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Einleitung

1 Einleitung

Gallensteine werden in Cholesterinsteine, Pigmentsteine oder Mischformen beliebiger
Zusammensetzung eingeteilt. Cholesterinsteine bestehen zu mehr als 70% aus Cholesterin
und machen in der westlichen Gesellschaft bis zu 80% aller Gallensteine aus.
Demgegeniiber handelt es sich bei bis zu 20% aller Gallensteine um Pigmentsteine. Die
Steinformen unterscheiden sich unter anderem beziiglich Epidemiologie und Genetik. Die

vorliegende Arbeit befasst sich ausschlieBlich mit Cholesteringallensteinen.

1.1 Epidemiologie und Genetik der Cholesteringallensteinerkrankung

1.1.1 Epidemiologie

Gallensteine sind in der westlichen Bevolkerung (Europa, USA) hiufig anzutreffen. In den
USA wurden in Autopsien (Altersgruppe > 40 Jahre) bei 8% der Méanner und bei 20% der
Frauen Gallensteine nachgewiesen (1). Etwa 10% der US-amerikanischen Bevolkerung,
das heil}t ca. 25 Millionen Menschen, haben Gallensteine (2). Obgleich weniger als die
Hiélfte der Steintrdger symptomatisch werden, liegt die Anzahl der in den USA jéhrlich
durchgefiihrten Cholezystektomien bei iiber 700000. Dies fiihrt zu einer Belastung des
Gesundheitssystems mit 8-10 Milliarden $§ pro Jahr, was 1,5% des gesamten Budgets
ausmacht (3). Im Alter von 75 Jahren haben 20% der Ménner und 35% der Frauen
Gallensteine (4). Die Privalenz bei beiden Geschlechtern erhoht sich mit dem Alter. Eine
prospektive Studie aus Danemark (5) geht von einer Erh6hung der Priavalenz um 3% alle
5 Jahre aus.

Die Pravalenz der Gallensteinerkrankung variiert weltweit deutlich. In Deutschland scheint
sie zwischen 6% und 9% (6; 7) zu liegen. Allgemein sind Gallensteine in Europa haufig,
wie in zahlreichen Studien gezeigt wurde (8-13). Noch héufiger leiden Mexican-Americans
unter Gallensteinen (14), auch wenn mit dem Gallensteinleiden assoziierte Faktoren wie
z.B. Adipositas, Diabetes mellitus und Alter beriicksichtigt werden (15). Die hochsten
Pravalenzraten sind fiir die Pima-Indianer (16) und die Navajo (17) aus Arizona
beschrieben, sowie fiir zahlreiche andere Indianergruppen Nordamerikas (18-20). Im

Gegensatz dazu entwickeln zentralafrikanische Massai (21) und Amerikaner schwarzer
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Hautfarbe (22) fast nie Gallensteine. In der Zusammenschau sprechen diese
Privalenzunterschiede fiir eine — allen Vdlkergruppen gemeinsame — genetische
Pridisposition zur Entwicklung von Cholesteringallensteinen. Evolutionsbiologisch kann
diese gut durch die Volkerwanderung erklart werden. Wéhrend frither fiir die
Bevolkerungsgruppen der nordlichen Hemisphire die Neigung zur Fettleibigkeit mit der
Moglichkeit zur  Anlage  grofer  Fettkalorienspeicher unter den  kargen
Erndhrungsbedingungen der letzten Eiszeit einen Selektionsvorteil darstellte, dufert sie

sich heute in einer Priadisposition zur Gallensteinerkrankung (23-25).

1.1.2 Humane Gallensteingene

Deutliche Hinweise auf eine polygene Vererbung der Pridisposition zur
Gallensteinerkrankung stammen aus zahlreichen Familien- und Zwillingsstudien. So
belegen jeweils mehrere Untersuchungen das familidr gehdufte Auftreten von
Cholesteringallensteinen (26-28), sowie eine etwa fiinffach erhohte Gallensteinpravalenz
bei mit Gallensteintrdgern erstgradig Verwandten (29-32). Von besonderer Bedeutung
scheint hierbei die Cholesteriniiberséttigung der Galle zu sein. So zeigen beispielsweise
eineiige Zwillinge beziiglich dieses Parameters Konkordanz (33), und auch bei gesunden
Schwestern weiblicher Gallensteinpatienten findet man hiufig eine
Cholesteriniiberséttigung der Galle (34).

Wihrend die epidemiologischen Studien und die Familien- und Zwillingsstudien eine
generelle genetische Prédisposition fiir einen Phédnotyp dokumentieren, versuchen
Assoziationsstudien einen direkten Zusammenhang zwischen Gallensteinphdnotypen und
einzelnen Genen herzustellen. Fiir die Cholelithiasis konnten bisher sechs Kandidatengene

durch Untersuchungen bei Gallensteinpatienten identifiziert werden (Tabelle 1, S. 8).
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Tabelle 1: Humane Gallensteingene.

Gensymbol Funktion bzw. Transkript Chromosom
(neue Nomenklatur)

APOE Apolipoprotein E 1
ABCB4 Phospholipid-Flippase (MDR3) 7
SLC10A2 Ilealer Gallensduretransporter (IBAT) 13
APOB Apolipoprotein B 2
CETP Cholesterinester-Transferprotein 16
CYP7Al1 Cholesterin 7a-Hydroxylase 8

Bisher bekannte genetische Risikofaktoren fiir die Cholesterin-Cholelithiasis des Menschen,
modifiziert nach Figge et al. (35).

Apolipoprotein E (APOE) ist der bekannteste genetische Risikofaktor fiir die Cholesterin-
Cholelithiasis. Es gibt drei hdufige, kodominant vererbte APOE-Allele (€2, €3 und €4), die
mittels isoelektrischer Fokussierung typisiert werden konnen, wobei sechs mdgliche
Isoformen entstehen (36). Die Studie von Bertomeu et al. (37) zeigt, dass das e4-Allel
nicht nur mit dem Morbus Alzheimer, sondern auch mit Cholesteringallensteinen assoziiert
ist, wihrend das €2-Allel einen Schutz vor Gallensteinen zu bieten scheint (38). Patienten
mit APOE4-Isoformen und Gallensteinen hatten in einer finnischen Studie (39) eine
schnellere Cholesterinkristallisation und eine groBere Zahl von Steinen, die zudem einen
hoheren Cholesteringehalt aufwiesen. Die in den Studien beobachteten Assoziationen
konnten auf eine hohere intestinale Cholesterinabsorption und schnellere
Chylomikronenclearance bei Patienten mit der APOE4-Isoform zuriickzufiihren sein, da
die erhohte hepatische Cholesterinaufnahme aus Chylomikronen-Remnants zur Repression
der Cholesterin- und Gallensdurenbiosynthese fiihrt (40). Da in der Galle Holo-APOE
vorhanden ist (39), konnte es alternativ als Inhibitor- oder als Promotorprotein die
Cholesterinkristallisation modulieren (41).

Interessanterweise konnten kiirzlich bei Patienten mit Gallenblasensteinen und
intrahepatischen Cholesterinsteinen Nonsense- und Missense-Mutationen im Gen des

kanalikuldren Phosphatidycholin-Transporters der Leber (MDR3; entspricht MDR2 bei der
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Maus) identifiziert werden (42). Zudem wurde bei japanischen Patienten mit
intrahepatischen Cholesterinsteinen eine verminderte hepatische MDR3-Expression und
bei Patienten mit Mikrolithiasis eine um 53% reduzierte bilidre Phospholipidkonzentration
beschrieben (43; 44). Bei diesen Untersuchungen ging man von der Beobachtung aus, dass
zwei durch MDR3-Mutationen bedingte cholestatische Erkrankungen, die progressive
familidre intrahepatische Cholestase und die intrahepatische Schwangerschaftscholestase,
mit Gallensteinen assoziiert sind (45-47). Damit ist die MDR3-Defizienz die erste

gesicherte genetisch bedingte Form der Cholesterin-Cholelithiasis.

1.2 Molekulare Mechanismen der Gallebildung

Gallefliissigkeit besteht aus folgenden Komponenten: Wasser (82%), Gallensduren (12%),
Lecithin und anderen Phospholipiden (4%), sowie nicht-verestertem Cholesterin (0,7%)
(48). Weitere Bestandteile sind konjugiertes Bilirubin, verschiedene Proteine, Elektrolyte
und Mucin. In der Gallenblase findet durch Wasserentzug eine Konzentrierung der
hepatischen Galle auf das bis zu Zehnfache statt.

Eine ungestorte Gallesekretion erfiillt eine Reihe physiologisch wichtiger Funktionen. Dies
ist zum einen die fiir die intestinale Lipidabsorption und Chylomikronenbildung wichtige
Wirkung als Detergenz (49). Zum anderen wird Cholesterin aus dem Korper im
Wesentlichen iiber die Gallenfliissigkeit durch Sekretion in den Darm eliminiert (50).
Dabei stellt der Metabolismus zu Gallensduren beim Menschen den bedeutendsten
Abbauweg flir Cholesterin dar (51; 52). SchlieBlich werden auch andere endogene und
exogene amphipathische Substanzen wie z.B. Stoffwechselendprodukte, Medikamente und
Toxine in die Galle sezerniert (53).

Gallensduren werden in der Leber aus Cholesterin synthetisiert und im Rahmen einer
enterohepatischen  Zirkulation sehr effizient im Organismus konserviert. Ein
transhepatischer Gallensdurenflux von ca. 1 g/h stimuliert beim Menschen die bilidre
Sekretion von bis zu 2 g Cholesterin und maximal 12 g Phosphatidylcholin (50).
Phosphatidylcholin macht dabei mit mehr als 95% den bei weitem gréfiten Anteil biliér

sezernierter Phospholipide aus.
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Gallefluss und bilidre Lipidsekretion hdngen in erheblichem Malle von der koordinierten
Aktivitit hepatozelluldrer Transportproteine ab, welche teils in der sinusoidalen, teils in
der kanalikuldren Plasmamembran lokalisiert sind (Abbildung 1, S. 12).

Auch beeinflusst die Gallensidurenausscheidung den Gallefluss, welcher in eine
gallensdurenabhingige und eine gallensdurenunabhéngige Fraktion eingeteilt wird (54).
Die gallensdurenabhingige  Sekretion erkldrt sich durch die bei hoher
Gallensdurenkonzentration gesteigerte hepatische Aufnahme, was letztlich die Sekretion in
die Gallenkanilchen vorantreibt. Der Gallensdurentransporter BSEP ist fiir die kanalikuldre
Sekretion monoanionischer Gallensduren wie z.B. Taurocholsdure verantwortlich, und
stellt das wesentliche Effluxsystem fiir Gallensduren dar (55; 56).

MRP2, ein weiteres kanalikuldr lokalisiertes Transportprotein (57-62), befordert
organische Anionen wie Glutathionkonjugate, Glukuronide, Leukotrien C4 und divalente
Gallensdurekonjugate, nicht aber monovalente Gallensduren (63). Von besonderer
Bedeutung ist hierbei die MRP2-vermittelte kanalikuldre Exkretion von reduziertem
Gluthation, der treibenden Kraft des gallensdurenunabhidngigen Galleflusses (64). Beide
Transporter arbeiten ATP-abhingig.

Phosphatidylcholin (PC) macht mehr als 95% der bilidr sezernierten Phospholipide aus.
Der konstante Wechsel von PC-Molekiilen zwischen den Schichten der doppelschichtigen
Plasmamembran wird durch so genannte ,,Flippasen® vermittelt, die teils ATP-unabhéngig
(65-67), teils ATP-abhingig sind. Bei der ATP-abhéingigen Flippase MDR2 handelt es sich
um ein 170 kD Protein der kanalikuldren Membran (68). MDR2 entspricht beim Menschen
dem Protein MDR3 (69).

Ein weiterer ATP-abhingiger Transporter der kanalikuldren Membran, ABCG5/GS8, wurde
zwischenzeitlich identifiziert und scheint von besonderer Bedeutung fiir die bilidre

Cholesterinsekretion zu sein (70; 71).

Die Transporter der sinusoidale Plasmamembran, welche die Aufnahme von Gallenséuren
und anderen organischen Anionen vermitteln, konnen in Na'-abhingige und Na'-
unabhingige Systeme unterteilt werden (56). Der Na'-abhingige Transport wird
angetrieben durch den Na'-Gradienten, den die Na'/K'-ATPase der basolateralen
Plasmamembran aufrechterhilt. Die Na'-unabhingigen Systeme werden primir durch

Anionen-Austauschmechanismen angetrieben. An der sinusoidalen Plasmamembran des
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Hepatozyten erfolgt die Aufnahme konjugierter Gallenséduren wie Taurocholsédure zu mehr
als 80% iiber Na'-abhiingige Transportwege. Dabei stellt das Na'-abhéingige Taurocholat-
Cotransportierende Protein 1 (NTCP1), welches ausschlieBlich in der Leber exprimiert
wird, das wichtigste Transportsystem dar (72). Erwdhnenswert ist die hohe strukturelle
Ahnlichkeit zwischen NTCP1 und dem intestinalen Gallensdurentransporter (IBAT),
welcher ebenfalls die Na'-abhiingige Aufnahme von Gallensduren vermittelt (73) und
neben dem terminalen Ileum auch in der Niere (74) und in Cholangiozyten (75) exprimiert
wird.

Die Na'-unabhingige Aufnahme von Gallensduren wird durch eine Familie von
Transportern vermittelt, zu der das Organische Anionen-Transportierende Polypeptid 1
(OATP1) gezéhlt wird. Neben der hepatozelluldren Aufnahme von Gallensduren vermittelt
OATP1 auch die Aufnahme konjugierter Steroide und verschiedener Medikamente.
Organische Kationen wie Cholin, das fiir die Synthese von Phosphatidylcholin bendtigt
wird, werden durch das Organische Kationen-Transportierende Protein 1 (OCT1) in den
Hepatozyten aufgenommen.

Die Aufnahme von Cholesterin erfolgt rezeptorvermittelt, wobei der LDL-Rezeptor (76),
der HDL-Rezeptor (SR-BI) (77) und der Chylomikronen-Remnant-Rezeptor (78) beteiligt

sind.
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Transporter - sinusoidal Transporter - kanalikular
Na*
K* Hepatozyt \
Na* BSEP Gallensauren
NTCP1 Gallensauren MRP2 Konjugierte Anionen,
o z.B. Glutathionkon.

Organische Anionen

OATP1 : .
z.B.Gallenséauren MDR2 Phospholipide

OCT1 Organische Kationen, ABCGS5/8  Cholesterin

z.B. Cholin

/

Abbildung 1: Hepatozellulare Transportsysteme.

