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Zusammenfassung

Die Cholesterincholelithiasis ist eine der haufigsten Diagnosen in der Gastroenterologie und
verursacht hohe Kosten in unseren Gesundheitssystemen. Die Erkrankung betrifft
vorwiegend Erwachsene und wird durch exogene Risikofaktoren beglinstigt. Jedoch tragt
auch eine erbliche Pradisposition durch lithogene Gene und deren komplexe Interaktionen
zur Gallesteinbildung bei. Kreuzungsversuche im Mausmodell und Genomanalysen fiihrten
zur Identifizierung muriner Gallensteingene, die Grundlage flir genomweite
Assoziationsstudien beim Menschen waren. Es wurden mehrere zu Gallsteinen
pradisponierende Genvarianten identifiziert, wobei fiur die Mutation p.D19H des
hepatischen und intestinalen Cholesterintransporters ABCG5/G8 die stdrksten Effekte

nachgewiesen wurden.

In der vorliegenden Arbeit wurde in einem transgenen Mausmodell die Auswirkung der
homozygoten und heterozygoten Abcg8 p.D19H-Variante auf die hepatische
Cholesterinsekretionsrate und die anderen bilidren Lipide untersucht. Zusatzlich wurden die
Folgen des gewebsspezifischen Knock-out von Abcg5/g8 im Darm auf die hepatische
Lipidsekretion ermittelt. Zur Gewinnung der Galleproben wurden nach einer modifizierten
Methode von Wang akute Gallefisteln operativ angelegt. Mit photometrischen Tests wurden
die Lipidkonzentrationen von Gallesduren, Cholesterin und Lecithin in der hepatischen Galle
bestimmt. Daraus konnten die Sekretionsraten dieser Lipide ermittelt werden. Anhand
linearer Regressionsanalysen und hyperboler Sattigungsbindungskurven lieen sich
Aussagen zu den Unterschieden der Sekretionsraten und zu Funktionsverdnderungen des

ABCG5/G8-Transporters treffen.

Die Analyse ergab, dass Tiere mit der Abcg8 p.D19H-Variante eine gesteigerte
Cholesterinsekretionsrate und eine hohere Cholesterinsattigung der Galle bei unverdanderter
Gesamtlipidkonzentration aufweisen. Diese Unterschiede wurden durch eine lithogene Diat
aufgehoben. Der gewebsspezifische Knock-out von Abcg5/g8 im Darm fuhrte durch Verlust
der intestinalen Cholesterinexkretion gleichfalls zu einer gesteigerten Sekretion und einer

Ubersattigung der Galle mit Cholesterin.

Die vorliegende Arbeit verdeutlicht die Rolle des genetischen Risikofaktors ABCG8 p.D19H in

der Pathogenese der Cholelithiasis und erbrachte erstmals den direkten Nachweis der



Funktionsveranderung des ABCG5/G8-Transporters durch die p.D19H-Variante in vivo. Damit
tragt sie zum besseren molekularen Verstandnis dieser Genvariante und ihrer Relevanz fir
die Gallensteinbildung bei. Als erste Studie zur Auswirkung des gewebsspezifischen Knock
out von Abcg5/g8 im Darm weist sie die wichtige Funktion der intestinalen Exkretion fir die
systemische Cholesterinhomdostase nach. Die Aufklarung der genetischen Risikofaktoren
sowie das bessere Verstindnis des intestinalen Cholesterintransports eroffnen
Moglichkeiten flir neue Ansatze zur Risikoabschatzung, Prdvention und Therapie des

Gallensteinleidens.

Summary:

Biliary lipid secretion in Abcg8 p.D19H-transgenic and intestinal Abcg5/g8-knockout mice

Gallstone disease is one of the most common gastrointestinal disorders and causes high
socioeconomic costs in our health care systems. The disease mainly affects adults and is
promoted by exogenous risk factors. Importantly, hereditary predisposition due to lithogenic
genes and their complex interactions contribute to the formation of gallstones. Experimental
crosses of inbred mouse strains and genome-wide analyses led to the identification of
murine gallstone genes, which were the basis for genome-wide association studies in human
cohorts. Several variants predisposing to gallstones were identified, and the strongest
effects were demonstrated for the mutation p.D19H of the hepatic and intestinal cholesterol

transporter ABCG5/G8.

In the present study, the functional consequences of the homozygous and heterozygous
ABCGS8 p.D19H variant on biliary lipid secretion rate and bile composition were investigated
in a transgenic mouse that carries the human mutation. In addition, the hepatic effects of
tissue-specific knock-out of Abcg5/g8 in the intestine were determined. To obtain hepatic
bile, acute bile fistulas were created surgically using a modified method by Wang & Carey.
Biliary concentrations of bile acids, cholesterol and phosphatidylcholine (lecithin) were
measured by photometric assays, and secretion rates for bile acids, cholesterol and lecithin
were calculated. Using linear regression analyses and hyperbolic saturation binding curves,
we assessed the differences in secretion rates and the functional alterations of the

ABCG5/G8 transporter. The analyses revealed that mice with the Abcg8 p.D19H variant



present with increased biliary cholesterol secretion rate and higher cholesterol saturation of
bile in the setting of unchanged total lipid concentration. However, these differences were
found to be offset by a lithogenic diet containing butter fat, cholic acid, and cholesterol. Of
note, the tissue-specific knock-out of Abcg5/g8 in the intestine also resulted in increased

cholesterol secretion and saturation of bile due to loss of fecal cholesterol excretion.

