VLDL-C 2 17 16 6 7 16 17 13

VLDL-C 3 10 12 13 8 9 17 17

VLDL-C 4 24 24 20 17 19 30 16 22 20 34 36 20
VLDL-C 5 12 12 12 15 12 11 15 7 7 14 13 9
VLDL-C 6 19 19 19 17 23 21 27 21 13 17 9 20
VLDL-C 7 10 10 10 5 23 13 11 32 15 4 15 24
VLDL-C 8 10 10 37 22 18 23 17 19 25 20 25 16

- 58 -



Parameter Proband T-1 TO Tl T3 T5 T10 T20 T30 T40 T42 T47 TS52
APOAL 2 155 155 148 145 140 140 140 143 133 137 144
APOAL 3 147 147 145 147 153 144 147 141 141 149 142 .
APOAL 4 154 154 127 142 153 162 18 137 168 167 150 164
APOA1 5 177 177 166 184 192 212 221 205 223 225 218 213
APOA1 6 104 104 118 115 110 123 119 125 132 126 141 118
APOA1 7 181 181 171 159 161 175 190 176 173 171 165 187
APOA1 8 170 170 170 165 159 167 120 174 150 166 162 155
APOB 1 93 93 101 100 93 90 88 90 70 78 90
APOB 2 112 112 105 99 96 98 115 112 101 103 107
APOB 3 88 88 85 83 91 82 87 80 80 89 85 .
APOB 4 109 109 96 114 120 112 121 106 128 122 122 109
APOB 5 82 82 76 79 84 88 94 92 90 85 95 82
APOB 6 63 63 68 69 51 59 69 62 61 60 64 63
APOB 7 74 74 61 51 47 52 62 80 74 74 52 74
APOB 8 113 113 99 98 94 84 86 85 86 93 97 113
Parameter Proband T-1 TO T1 T3 T5 T10 T20 T30 T40 T42 T47  T52
MEVAL 1 147 199 194 104 105 151 125 143 176 191 174
MEVAL 2 229 240 131 234 178 162 216 153 197 294 213
MEVAL 3 130 149 177 210 161 159 157 171 171 134 106
MEVAL 4 408 412 373 295 261 339 386 410 247 241 348 329
MEVAL 5 269 239 285 100 242 349 16l 145 189 299 140 234
MEVAL 6 195 178 181 118 151 184 332 142 189 183 204 128
MEVAL 7 66 114 104 185 109 271 235 286 160 84 160 175
7a0OH 1 15 31 47 8 7 19 6 23 23 34 34
7aOH 2 65,5 44 233 13,7 34 4,7 25,1 12 87,7 15,9 7,6
7aOH 3 31,5 29,2 252 22,5 381 20,7 614 61,1 75,6 57,1 31,7
7aOH 4 32,5 38 264 66,2 552 60 117,379 80 153,3 76,5
7aOH 5 44,8 80,3 106,7 29,8 13,1 41,7 725 442 128,8 129,9 542
7aOH 6 105,5 14,1 50,5 753 802 40,5 545 85,9 78,8 21,3 55,5
7aOH 7 35,9 12,2 60,1 104,5 11,7 58,1 754 754 129 53 75
7a0OH 8 40,7 153 64 123 249 13,5 135 6,2 12,7 77,4 15,9
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Tag Tag Tag Tag Kontrolle (Tg 0,-1,