Dargestellt sind die untersuchten Transportsysteme der sinusoidalen (links) bzw. kanalikularen
(rechts) Plasmamembran des Hepatozyten und die jeweils transportierten Molekiile. Nicht
untersucht wurde hierbei ABCG5/8, dessen Bedeutung zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der
Experimente noch unklar war. Abkiirzungen: NTCP1 (Na'-abhangiges Taurocholat-
Cotransportierendes Protein 1); OATP1 (Organische Anionen-Transportierendes Polypeptid 1);
OCT1 (Organische Kationen-Transportierendes Protein 1); BSEP (bile salt export pump); MRP2
(multidrug resistance associated protein 2); MDR2 (multidrug resistance p-glycoprotein 2),
ABCG5/8 (ATP-binding cassette g5/g8).

1.3 Pathophysiologie der Cholesteringallensteinbildung

Das pathophysiologische Konzept der Cholelithiasis hat sich im Laufe des letzten
Jahrzehntes — nicht zuletzt aufgrund molekularbiologischer Grundlagenforschung —
gewandelt (Abbildung 2, S. 13). Man geht fiir die Cholesterinsteinentstehung von einem
gleichzeitigen Vorliegen mehrerer Defekte aus. Diese sind im Einzelnen: (1) Eine
Ubersittigung der Galle mit Cholesterin bei (1) eingeschrinkter Gallenblasenkontraktilitit,
sowie (Il) eine beschleunigte Nukleation von Cholesterinmonohydratkristallen mit (V)
gesteigerter Mucinsekretion als wichtigstem nukleationsfordernden Faktor (79). Auch
diirfte (V) eine Verkleinerung des Gallenséurenpools bei (VI) gesteigerter Konversion von
Cholsdure zu Desoxycholsdure mit entsprechender Erh6hung des Desoxycholsdure-Pools
zur Cholesteriniiberséttigung der Galle beitragen. Das Ausmal} der genannten Verdnderung
variiert bei Gallensteintrdgern erheblich, so dass es bislang nur in Ansdtzen gelungen ist,

einen direkten Zusammenhang zwischen den einzelnen Defekten herzustellen. Es wird
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postuliert, dass die Hypersekretion von Cholesterin den priméren pathophysiologischen
Defekt darstellt, welcher eine Cholesteriniibersittigung der Galle zur Folge hat. Die
anderen genannten Defekte lassen sich hieraus vergleichsweise gut ableiten und sind somit

wahrscheinlich sekundirer oder gar tertidrer Art.

Defekte

10

Bilidre Cholesterinhypersekretion

\
o Verminderte Gallenblasen- Vermehrte Plasmazellinfiltration
2 motilitdt und verlangerte Mucinproduktion der der Gallenblase
intestinale Transitzeit Gallenblase

|

Beschleunigte Nukleation
N und/ oder Kristallisation
Vermehrte Gallensauren-

30 riickresorption und
verkleinerte
Gallensaurenpoolgréfle

CHOLESTERIN
GALLENSTEIN

Vermehrte Sekretion
nukleationsfordernder
Proteine

Vermehrte Sekretion
hydrophober Gallen-
sauren und Lipide

Abbildung 2: Hypothetisches Modell der Bildung von Cholesteringallensteinen.

Die biliare Cholesterinhypersekretion wird als primarer Defekt angesehen, welcher eine Reihe
sekundarer Defekte auslést. So diffundieren beispielsweise aus der Ubersattigten
Gallenblasengalle Cholesterinmolekiile rasch in die Gallenblasenwand und flihren zu einer
muskularen Dysfunktion. Die verschlechterte Gallenblasenmoatilitat ist Ursache einer bilidren Stase,
die die bilidre Cholesterinkristallisation beschleunigt. Die Cholesteriniberladung der glatten
Muskelzellen zieht entzindliche Veranderungen der Gallenblasenwand in Form einer
Plasmazellinfiltration nach  sich, wobei die sezernierten Immunglobuline potente
Kristallisationsfaktoren darstellen. Abbildung modifiziert nach Apstein und Carey (79).
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Tabelle 2: Cholesterinsteinbildung - Risikofaktoren und pathophysiologische Mechanismen.

Risikofaktoren

Pathophysiologische

Mechanismen

Folgen

Adipositas

HMG-CoA-Reduktase-Aktivitit 1

Cholesterinsynthese und
-abgabe in die Galle 1

starke Gewichts-
reduktion (Fasten)

Mobilisation von Cholesterin
aus den Speicherformen 1,
enterohepatischer Kreislauf der
Gallensduren |, Gallensduren-
synthese |
Gallenblasenmotilitit |

e Cholesterinsekretion 1,
Gallensédurensekretion |

totale parenterale

Gallenblasenmotilitit |

Erndhrung
entzlindliche Er- enteraler Gallensdurenverlust, Gallensdurensekretion |
krankungen (Morbus | unzureichende Neusynthese,

Crohn) oder Resektion
des terminalen Ileums

Gallensdurenpool |

weibliches Geschlecht,
Schwangerschaft,
Therapie mit
Ostrogenen bzw.
Gestagenen

e Ostrogene

e (estagene

Stimulation hepatischer
Lipoproteinrezeptoren,
dadurch hepatische
Cholesterinaufnahme 1
12a-Hydroxylase-Aktivitét |,
dadurch Syntheserate und
Poolgrofle von Cheno-
desoxycholsdure |,
Cholatanteil im Gallensduren-
pool 1; nach Dehydroxylierung
von Cholat im Darm:
Desoxycholatanteil und —
sekretion 1

ACAT-Aktivitit |, dadurch
Uberfiihrung von Cholesterin
in die Esterform |
Gallenblasenmotilitét |

e Cholesterinsekretion 1

e Cholesterinsekretion 1
(die hydrophobe
Desoxycholsdure fiihrt
zu einer starkeren
Stimulation der
Cholesterinsekretion als
Cholsdure oder Cheno-
desoxycholsdure)

e Cholesterinsekretion 1
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Tabelle 2: (Fortsetzung)

Folgen

Risikofaktoren Pathophysiologische
Mechanismen
Gallenblasenhypo- e Angebot zirkulierender
motilitdt Gallensduren durch Retention
Ursachen: Fasten, eines wesentlichen Anteils des
totale parenterale Pools in der Gallenblase |
Ernéhrung, Gestagene, | ¢ Verweildauer der Galle in der
Somatostatinanaloga, Gallenblase 1, dadurch
IgG-Einlagerung bei Eindickung und
Entziindung, autonome Durchmischungsstorung
Neuropathie bei

Diabetes mellitus

Gallensédurensekretion |

e lokaler Gallensduren-
mangel, Begiinstigung
von Vesikelbildung,
—aggregation und
—fusion sowie der
Nukleation

Medikamente

e C(Clofibrat o ACAT-Aktivitdt |, dadurch
Uberfiihrung von Cholesterin
in die Esterform |

e 7a-Hydroxylase-Aktivitét |,

— Gallensdurensynthese |

e Somatostatin- e Gallenblasenmotilitdt |

analoga
e Cyclosporin A ¢ Gallensdurensynthese,

Riickresorption im terminalen
[leum und Aufnahme durch die
Leber |

e Cholesterinsekretion 1

e QGallensédurensekretion |
Cholesterinsekretion 1

e (Qallensdurensekretion |

Nicht erwahnt sind die genetischen Risikofaktoren (siehe 1.1.2, S. 7) sowie
Fettstoffwechselstérungen und Diabetes mellitus, welche ebenfalls zur Cholesterinsteinbildung

pradisponieren.
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Grundsitzlich kann eine vermehrte Cholesterinsekretion (Abbildung 3, S. 18) bedingt sein
durch: (I) eine gesteigerte hepatische Aufnahme von durch Lipoproteine transportiertem
Cholesterin unter Beteiligung des LDL-Rezeptors (76), des HDL-Rezeptors (SR-BI) (77)
und des ChR-Rezeptors (78); (Il) eine vermehrte Cholesterinsynthese bedingt durch
Erhohung der Aktivitit der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoenzymA-Reduktase (HMG-
CoA-R), das Schliisselenzym der de novo Cholesterinbiosynthese (80); (111) eine reduzierte
Veresterung freien Cholesterins, vermittelt durch die Acyl-CoA:Cholesterinacyltransferase
(ACAT) (81) bzw. (IV) eine gesteigerte, durch die Cholesterin-Ester-Hydrolase (CEH)
katalysierte, Hydrolyse von Cholesterinestern (82); (V) eine verminderte Nutzung von
Cholesterin fiir die Gallensdaurensynthese, bedingt durch Verminderung der Aktivitéit der
Cholesterin ~ 7a-Hydroxylase = (CYP7A1)  (83), das  Schliisselenzym  der
Gallensdurensynthese;  schlieBlich  (VI) eine  Steigerung des  cytosolischen
Cholesterintransportes zur kanalikuliren Membran zur Sekretion in die Galle, woran das
Sterol Carrier Protein 2 (SCP2) beteiligt ist (84; 85).

Zahlreiche Untersuchungen an menschlichen Cholesteringallensteintrigern befassten sich
mit dem zweitgenannten Punkt (s.o., Il), der hepatischen Cholesterinbiosynthese. Hierbei
ergab sich bislang jedoch kein eindeutiges Bild. Wahrend einige Untersuchungen bei
Gallensteintrdgern eine erhohte HMG-CoA-Reduktase-Aktivitdt (86-89) bzw. das
Unvermogen zur Reduktion der Enzymaktivitit als Reaktion auf eine cholesterinreiche
Diit zeigten (90), fanden anderen Studien keine Unterschiede (91-93), oder gar erniedrigte
Werte (52; 94). Ahnlich widerspriichlich ist die Datenlage fiir die Cholesterin 7a-
Hydroxylase (85-87; 89; 93).

In vorangegangenen Untersuchungen fanden wir flir Acat-2 in dem eingesetzten
Mausmodell (ndhere Erlduterung: 1.4, S. 19) bei beiden Mausstimmen eine vergleichbare
Steigerung der mRNA-Expression um 70% (AKR/J) bzw. 90% (C57L). Im Gegensatz
hierzu zeigte sich fiir das Enzym CEH beziiglich mRNA-Expression und Proteinexpression
lediglich bei den gallensteinempfénglichen Tieren des Stammes CS57L ein signifikanter
Anstieg (95). Interessanterweise war bei dieser Gruppe von Tieren auch die Expression des
HDL-spezifischen Rezeptors SR-BI (s.o0., I) auf mRNA-Ebene um das 2,5-fache und auf
Proteinebene um das zweifache gesteigert. Dies ging einher mit erniedrigten HDL-
Cholesterinwerten im Blut der betroffenen Tiere. HDL-Partikel erfiillen die Aufgabe des so

genannten umgekehrten Cholesterintransportes (reverse cholesterol transport) und
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transportieren aus extrahepatischen Geweben stammendes Cholesterin in veresterter Form
zur Leber (96). Im Gegensatz zum LDL-Rezeptor wird SR-BI nicht in den Hepatozyten
internalisiert (97). Es kommt lediglich zu einer Interaktion mit HDL, welche die Aufnahme
von Cholesterinestern in den Hepatozyten ermoglicht (98; 99). Zusammenfassend konnte
dem umgekehrten Cholesterintransport eine bedeutende Rolle bei der Bildung von
Cholesteringallensteinen zukommen, da zum einen bei Tier und Mensch bis zu 90% des
bilidiren Cholesterins aus Lipoproteinen stammt (100; 101), zum anderen de novo
Cholesterin bei Ratte und Hamster nur in geringen Mengen in die Galle sezerniert wird
(102; 103). Allerdings transportiert der Mensch Cholesterin iiberwiegend in LDL, wéhrend
sich bei Nagetieren der Grofteil des transportierten Cholesterins in den HDL-Partikeln
befindet (101; 104; 105). SchlieBlich gibt es deutliche Hinweise, dass eine Steigerung des
hepatischen Cholesterintransportes (s.0., VI), welcher zumindest teilweise durch SCP2
vermittelt wird, zur Cholesterinhypersekretion beitrdgt. So fand man bei C57L/J-Mausen
im Gegensatz zu AKR/J-Tieren nach 4-wdchiger lithogener Diét einen Anstieg der SCP2
Proteinexpression um ca. 60% (84). Die mRNA-Expression stieg in vergleichbarem Mal3e
an, was als Hinweis auf eine transkriptionelle Regulation der SCP2 Proteinexpression

gewertet werden kann.
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Hepatozyt

Gallenséauren (GS)

CYP27
CYP7A1
Endosom \ e
Cholesterin - -
E— LS
TN
CEF/
ACAT
e HMG-
Cholesterin- CoA-R
ester Acetyl-CoA

Abbildung 3: Cholesterinaufnahme, -stoffwechsel und -transport.

Erlduterung im Text. Abkdrzungen: LDL (low density lipoprotein); HDL (high density lipoprotein);
SRB1 (scavenger receptor class b type 1); CEH (Cholesterin-Ester-Hydrolase); ACAT (Acyl-
CoA:Cholesterinacyltransferase); HMG-CoA-R (3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoenzymA-
Reduktase); CYP27 (27-Hydroxylase); CYP7A1 (Cholesterin 7a-Hydroxylase); SCP2 (sterol carrier
protein 2); ABCG5/8 (ATP-binding cassette g5/g8); GS (Gallensauren).

Die Hypersekretion von Cholesterin und die daraus resultierende Cholesterintiberséttigung
der Gallefliissigkeit ist von fundamentaler Bedeutung fiir die Entstehung von
Cholesteringallensteinen. Cholesterin liegt in der Galle zu liber 95% in freier, nicht-
veresterter Form vor (106). Die Loslichkeit des stark hydrophoben Cholesterins wird in der
Gallefliissigkeit durch drei verschiedene Aggregatformen bzw. Carrier vermittelt (107).
Hierzu rechnet man (l) unilaméllere Vesikel, welche wie die Plasmamembran aus zwei
Lipidschichten aufgebaut sind und neben Phospholipiden vergleichsweise viel Cholesterin
enthalten (108). Weitere Aggregatformen sind (II) aus Gallensduren und vergleichsweise
wenig Cholesterin aufgebaute cinfache Mizellen und (I11) gemischte Mizellen, die
zusétzlich aus Phosphatidylcholin bei geringerem Gallensdurenanteil bestehen. In den
Mizellen richten sich die hydrophoben Molekiilanteile zum Zentrum hin aus, was deren

Kontakt zum umgebenden Wasser als polarem Losungsmittel minimiert und daher
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thermodynamisch am giinstigsten ist (109). Somit ist fiir die Loslichkeit des Cholesterins
nicht nur dessen Konzentration in der Galle bedeutsam, sondern auch die Konzentration
von Phospholipiden und Gallensduren. Dieser Zusammenhang wird im Loslichkeitsschema
der Gallenbestandteile nach Carey illustriert (110). Unter physiologischen Bedingungen
sind einfache und gemischte Mizellen in der Lage, eine Kristallisation von Cholesterin
praktisch vollstindig zu verhindern. Bei Storung des Gleichgewichtes zwischen
Cholesterin, Phospholipiden und Gallensduren kommt es zur Cholesteriniibersattigung von
Mizellen und insbesondere Vesikeln, was eine Cholesterinumverteilung sowohl innerhalb
dieser beiden Lipidaggregate, als auch zwischen diesen zur Folge hat. Man nimmt an, dass
durch die Aggregation dieser an Cholesterin reichen Vesikel zu so genannten
multilamelldre Vesikeln die Cholesterinnukleation eingeleitet wird (107). SchlieBlich
kommt es bei Uberschreitung der Loslichkeitsgrenze zum  Ausfallen von

Cholesterinmonohydratkristallen, welche die Vorstufe der Cholelithiasis darstellen.