The present study clarifies the role of the genetic risk factor ABCG8 p.D19H in the
pathogenesis of cholelithiasis and for the first time, provides direct evidence of the
functional effects of the lithogenic p.D19H variant in vivo. Thereby it improves our
knowledge about this lithogenic gene and its relevance for gallstone formation. As first study
of the effects of the intestine-specific knock-out of Abcg5/g8 on biliary lipid secretion, it
demonstrates the important function of intestinal excretion for both systemic and biliary
cholesterol homeostasis. The elucidation of genetic risk factors and better understanding of
hepatic and intestinal cholesterol transport open new avenues for risk assessment,

prevention and therapy of gallstones.
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1 Allgemeiner Teil

1.1 Einleitung

Schon in der Medizin der Antike wurde dem ausgewogenen Gleichgewicht zwischen Blut,
Schleim, gelber und schwarzer Galle eine grofRe Bedeutung fiir die Gesundheit des Menschen
zugeschrieben. Bereits das hippokratische Krankheitskonzept stiitzte sich auf die Harmonie-
und Gleichgewichtstheorie. Die Erkrankungen des Menschen wurden als ein Missverhaltnis
der Korpersafte (Dyskrasie) verstanden, und erst der Ausgleich (Eukrasie) fiihrte zu einer
Genesung des Betroffenen. Somit waren schon damals die wesentlichen Charakteristika der
Humoral- und Verdauungspathologie vorhanden. Spater wurden diese von Galenos aus
Pergamon zu ihrer kanonischen Form der Viersiftelehre ausdifferenziert’. Im 16.
Jahrhundert fihrte Paracelsus das Konzept der tartarischen Krankeitslehre ein, um die
Steinentstehung im menschlichen Kérper zu erkldaren. Dabei beschrieb er die Ausfédllung von
Substanzen in Korperfliissigkeiten analog der Ablagerung von Weinstein in Weinfissern®. Die
Erkenntnisse der modernen Gallensteinforschung kénnen auf dieses Bild zurlickgreifen, das
den Zusammenhang zwischen dem Konzentrationsverhaltnis der einzelnen Komponeneten
der Galle und der Steinentstehung zeigt.

Das Gallensteinleiden (Cholelithiasis) ist eine weltweit auftretende Krankheit und eine der
haufigsten Diagnosen, die hohe Kosten im Gesundheitswesen verursacht. Im Jahr 2015
verzeichnete das statistische Bundesamt fur Gesundheit eine Zahl von 228 981 vollstationar
behandelten Fillen aufgrund von Cholelithiasis, die damit den 11. Platz der haufigsten
Hauptdiagnosen in deutschen Krankenhdusern einnimmt®. Die Haufigkeit der Cholelithiasis
steigt zwischen dem 20. und 50. Lebensjahr von 2,3-4,9% auf 6,7-18% an, wobei in mehr als
50% der Falle Frauen betroffen sind. Im Alter zwischen 50 und 75 Jahren finden sich bei 14-
37% der Menschen in Deutschland Gallensteine®. Somit wird die Pravalenz von Gallensteinen
mit steigender Lebensertwartung weiter zunehmen. Viele Gallensteintrager sind
symptomlos, jedoch entwickeln 25% der Gallensteintrager Symptome in Form von
kolikartigen Schmerzen im rechten Oberbauch, Fieber oder Gelbsucht, die eine chirurgische
Intervention durch laparoskopische Cholezystektomie nétig machen’. Jedes Jahr werden
Uber 200.000 Cholezystektomien in Deutschland durchgefiihrt. Die laparoskopische
Cholezystektomie ist mit einer Mortalitdtsrate <1% bis jetzt die vorherrschende und
effektivste Methode zur Therapie der Cholelithiasis®. Nichtchirurgische Ansitze, wie die

Litholyse mittels Ursodeoxycholssdure oder extrakorporaler StoBwellenlithotripsie haben an
1
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Bedeutung verloren und werden ausschlieBlich bei einer kleinen Anzahl ausgewdhlter

Patienten mit unkomplizierter symptomatischer Cholezystolithiasis vorgenommen’.

1.2 Galle

1.2.1 Anatomie

Das hepatobilidgre System umfasst die Leber, die ableitenden Gallenwege und die
Gallenblase, die die Speicherung der Gallenflissigkeit Gbernimmt. Die intrahepatischen
Gallengdnge beginnen als epithellose Canaliculi biliferi an den apikalen (kanalikularen)
Zellpolen gegeniberliegender Hepatozyten®. In diese, durch Tight Junctions und Zonulae
occludentes abgedichtete Gallenkandlchen, wird die von den Hepatozyten produzierte
Lebergalle sezerniert. Die Canaliculi biliferi bilden ein Netzwerk und transportieren die Galle
entgegen der Blutflussrichtung in die Ductus biliferi interlobulares in der periportalen Trias.
Uber den Ductus hepaticus dexter und sinister gelangt die Galle Giber den Ductus hepaticus
communis in die extrahepatischen Gallenwege.

Die Gallenblase ist ein 8-12 cm langes und 3-4 cm breites Hohlorgan, dass ein
Fassungsvolumen von 40-50 ml beim Menschen besitzt. Es liegt am Unterrand des rechten
Leberlappens in der Fossa vesicae biliaris und ist Uber den Ductus cysticus mit den
extrahepatischen Gallengangen verbunden. Der Ductus cysticus weist im Gegensatz zum
Ductus hepaticus und Ductus choledochus eine schraubenformig angeordnete Schleimhaut
auf, sodass eine spiralige Verschlussfalte entsteht (Heister-Klappe). Diese verhindert bei
Anstieg des intraabdominellen Druckes die vorzeitige Entleerung der Gallenblasengalle,
erlaubt jedoch den Gallenzufluss aus dem Ductus hepaticus. Der gemeinsame
Ausfihrungsgang von Ductus choledochus und Ductus pancreaticus ist zu einer Ampulle
erweitert. Die Entleerung der Galle in das Duodenum wird dort durch den Musculus
sphincter ampullae hepatopancreaticae (0ddi) reguliert®.

Eine komplizierte Wechselwirkung zwischen Gallenblasenmotilitdit und dem Tonus der
Papilla Vateri ist verantwortlich fiir die zeitgerechte Bereitstellung der Galle wéhrend der
Verdauung. Der Reiz fur die Kontraktion und die Entleerung der Gallenblase ist die
Ausschittung von Cholezystokinin und Sekretin, die Relaxation wird tGber das aus dem lleum
bei Kontakt mit Gallensduren freigesetzte Hormon Fibroblast Growth Factor 19 (FGF19)

vermittelt®.
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1.2.2 Zusammensetzung
In ihrer Funktion als groBte exokrine Driise produziert die Leber pro Tag 500-1000 ml

Gallenflissigkeit (Lebergalle). Die funktionell wichtigen Hauptbestandteile bilden die
Gallensauren (Gallensalze), das Phosphpolipid Lecithin (Phosphatidylcholin), Cholesterin und
die Gallenfarbstoffe (Hamoglobinabbauprodukte, v.a. Bilirubin). Zusatzlich enthalt die Galle
verschiedene lipophile Produkte des Fremdstoffmetabolismus wie Steroidhormone,
Aminosauren, Enzyme, Porphyrine, Vitamine, Schwermetalle und Abbauprodukte von
Medikamenten, die nicht Gber die Niere ausgeschieden werden kénnen™®.