Parameter Patient mwnach Tag42 Tag47 Tag52 Tagl60 161 167 168 169 Tg 160-169)
LDL-Ch 1 88 79 97 . 99 105 107 100
LDL-Ch 2 123,5 122 125 . 104 110 125 119
LDL-Ch 3 95,5 96 95 . 88 90 91 92
LDL-Ch 4 111,33 113 116 105 129 130 95 124 127 120
LDL-Ch 5 92 91 93 92 104 111 106 99
LDL-Ch 6 77 78 75 78 68 76 74
LDL-Ch 7 75,67 94 68 65 83 70 80 80
LDL-Ch 8 136,67 116 131 163 108 115 134
VLDL-T 1 73 78 68 . 82 85 88 78
VLDL-T 2 42 57 27 . 197 75 66 97
VLDL-T 3 35 40 30 . 85 52 74 64
VLDL-T 4 170 164 189 157 148 160 185 151 180 171
VLDL-T 5 66,33 60 74 65 71 95 77
VLDL-T 6 77,67 91 50 92 102 91 100
VLDL-T 7 52,67 29 49 80 78 59 76 66
VLDL-T 8 68,67 90 75 41 145 94 95
MEVALONAT 1 182,5 191 174 . 238 145 244 195
MEVALONAT 2 253,5 294 213 . 219 256 257 240
MEVALONAT 3 120 134 106 . 221 139 142 156
MEVALONAT 4 306 241 348 329 389 481 295 397
MEVALONAT 5 22433 299 140 234 187 291 202 238
MEVALONAT 6 171,67 183 204 128 179 192 179 185
MEVALONAT 7 139,67 84 160 175 114 171 106 114
MEVALONAT 8 202,67 232 201 175 49 153 140 123
7aOH 1 34 34 34 . 49 45 35
7a0OH 2 11,75 159 7,6 . 98 9 15 46
7a0OH 3 44,4 57,1 31,7 . 86 91 48 57
7a0OH 4 11493 1533 76,5 . 76 40 114 60
7a0OH 5 92,09 1299 542 . 34 69 62 58
7a0OH 6 38,39 21,3 555 . 63 63 22 54
7a0OH 7 63,99 53 75 . 9 58 104 44
7a0OH 8 46,65 774 159 . 102 64 31 51
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Parameter Patient Vorwerte Tag-1 Tag0 mw3-5 mwl0-20 mw30-40
LDL-Ch 1 94 89 99 105,33 93,5 85
LDL-Ch 2 127 135 119 119,33 1345 125
LDL-Ch 3 96 99 93 95,67 91,5 83
LDL-Ch 4 118,5 119 118 128,33 113 1335
LDL-Ch 5 87 79 95 84,67 96 96
LDL-Ch 6 76,5 79 74 80,67 72 74
LDL-Ch 7 83,5 86 81 65,67 73,5 90
LDL-Ch 8 155,5 172 139 132,67 1185 114
VLDL-T 1 67,5 54 81 42,67 48,5 60
VLDL-T 2 72,5 54 91 41 41,5 68
VLDL-T 3 55 45 65 49,33 35,5 78
VLDL-T 4 186,5 205 168 104,33 1135 85,5
VLDL-T 5 71,5 57 86 40 53 46,5
VLDL-T 6 104 106 102 102 101 112,5
VLDL-T 7 59,5 36 83 36,67 57,5 76,5
VLDL-T 8 70 34 106 116,67 66,5 75,5
MEVALONAT 1 173 147 199 13433 138 159,5
MEVALONAT 2 234.5 229 240 181 189 175
MEVALONAT 3 139,5 130 149 182,67 158 171
MEVALONAT 4 410 408 412 309,67 3625 3285
MEVALONAT 5§ 254 269 239 209 255 167
MEVALONAT 6 186,5 195 178 150 258 165,5
MEVALONAT 7 90 66 114 132,67 253 223
MEVALONAT 8 135,5 137 134 100 133 113,5
7a0OH 1 23 15 31 20,67 12,5 23
7a0OH 2 54,75 65,5 44 13,47 14,92 49,85
7a0OH 3 30,35 31,5 29,2 28,6 41,05 68,37
7a0OH 4 35,25 32,5 38 49,28 88,64 79,5
7aOH 5 62,55 44,8 80,3 49,86 57,08 86,5
7a0OH 6 59,8 1055 14,1 68,66 47,49 82,36
7a0OH 7 24,05 359 12,2 58,77 66,77 44,17
7a0OH 8 28 40,7 153 14,5 13,5 9,45
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