1.4 Das Tiermodell der Gallensteinmaus

1.4.1 Bedeutung von Inzuchtmausstammen

Die klassische Stammbaumanalyse nach Mendel untersucht einfache rezessive oder
dominante Erbginge, die auf einen einzigen Genlocus zuriickzufiihren sind. Bei polygenen
Erkrankungen wird die genetische Analyse durch Interaktionen zwischen Genen und
exogenen Faktoren bzw. zwischen den Genen untereinander (Epistase), unterschiedliche
Erbginge, genetische Heterogenitit sowie inkomplette Penetranz erschwert. Um polygene
Merkmale beim Menschen zu untersuchen, muss auf betroffene Geschwisterpaare oder
grofle Stammbdume zuriickgegriffen werden.

In einer solchen Situation stellen experimentelle Kreuzungen von Inzuchtmausstimmen
ein geeignetes Tiermodell zur Genomanalyse dar (111). Ein Mausstamm gilt nach 20
Generationen der Geschwisterverpaarung — wenn er fiir alle Genloci homozygot ist — als
Inzuchtmausstamm. Inzuchtméduse als Modellorganismen umgehen das Problem der
genetischen Heterogenitidt und er6ffnen vielfiltige Moglichkeiten, pathophysiologische
Zusammenhdnge durch genetische Verdnderungen (Knock-out- und transgene Méuse) zu

tiberpriifen (112). Zudem bestehen die Vorteile der Maus fiir den Experimentator in ihrer
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raschen Geschlechtsreife, zahlreichen Nachkommenschaft, sowie der Mdglichkeit einer
genauen Kontrolle der Umwelteinfliisse.

Die Fiitterung von Inzuchtmausstimmen mit einer lithogenen Didt, die neben einem
15%-igen Fettanteil 1% Cholesterin und 0,5% Cholséure enthielt (113), fiihrte bei 80% der
C57L/J-Inzuchtmiuse zu Gallensteinen, wéihrend andere Stimme (AKR/J, A/J, SWR/J) in
deutlich geringerem Male (0-44 %) Gallensteine entwickelten. AKR/J-Inzuchtméause
zeigten sich gallensteinresistent. Der Gallensteinbildung in der C57L/J-Gallensteinmaus
ging — wie bei Gallensteinpatienten — die Bildung von Cholesterinmonohydratkristallen in
einem viskdsen Mucingel, das die vergréferten und hypomotilen Gallenblasen auskleidete,

voraus. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen Khanuja et al. (114).

1.4.2 Murine Gallensteingene

Fiir die Kartierung von Genen, die fiir eine polygene Erkrankung verantwortlich sind,
miissen zwei Inzuchtstimme verfiigbar sein: Ein Stamm, der fiir die Entstehung dieses
Merkmals nach Einfluss von Umweltfaktoren préadisponiert ist, sowie ein resistenter
Stamm. Die Unterschiede zwischen den beiden Stimmen sollten quantitativ messbar sein,
z.B. Blutdruck oder Serumglukose. In der ersten Kreuzung zwischen den beiden Stimmen
(F1-Generation) kann der Vererbungsmodus des Merkmals ermittelt werden.

Fiir die Kartierung der verantwortlichen Gene werden die F1-Nachkommen untereinander
gekreuzt oder mit dem prédisponierten Stamm riickgekreuzt. Die Tiere der zweiten
Generation werden eine variable Ausprigung des Merkmals zeigen. Ohne Einfluss von
Umweltfaktoren ist eine den Mendelschen Regeln entsprechende Aufspaltung der Allele in
der F2-Generation nur dann zu beobachten, wenn lediglich ein Locus fiir die Auspragung
eines Merkmals verantwortlich ist. Bereits bei zwei Loci kommt es zu einer quantitativen
Verteilung: die einzelnen Merkmale sind um so weniger voneinander abzugrenzen, je mehr
Genloci beteiligt sind, so dass bei polygenen Erkrankungen héufig eine Normalverteilung

resultiert (115).

Um die krankheitsrelevanten Gene zu identifizieren, werden die F2-Tiere hinsichtlich des
quantitativen Merkmals phénotypisiert und fiir genetische Marker, die das gesamte Genom

mit hoher Dichte (durchschnittlich 1 Marker/10-20 cM) gleichméBig abdecken, typisiert.
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Wihrend nicht gekoppelte Genloci unabhidngig voneinander in diesen F2-Tieren
segregieren, werden Marker, die in der Nachbarschaft der verantwortlichen Gene liegen,
gekoppelt mit dem untersuchten Merkmal vererbt. Durch spezielle statistische Analysen
(z.B. Intervallkartierung) wird die signifikante Koppelung dieses Merkmals an die Marker
in einer chromosomalen Region ermittelt (116). Die chromosomale Region wird dann als
QTL (quantitative trait locus) bezeichnet, wenn ein statistischer Schwellenwert (LOD-
Score) tberschritten wird. Die durch die Genomprojekte in dieser Region bereits
lokalisierten Gene konnen anschlieBend auf Expressionsunterschiede und Mutationen
getestet werden, um ihre physiologische Relevanz zu belegen.

Untersuchungen an gallensteinempfindlichen Méusen konnten zeigen, dass so genannte
Lith-Gene die Gallensteinentstehung beeinflussen. Khanuja et al. (114) identifizierten
einen Genabschnitt auf Mauschromosom 2 mit dominanter Vererbung, der regulatorisch
die hepatische HMG-CoA-Reduktase auf Chromosom 13 beeinflusst. Dabei zeigte sich in
der Gruppe gallensteinempfindlicher Méuse (C57L) unter lithogener Didt keine, bei den
gallensteinresistenten Stimmen (AKR) dagegen die erwartete negative Riickkopplung auf
die HMG-CoA-Reduktase. Dies unterstreicht einerseits die Bedeutung der
Cholesterinhypersekretion fiir die Cholesteringallensteinbildung, gibt aber andererseits
eindeutige  Hinweise auf die groe Bedeutung genetischer Faktoren im
Cholesterinstoffwechsel der Maus.

Durch weiterfiihrende Untersuchungen an gallensteinempfindlichen und -resistenten
Inzuchtmausstimmen wurden weitere Kandidatengene identifiziert (117). Einige dieser
Gene kolokalisieren mit klassischen Kandidatengenen fiir die Gallensteinbildung, wie der

HDL-Rezeptor SR-BI auf Chromosom 5 und APOE auf Chromosom 7.
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Tabelle 3: Murine Gallensteingene.

Gallenstein- Funktion bzw. Transkript Chromosom
Kandidatengen

Apoe Apolipoprotein E 7
Bsep Gallensdurenexportpumpe 2
Cckar Cholecystokinin A-Rezeptor 5
Fabp6 Ileales Gallensduren bindendes Protein 11
Gsta Glutathion-S-Transferase 9
Lcat Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase 8
Lipc Hepatische Lipase 9
Lpl Lipoproteinlipase 8
Mrp2 Multipezifischer Anionentransporter 19
Nsdhl 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase X
Octl Apikaler Kationentransporter 17
Pctp Phosphatidylcholin- Transferprotein 11
Scap SREBP- Clevage-Activation-Peptide 9
Srbl HDL-Rezeptor 5
Srebfl Sterol Regulatory Element Binding Proteinl (SREB1) 8

Einige der aufgefiihrten Gallenstein-Kandidatengene lassen sich flinf so genannten lithogenen Loci

(Lith 1-5; siehe auch 5.4, S. 61) zuordnen, welche mittels QTL-Analyse (quantitative trait locus
analysis) identifiziert wurden (35). Die Maus verfligt iber 20 Chromosomen.
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15 Fragestellung

Fiir die in dieser Arbeit dargestellten Experimente wurde mit gallensteinempfanglichen
C57L/J- und gallensteinresistenten AKR/J-Méusen ein etabliertes Mausmodell der

Cholesteringallensteinerkrankung eingesetzt.

Ziel der Arbeit war es, die bilidiren Sekretionsraten fiir Cholesterin, Phospholipide und
Gallenséduren beider Mausstimme mit der Genexpression fiir die Gallebildung relevanter

Transportproteine der Leberplasmamembran zu korrelieren.

Im Einzelnen wurden folgende Transporter der kanalikuldren Plasmamembran untersucht:
¢ Die Gallensdurenexportpumpe BSEP
e Der Anionentransporter MRP2
e Der Phospholipidtransporter MDR2

Die untersuchten Transporter der sinusoidalen Plasmamembran waren im Einzelnen:
e Der Gallensdurentransporter NTCP1
e Der Anionentransporter OATP1
e Der Kationentransporter OCT1
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2 Material

2.1 Gerate

Analysenwaage 1265 MP
Biofuge pico

Blot Transfer System 20-25 und 11-14
Chromatographiesdule SuperoseTM6
Easy-Cast Electrophoresis Systeme
Elektrophoresekammer PenguinTM ,
Doppelgelsystem P8DS

Gel Air Dryer

GelgieBstand JoeyTM JGC-4

Gewebe-Handhomogenisator Wheaton-Potter-

Elvehjem

GS-700 Imaging Densitometer
Infrarotlampe Inframed Type 810
Inkubator

Kaltlichtlampe KL 750

Lab Therm zu Lab Shaker
Milton Roy Spectronic 1001 plus
Minifuge RF

Peltier Thermal Cycler PTC 200

Power Pac 200

Power Pac 3000
RED ROLLER II Hybridization Oven

Sartorius, Gottingen
Heraeus instruments GmbH,
Hamburg

GibcoBRL, Karlsruhe
Bio-Rad, Miinchen

Peqlab, Erlangen

Peqlab, Erlangen

Bio-Rad, Miinchen
Peqlab, Erlangen
Neolab, Heidelberg

Bio-Rad, Miinchen

Schott, Mainz

WTB Binder, Tuttlingen

Schott, Mainz

B.Braun, Melsungen

Omnilab, Hamburg

Heraeus instruments GmbH,
Hamburg

MJ Research Inc., Massachusetts,
USA

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Hoefer Scientific Instruments, San

Francisco, USA
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Rotor Sorvall SM-24

Rotor Sorvall T-1270

Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell
Sorvall RC 28S Zentrifuge

Sorvall Ultrazentrifuge OTD-C

T8.01 Netzgerit
Ultra-Turrax T8
Ultrospec 1000
UV-Stratalinker 1800

Vacman Laboratory Vacuum Manifold

Du Pont Nemours GmbH, Bad
Nauheim

Du Pont Nemours GmbH, Bad
Nauheim

Bio-Rad, Miinchen

Du Pont Nemours GmbH, Bad
Nauheim

Du Pont Nemours GmbH, Bad
Nauheim

IKA Labortechnik, Staufen
IKA Labortechnik, Staufen
Pharmacia Biotech, Freiburg
Stratagene, La Jolla, USA
Promega, Heidelberg

2.2 Testkits

Cholesterin-20 Kit

Gallenséure Kit

Geneclean-II Kit

Phospholipid Kit

Protein Assay

Random Primer Labeling Kit
Super-Script II Preamplification System
TA-Cloning Kit

Westernblot chemiluminescense reagents

Wizard Plus Mini-/Maxiprep
DNA Purification System

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Bio 101, Vista, USA

Wako Chemicals, Neuss
Bio-Rad, Miinchen
GibcoBRL, Karlsruhe
GibcoBRL, Karlsruhe

Invitrogen, Groningen, Niederlande

NEN Life Science
Boston, USA

Promega, Mannheim

Products,
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2.3 Sekundéarantikdrper

Antikorper

Bezugsquelle

Peroxidase-conjugated rabbit
anti-goat IgG
Peroxidase-conjugated goat

anti-rabbit IgG

DAKO Chemicals, Hamburg

DAKO Chemicals, Hamburg

2.4 Chemikalien und sonstige Reagentien

2-Mercaptoethanol

5-Cholestan-3-ol

Acrylamid/bis (30%)

Agarose

Albumin, Bovine

Bacto-peptone

Bacto-yeast exstract

Bakterienfilter, rund, 0,2 pm, steril
Bis-Trimethylsilyl-trifluoroacetamid
Bromphenol blue

Chloroform

Denhardts Solution

DNA Molekular Weight Marker 11/ VI
Ethanol

Ethidiumbromid

Formaldehyd

Formamid

Gel Blotting Papier

Gibco Laboratories, Eggenstein
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Bio-Rad, Miinchen

Difco Laboratories, Augsburg
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Difco Laboratories, Augsburg
Difco Laboratories, Augsburg
Sarstedt, Niimbrecht
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck Eurolab GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Schleicher und Schiill, Dassel
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Gene Screen Plus Membran

Glycerol

Herring Sperm DNA, DNA Typing Grade
Intramedic Polyethylene Tubing 0,61 mm
Isofluran

Luria-Bertani-Agar

Methanol

Molecular Weight Marker SDS 70L
Morpholino propanesulfonic acid
Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumhydroxid

Nitrocellulose (0,45 pum)
QuantumRNA 188 Internal Standards
RNA Molecular Weight Marker I
SDS

Skim milk

Standardfutter Altromin 1314
Sukrose

Taq DNA Polymerase

TEMED

Tris

TRIzol Reagenz

TWEEN 20

NEN Life Science Products, Boston,
USA

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
GibcoBRL, Karlsruhe

Clay Adams

Pharmacia&Upjohn GmbH, Erlangen
GibcoBRL, Karlsruhe

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Bio-Rad, Miinchen

Ambion, Wiesbaden

Boehringer, Mannheim
Sigma-Aldrich ,Deisenhofen

Difco Laboratories, Augsburg
Altromin GmbH, Lage
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Qiagen GmbH, Hilden
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Life Technology GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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Material
2.5 Tiere
AKR/J Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA
C57L/] Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA

Tierversuchsantrag: Aktenzeichen X330a-72241.122-4(57-7/97), 19. Dezember 1997.

2.6 Software

Adobe®Acrobat® 5.0
Microsoft® Excel

Microsoft® Internet Explorer
Microsoft® PowerPoint
Microsoft® Word

Molecular Analyst Version 7.0
SigmaStat Version 2.0

Vector NT 4.0 Deluxe

Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA
Microsoft Corporation, Mountain View, CA, USA

Microsoft Corporation, Mountain View, CA, USA.