Zu 82% besteht Galle aus Wasser. Die restlichen 18% der festen Gallebestandteile setzen
sich aus 65-70% Gallensauren, 20-23% Phospholipide und 4% Cholesterin zusammen.
Bilirubin bildet weniger als 0,3% und Protein bis zu 5% der festen Bestandteile®”.

In der interdigestiven Phase wird die Primargalle in der Gallenblase gespeichert und durch
Absorption von NaCl und H,0 konzentiert. Dieser Vorgang reduziert das Gallenvolumen auf
10% des primdren Sekretionsvolumen. Im Umkehrschluss sind somit in der enstehenden
Blasengalle Cholesterin, Gallensduren und Lecithin in bis zu 10-fach héherer Konzentration

12
vorhanden™.

1.2.3 Funktion
Die Fettverdauung und die zeitgleiche Entgiftung des Koérpers von toxischen lipophilen

Substanzen stellen die Hauptfunktionen der Galle dar. Die Fettresorption wird hauptsachlich
Uber Emulsion durch Gallensduren und das Lecithin (ibernommen. Zusatzlich entledigt sich
der Korper Uber die Galle verschiedener lipophiler Substanzen, die in der Leber metabolisiert
und anschlieRend mit hydrophilen Substanzen (z.B. Glutathion, Glukuronsdure) konjungiert
werden. Dazu gehéren vor allem potenziell schadliche Substanzen wie Bilirubin,
Steroidhormone und Medikamente, deren Molekulargewicht >300-500 Dalton liegt und
nicht von der Niere filtriert oder ausgeschieden werden kénnen'?. Die Bedeutung der Galle
fiir die Gesundheit des Organsimus wird bei Sekretionstérungen durch entwicklungs- oder
genetischbedingte, sowie erworbene cholestatische Erkrankungen augenscheinlich. Dies
zeigt sich auf besonders dramatische Weise bei Neugeborenen mit Gallengangsatresie, die
einen fortschreitenden cholestatsischen Leberschaden und/oder eine bilidre Zirrhose bis hin

. 1
zum akuten Leberversagen entwickeln™.
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1.2.4 Molekulare Mechanismen der Gallebildung
Die Sekretion der Primargalle aus den Hepatozyten ist zu 40% von gallensdurenabhangigen

und zu 40% von gallensdurenunabhdngigen Mechanismen abhéangig. Die Ubrigen 20%
werden von den intrahepatischen Cholangiozyten sezerniert, die ein HCOs- und ClI~ reiches
Sekret produzieren und die endgiiltige Lebergalle modifizieren. Dies steigert nicht nur die
Menge an Gallenfliissigkeit, sondern fihrt zudem zu einer Alkalisierung der Galle.

Bei der gallensdurenabhangigen hepatozytiren Sekretion werden die aus Cholesterin
synthetisierten primaren Gallensauren (Cholsaure, Chenodeoxycholsdure) und die Gber den
enterohepatischen  Kreislauf wieder aufgenommenen sekundaren Gallensduren
(Deoxycholsdure, Lithocholsdure) mit den Aminosauren Glyzin und Taurin konjungiert. Dabei
entstehen die wasserldslichen Gallensidurenkonjungtate. Uber ATP-abhingigen Transport
werden diese in die Ductus biliferi sezerniert. Bis zur Plasmaisotonitat der Primargalle folgen
Wasser und Na*- lonen tiber Aquaporinkandle osmotisch nach. Somit ist das ausgeschiedene
Gesamtgallenvolumen direkt abhdngig von der sezernierten Menge an Gallensduren. Die
sekunddren Gallensduren aus dem Pfortaderblut werden (ber einen sekundar aktiven Na*-
abhangigen Symporter wieder in die Hepatozyten aufgenommen. Der dazu erforderliche
lonengradient wird Uber die Na*/K*-ATPase aufrecht erhalten'?. Zwei Enzyme sind
verantwortlich flir die Gallensduren-Biosynthese, deren Aktivitdt durch negative
Riickkopplung beeinflusst wird: HMG-CoA-Reduktase (HMGCR), die das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Cholesterinbiosythese ist und Cholesterin-7-a-
Hydroxylase, das geschwindigkeitslimitierende Enzym der Gallensiurenbiosythese®®. Beide
Enzyme werden (iber das Sterol-Regulatory-Element-Binding-Protein (SREBP) und nukledre
Rezeptorsignalwege, die u.a. zur Freisetzung von FGF-19 fiihren, reguliert™**>.

Auf Seiten der kanalikularen Membrandomane konnten fir die Sekretion von Gallensauren,
Lecithin und Cholesterin unterschiedliche ATP-abhangige Transporterproteine - auch
bekannt als ATP-binding Casette (ABC) - identifiziert werden. Der ABCB11-Transporter ist die
Exportpumpe fiir Gallensiuren®®, ABCB4 transportiert Lecithin’®'’, und ABCG5 und ABCGS
bilden einen heterodimeren Transporter, der fir die Sekretion von Cholesterin aus dem
Hepatozyten in die Galle verantwortlich ist**. Cholesterin und Lecithin werden zeitgleich in
die Galle sekretiert und lagern sich zusammen als unilaminare Vesikel. Dabei zeigen die
hydrophilen Cholingruppen des Lecithin nach aulRen in die wassrige Phase, wohingegen die
lipophilen Fettsdureketten in das Innere der Membrandoppelschicht zeigen. Die lipophilen

Fettsduren stellen ein hydrophobes Milieu her, in das sich Cholesterin einlagert. Da
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Gallensauren ein lipohiles Cholesteringeriist und ein hydrophilen Aminosaurerest besitzen,
sind sie amphiphil und wirken als Detergenzien. Sie sind wasserl6slich, aber ab einer
Konzentration von 1-2 mmol/l lagern sie sich zu einfachen Mizellen zusammen**,
Zusammen mit den unilamelldren Lecithin-Cholesterin-Vesikeln bilden sie gemischte
Mizellen aus. Diese bestehen nun aus einer Lecithin-Cholesterin-Doppelschicht, umgeben
von einer Schicht aus Gallensauren, wobei sich deren hydrophile Anteile nach auflen zur
wassrigen Phase der Galle und die lipophilen Anteile nach innen zur Lecithin-Cholesterin-
Doppelschicht wenden. Durch die anschlielende Einlagerung des lipophilen Anteils der
Gallensauren in die Lecithin-Cholesterin-Doppelmembran verringert sich deren Durchmesser
auf 4-6 nm'. Dies bewirkt eine Verbesserung des Oberflichen-Volumen-Verhiltnises,
wodurch Pankreaslipasen und die Cholesterinesterase mit ihren Substraten in Kontakt
kommen und der enzymatische Aufschluss der Nahrung geférdert wird*2.

Zu dem Zeitpunkt der Gallensekretion in die Ductus biliferi unterliegt die Zusammensetzung
der Galle keinem thermodynamischen Gleichgewicht. In vitro Studien haben gezeigt, dass es
Tage bis Wochen dauern kann, bis sich zwischen Gallensaurenmizellen, gemischten Mizellen,
Lecithin-Cholesterin-Vesikeln und Cholesterinmonohydratkristallen ein Gleichgewicht
eingespielt hat. Unter normalen Umstdanden wird eine suffiziente Anzahl an Gallensduren
sezerniert, sodass das gesamte Cholesterin der Vesikel in gemischte Mizellen transferiert
werden kann. Mizelldre Loésungen von Cholesterin sind thermodynamisch stabil und
prazipieren keine Cholesterinkristalle. Dies erlaubt eine stabile Losung des Cholesterins
wihrend der Passage durch das bilidre System™®.

Die gallensdaureunabhédngige hepatozytire Sekretion ist von der Sekretion von Bicarbonat
und Bilirubin abhéangig. Bikarbonat wird dabei aktiv - durch Gallensduren, Glukagon und das
vasointestinale Peptid (VIP) stimuliert - sezerniert. Bilirubin wird durch den ATP-Transpoter

ABCC2 in die Galle sezerniert.

1.3 Pathophysiologische Mechanismen der Gallensteinbildung
Basierend auf der chemischen Zusammensetzung werden Gallensteine in Cholesterin- als

auch schwarze und braune Bilirubinsteine (Pigmentsteine) klassifiziert. Cholesterin- und
schwarze Pigmentsteine entstehen in der Galleblase, wohingegen braune Pigmentsteine in
obstruktiven und infizierten Gallengingen prazipitieren'®. Mehr als 80% der Gallensteine
bestehen aus Cholesterin und stellen einen Defekt der bilidaren Cholesterinhomoostase dar.

Gegenwartig zdhlen zu den Hauptmechanismen drei pathophysiologische Faktoren, die fir
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die Kristallisation von Cholesterin in der Gallenflissigkeit verantwortlich sind. Dazu gehoéren
die Ubersittigung der Galle mit Cholesterin, die Gallenblasenhypomobilitit und die
Destabilisierung der Galle durch Proteine. Kommt es zu einem Anfall von vermehrtem
Cholesterin bzw. fallt der Gehalt an Gallensduren, kann das Cholesterin nicht mehr in
gemischte Mizellen aufgenommen werden. Der Grad der Instabilitdit der entstehenden
Lecithin-Cholesterin-Vesikel ist entscheidend von deren Cholesteringehalt abhangig. In
Ubersattigter Galle entstehen instabile Vesikel, die mit Cholesterin angereichert sind. Diese
cholesterinreichen Vesikel aggregieren und verschmelzen zu multilamelldren Vesikeln, aus
denen Monohydratcholesterinkristalle ausfallen. Als MalR der Cholesterinlibersattigung der
Galle wird allgemein der Cholesterinsattigungsindex (CSI) angegeben. Er ist definiert als das
molare Verhaltnis der Cholesterinkonzentration einer Gallenprobe zu der Konzentration, die
in einer Modellgalle gleicher Lipidzusammensetzung im Gleichgewicht maximal in Mizellen
gelost werden kann. Modellgalle besteht aus einer wassrigen Losung von Taurocholsaure,
Lecithin und Cholesterin®®. Monohydratkristalle fallen dann aus der Galle aus, wenn der
Cholesteringehalt der Galle die Loslichkeitskapazitdt von Gallensduren und Phospholipiden

Ubersteigt, was sich in einem CSI-Wert >1 zeigt.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Cholesterin-Carrier und ihrer Verteilung in ungesattigter und in
Ubersattigter Galle (vgl. Erklarung im Text).

Die Verteilung der Cholesterin-Carrier und deren Aggrerationszustand wird also durch die

Lipidzusammensetzung der Galle bestimmt. Sie kann aus einem trianguldren
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Gleichgewichtsphasendiagramm abgelesen werden, dass fiir Modellgalle erstellt wurde
(Abb. 3). Eine rein mizelldre Phase findet man bei niedrigen Cholesterinkonzentrationen, bei

hoheren Konzentrationen dagegen Zweiphasenzonen, die entweder Cholesterinkristalle und
Mizellen oder Vesikel und Mizellen enthalten. In der zentralen Dreiphasenzone koexistieren

Kristalle, Vesikel und Mizellen®.
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Abbildung 2: Bilidres Gleichgewichts-Phasendiagramm fiir Modellgalle aus Taurocholsdure, Lecithin,
Cholesterin und Wasser nach Wang und Careyn. Cholesterinkristalle prazipitieren bei niedrigen Lecithin- bzw.
Cholesterinkonzentrationen (Zone A und B). Bei einem Verhaltnis von Cholesterin zu Lecithin >1 treten Kristalle
auf (Zone Cund D)