Microsoft Corporation, Mountain View, CA, USA
Microsoft Corporation, Mountain View, CA, USA
Bio-Rad, Miinchen

SPSS Inc., Chicago, IL, USA

Infor Max Inc., N. Bethesda, MD, USA
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3 Methoden

3.1 Tierhaltung und Standarddiéat

Die dargestellten Untersuchungen zum bilidren Lipidstoffwechsel und den molekularen
Mechanismen der Cholesteringallensteinbildung wurden an einem etablierten Mausmodell
durchgefiihrt (114). Die Tiere der Inzuchtmausstimme AKR/J und C57L/J stammten
urspriinglich aus dem Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) und wurden zur
Anzucht unserer eigenen Mauskolonie herangezogen. Mannliche Tiere beider Staimme im
Alter von 10-12 Wochen erhielten iiber einen Zeitraum von 4 Wochen entweder, wie
bereits zuvor, eine cholesterinarme Kontrolldidt (Standardfutter Altromin 1314) mit einem
Cholesteringehalt < 0,02%, oder eine lithogene Didt (ICN, Eschwege). Letztere enthielt
15% Fett, 1% Cholesterin sowie 0,5% Cholsdure zur Steigerung der intestinalen
Cholesterinabsorption (118). Unter lithogener Didt entwickelten wéhrend dieses
Zeitraumes C57L/J- (gallensteinempfanglich) nicht aber AKR/J-Tiere (gallensteinresistent)
Gallensteine. Cholestase und relevante Erkrankungen der Leber wurden mittels
Leberhistologie und Bestimmung hepatischer Enzyme im Serum ausgeschlossen. Die Tiere
wurden in einem temperaturkontrollierten Raum (21-23 °C) mit gleich bleibendem Tag-
Nacht-Zyklus (Licht von 6:00 bis 18:00 Uhr) und freiem Zugang zu Wasser und
jeweiligem Futter gehalten. Eine artgerechte Tierhaltung war dabei zu jedem Zeitpunkt

gewidhrleistet.

3.2 Operationstechnik

Nach Abschluss der 28-tidgigen Fiitterungsperiode wurden am Morgen des Operationstages
jeweils 6 Tiere eines Stammes, die entweder eine lithogene Didt oder weiterhin
cholesterinarme Kontrolldidt erhalten hatten, gewogen und mittels intraperitonealer
Injektion von Pentobarbital (35 mg/kg Korpergewicht) betdubt. Die Laparotomie erfolgte
iiber einen mittleren Oberbauchschnitt unter keimarmen Bedingungen. Leber und

Gallenblase wurden genau inspiziert, wobei sich die bei einem Teil der Tiere vorhandenen
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Gallensteine gut durch die Gallenblasenwand abzeichneten und somit problemlos fiir das
bloBe Auge erkennbar waren. Im Anschluss wurde nach Ligation des Ductus cysticus und
Cholezystektomie der Ductus choledochus intubiert (PE-10 Polyethylenkatheter,
Innendurchmesser 0,28 mm, AuBBendurchmesser 0,61 mm) und hepatische Galle iiber einen
Zeitraum von einer Stunde gesammelt. Nach Bestimmung von Gewicht und Volumen
wurde die so gewonnene Galle bei -20 °C gelagert. Die operativ entfernte Gallenblase
wurde umgehend erdffnet, um auch eine Cholelithiasis geringen Ausmalies auszuschliefen
bzw. zu erkennen. Wéhrend des gesamten Eingriffs wurden den Tieren zur Stabilisierung
des Fliissigkeitshaushaltes geringe Mengen 0,9%-iger Kochsalzlésung intraperitoneal
verabreicht und ein Abfall der Kdrpertemperatur mittels Warmelampe verhindert. Zudem
wurde, sofern erforderlich, die Narkose mittels Isofluran aufrechterhalten. Schlie3lich
wurde die Leber der Tiere entnommen, gewogen, und ein kleiner Anteil davon
(ca. 150-250 mg) mittels fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Isolation von
Gesamt-RNA (siehe 3.5.1) bei -80 °C gelagert. Das restliche Lebergewebe von jeweils
4 Tieren wurde gepoolt und zur Isolation von Plasmamembranen (siehe 3.6.1)

herangezogen.

Leber

Magen

Duodenum

Katheter, mit Galle gefullt

Abbildung 4: Operationssitus.



Methoden

31

3.3 Bestimmung des hepatischen Gesamtcholesteringehaltes

Zur Bestimmung des hepatischen Gesamtcholesteringehaltes wurden die Lipide aus je
100 mg Lebergewebe extrahiert (119). Hierzu wurde das Lebergewebe in 1 ml
Homogenisationspuffer (Zusammensetzung: 0,01 M Tris, pH 7,0; 0,25 M Sukrose) mittels
elektrischem Handhomogenisator auf Eis homogenisiert. Dem Homogenat (1 ml) wurden
Chloroform und Methanol zugesetzt, wobei ein Verhéltnis von 0,8 : 1 : 2 eingehalten
wurde. AnschlieBend wurde fiir 15 s geschiittelt und 10 min auf Eis inkubiert. Die
Mischung wurde erneut mit je 1 ml Chloroform und 0,15 M NaCl-Losung versetzt,
gemischt und 5 min bei 2000 Umin" und 4 °C zentrifugiert. Es bildete sich eine
Dreischichtung bestehend aus einer oberen wissrigen Phase, einer am Boden befindlichen
Chloroformphase, welche die Lipide einschlieBlich des Cholesterins enthielt, und einer
Proteininterphase. Die Chloroformphase wurde in ein neues, glasernes Reaktionsgefdl3
tiberfiihrt und das Chloroform eingedampft. Durch kurzes Zentrifugieren sammelten sich
die Lipide am Boden. Nach Aufnahme in 200 pl Isopropanol wurden Aliquote unmittelbar
zur Bestimmung des Gesamtcholesterins mittels eines enzymatischen Testkits

(Cholesterin-20) herangezogen.

3.4 Analyse der hepatischen Galle

3.4.1 Konzentrationsbestimmung fur Cholesterin, Phospholipide und

Gallensauren

Die Bestimmung der Cholesterin-, Phospholipid- und Gallensdurenkonzentration in der
iiber eine Stunde abgeleiteten hepatischen Galle erfolgte in Aliquoten von 5-20 ul. Hierzu
kamen an anderer Stelle ausfiihrlich beschriebene Standardmethoden (84; 100) unter

Verwendung enzymatischer Kits zum Einsatz.
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3.4.2 Gallefluss und Lipidsekretionsraten

Um den Gallefluss [ul/h] zu ermitteln wurde die iiber eine Stunde in ein Eppendorf-
Reaktionsgefdl3 abgeleitete Galle ausgewogen. Es wurde eine Dichte der Galle von 1 g/ml
angenommen und auf ein Korpergewicht von 1 kg bezogen. Somit ergab sich die Einheit
[ul/hxkg].  Unter  Beriicksichtigung  von  Cholesterin-,  Phospholipid-  bzw.
Gallensdurenkonzentration [pmol/ul] lieBen sich mit Hilfe des Galleflusses die jeweiligen

Lipidsekretionsraten [umol/hxkg] berechnen.

3.5 Reverse-Transkriptions-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die RT-PCR ist eine molekularbiologische Methode zum qualitativen und, bei
entsprechendem Einsatz, semiquantitativen Nachweis der Expression von mRNA. Durch
sie ist es moglich, selbst kleinste Mengen mRNA selektiv zu vervielfiltigen und
nachzuweisen. Dazu wird die zuvor isolierte RNA (siche auch 3.5.1) zundchst als Matrize
zur Reversen Transkription (RT) komplementirer DNA (cDNA) benutzt (sieche auch
3.5.3). Im néchsten Schritt wird unter Verwendung von sequenzspezifischen
Primermolekiilen die nachzuweisende Region der cDNA selektiv amplifiziert (siche auch
3.5.4). Um eine semiquantitative Aussage beziiglich der Expression der interessierenden
mRNA treffen zu kdnnen ist es moglich, im selben PCR-Ansatz ein Kontrollgen mit
vergleichsweise konstanter Expression zu amplifizieren. AnschlieBend werden die
amplifizierten = PCR-Produkte im  Agarosegel durch  Gelelektrophorese  und
Ethidiumbromidfirbung aufgetrennt bzw. identifiziert. Uber die densitometrische
Auswertung der fluoreszierenden Banden kann eine semiquantitative Aussage zur mRNA-

Expression des untersuchten Genes getroffen werden (siehe auch 3.5.5).

Ein Zyklus einer PCR lauft in drei Reaktionsschritten ab. Der erste Schritt besteht in der
bei 95 °C ablaufenden Denaturierung der doppelstrangigen DNA in Einzelstringe, die im
weiteren Reaktionsverlauf als Matrize dienen.

Im zweiten Schritt hybridisieren die beiden Primer mit dem jeweiligen Matrizenstrang.

Eine zu hohe Hybridisierungstemperatur wiirde das Anheften der Primer verhindern, eine
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zu niedrige zu Fehlpaarungen fiihren. Die optimale Temperatur hidngt von der Sequenz und
Lange der spezifischen Primer ab. Die Lénge des Primers ist so zu wéhlen, dass nur eine
Anheftungsstelle im Genom in Frage kommt.

Der dritte Schritt besteht in der Kettenverldngerung (DNA-Synthese) und findet bei 72 °C
und damit in Ndhe des Temperaturoptimums der hitzestabilen Tag-Polymerase (DNA-
Polymerase I, isoliert aus dem Bakterium Thermus aquaticus) statt. Mehrfache
Wiederholung (Richtwert: 20-40 Zyklen) fiihrt zu einer exponentiellen Vervielfdltigung
der zwischen den beiden Primern gelegenen DNA-Region, welche Teil des gesuchten

Zielgenes ist. Somit wird ein Riickschluss auf dessen Expression moglich.

Die PCR ist ein &duBerst empfindliches Verfahren. Bei allen Arbeitsschritten sind
gewaschene Einmal-Latexhandschuhe zu tragen, um eine Kontamination des PCR-
Ansatzes mit Handschuhpuder, das die magnesiumabhéngige Taqg-Polymerase hemmen
kann, zu vermeiden. Um einer moglichen Kontamination anderer Ansdtze durch
Aerosolbildung vorzubeugen, sollten beim Pipettieren gestopfte Pipettenspitzen verwendet
werden. Alle Ansitze miissen auf Eis pipettiert werden, um die PCR einheitlich zu starten
und somit die Bildung unspezifischer Amplifikationsprodukte zu vermeiden. Zwischen
Pra-PCR-Labor (RT-Ansatz und PCR-Ansatz) und Post-PCR-Labor (Amplifikation und
Gelelektrophorese) ist eine strikte rdumliche Trennung einzuhalten, um die

Kontaminationsgefahr der PCR durch bereits amplifizierte PCR-Produkte zu minimieren.

3.5.1 Isolierung hepatischer Gesamt-RNA

Zumal RNA leicht durch RNasen zerstort wird, miissen sdmtliche Arbeitsschritte unter
streng RNase-freien Bedingungen durchgefiihrt werden. Daher wurden alle verwendeten
Losungen mit 0,02% Diethylpyrocarbonat (DEPC) versetzt, welches zu einer
unspezifischen Alkylierung und damit weitestgehenden Inaktivierung der RNasen fiihrt.
Die verwendeten Plastik- und Glasmaterialien wurden vor Gebrauch autoklaviert bzw. fiir
mindestens 6 h auf 160 °C erhitzt. Bei allen Arbeiten wurden Einmal-Latexhandschuhe

getragen.
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Die Isolierung der RNA aus jeweils ca. 100 mg Lebergewebe von 6 Tieren eines jeden
Mausstammes, welche iiber 28 Tage entweder eine cholesterinreiche lithogene Didt oder
Kontrolldiét erhalten hatten, fiir den Einsatz in der RT-PCR erfolgte mittels TRIzol auf
Basis der Methode nach Chomczynski et al. (120). Dabei dienen das im Reagenz
enthaltene Phenol und Guanidin-Isothiocyanat dem Schutz der RNA vor Degradation
durch RNasen. Sdmtliche im Folgenden beschriebenen Arbeitsschritte fanden unter
Eiskiihlung statt. Zunichst wurde das Lebergewebe
(ca. 100 mg) in einem 10 ml Plastikrohrchen, welches 2 ml TRIzol-Reagenz enthielt,
homogenisiert. Nach 5-miniitiger Inkubation wurden 0,4 ml Chloroform zugesetzt,
gevortext (15 s) und erneut 3 min inkubiert. AnschlieBend wurde durch Zentrifugation
(12000g, 4 °C fiir 15 min) die Phasentrennung erreicht, wobei die obere (farblose) Phase
die RNA enthielt, wihrend sich in der unteren (rétlichen) Phase Phenol und Chloroform
sammelten (ca. 1/3 des Gesamtvolumens). Die obere Phase wurde in ein neues Rohrchen
tiberfiihrt und zur Préizipitation der RNA mit 1 ml Isopropanol versetzt und kurz gevortext.
Nach 10-miniitiger Inkubation pelletierten wir die RNA durch Zentrifugation
(12000g, 4 °C fiir 10 min) und dekantierten den Uberstand vorsichtig ab. Nach Waschung
mit 2 ml 75%-igem Ethanol folgte eine dritte Zentrifugation (7500g, 4 °C fiir 5 min). Der
resultierende Uberstand wurde verworfen. Die so gereinigte Probe wurde in 100 pl DEPC-
Wasser gelost und nach photometrischer Bestimmung von RNA-Konzentration und
Reinheitsgrad bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C eingefroren bzw. umgehend

weiterverarbeitet.

3.5.2 Bestimmung des RNA-Gehaltes

Durch spektralphotometrische Messung der optischen Dichte lassen sich sowohl die
Menge als auch die Reinheit der zuvor isolierten RNA quantifizieren. Viele Biomolekiile
absorbieren Licht bei charakteristischen Wellenldngen. Wihrend Proteine bei einer
Wellenldnge von 280 nm ein Maximum Ihrer Lichtabsorption aufweisen, befindet sich das
Absorptionsmaximum von Nukleinsduren bei 260 nm. Die absolute Extinktion der Losung
gegen Wasser bei 260 nm ist nach dem Lambert-Beer-Gesetz linear vom RNA-Gehalt
abhédngig. Die photometrische Bestimmung (Ultrospec 1000) der Extinktion erfolgte in
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einer Quarzkiivette bei 260 nm und 280 nm, wobei gegen ddH,O-DEPC gemessen wurde.
Hierzu wurde 1 ul RNA-Probe mit 199 ul ddH,O-DEPC verdiinnt.

Der Quotient beider Extinktionswerte stellt ein Mal3 fiir die Kontamination der Probe mit
Proteinen dar. Der Quotient (260 nm/280 nm) lag bei den fiir die weiteren Experimente
verwendeten RNA-Proben zwischen 1,7 und 2,0, so dass nur RNA-Priparationen hohen

Reinheitsgrades zum Einsatz kamen.