Wie im Gleichgewichtsphasendiagramm veranschaulicht treten Cholesterinkristalle also
dann auf, wenn die Galle hohe Gallensalz- und niedrigen Lecithinkonzentrationen aufweist
bzw. das Verhiltnis von Cholesterin zu Lecithin > 1 ist'’. Ein Uberschuss an Cholesterin im
Verhéltnis zu Gallensduren und Lecithin resultiert entweder aus einer Hypersekretion von
Cholesterin oder einer Mindersekretion von Gallensiuren oder Lecithin'®. Die
Hypersekretion von Cholesterin stellt dabei den Hauptgrund der Ubersattigung der Galle dar.
Ursachlich hierfir werden eine vermehrte Aufnahme und Synthese von Cholesterin in den
Hepatozyten, eine verminderte hepatische Synthese von Gallensduren oder eine
verminderte hepatische Synthese von Cholesterylester, die in VLDL eingebaut werden,
angesehen. Der groRte Anteil der Aufnahme von Cholesterin in die Hepatozyten wird Gber
den HDL-Rezeptor B1 vermittelt. Zusatzlich tragen der Apolipoprotein B/E- Rezeptor fir LDL
und der LDL-abhangige Rezeptor fiir Chylomikronen-Remnants zur Aufnahme des
Cholesterins bei. Die inverse Korrelation zwischen Serum-HDL- Konzentration und der

Bildung von Gallensteinen lasst vermuten, dass die Cholelithiasis mit einem vermehrt
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gegenliufigen Cholesterintransport und hepatischen HDL-Katabolismus assoziiert ist®?

Entsprechend kann jedes Enzym, das am hepatischen Cholesterinmetabolismus beteiligt ist,
die Bildung von Cholesterinsteinen beeinflussen™®.

Die Hypomotilitat der Gallenblase tragt ebenfalls entscheidend zur Steinbildung bei. Studien
zeigen, dass dies vorallem unter hohem Ostrogeneinfluss (z.B. in der Schwangerschaft), bei
schnellem Gewichtsverlust oder bei total-parenteraler Erndhrung der Fall ist. Uberschiissiges
Cholesterin lagert sich in die glatten Muskelzellen der Gallenblasenwand ein und fihrt so zu
einer Versteifung der sarkoplasmatischen Membran und einer Entkopplung der G-Protein
vermittelten Signaltransduktion. Cholezystokinin-1 kann so nicht mehr an seinen Rezeptor
binden, und eine suffiziente Kontraktion der Gallenblase bleibt aus®. Dadurch verlingert
sich die Verweildauer der Galle in der Gallenblase, was die Nukleation, Prazipitation,
Aggregation und das Wachstum von Cholesterinkristallen fordert. Die Nukleation und das
Wachstum der Gallensteine werden weiter von Promotor- (a;-Glykoprotein, Aminopeptidase
N, Immunoglobulin G und M, Phospholipase C) und Inhibitorproteinen (Apolipoprotein A,
Immunglobulin A) beeinflusst, die mit Vesikeln und soliden Cholesterinkristallen
interagieren®. Es zeigt sich, dass hauptsichlich die Hypersekretion von Mucin in der
Gallenblase die Cholesterinsteinbildung férdert®®. Mucin ist ein Gemisch aus schwer
I6slichen hochmolekularen Glykoproteinen mit niedrigem Mannosegehalt, das von den
Cholangiozyten sekretiert wird. Dies flihrt zur Bildung eines viskdsen Gels auf der
Gallenblasenmukosa. In diesem finden die Fusion der unilamellaren Vesikel und die
Entstehung der Cholesterinkristalle statt. Durch die zunehmende Akkumulation der
Cholesterinkristalle in der eingedickten Gallenflissigkeit entwickelt sich der sonographisch
nachweisbare Sludge®’.

Die weniger haufig auftretenden schwarzen Pigmentsteine sind meist eine Folge chronischer
Hamolyse, die zu erhéhten Konzentrationen von Bilirubin in der Galle fuhrt®. Des Weiteren
verursacht ein Verlust von Gallensalzen, z.B. durch ileale Resektion, M.Crohn oder
Leberzirrhose, eine erhohte Resorption von Bilirubin im Colon mit gesteigerter
enterohepatischer Zirkulation und Anstieg der bilidaren Konzentrationen von Bilirubin, was

schlussendlich zur Ausfallung der schwarzen Pigmentsteine fiihrt.

1.4 Genetische Faktoren
In der Atiologie der Cholelithiasis deuten die bisherigen Erkenntnisse auf eine

multifaktorielle Genese hin. Daten von epidemiologischen Studien aus den USA, Europa,
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China und Japan implizieren eine chronische hochkalorische, kohlenhydrat- und fettreiche
sowie balaststoffarme Kost als Hauptursache. Gestitzt wird diese Aussage durch den starken
Anstieg der Cholesterinsteinpravalenz bei amerikanischen Ureinwohnern, in der
Nachkriegszeit in Europa und aktuell in den asiatischen Schwellenlandern. Zusammengefasst
wird dieses Risikoprofil durch die Verlagerung der Essgewohnheiten, die als , westernized”
oder lithogene Provokationsdiit bezeichnet wird®*%’. Wie bei der Atherosklerose steigt das
Risiko fur das Entstehen eines Gallensteinleidens mit Zunahme von Adipositas, Diabetes
mellitus Typ 2, Insulinresistenz und Dyslipiddmie (Hypertriglyzeriddmie und niedrige HDL-
Serumkonzentrationen)®®. Jedoch erbrachte die modernen Gallensteinforschung den
Nachweis, dass nicht nur Umweltfaktoren’, ethnische und geographische Unterschiede?**°
sondern auch genetische Faktoren Einfluss auf die Gallensteinbildung haben. Es zeichnet sich
also ein Bild einer komplexen Interaktion der einzelnen Komponenten, die zum Entstehen
der Erkrankung beitragen, ab.

Schlussige Beweise fiir die Rolle der genetischen Faktoren im Menschen lieferte erstmals
eine grofRangelegte Studie im Rahmen des schwedischen Zwillingsregisters bei 43.141
Zwillingspaaren, die zwischen 1900 und 1958 geboren sind. Es zeigte sich eine signifikant
héhere Ubereinstimmung der phinotypischen Variation in monozygoten als in dizygoten
Zwillingen (12% vs. 6%). Daraus lasst sich berechnen, dass in bis zu 25% der Falle genetische
Faktoren bei der Entstehung von Gallensteinen ursichlich sind>®.