3.5.3 Synthese komplementarer DNA (cDNA)

Bei der Reversen Transkription wird die im Ansatz vorhandene RNA durch das Enzym
Reverse-Transkriptase in ¢cDNA umgeschrieben, wodurch der umgekehrte Weg der
Genexpression in der Zelle beschritten wird. Der cDNA-Herstellung diente das
SuperScript 11 Preamplification System Kit (Gibco) — random hexamer preparation. Die
cDNA-Synthese wurde durch das Enzym SuperScript Il Rnase H Reverse Transcriptase
katalysiert. Die RNase H-Aktivitit des Enzyms wurde ausgeschaltet, um ein Maximum an
cDNA mit hoher Kettenldnge zu erzielen. Als Primer kamen hierbei so genannte random
hexamers zum Einsatz, welche aufgrund Ihrer vergleichsweise geringen Spezifitit im
Vergleich mit oligo dT-Oligonukleotiden eine praktisch vollstindige RNA-Kopie liefern.
Die Angaben des Herstellers wurden strikt befolgt.

Hepatische Gesamt-RNA (7,5 pg), random hexamers (2 ul; 50 ng/ul) und DEPC-H,0O
(20 pl) wurden in einem PCR-Reaktionsgefa3 gemischt, fiir 10 min bei 70 °C inkubiert
und im Anschluss auf Eis gekiihlt. Nach Zugabe von je 4 pul PCR-Puffer, MgCl, (25 mM),
dNTP-Mix (10 mM) und DTT (0,1 M) wurde fiir 5 min bei 25 °C inkubiert. Nun folgte die
Zugabe der SuperScript Il Rnase H Reverse Transcriptase (2 ul, entsprechend 400
Einheiten). Nach zwei Inkubationsschritten (10 min bei 25 °C und 50 min bei 42 °C)
wurde der Reaktionszyklus durch Erhitzen auf 70 °C iiber 15 min beendet. Anschlie8end
wurde das Reaktionsgemisch kurz auf Eis gekiihlt und je Ansatz 1 pl RNaseH hinzugefiigt
und flir 20 min auf 37 °C erwédrmt. Der letztgenannte Schritt hatte die Entfernung des
RNA-Matrizenstranges und damit die Erhéhung de Sensitivitit der nachfolgenden PCR
zum Ziel. Die so priparierte cDNA wurde zur sofortigen Amplifikation des Zielfragmentes

genutzt oder fiir maximal 7 Tage bei —20 °C autbewabhrt.



Methoden

36

3.5.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Dem Design der Primer diente das Programm Vector NT 4.0 Deluxe. Die
Nukleotidsequenzen der Zielgene wurden der Genbank® entnommen. Die verwendeten
Primerpaare und die jeweilige Zugangsnummer der Genbank sind in Tabelle 4 (S. 37)
aufgefiihrt.

Zunichst wurde fiir jedes Fragment die Zyklenzahl ermittelt, bei der die Amplifizierung in
einem linearen Bereich ablief. Diese lag jeweils zwischen 20 und 40 Zyklen. Der fiir das
jeweilige Fragment optimale Bereich wurde nach Ethidiumbromid-
Agarosegelelektrophorese densitometrisch bestimmt. Als Hybridisierungstemperatur
wurde die im jeweiligen Primer-Synthese-Report empfohlene Temperatur gewdhlt. Als
interner Standard wurden Fragmente gewéhlt, deren densitometrisch ermittelte
Bandenintensitit unter den jeweiligen Bedingungen ebenfalls im linearen Bereich lag. Zum
Einsatz kam entweder das Primerpaar der Glyceraldehyd 3-Phosphat Dehydrogenase
(GAPDH) mit einer Fragmentgrofle von 586 bp, oder ribosomale RNA (QuantumRNA 18S
Internal Standards) bei Verwendung von 18S-Primern (Fragmentgrof3e 324 bp, 18S-Mix
Alternate Standard oder 488bp, 18s-Mix classic) unter Zugabe eines so genannten 18S-
competimers. Den Anweisungen des Herstellers folgend wurde das passende Verhiltnis
(1:10,1:5 oder 3 :10) von Primer und competimer jeweils experimentell ermittelt, um
die erhaltene Bandenintensitit an die des Zielfragmentes anzugleichen. Der 18S-
competimer weist ein modifiziertes 3’-Ende auf, welches die DNA-Polymerase blockiert.
Auf diese Weise wird das Ausmall der Amplifizierung reduziert. Die PCR erfolgte in
einem 50 pl-Ansatz bestehend aus PCR-Puffer, MgCl, (25 mM), dANTP-Mix (10 mM),
Primerpaar des jeweiligen Standards, Primerpaar des Zielgenes, 0,5 ul (2,5 Einheiten) Tag-
DNA-Polymerase und 4 pul cDNA-Préparation.

Die ermittelten PCR-Bedingungen lauteten wie folgt: Bsep: 95 °C fiir 5 min, 95 °C fiir
30 s, 55 °C fiir 30 s, 72 °C fiir 30 s; Zyklenzahl: 29; terminale Elongation bei 72 °C fiir
10 min. Mrp2: 94 °C fiir 5 min, 94 °C fiir 1 min, 55 °C fir 1 min, 72 °C fiir 2 min;
Zyklenzahl: 23; terminale Elongation bei 72 °C fiir 10 min. Mdr2: 95 °C fiir 5 min, 95 °C
fiir 30 s, 55 °C fiir 30 s, 72 °C fiir 30 s; Zyklenzahl: 29; terminale Elongation bei 72 °C fiir
10 min. Ntcpl: 95 °C fiir 5 min, 95 °C fiir 30 s, 57 °C fiir 30 s, 72°C fiir 30 s; Zyklenzahl:
21; terminale Elongation bei 72 °C fiir 10 min. Oatpl: 95 °C fiir 5 min, 95 °C fiir I min,
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55 °C fir 1 min, 72 °C fiir 1 min; Zyklenzahl: 22; terminale Elongation bei 72 °C fiir
10 min. Octl: 94 °C fiir 2 min, 94 °C fir 1 min, 60 °C fiir 1 min, 72 °C fiir 1 min;
Zyklenzahl: 27; terminale Elongation bei 72 °C fiir 10 min. Gapdh: Bedingungen je nach

Zielfragment wechselnd.

Tabelle 4: Sequenzen der eingesetzten PCR-Primer.

Gen; Primer- Primersequenz Genbank®
Fragment- | paar Accession no.
lange (bp)

Bsep sense 5-GAGGTTACTTAATAGCCTACG AF133903
gAla‘:bll; antisense | 5-CATCTATCATCACAGTTCCC

Mrp2 sense 5-CCTAGACAGCGGCAAGATTGT AF227274
gA;?’CCZ); antisense | 5-TTACAGGGTGGTTGAGACCAG

Mdr2 sense 5 AAGAATTTGAAGTTGAGCTAAGTGA | NM_008830
(lgg‘:b‘l); antisense | 5-TGGTTTCCACATCCAGCCTAT

Nicpl sense 5_-GGTTCTCATTCCTTGCGCCA U95131
gsg|2c10a1); antisense | 5-GCATCTTCTGTTGCAGCAGC

Oatpl sense 5 AATGCCCAAGAGACAAATGC AB031959
5155'8216‘1)’ antisense | 5-CAGGTTCTGGGTTTCCTTCA

Octl sense 5-GCGGTGTGGCTGGAGCCCGGCAGAGGA | AF010259
(55‘;3Ié:22a1); antisense | 5-GGCCACCCCAGCAAGCCCCACTAGCC

<537aepdh; sense 5-CCATCATCATCTTCCAGGAG NM_008084

antisense | 5'-CCTGCTTCACCACCTTCTTG

Die verwendeten Gensymbole folgen der Standardnomenklatur fir Mausgene des "International
Committee on Standardized Genetic Nomenclature in Mice®, wobei die Angaben in Klammern der
neuen Nomenklatur entsprechen. Die Internetadresse der Genbank lautet:
www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/.
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3.5.5 Quantifizierung des PCR-Produktes

Nach Abschluf3 der PCR wurden jeweils 16 pl des PCR-Produktes fiir 5 min bei 65 °C
denaturiert und unter Zugabe von je 2 pl 6-fach konzentrierter Farbelosung in einem
1%-igen Agarosegel aufgetrennt, welches mit 1 pl Ethidiumbromid versetzt war. Das Gel
wurde fotografiert und das Bild mit Hilfe des GS-700 Densitometers der Firma Bio-Rad
unter Verwendung der Software Molecular Analyst eingescannt und ausgewertet. Der
Quotient aus dem Signal der Bande des Zielgenes und der des internen Standards ergab
einen relativen Zahlenwert, welcher eine semiquantitative Aussage zur mRNA-Expression

des gesuchten Genabschnittes ermoglichte.

3.6 Isolation von Plasmamembranen und Westernblot

3.6.1 Isolation hepatischer Plasmamembranen, Bestimmung der

Proteinkonzentration

Jeweils 4 Tiere eines Maustammes, welche liber 28 Tage entweder eine cholesterinreiche
lithogene Didt oder Kontrolldidt erhalten hatten, wurden ab 18:00 Uhr des Vortages
niichtern gelassen. Nach intraperitonealer Betdubung mittels Pentobarbital (35 mg/kg KQG)
und einstiindiger Ableitung hepatischer Galle wurden die Lebern der Tiere entnommen und
umgehend in eisgekiihlte Pufferlésung (I mM NaHCOs/ pH 7,4 mit
17 mg/l PMSF = Phenylmethylsulfonyl-Fluorid) getaucht, kurz iiber sterilem Filterpapier
abgetropft und gewogen. Ein etwa 250 mg schweres Fragment wurde in einem
kéltestabilen Gefdl mit Schraubverschluss umgehend in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C unter anderem fiir die Isolierung hepatischer Gesamt-RNA
konserviert, falls letztere nicht gleich im Anschluss wie oben beschrieben (3.5.1) erfolgte.
Das verbleibende Lebergewebe von jeweils 4 Tieren wurde gepoolt und zur Isolation von
Plasmamembranen ~ mit  Anreicherung  sinusoidaler  respektive  kanalikuldrer
Membranfraktionen herangezogen (121; 122). Es wurden pro Gruppe 4
Membranpréparationen durchgefiihrt. Hierzu wurde das gepoolte Lebergewebe von jeweils
4 Tieren bei 4 °C klein geschnitten, in 25 ml Pufferlésung (s.0.) mittels

Handhomogenisator nach Potter homogenisiert. Das Homogenat wurde durch eine Lage
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einer sterilen Mullkompresse filtriert und auf ein Volumen von 35 ml verdiinnt. Nach
Zentrifugation fiir 10 min bei 1500g und 4 °C wurde der Uberstand dekantiert, das Pellet in
35 ml NaHCOs-Puffer resuspendiert und bei 1000g und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert.
Letztgenannter Zentrifugationsschritt wurde zweimal wiederholt. Das verbleibende Pellet
wurde in 3,6 ml NaHCOs-Puffer resuspendiert und 10 ml 62,2%-ige Sukrose (Angaben je
in Gewichtsprozent) unter leichtem Riithren zugegeben. Diese Suspension wurde
gleichmafBig auf zwei Gefille zur Ultrazentrifugation verteilt und {iberschichtet mit drei
Schichten Sukrose fallender Konzentration (6 ml/ 44,7%; 8 ml/ 40,8%; 6 ml/ 37%). Zur
vollstdndigen Fiillung der Zentrifugationsgefasse wurde 0,25 M Sukrose zugegeben. Es
folgte eine Gradientenzentrifugation in der Ultrazentrifuge bei 90000g fiir 1,5 h. Die mit
Plasmamembranen angereicherten Banden (je oberhalb der 40,8%- und 44,7%-igen
Sukroseschicht) wurden gewonnen, jeweils gepoolt und um den Faktor 4 mit Puffer
verdiinnt. Anschlieend Zentrifugation bei 7500g fiir 15 min und Resupension des Pellets
in 40 ml NaHCO;-Puffer mit einem abschlieenden Zentrifugationsschritt bei 2500g fiir 10
min. Das so gewonnene Membranpellet wurde mit einem Puffer aus 300 mM Sukrose,
0,2 mM CaCl,, 10 mM MgS0O4 und 10 mM Hepes
(pH 7,5) resuspendiert und mittels handelsiiblicher Injektionsnadel (G1) und Spritze
homogenisiert (50x). Die Membranpriparation wurde umgehend auf fliissigem Stickstoff
gelagert.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Methode von Bradford (123)
mit Hilfe eines Protein Assay Kit der Firma Bio-Rad. Diesem liegt das Prinzip zugrunde,
dass sich das Absorptionsmaximum in saurer Losung, welche Coomassie Brilliant Blue
G-250 enthilt, nach Bindung an Proteine von 465 nm auf 595 nm &ndert. Dabei steigt der
Extinktionskoeffizient linear zur Proteinkonzentration. Zur Erstellung einer Standardkurve
diente Rinderserumalbumin-Losung. Es wurden jeweils Doppelbestimmungen fiir Standard
und Membranpréparation durchgefiihrt.

Um eine Aussage beziiglich des Anreicherungsgrades an Proteinen der sinusoidalen
respektive kanalikuldren Plasmamembranen in den jeweiligen Membranprédparationen zu
erhalten, wurde zur Validierung der Isolierungsmethode die Enzymaktivitit der
Markerenzyme Na'/K'-ATPase (sinusoidale Membran) bzw. alkalische Phosphatase (AP,
kanalikuldre Membran) bestimmt. Die Werte wurden zu den entsprechenden Aktivititen

im Homogenat ins Verhéltnis gesetzt.
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Es zeigten sich fiir simtliche Membranpréiparationen Anreicherungen der Markerenzyme

auf das 11 bis 14-fache, wie bereits vorbeschrieben (121).

3.6.2 SDS-PAGE und Immunoblotting

Gleiche Ausgangsmengen an Protein (50 bis 100 pg) wurden mittels Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) in einem 10-12%-igen Gel aufgetrennt
und elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran einer Porengrofle von 0,45 pm
transferiert. Durch Fiarbung der Membran mit Ponceau S und anschlieBender Waschung
mit ddH,0 (1 min) wurde die Effizienz (GleichmiBigkeit) des Transfers gesichert. Zur
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran iiber 3 h mit 5%
(Gewichtsprozent) fettfreier Milch und 0,1% (Volumenprozent) TWEEN® 20 in TBS
(Tris-buffered saline, pH 7,4) geblockt. Zur Detektion des Ziclantigens wurde der
spezifische Primérantikorper (Tabelle 5, S. 41) in entsprechender Verdiinnung zugegeben,
welche jeweils in Vorversuchen ermittelt wurde. Nach 1- bis 2-stlindiger Inkubation wurde
die Membran in TBS gewaschen (1 h) und erneut mit 1% Milch in TBS geblockt (1 h). Es
folgte die Zugabe des enzymgekoppelten Sekundirantikorpers (siehe 3.6.3) in 50000-
facher Verdiinnung mit TBS unter Verwendung eines goat-anti-rabbit bzw. rabbit-anti-

goat Antikorpers. Die Inkubationszeit betrug 1 h.
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Tabelle 5: Primé&rantikdrper.

Antikorper Besonderheit Verdin- | Bezugsquelle
nung

Anti-NTCP1 polyklonal 1:1000 B. Stieger, Universitétsspital Ziirich,
Schweiz

Anti-OATP1 polyklonal 1:5000 B. Stieger, Universitétsspital Ziirich,
Schweiz

Anti-MDR2 polyklonal 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Anti-BSEP polyklonal 1:500 R.M. Green, University of Chicago, IL,
USA

Anti-DPP IV polyklonal 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Anti-Na/K- monoklonal 1:1000 Upstate Biotechnology, Lake Placid,
NY, USA

ATPase-1

3.6.3 Visualisierung und Quantifizierung

Die Visualisierung der gebundenen Primérantikorper erfolgte mit Hilfe einer
Chemilumineszenzreaktion, in der das Enzym HRP (Meerrettichperoxidase) durch
Katalisation der Oxidation von Luminol eine Lichtemission mit einer Wellenldnge von
428 nm hervorruft. Dabei waren die sekundédren Antikorper mit HRP markiert und
ermdglichten somit die ,,indirekte* Visualisierung des Zielantigens. Nach Inkubation mit
dem Sekundirantikoérper wurde die Membran kurz gewaschen. AnschlieBend kam das
Westernblot Chemiluminescence-Kit der Firma NEN zum Einsatz, wobei die
Herstellerempfehlungen strikt befolgt wurden.

Je gleiche Volumina an Chemiluminescence-Reagent 1 (Luminol) und 2 (oxidierendes
Reagenz) wurden unmittelbar vor Platzierung der Membran auf dem Roéntgenfilm auf die

Membran gegeben und fiir genau eine Minute inkubiert. Die Lichtemission konnte auf
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Kodak X-OMAT Blue Autoradiography Filmen dargestellt und anschlieBend
densitometrisch quantifiziert werden. Die optimalen Expositionszeiten wurden individuell
ermittelt.

Die Blots wurden jeweils gestrippt und mit einem weiteren spezifischen Antikorper
(Sinusoidale Membran: Anti-Na/K-ATPase-a-1; Kanalikuldire Membran: Anti-DPP 1V)
inkubiert, um Variationen in der Proteinanreicherung der entsprechenden

Membranpréiparationen zu beriicksichtigen.

3.7 Statistik

Zur statistischen Auswertung kam SigmaStat Version 2.0 mit dem Student’s t-test zur
Anwendung. Die  Ergebnisse  wurden in  Form  des arithmetischen
Mittels + 1 Standardabweichung (SD) bzw. Standardfehler des Mittelwertes (SEM)

dargestellt. Bei einem p < 0,05 wurde von statistischer Signifikanz ausgegangen.
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4.1

Ergebnisse

Kdrper- und Lebergewicht, Auftreten von Gallensteinen

Nach 28-tagiger Fiitterung einer lithogenen Diét entwickelten 5 von 6 untersuchten Tieren

des Stammes C57L Gallensteine, welche makroskopisch gut durch die Gallenblasenwand

erkennbar waren. Demgegeniiber entwickelte keines der AKR-Tiere Gallensteine. Bei

keinem der Tiere zeigten sich fiir das bloBe Auge erkennbare Steine im Ductus

choledochus. Die Verdnderungen des Korper- und Lebergewichtes ist Tabelle 6 zu

entnehmen. Hierbei sollen folgende Punkte hervorgehoben werden:

1.

Makroskopisch war das Erscheinungsbild der Lebern aller Tiere unter Kontrolldidt

identisch.

Demgegeniiber waren die Lebern der AKR-Tiere unter lithogener Didt zum einen

stairker vergrofert als bei

den C57L-Tieren (Lebergewicht im Vergleich zur

Kontrollgruppe 42% hoher, p < 0,01. Lediglich 33%-ige Zunahme in der

gallensteinempfanglichen Gruppe, p > 0,05).

Zum anderen zeigte sich in mittels Himatoxylin-Eosin gefdrbten Leberschnitten

ausschlieBlich bei den AKR-Tieren nach lithogener Diédt eine geringgradige

Steatose.

Tabelle 6: Diat, Gallensteinentstehung, Kérper- und Lebergewicht.

Maus- Diat (28 Tage) Tiere/ Chole- | Korpergew. (g) | Lebergew. (g)

stamm Gruppe | lithiasis

AKR Kontrolldiét 6 0 27+1,0 1,2+ 0,06
Lithogene Didt 6 0 35+ 1,0 1,7+ 0,20*

C57L Kontrolldidt 6 0 24+0,5 0,9+ 0,06
Lithogene Diit 6 5 26+1,0 1,2+ 0,03

Die Tiere waren ab 18:00 Uhr des Tages vor Laparotomie nichtern. Dargestellt sind jeweils die

Mittelwerte £ 1SEM. *p < 0,01 im Vergleich zur Gruppe unter Kontrolldiat.
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4.2 Hepatisches Gesamtcholesterin

Unter den gewdhlten experimentellen Bedingungen war der Gesamtcholesteringehalt
[mg/g Lebergewebe] in den Lebern der AKR-Tiere mit 4,0 = 0,5 gegeniiber 2,7 + 0,2
(p < 0,05) hoher als bei den C57L-Tieren (Abbildung 5). Erwartungsgemal} stieg der
Gehalt an hepatischem Gesamtcholesterin in beiden Gruppen unter cholesterinreicher Diét

auf Werte von 12,3 + 1,5 (p < 0,01; AKR-Stamm) bzw. 9,2 + 1,7 (p < 0,05; C57L-Stamm)

an.
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Abbildung 5: Hepatische Gesamtcholesterinkonzentration.

Dargestellt ist der hepatische Gesamtcholesteringehalt fir gallensteinresistente AKR- (linkes
Saulenpaar) und gallensteinempfangliche C57L-Mause (rechtes Saulenpaar) unter Kontrolldiat
(mschwarz) und nach 28-tagiger Fitterung einer lithogenen Diat (oweil). Es handelt sich um
Mittelwerte £ 1SD (n = 6 Tiere pro Gruppe).

4.3 Biliare Lipidsekretionsraten

Zur Bestimmung der bilidren Lipidsekretionsraten wurde die hepatische Galle des
Versuchstieres iiber eine akute Gallefistel fiir eine Stunde abgeleitet. Die fiir die jeweiligen

Gruppen nach 4-wochiger Fiitterung einer cholesterinarmen Kontrolldidt (K) respektive
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einer lithogenen Diét (L) ermittelten Lipidskretiosraten [pumol/kgxh] sind in Tabelle 7
aufgefiihrt. Die Sekretionsraten fiir Cholesterin, Phospholipide und Gallensduren lagen bei
C57L  durchweg iiber AKR
Unter

den Tieren des Stammes denen des Stammes

p < 0,05).
Phospholipidsekretionsraten der C57L-Tiere signifikant (p < 0,05) auf Werte von 22 + 7

(jeweils lithogener Didt stiegen die Cholesterin- und
(Cholesterin) bzw. 50 + 10 (Phospholipide) an. Geringere, jedoch gleichermafen
signifikante Anstiege wurden fiir die AKR-Tiere beobachtet, wobei die erreichten Werte
bei 9 + 2 (Cholesterin) bzw. 26 + 7 (Phospholipide) lagen. Die Gallensidurensekretionsrate
der C57L-Gruppe unter Kontrolldidt war mit 153 + 34 etwa 50% hoher als in der AKR-
Gruppe (101 + 28). Bei keinem der beiden Stimme zeigten sich hier signifikante
Unterschiede zwischen den Didtgruppen.

Basierend auf den dargestellten Sekretionsraten wurde das  Cholesterin-/
Phospholipidverhdltnis als MalBl der Lipidzusammensetzung an der kanalikuldren
Hepatozytenmembran sezernierter Vesikel berechnet. Interessanterweise blieb dieses
Verhiltnis lediglich bei den Tieren des AKR-Stammes unter lithogener Didt unveréndert
(0,35 £ 0,1). Demgegentiber ergab sich fiir die C57L-Gruppe nach lithogener Didt mit
0,44 = 0,1 ein signifikant (p < 0,05) hoherer Wert als in der Gruppe unter Kontrolldiét

(0,35 +0,1).

Tabelle 7: Biliére Lipidsekretionsraten und Cholesterin (Ch)/ Phospholipid-Verhaltnis.

Maus- | Diat | Cholesterin- Phospholipid- Gallensauren- Ch/
stamm sekretion sekretion sekretion Phospho-
[umol/kgxh] [umol/kgxh] [umol/kgxh] lipide
AKR |K 5+1 14+2 101 +28 0,35+0,1
L 9+2* 26+ 7* 95 £ 36 0,35+0,1
C57L | K 8+2 23+7 153+ 34 0,35+0,1
L 22+ 7* 50 £ 10* 162 +£ 40 0,44 £0,1*

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte + 1SEM. *p < 0,05 im Vergleich zur Gruppe unter
Kontrolldiat. K = Kontrolldiat; L = lithogene Diat.
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4.4 Expression von Transportern der sinusoidalen Plasmamembran

Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben zeigten C57L/J-Méuse im Vergleich mit
Tieren des Stammes AKR/J deutlich hohere Sekretionsraten fiir Cholesterin, Phospholipide
und Gallensduren. Nach Fiitterung der lithogenen Didt waren diese Unterschiede — mit
Ausnahme der jeweils nahezu unverdnderten Gallensduresekretionsraten — noch deutlicher
ausgeprigt. Es wurde untersucht, inwieweit diese Unterschiede von — moglicherweise
ursichlichen — Variationen in der Genexpression von Transportproteinen der sinusoidalen

und kanalikuldren Leberzellmembran begleitet wurden.

Mittels semiquantitativer RT-PCR wurde die mRNA-Expression fiir Ntcpl, Oatpl und
Octl ermittelt. Zur Standardisierung wurde hierbei im jeweils selben Ansatz die 18S
rRNA-Expression bestimmt, auf welche die densitrometischen Daten der spezifischen

Transkripte bezogen wurden.

Durch Westernblot wurde die Proteinexpression von NTCP1 und OATP1 bestimmt. Ein
Antikdrper gegen OTCI1 war nicht verfiigbar. Die Blots wurden jeweils gestrippt und mit
Antikorpern gegen die Na/K-ATPase der basolateralen Plasmamembran reinkubiert, um
eventuelle Unterschiede in der Anreicherung sinusoidal lokalisierter Proteine in den

untersuchten Membranpraparationen zu beriicksichtigen.

4.4.1 Steady-state mRNA-Expression und Proteinexpression von Ntcpl

Nach Fiitterung der lithogenen Diét zeigte sich bei keinem der beiden Maustimme eine
signifikante Anderung der mRNA-Expression von Ntcpl (Abbildung 6, S. 47).

Abbildung 7 (S. 48) zeigt den im Gegensatz hierzu bei beiden Mausstimmen nach
lithogener Diét beobachteten Abfall der NTCP1 Proteinexpression um jeweils 32% (p <
0,05).
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Abbildung 6: Effekt der lithogenen Diat auf die Ntcpl mRNA-Expression.

Dargestellt ist die relative Veranderung der Ntcpl mRNA-Expression bei gallensteinresistenten
AKR/J- und gallensteinempfanglichen C57L/J-Mausen nach 28-tagiger Fltterung der lithogenen
Diat (oweill) im Vergleich zur Kontrolldiat (mschwarz, als 100% gesetzt). Es handelt sich um
Mittelwerte £ 1SD.

Oberhalb des Saulendiagrammes sind representativ die mMRNA-Banden von jeweils 4 Tieren eines
jeden Stammes abgebildet, von denen die ersten beiden Tiere Kontrolldiat, die anderen beiden
lithogene Diat erhalten hatten. Die untere Bande representiert 18S rRNA, auf welche die
densitometrisch bestimmte Intensitat der Ntcpl-Bande bezogen wurde.
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Abbildung 7: Effekt der lithogenen Diat auf die NTCP1 Proteinexpression.

Dargestellt ist die relative Veranderung der NTCP1 Proteinexpression bei gallensteinresistenten
AKR- und gallensteinempfanglichen C57L-Mausen nach 28-tagiger Fltterung der lithogenen Diat
(oweil) im Vergleich zur Kontrolldidt (mschwarz, als 100% gesetzt). Es handelt sich um
Mittelwerte £ 1SD. *p < 0,05; **p < 0,01.

Oberhalb des Saulendiagrammes ist ein representativer Westernblot mit jeweils 4
Membranpraparationen eines jeden Stammes abgebildet, von denen die ersten beiden Gruppen
Kontrolldiat, die anderen beiden lithogene Diat erhalten hatten. Die Blots wurden jeweils gestrippt
und mit Antikérpern gegen die Na/K-ATPase der basolateralen Plasmamembran reinkubiert
(untere Bande), um eventuelle Unterschiede in der Anreicherung sinusoidal lokalisierter Proteine in
den untersuchten Membranpraparationen zu bertcksichtigen.

4.4.2 Steady-state mRNA-Expression und Proteinexpression von Oatpl

Die Fiitterung der lithogenen Didt erbrachte fiir Oatpl (Abbildung 8) bei keinem der

beiden Maustimme eine signifikante Anderung der mRNA-Expression.
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Auch fiihrte die lithogene Didt weder bei den Tieren der AKR/J-Gruppe, noch bei denen
der C57L/J-Gruppe zu einer signifikanten Anderung der OATP1 Proteinexpression

(Abbildung 9, S. 50).
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Abbildung 8: Effekt der lithogenen Diat auf die Oatpl mRNA-Expression.

Dargestellt ist die relative Veradnderung der Oatpl mRNA-Expression bei gallensteinresistenten
AKR- und gallensteinempfanglichen C57L-Mausen nach 28-tagiger Fitterung der lithogenen Diat
(oweil) im Vergleich zur Kontrolldiat (mschwarz, als 100% gesetzt). Es handelt sich um
Mittelwerte £ 1SD.

Oberhalb des Saulendiagrammes sind representativ die mMRNA-Banden von jeweils 4 Tieren eines
jeden Stammes abgebildet, von denen die ersten beiden Tiere Kontrolldiat, die anderen beiden
lithogene Diat erhalten hatten. Die untere Bande representiert 18S rRNA, auf welche die
densitometrisch bestimmte Intensitat der Oatpl-Bande bezogen wurde.
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Abbildung 9: Effekt der lithogenen Diat auf die OATP1 Proteinexpression.

Dargestellt ist die relative Veranderung der OATP1 Proteinexpression bei gallensteinresistenten
AKR- und gallensteinempfanglichen C57L-Mausen nach 28-tagiger Fltterung der lithogenen Diat
(oweiB) im Vergleich zur Kontrolldiat (mschwarz, als 100% gesetzt). Es handelt sich um
Mittelwerte £ 1SD.

Oberhalb des Saulendiagrammes ist ein representativer Westernblot mit jeweils 4
Membranpraparationen eines jeden Stammes abgebildet, von denen die ersten beiden Gruppen
Kontrolldiat, die anderen beiden lithogene Diat erhalten hatten. Die Blots wurden jeweils gestrippt
und mit Antikdrpern gegen die Na/K-ATPase der basolateralen Plasmamembran reinkubiert (nicht
abgebildet), um eventuelle Unterschiede in der Anreicherung sinusoidal lokalisierter Proteine in
den untersuchten Membranpraparationen zu bertcksichtigen.
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4.4.3 Steady-state mRNA-Expression von Octl

Unter lithogener Didt stieg die Octl mRNA-Expression (Abbildung 10) bei beiden
Gruppen auf das 2,5-fache (AKR/J, p < 0,01) bzw. 2,1-fache (C57L/J, p < 0,05) des

Wertes unter Kontrolldiat an.
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Abbildung 10: Effekt der lithogenen Diat auf die Octl mRNA-Expression.