Genomweite Studien in experimentellen Kreuzungen von Inzuchtmauslinien identifizierten
eine Reihe von Genen (Lith genes), die die Anfalligkeit zur Bildung von Gallensteinen deutlich

14,32-34

erhohen . Zusammengefasst in einer ,Murine Gallstone Map“ wurden zunachst liber

25 Genloci identifiziert*®>>,

Diese werden in sechs Hauptklassen unterteilt, die fir
regulierende hepatische Lipidenzyme, hepatische Lipoproteinrezeptoren und mit ihnen
assoziierte Proteine, hepatische und intestinale intrazelluladre Lipidtransporter, regulierende
hepatische Lipidtranskriptionsfaktoren, Cholezystokinin und dessen Rezeptoren und biliares

Mucin kodieren.

1.5 Die ATP-bindenden Membrantransporter
Die ATP-bindenden Membrantransporter - auch bekannt als ATP-binding Cassette (ABC)-

Transporter - gehoren zur grofRen Superfamilie der Membranproteine, die die Energie aus
ATP-Spaltung nutzen, um eine weite Bandbreite von Substanzen entgegen eines

Konzentrationsgefélle zu sezernieren. ABC-Transporter transportieren meist Lipide oder
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toxische Verbindungen und spielen deshalb eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von

angeborenen oder erworbenen Krankheiten (z.B. der Cholelithiasis) und in der Toxikologie®.

1.5.1 Der ABCG5/G8-Transporter
Besonders interessant in der Pathophysiologie der Gallensteinbildung ist der ABCG5/G8-

Transporter (auch als Sterolin 1 und 2 bezeichnet). Dieser wird vom Lith9-Locus (Chromosom
2p21) kodiert' und bildet ein Heterodimer als ATP-abhingige Exportpumpe fiir Cholesterin
sowohl in der kanalikuldaren Membran der Hepatozyten als auch in der luminalen Membran
der Enterozyten im Dinndarm®’. Die kodierenden Abschnitte von ABCG5 und ABCGS stehen
sich in einer Kopf-zu-Kopf orientierten Position gegeniber und werden nur durch 140
Basenpaare von ihren ersten Exons getrennt. Jeder Genabschnitt besteht aus 13 Exons und
12 Introns. Dabei werden die kodierenden Gene von einem gemeinsamen Promoter
abgelesen. Die beiden Genabschnitte kodieren fiir zwei verschiedene Proteine, wobei jedes
davon eine ATP-Bindungsstelle nahe des N-Terminus, eine Transmembran-Domadne mit
sechs Helices und eine Nukleotidbindungsdomine aufweist®®. ABCG5 und ABCGS lagern sich
im endoplasmatischen Retikulum (ER) als Heterodimer zusammen und werden Uber den
Golgi-Apparat in die Zellmembran transportiert.

Lumen

p Q604E  ag32v
‘QR‘“%‘QQ d @ 1

R389H
c -/N Asp19His [N=c

Sterolin-1
ArgSO;(s\

ABCGS
—O0—"

ABCG5 ABCG8

Abbildung 3: Aufbau des heterodimerer ABCG5/G8- Transporters. Erlduterungen siehe Text (Kapitel 1.5.1)

Sterolin-2
ABCGS8

R121X
W361X

Q172X c

Nur als Heterodimer ist die volle Funktionalitdit des Cholesterintransports gegeben. Ein
Mangel des jeweiligen einen Anteils flihrt zu einer Akkumulation des anderen Anteils im ER
und verhindert die Translokation in die Zellmembran®. Frith schon konnten Studien
nachweisen, dass ABCG5/G8 auch Pflanzensterole transportiert. Durch eine ,Loss-of-

function“~-Mutation entsteht die seltene autosomal-rezessive Krankheit der Sitosterolamie,
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die durch eine hohe Retention von Pflanzensterolen und Cholesterin mit hohen
Sterolserumwerten®, Unfruchtbarkeit und Lipoarthropathie®, einer beschleunigten
Entstehung von Arteriosklerose und frithzeitige kardialen Schiden®® einhergeht. Ein
komplettes Fehlen von Abcg5/g8 in Mausen fihrt zu extrem niedrigen bilidren
Cholesterinkonzentrationen, wahrenddessen bilidres Lecithin und Gallensduren nicht
verandert sind*®. Die gleichen Effekte wurden auch bei Miusen beobachtet, bei denen
entweder Abcg5 oder Abcg8 fehlt***°. Umgekehrt fiihrt eine Uberexpression von Abcg5/g8
in Mdusen zu einer bis zu 5-fach erhéhten Cholesterinkonzentration in der Galle und einer
um 50% reduzierten fraktionellen Absorption des Uber die Nahrung aufgenommen

Cholesterins®®. Wang et al.*’

zeigten, dass eine negative Korrelation zwischen der Effizienz
der Cholesterinabsorption und der Menge an ABCG5/G8 im Jejunum und lleum besteht. Die
intestinale Cholesterinabsorption wird also Uber die jejunealen und ilealen ABCG5/GS8-
Transporter reguliert. Im Gegensatz zur Funktion des Niemann Pick C1-like-1- Transporter*®
(NPC1L1) fungiert ABCG5/G8 als Exportpumpe von Cholesterin und Pflanzensterolen vom
Enterozyten in das Darmlumen. Somit entledigt sich der Korper Uberschissig anfallenden
Cholesterins und der Sterole (iber fdkale Ausscheidung. Es wurden weitere Faktoren
identifiziert, die den Wirkungsgrad der ABCG5/G8-Sekretion der Leber einschrianken. Dazu
gehort auch der ABCB4-Transporter, der fir die Lecithinsekretion aus den Hepatozyten in die
Gallenwege verantwortlich ist. Ein Defizit des AbcB4-Transporters in Mausen brachten die
ABCG5/G8 vermittelte Cholesterinsekretion zum Erliegen. Dies zeigt, dass eine Kopplung

zwischen ABCG5/G8 und ABCB4 besteht, die eine effiziente Cholesterinsekretion

gewihrleistet®.