Dargestellt ist die relative Veranderung der Octl mRNA-Expression bei gallensteinresistenten
AKR- und gallensteinempfanglichen C57L-Mausen nach 28-tagiger Fultterung der lithogenen Diat
(owei) im Vergleich zur Kontrolldiat (mschwarz, als 100% gesetzt). Es handelt sich um
Mittelwerte £ 1SD. *p < 0,05; **p < 0,01.

Oberhalb des Saulendiagrammes sind representativ die mRNA-Banden von jeweils 4 Tieren eines
jeden Stammes abgebildet, von denen die ersten beiden Tiere Kontrolldiat, die anderen beiden
lithogene Diat erhalten hatten. Die untere Bande representiert 18S rRNA, auf welche die
densitometrisch bestimmte Intensitat der Octl-Bande bezogen wurde.

t1
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4.5 Expression von Transportern der kanalikularen Plasmamembran

Mittels semiquantitativer RT-PCR wurde die mRNA-Expression fiir Bsep, Mdr2 und Mrp2
ermittelt. Zur Standardisierung wurde hierbei im jeweils selben Ansatz die Gapdh mRNA-
Expression bestimmt, auf welche die densitrometischen Daten der spezifischen Transkripte

bezogen wurden.

Mittels Westernblot wurde die Proteinexpression von BSEP und MDR2 bestimmt. Ein
Antikorper gegen MRP2 war nicht verfligbar. Die Blots wurden jeweils gestrippt und mit
Antikorpern gegen das kanalikuldre Markerprotein DPP IV (Dipeptidylpeptidase IV)
reinkubiert, um eventuelle Unterschiede in der Anreicherung kanalikulédrer Proteine in den

untersuchten Membranpraparationen zu beriicksichtigen.

4.5.1 Steady-state mRNA-Expression und Proteinexpression von Bsep

In Reaktion auf die lithogene Diidt zeigte sich bei beiden Stdmmen ein signifikanter
Anstieg (p < 0,001) der Bsep mRNA-Expression auf das 4- (AKR/J) bzw. 5-fache
(C57L/)) des Ausgangswertes (Abbildung 11).

Trotz der bei beiden Stimmen nach lithogener Didt deutlich gesteigerten Bsep mRNA-
Expression, zeigte sich auf Proteinebene (Abbildung 12) lediglich ein moderater Anstieg
um 45% (AKR/J, p > 0,05) bzw. 30% (C57L/J, p > 0,05). Der Effekt war jeweils nicht

statistisch signifikant.
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Abbildung 11: Effekt der lithogenen Diat auf die Bsep mRNA-Expression.

Dargestellt ist die relative Veranderung der Bsep mRNA-Expression bei gallensteinresistenten
AKR- (linkes Saulenpaar) und gallensteinempféanglichen C57L-Mausen (rechtes Saulenpaar) nach
28-tagiger Futterung der lithogenen Diat (oweil3) im Vergleich zur Kontrolldiat (mschwarz, als 100%

gesetzt). Es handelt sich um Mittelwerte £ 1SD. *p < 0,001.

Oberhalb des Saulendiagrammes sind representativ die mRNA-Banden von jeweils 4 Tieren eines
jeden Stammes abgebildet, von denen die ersten beiden Tiere Kontrolldiat, die anderen beiden
lithogene Diat erhalten hatten. Die obere Bande
densitometrisch bestimmte Intensitat der Bsep-Bande bezogen wurde.

representiert Gapdh, auf welche die
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Abbildung 12: Effekt der lithogenen Diat auf die BSEP Proteinexpression.

Dargestellt ist die relative Veranderung der BSEP Proteinexpression bei gallensteinresistenten
AKR- und gallensteinempfanglichen C57L-Mausen nach 28-tagiger Fltterung der lithogenen Diat
(oweil) im Vergleich zur Kontrolldiat (mschwarz, als 100% gesetzt). Es handelt sich um Mittelwerte
+ 18D.

Oberhalb des Saulendiagrammes st ein representativer Westernblot mit jeweils 4
Membranpraparationen eines jeden Stammes abgebildet, von denen die ersten beiden Gruppen
Kontrolldiat, die anderen beiden lithogene Diat erhalten hatten. Die Blots wurden jeweils gestrippt
und mit Antikérpern gegen das kanalikulare Markerprotein DPP IV (Dipeptidylpeptidase V)
reinkubiert (untere Bande), um eventuelle Unterschiede in der Anreicherung kanalikularer Proteine
in den untersuchten Membranpraparationen zu berticksichtigen.
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4.5.2 Steady-state mRNA-Expression und Proteinexpression von Mdr2

Die mRNA-Expression von Mdr2 (Abbildung 13) blieb nach lithogener Didt bei
beiden Stdmmen nahezu unverdndert. Demgegeniiber stieg die Proteinexpression von
MDR2 (Abbildung 14, S. 56) nach lithogener Diét bei den Tieren des Stammes AKR/J auf
das 1,8-fache (p < 0,05) und bei denen des Stammes C57L auf das 2,5-fache (p < 0,001)

an.

Kontrolldiat Lith. Diat Kontrolldiat Lith. Diat
| 1T 1 | 10 1

138 bp—| e o c— c— — e g e [— M| IF2

150 A

100 A

50 -

MRNA-Expression (Mdr2)
(Kontrolldiat = 100%)

O .
AKR/J C57L/J

Abbildung 13: Effekt der lithogenen Diat auf die Mdr2 mRNA-Expression.

Dargestellt ist die relative Veranderung der Mdr2 mRNA-Expression bei gallensteinresistenten
AKR- und gallensteinempfanglichen C57L-Mausen nach 28-tagiger Fltterung der lithogenen Diat
(oweiB) im Vergleich zur Kontrolldiat (mschwarz, als 100% gesetzt). Es handelt sich um
Mittelwerte £ 1SD.

Oberhalb des Saulendiagrammes sind representativ die mRNA-Banden von jeweils 4 Tieren eines
jeden Stammes abgebildet, von denen die ersten beiden Tiere Kontrolldiat, die anderen beiden
lithogene Diat erhalten hatten. Die obere Bande representiert Gapdh, auf welche die
densitometrisch bestimmte Intensitat der Mdr2-Bande bezogen wurde.



Ergebnisse 56

Kontrolldiat Lith. Diat Kontrolldiat Lith. Diat

| LI | | || |
e -!}~ MDR2

170 kD —|

P —
Do\o 250'
=28 :
c < 200 - ' '
o
e
85 150 -
<9

£ 100 -
ope
ov
S 50 A

0_

AKR/J C57L/1J

Abbildung 14: Effekt der lithogenen Diat auf die MDR2 Proteinexpression.

Dargestellt ist die relative Veranderung der MDR2 Proteinexpression bei gallensteinresistenten
AKR- und gallensteinempfanglichen C57L-Mausen nach 28-tagiger Fltterung der lithogenen Diat
(oweiB) im Vergleich zur Kontrolldiat (mschwarz, als 100% gesetzt). Es handelt sich um
Mittelwerte £ 1SD. *p < 0,05; **p < 0,001.

Oberhalb des Saulendiagrammes ist ein representativer Westernblot mit jeweils 4
Membranpraparationen eines jeden Stammes abgebildet, von denen die ersten beiden Gruppen
Kontrolldiat, die anderen beiden lithogene Diat erhalten hatten. Die Blots wurden jeweils gestrippt
und mit Antikdrpern gegen das kanalikulare Markerprotein DPP |V (Dipeptidylpeptidase V)
reinkubiert (nicht abgebildet), um eventuelle Unterschiede in der Anreicherung kanalikularer
Proteine in den untersuchten Membranpraparationen zu bertcksichtigen.
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4.5.3 Steady-state mRNA-Expression von Mrp2

Die mRNA-Expression von Mrp2 (Abbildung 15) dnderte sich unter lithogener Diét bei

keinem der beiden Mausstamme signifikant.
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Abbildung 15: Effekt der lithogenen Diat auf die Mrp2 mRNA-Expression.

Dargestellt ist die relative Veradnderung der Mrp2 mRNA-Expression bei gallensteinresistenten
AKR- und gallensteinempfanglichen C57L-Mausen nach 28-tagiger Futterung der lithogenen Diat
(owei) im Vergleich zur Kontrolldiat (mschwarz, als 100% gesetzt). Es handelt sich um
Mittelwerte £ 1SD.

Oberhalb des Saulendiagrammes sind representativ die mMRNA-Banden von jeweils 4 Tieren eines
jeden Stammes abgebildet, von denen die ersten beiden Tiere Kontrolldiat, die anderen beiden
lithogene Diat erhalten hatten. Die obere Bande representiert Gapdh, auf welche die
densitometrisch bestimmte Intensitat der Mrp2-Bande bezogen wurde.
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5 Diskussion

Unterschiede des Galleflusses und der bilidren Lipidsekretion zwischen gallenstein-
empfinglichen C57L/J-Médusen und gallensteinresistenten AKR/J-Miusen konnten mit
einer abweichenden Expression von Transportern der Leberplasmamembran in
Zusammenhang stehen. Daher untersuchten wir auf mRNA- und Proteinebene sinusoidal
und kanalikuldr lokalisierte Membrantransporter, die fiir die Gallebildung in C57L/J- und
AKR/J-Miusen wihrend der Cholesteringallensteinbildung von Bedeutung sind.

5.1 Einfluss der cholesterinreichen Diat auf den Lebercholesteringehalt

Die lithogene Didt wurde von allen Tieren gut toleriert. Interessanterweise kam es trotz
didtetischer Zufuhr von Cholsdure bei keinem der Tiere zum Auftreten einer chologenen
Diarrhde. Erwartungsgemal stieg der Gehalt an hepatischem Gesamtcholesterin in beiden
Gruppen unter cholesterinreicher Didt an, wobei die gallensteinresistenten Tiere des
AKR/J-Stammes hohere Werte erreichten. Dies deckt sich mit Beobachtungen von
Lammert et al. (124), welche die Fiitterungsperiode auf bis zu 56 Tage ausdehnten. Auch
konnte bereits vorher gezeigt werden, dass lediglich die Tiere des gallensteinresistenten
Stammes eine Steatose mit charakteristischem histologischen Bild entwickeln (114; 125).
Der erhohte Gehalt an hepatischem Cholesterin spricht fiir eine Speicherung von

Cholesterinestern, zumal etwa 90% des hepatischen Cholesterins in veresterter Form

vorliegt (126).

5.2 Biliare Lipidsekretion und Expression sinusoidaler Membran-

transporter

Die bei beiden Mausstimmen vergleichbare mRNA-Expression von Ntcpl und Oatpl legt
die Vermutung nahe, dass die basolaterale Aufnahme und der transhepatische Flufl von

Gallensduren nicht zu den beobachteten Unterschieden in den Gallensdurensekretionsraten
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beitragen. Als Reaktion auf die lithogene Didt bliecb die steady-state OATPI
Proteinexpression unverdndert, wohingegen die NTCP1 Proteinexpression abnahm, ohne
dass eine begleitende Abnahme der Ntcpl mRNA-Expression nachweisbar war. Obwohl
eine Abnahme an NTCP1 Protein eine Neigung zur Cholestase vermuten ldsst, fand sich
bei den Tieren unter Beriicksichtigung von Gallefluss, bilidren Lipidsekretionsraten,
Serum-Transaminasen und Leberhistologie kein Hinweis auf Cholestase. Diese
Beobachtung erinnert an die Situation bei Mdr2-defizienten Mausen (121) und konnte eine
Anpassungsreaktion der Leber zum Schutz vor einer intrazelluliren Uberladung mit

hydrophoben Gallensalzen darstellen (127).

Cholin, ein essentielles Substrat fiir die Phospholipidsynthese, wird durch die Aktivitdt von
OCT1 aus dem Blut entfernt. Bei AKR/J- und C57L/J-Méusen, welche Kontrolldiét
erhalten hatten, sind dhnliche steady-state Octl mRNA-Mengen indirekte Beweise dafiir,
dass erhohte bilidre Phospholipidsekretionsraten bei C57L Maiusen nicht in
Zusammenhang mit einer erhéhten Phospholipidsynthese stehen. Die Hochregulation der
Octl mRNA unter lithogener Didt zeigt hochstwahrscheinlich eine erhohte hepatische
Aufnahme von Cholin an (128; 129), wodurch ausreichend Substrat fiir die
Phospholipidsynthese unter den Bedingungen einer bilidiren Phospholipidhypersekretion
zur Verfligung gestellt wird.

5.3 Biliare Lipidsekretion und Expression kanalikularer Membran-
transporter

In Reaktion auf die lithogene Diidt, welche groe Mengen Cholséure enthielt, blieben die
jeweiligen Gallensdurensekretionsraten praktisch gleich, wohingegen Phospholipid- und
Cholesterinsekretionsraten zunahmen (siche Tabelle 7, Seite 45). Angesichts der unter
Kontrolldidt 1,5-fach  hoheren  Gallensdurensekretionsrate und des  groferen
Gallensédurenpools in C57L/J-Méusen erwarteten wir bei diesem Stamm eine hohere
steady-state  BSEP Proteinexpression. Interessanterweise fanden sich nicht nur

vergleichbare BSEP Proteinmengen, sondern auch eine dhnliche Bsep mRNA-Expression
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bei AKR/J- und C57L/J-Méusen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Mutationen im
Bsep-Gen die Gallensdurensekretionsraten beeintrachtigen (130; 131). Daher erscheint es
moglich, dass eine so genannte gain of function-Mutation im Bsep-Gen der Tiere des
Stammes C57L/] mit erhohter Transportaktivitdit fiir den Unterschied in der
Gallensdurensekretionsrate verantwortlich sein konnte. Allerdings fiihrten die bislang
vorliegenden Sequenzierdaten nicht zur Identifizierung einer Mutation in der fiir das Bsep-
Gen codierenden Region. Es wire auch denkbar, dass ein zweiter (bislang nicht
identifizierter) kanalikuldrer Gallensdurentransporter zu den Unterschieden beitrdgt. Diese
Annahme wird unterstiitzt durch Untersuchungen von Wang et al. (132) welche zeigten,
dass die gezielte Inaktivierung des Bsep-Gens eine Hemmung der Gallensdurensekretion
lediglich um maximal 60% zur Folge hatte. Erhohte Bsep mRNA-Spiegel zusammen mit
leicht erhohter BSEP Proteinexpression sprechen eindeutig fiir eine transkriptionelle
Regulation (133) unter Beteiligung eines gallensdurenempfindlichen Elementes und des
Farsenoid-X-Rezeptor/Retinoid-X-Rezeptor (FXR/RXR). Die offensichtliche Diskrepanz
zwischen substanziell erhohter Bsep mRNA und nur schwach erhohten BSEP
Proteinmengen impliziert eine zusétzliche posttranskriptionelle Regulation. Eine starke
Hemmung der Gallensdurenbildung als Reaktion auf die lithogene Didt kdnnte ebenso zu

diesem Ergebnis beigetragen haben.

Bei Maiusen, welche mit lithogener Diét gefiittert wurden, bestimmt der zirkulierende
hydrophobe Gallensédurepool die Menge der in die Galle sezernierten Phospholipide (134)
und erklart wahrscheinlich die erhohte bilidre Phospholipidsekretion (95; 127).
Widererwarten waren die Mdr2 mRNA-Spiegel unverdndert trotz erhohter MDR2
Proteinexpression. Dies iiberrascht, da fiir Méuse, welche eine Didt angereichert mit 0,1%
Gallensduren erhielten, von einer transkriptionellen Hochregulation von Mdr2 —
moglicherweise durch eine Aktivierung der Proteinkinase C (135) vermittelt durch
Gallensduren — berichtet wurde (136). Womdglich konnte didtetisches Cholesterin unter
Beteiligung so genannter Sterol-regulatorischer Elemente (137) die Menge an Mdr2
mRNA verringern. Da die lithogene Didt sowohl Gallensduren als auch Cholesterin in
hohen Konzentrationen enthielt, konnten somit gegensitzliche Effekte dieser didtetischen
Komponenten auf die trankriptionelle Regulation von Mdr2 unsere Beobachtung einer

unverdnderten steady-state Mdr2 mRNA-Expression erklaren.
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C57L-Mause zeigten einen ca. doppelt so hohen Gallefluss wie AKR-Méuse, wodurch eine
erhohte Glutathionsekretion in die Galle widergespiegelt wird. Im steady-state konnten
von uns dhnliche mRNA-Mengen von Mrp2 in C57L/J und AKR/J-Méusen entsprechend
fritherer Beobachtungen bestdtigt werden. Da die Regulation des Mrp2-Gens in Mausen
offensichtlich auf der Transkriptionsebene stattfindet, wiren dhnliche steady state MRP2
Proteinmengen zu erwarten. Tatsdchlich wurden diese vor kurzem beschrieben. (138).
Erhohter Gallefluss ohne Steigerung der hepatischen MRP2 Proteinexpression scheint
Mrp2-Gen-Mutationen mit beeintrachtigter Proteinreifung oder apikaler Sortierung, wie
man sie in Patienten mit Dubin-Johnson-Syndrom findet, auszuschlieBen. Man konnte
deshalb vermuten, dass eine so genannte gain of function-Mutation im Mrp2-Gen in C57L-
Maiusen mit erhohter Transportaktivitdt in Zusammenhang steht. Tatséchlich wurde bereits
ein Polymorphismus im Mrp2-Gen gefunden, der zu einem Aminosdureaustausch

innerhalb der ersten Nukleotid-bindenden Doméne fiihrt (139).

5.4 Mechanismus der Gallensteinbildung bei C57L/J-Inzuchtmausen

Genetische Untersuchungen zeigten, dass Bsep, Octl und Mrp2 drei Kandidaten Lith-
Gene auf den Chromosomen 2, 17 und 19 darstellen (117). Auf der Basis unserer
Ergebnisse und der verfiigbaren Literatur schlagen wir ein pathophysiologisches Modell
vor, welches die Cholesterin-Gallensteinbildung bei C57L/J-Mausen (Abbildung 16, S. 62)
zumindest zum Teil erkliren konnte. Cholesterin erreicht die kanalikulédre
Leberplasmamembran von C57L/J-Miausen unter Bedingungen einer lithogenen Diét
kontinuierlich im Uberfluss. Dies ist das Ergebnis unterschiedlicher Mechanismen, welche
() eine verstirkte intestinale Cholesterinabsorption und hepatische Aufnahme von
Chylomikronen-Remnants, (Il) die erhohte Aufnahme von HDL via SR-BI, (lll) eine
verringerte Gallensdurensynthese, (IV) einen erhohten intrazelluldiren Cholesterintransport
via SCP2 und (V) das Unvermogen, die Cholesterinsynthese ausreichend zu drosseln,
beinhalten. Ein groferer Gallensdurepool mit normaler enterohepatischer Zirkulation,
welcher durch die erhohte Bsep Genexpression widergespiegelt wird, fordert die Sekretion

von Cholesterin aus der kanalikuldren Membran in die Galle. Da die lithogene Didt mit der
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Zeit zu einem hydrophoberen Gallensdurepool fiihrt, wird die bilidre Cholesterinsekretion
weiter verstiarkt. Eine Mutation im Mrp2-Gen von C57L-Maiusen konnte den erhdhten
Gallefluss erkldren, welcher die Cholesterinhypersekretion durch Entkopplung von
Gallensdure- und Phospholipidsekretion aufgrund der Bindung von Anionen an die
Gallensdauremolekiile fordern wiirde. Unter solchen Bedingungen konnten Vesikel fiir
lingere Zeit an die kanalikuldre Membran gebunden bleiben und somit als Abfluss fiir den

erhohten Cholesterinpool der kanalikuldren Membran fungieren.

Expression Funktion Expression Funktion
Hepatozyt
1 NTCP1 Gallensauren <> BSEP
Gallensauren
Organische Anionen, )
> OATPL (:CE z.B.Gallenséuren > Mrp2 Glutathion-
konjugate
:): Organische Kationen, T Phospholipide
T Octd z.B. Cholin MDR2

Cholesterin
SR-BI !E i Cholesterinester ?ABCG5/8

Abbildung 16: Anderung der Expression hepatozellularer Plasmamembrantransporter bei
gallensteinempfanglichen C57L- Mausen nach lithogener Diat.

An der kanalikularen Membran ging die erhohte Proteinexpression von BSEP
(Gallensaurenexportpumpe) und MDR2 (Phosphatidycholin-Transporter) bei unveranderter Mrp2
(Multipezifischer Anionentransporter) mRNA-Expression mit einer bilidren Hypersekretion von
Gallensauren und Phospholipiden bei gesteigertem Gallefluss einher. An der sinusoidalen
Membran kénnte die verminderte Proteinexpression von NTCP1 (Na*-abhangiges Taurocholat-
Cotransportierendes Protein 1) bei unveranderter OATP1 (Organische Anionen-Transportierendes
Polypeptid 1) Expression den Schutz der Leberzelle vor toxischen Gallensdurekonzentrationen
zum Ziel haben. Die erhdhte Octl (Organische Kationen-Transportierendes Protein 1) mRNA-
Expression kann als Hinweis auf eine erhéhte Aufnahme von Cholin fiir eine gesteigerte
Phospholipidsynthese bei erhéhter biliarer Phospholipidsekretion gewertet werden. Die Steigerung
der SR-Bl (HDL-Rezeptor) Expression in Verbindung mit einer erhéhten bilidren
Cholesterinsekretion konnte fiir das untersuchte Mausmodell bereits gezeigt werden (95).
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Da dieses Mausmodell die molekularen Mechanismen der Cholesteringallensteinbildung
bei Adipositas widerspiegeln konnte, sollten in Zukunft Untersuchungen sowohl der
Genexpression als auch der Proteinfunktion von Transportern der Leberplasmamembran
bei adipésen Menschen durchgefiihrt werden. Derartige Untersuchungen sollten kliren,

inwieweit dieses Konzept auf den Menschen iibertragbar ist.
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6 Zusammenfassung

6.1 Deutsch

Wir iiberpriiften die Hypothese, dass eine unterschiedliche Expression von Transportern
der Leberplasmamembran fiir Variationen der bilidren Lipidsekretionsraten zwischen
gallensteinempfanglichen =~ C57L/J- und  gallensteinresistenten ~ AKR/J-Méusen
verantwortlich sind. Hierzu isolierten wir Plasmamembranfraktionen und Gesamt-RNA
aus Lebern von Tieren der oben genannten Mausstimme, welche entweder eine
cholesterinarme Kontrolldidt oder eine lithogene Diét (15% Fett, 1,25% Cholesterin, 0,5%
Cholsdure) iiber jeweils 4 Wochen erhalten hatten, und bestimmten die steady-state
Genexpression hepatobilidrer Transportsysteme fiir Gallensduren (Ntcpl, Oatpl und Bsep),
Phospholipide (Mdr2), organische Anionen (Mrp2) und organische Kationen (Octl).
Unabhéngig von der Didt fanden sich fiir die steady-state Genexpression der untersuchten
hepatobilidren Transportsysteme zwischen den beiden Mausstimmen keine signifikanten
Unterschiede.  Trotz  eines  hoheren  basalen  Galleflusses und  erhohter
Gallenséuresekretionsraten bei C57L/J- Méusen unterschieden sich die Expressionsraten
fiir Mrp2 und Bsep zwischen den beiden Stdmmen nicht signifikant. Eine gesteigerte
bilidre Phospholipidsekretion als Reaktion auf die lithogene Didt ging mit einer erhohten
MDR?2 Proteinexpression einher. In diesem Zusammenhang kann die Induktion von Octl
als Hinweis auf eine gesteigerte Cholinaufhahme zur verstirkten Phospholipidsynthese
gelten. Als Antwort auf die lithogene Diit fand sich eine lediglich geringfiigige Steigerung
der BSEP Proteinexpression und die Gallenséurensekretion blieb nahezu unverdndert. Die
verminderte NTCP1 Proteinexpression konnte den Schutz der Leberzelle vor toxischen
Gallensédurenkonzentrationen zum Ziel haben. Wir folgern, dass tiberwiegend Unterschiede
der Proteinfunktion und nicht solche der Genexpression von Transportern der hepatischen
Plasmamembran flir Variationen der bilidren Lipidsekretionsraten verantwortlich sein
diirften. Unsere Ergebnisse stlitzen das Konzept, dass die Bildung einer lithogenen Galle
durch eine Hypersekretion von Gallensduren, welche eine gesteigerte Cholesterinsekretion
an der kanalikuldiren Membran zur Folge hat, mitverursacht wird. Verstirkend wirkt
hierbei moglicherweise eine Entkopplung der Gallenséuren- und Phospholipidsekretion

bedingt durch einen gesteigerten Gallefluss.
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6.2 Englisch

We tested the hypothesis that differential expression of liver plasma membrane
transporters might account for variations in biliary lipid secretion rates between gallstone-
susceptible C57L/J and gallstone- resistant AKR/J mice. Plasma membrane fractions and
total RNA isolated from livers of mice fed with a control or lithogenic (15% fat/ 1.25%
cholesterol/ 0.5% cholic acid) diet were used for measurements of steady-state gene
expression of hepatobiliary transport systems for bile salts (Ntcpl, Oatpl and Bsep),
phospholipids (Mdr2), organic anions (Mrp2) and organic cations (Octl). Irrespective of
the diet, the steady-state gene expression of hepatobiliary transporters did not differ
significantly between the two strains. Despite a higher basal bile flow and bile-salt
secretion in C57L mice, Mrp2 and Bsep expression did not differ between the two strains.
Elevated biliary phospholipid secretion in response to the lithogenic diet was linked to
increased MDR2 protein expression, whereas the induction of Octl might reflect an
enhanced uptake of choline for augmented phospholipid synthesis. In response to the
lithogenic diet, BSEP protein expression was up-regulated only marginally and bile salt
secretion did not increase. The down-regulation of NTCPI protein expression might
protect hepatocytes from high intracellular bile-salt loads. We conclude that variations in
protein function rather than in the gene expression of liver plasma membrane transporters
might account for variations in biliary lipid secretion rates. Our findings support the
concept that the formation of lithogenic bile is caused by the hypersecretion of bile salts as
a result of augmented availability of canalicular membrane cholesterol, possibly amplified

by bile-salt - phospholipid uncoupling due to the increased bile flow.
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8 Verzeichnisse

8.1 Abklrzungen

Anmerkung: Der Konvention entsprechend wurden die Gene der Maus in Kursivschrift
geschrieben (Beispiel: Bsep). Menschliche Gene sind ebenfalls kursiv und in
GroBbuchstaben dargestellt (Beispiel: BSEP). Fiir die jeweiligen Proteine besteht in der
Schreibweise kein Unterschied zwischen Mensch und Maus. Es werden jeweils
GroB3buchstaben verwendet (Beispiel: BSEP).

ABCG5/G8
ACAT
AKR/J
AP
APOE
ATP
BSEP
C57L/]
cDNA
CEH

Ch

ChR

cM

CoA
CYP27
CYP7ALl
CYP8BI1
DPP IV
ddH»0
DEPC
DNA
dNTP
DTT

ABC (ATP-binding cassette) Transporter G5/G8
Acyl-CoA:Cholesterinacyltransferase
AKR/Jackson-Inzuchtmausstamm

alkalische Phosphatase

Apolipoprotein E

Adenosin-Triphosphat

Gallensdurenexportpumpe (bile salt export pump)
C57L/Jackson-Inzuchtmausstamm
Komplementire (complementary) Desoxyribonukleinsiure
Cholesterin-Ester-Hydrolase

Cholesterin

Chylomikronen-Remnants

centi-Morgan

Coenzym A

27-Hydroxylase

Cholesterin 7a-Hydroxylase

120-Hydroxylase

Dipeptidylpeptidase IV

doppelt demineralisiertes Wasser
Diethylpyrocarbonat

Desoxyribonukleinsédure (desoxy-ribonuclein acid)
2’-Desoxy-Nukleosid-5’-Triphosphat
Dithiothreitol
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ER
GAPDH
GS
HDL
HMG-CoA
HRP
IgG

kD

KG
LDL
MDR2

MDR3

mRNA
MRP2

NTCP1
OATPI1
OCT1
PC
PCR
PMSF
QTL
RNA
rRNA
RT
SCP2
SD
SDS
SDS-PAGE
SEM

Endoplasmatisches Retikulum

Glyceraldehyd 3-Phosphat Dehydrogenase

Gallensdure(n)

high density lipoprotein
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoenzymA
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase)
Immunglobulin G

kilo-Dalton

Korpergewicht

low density lipoprotein

Phosphatidycholin-Transporter, Maus (multidrug resistance p-
glycoprotein 2)

Phosphatidycholin-Transporter, Mensch (multidrug resistance p-
glycoprotein 3)

Boten-Ribonukleinsdure (messenger RNA)
Multispezifischer Anionentransporter( multidrug resistance
associated protein 2)

Na'-abhingiges Taurocholat-Cotransportierendes Protein 1
Organische Anionen-Transportierendes Polypeptid 1
Organische Kationen-Transportierendes Protein 1
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Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
Phenylmethylsulfonyl-Fluorid

quantitative trait locus

Ribonukleinsaure (ribonuclein acid)

ribosomale RNA

Reverse Transkription

sterol carrier protein 2

Standardabweichung (standard deviation)
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Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean)
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SR-BI HDL-Rezeptor (scavenger receptor class b type 1)
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