1.5.2 Genetische Polymorphismen des ABCG5/ABCG8-Gens
In neuster Zeit konzentrierte sich eine Reihe von Studien auf genetische Varianten von

ABCG5/G8. Tatsachlich ist eine Verdnderung im ABCG8-Gen mit einem doppelt so hohen
Risiko fir die Entstehung von Cholesterinsteinen vergesellschaftet wie Studien bei
deutschen, serbischen, rumanischen, schwedischen, chilenischen und chinesischen
Patienten zeigten®. Einen groRen Durchbruch erbrachte die Identifizierung der p.D19H-
Variante in einer genomweiten Assoziationsstudie (GWAS, engl. Genome-wide association
study) mit Patienten aus Chile und Deutschland™. Zugrunde liegt dabei ein Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) des ABCG8-kodierenden Genabschnitts auf Chromosom 2, wobei die

organische Base Guanin zu Cytosin an erster Stelle des Tripletts verandert ist. Dies fuhrt zur
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Expression der Aminosaure Histidin anstatt von Asparaginsiure. Buch et al.”! stellten einen
Zusammenhang zwischen dem Austausch dieser Aminosduren und einer hoheren
Cholesterinsteinbildungsrate her. Zum selben Ergebnis kam eine Studie bei betroffenen
Geschwisterpaaren: Verglichen mit der steinfreien Kontrollgruppe hatten die Trager der
p.D19H-Variante ein erhdhtes Risiko fur Gallensteine®’. Weiter bekraftigt wurde diese
Hypothese durch eine Studie innerhalb des schwedischen Zwillingsregisters. Zwillinge, die
entweder heterozygote oder homozygote Trager der p.D19H-Variante waren, zeigten ein
signifikant hoheres Steinrisiko®. Hinzu kommt, dass niedrige Gesamtcholesterin- und LDL-
Cholesterinwerte im Serum beobachtet wurden. Die niedrigen Cholesterinserumwerte
konnten ein Trigger fiir eine erhdhte hepatische Cholesterinbiosythese und Sekretion in die
Gallengange sein. Man vermutet also, dass die p.D19H-Variante eine ,Gain-of-function”-
Mutation darstellt, die zu einer gesteigerten Elimination von Cholesterin aus dem Korper
flihrt. Somit werden auch die Plasmalipidkonzentrationen und die Cholesterinsattigung der
Galle beeinflusst, was wiederum das Risiko zur Bildung von Cholesterinsteinen erhéht®®. Es
zeigte sich zudem, dass die p.D19H- mit der p.R51C-Variante im ABCG5-Gen kodiert im

Kopplungsgleichgewicht liegt™°.

1.5.3 Die ABCB4/ ABCB11-Transporter
Die ABCB4- und ABCB11-Transporter gehdéren ebenfalls zur groRen Subfamilie der ATP-

abhangigen ABCB-Transporter und werden hauptsachlich auf der apikalen kanalikuldren
Seite der Hepatozyten exprimiert. ABCB4 sezerniert dabei Lecithin in die Gallenwege,
wohingegen ABCB11 fir die Sekretion der Gallensalze verantwortlich ist.

Das ABCB4-Gen, welches auch als ,,multi drug resistance”“-Gen (MDR3 beim Menschen, Mdr2
in Mdusen) bekannt ist, tragt bei Punktmutationen jeglicher Art zu einem vermehrten Anfall

455 und Studien

von Gallensteinen bei. Klinische Untersuchungen in Patientenpopulationen
im Tierversuch bei Abcb4- defizienten Mausen®® zeigten auf, dass es zur Cholelithiasis infolge
verminderter Lecithinkonzentrationen kommt (Low Phospholipid Associated- Cholelithiasis).
Diese Variante des Gallensteinleidens tritt v.a. bei jlingeren (Symptombeginn <40 Jahre)
Patienten auf wund geht mit intrahepatischer Mikrolithiasis, extrahepatischen
Cholesterinsteinen und Symptomrezidiven nach Cholezystektomie einher. Erklart wird dies
durch die verringerte Menge von Lecithin, dass normalerweise bendétigt wird um Cholesterin

in den gemischten Mizellen zu I3sen’>. Ein GWAS fiir Gallensteinleiden bei 8.258 islandischen

Patienten zeigte eine signifikante Assoziation sowohl fiir ein missense-SNP p.G622E als auch
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fiir die frameshift-Insertion p.L445GfsX22 ins ABCB4-Gen. Zusatzlich zeigte sich, dass diese
beiden ABCB4-Varianten nicht nur mit intrahepatischer Schwangerschaftscholestase,
sondern auch mit Leberzirrhose und —krebs assoziiert sind”">%,

Mutationen im ABCB11-Gen, welches sich im Lith1-Locus auf Chromosom 2 befindet, fihren
zu fortschreitender familidrer intrahepatischer Cholestase Typ 2 oder zur benignen
rekurrierenden intrahepatischen Cholestase (BRIC), die nicht zur Leberzirrhose
fortschreitet™. Eine niedrige Expression von ABCB11 vermindert die Gallensalzsekretion in
die Galle und somit den Gallensalzpool sowie den gallensdureabhangigen Gallefluss. BRIC-
Patienten mit ABCB11-Muationen entwickeln hiufiger Gallensteine®, und eine Studie von
Pan et al.’* konnte einen Nachweis von einzelnen Punktmutationen im ABCB11-Gen bei

Patienten mit intrahepatischen Steinen erbringen.
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2 Ziel der Arbeit

Die Grundlage der vorliegenden Doktorarbeit war die Identifizierung von lithogenen
Kandidatengenen durch Kreuzversuche und Genomanalysen im Mausmodell sowie im
weiteren Verlauf die Auswertung von genomweiten Assoziationsstudien beim Menschen. Es
wurden mehrere zu Gallsteinen pradisponierende Varianten identifiziert, wobei fiir die
Mutation p.D19H des hepatischen und intestinalen Transporters ABCG5/G8 die haufigsten

und starksten Effekte nachgewiesen wurden.

Ein Ziel dieser Arbeit ist es, in einem transgenen Mausmodell die Auswirkung der
homozygoten und heterozygoten Abcg8 p.D19H-Variante auf die hepatische
Cholesterinsekretionrate und die Gesamtlipidkonzentration in vivo zu untersuchen. Dieser
Fragestellung lag die Hypothese zugrunde, dass es durch die Abcg8 p.D19H-Variante
verursachte Funktionssteigerung des Transporters zu einer gesteigerten
Cholesterinsekretion und in Folge dessen zu einer Cholesteriniibersattigung kommt.

Im zweiten Teil sollen erstmals die Auswirkungen des gewebsspezifischen Knock-out von

Abcg5/g8 im Darm auf die hepatische Lipidsekretion ermittelt werden.

Zur Genotypisierung der Tiere sind Polymerasekettenreaktionen und allelische
Diskriminierungen durchzufihren. Zur Gewinnung der Gallenproben ist es notwendig, den
Mausen nach einer modifizierten Methode nach Wang et al. akute Gallenfisteln in Narkose
unter dem Mikroskop anzulegen. Durch photometrische Untersuchungen kénnen dann die
bilidren Lipidkonzentrationen von Gallensduren, Cholesterin und Lecithin in der hepatischen
Galle bestimmt werden. Durch statistische Analysen konnen anschlieRend die
Sekretionsraten fir Gallesduren, Cholesterin und Lecithin ermittelt werden. Anhand linearer
Regressionsanalysen und hyperboler Sattigungsbindungskurven lassen sich so Aussagen zu
den Unterschieden von Sekretionsraten und zu Funktionsveranderungen des ABCG5/GS8-

Transporters treffen.

Die Aufklarung und Charakterisierung der Auswirkungen von lithogenen Kandidatengenen
sowie das bessere Verstindnis des intestinalen Cholesterintransports eroffnen
Moglichkeiten flir neue Ansatze zur Risikoabschatzung, Prdvention und Therapie des

Gallensteinleidens.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: Produkte und Hersteller

Material und Methoden

Produkt Hersteller
Genotypisierung:
Agua ad iniectabilia B. Braun
KAPA Mouse Genotyping Hot Start Kit, Cat. No. 07- | Peglab
KK7352-02

— KAPA2G Fast Hot Start Genotyping Mix with dye (2x)

— KAPA Express Extract Enzyme (1 u / pl)

— KAPA Express Extract Buffer (10x)
Dimethyl Sulfoxide (DSMO) Sigma Aldrich
HPLC-H,0 LiChrosolv® Merck KGaA
10x PCR Rxn Buffer (-MgCl,) Invitrogen

50 mM MgCl,

Tag DNA Polymerase Recombinant 50 U (5 u/ul)
GTXpressT'VI Mastermix

10 nM dNTPs

6x MassRuler DNA Loading Dye

MassRuler DNA Ladder, Mix ready-to-use 103ng/pl
Midory Green Advance DNA Stain

LE Agarose Pulver

1% TAE-Puffer

Thermo Scientific

n

NIPPON Genetics Europe GmbH

Biozym Biotech Trading GmbH

n

Narkose und Operation:

Rompun 2% Injektionslosung
Bepanthen Augen- und Nasensalbe
Ketavet 100mg/ml Injektionslésung
B506 Forene 100% (V/V) Isofluran
Seide USP 6/0 schwarz geflochten
Polyethylene Tubing PE 10

Bayer

Pfizer

Abbott
SUPRAMA™
INTRAMEDIC™

Cholesteringehalt- Bestimmung:
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Cholesterol Enzymatic Endpoint Method REF CH200

Phospholipidgehalt- Bestimmung:

Phospholipids Cat. No. 555-752

Randox Laboratories Limited

MTI- Diagnostics GmbH

Gallensdurengehalt- Bestimmung:

Total Bile Acids (TBA) Cat. No. Bl 3863

Randox Laboratories Limited

Sonstiges:
NaCl 0,9%

AnalaR NORMAPUR Methanol
Roti-Histofix Formaldehydlésung 4%
Falcon Tubes 15 ml

0,5-2 ml Eppendorf Reaktionsgefille
Pipettenspitzen

Nadeln 26G x %5 0,45mm x 13 mm

B.Braun

VWR Chemicals
Carl Roth
Greiner
Sarstedt
Sarstedt

BD Mircolance™ 3

Luer 1ml BD Plastipak™
Mikrotestplatten 96 Well, R Sarstedt
Wattetupfer

3.2 Instrumente

Tabelle 2: Instrumente und Hersteller

Gerdte Hersteller
Thermomixer Eppendorf
C1000 Touch Thermal Cycler BIORAD

Electrophoresis Power Supply — EPS 601
Fusion SL Vilber Lourmat

Mikrowelle

7500 Fast Real-Time PCR System
Zentrifuge 4 —15C

Waage

Leica M50 Mikroskop

Leica DM5000 Mikroskop

KL 1500 LCD Kaltlichtquelle

Warmelampe

Amersham Pharmacia Biotech
Peqlab

Panasonic

Applied Bioystems

Sigma

VWR science education

Leica

Leica

Leica
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Pinzetten B.Braun Aesculap Division
Mikroschere F.S.T

Zentrifuge 4517 R Eppendorf

Inkubator Memmert

Sunrise Magellan Tecan

3.3 Primer
Abcg5/g8 Knock-in:

* Primer 1: 5 - AAGGTCAGTGAGCAGAATGCAAAGT - 3
* Primer 2:5 - CTTGTCTGGCTGCCAATAGAACCTA - 3’

* Primer 3:5 - TTCTCAGCCTCACACAGAGACCTTT - 3’
Cre:

* Creforward: 5’ - CCACGACCAAGTGACAGCAATG - 3’

* Crereverse: 5 - CAGAGACGGAAATCCATCGCTC - 3’
Allelische Diskriminierung g5:

* Mutante Sonde VIC: 5" — CCTTTAAAGCAACAGTGT - 3/
* Wildtyp Sonde FAM: 5’ — CCTTTAAAGCAACGGTGT - 3*
* Primer forward: 5" - CCTTTGCCCTTGTGGGATT - 3’

* Primer reverse: 5’ - GCATGATTTGATGTTCCACCAA - 3’
Allelische Diskriminierung g8:

¢ Mutante Sonde VIC: 5’ — CTGTACTTCAGCATGCTT C - 3’

Wildtyp Sonde FAM: 5’ - CTGTACTTCAGGATGCTTC - 3’

Primer forward: 5’ - GAGACCCAGCTGTGGAATGG - 3’
* Primer reverse: 5 - CCTGTGGTAGGAAAGAAAAGTCAGT - 3¢

3.4 Mause

3.4.1 Genotypen

Die Mause wurden selbst nach der Methode von Capecci MR (1989) generiert. In
Zusammenarbeit mit Gene Bridges (Heidelberg, GER) wurde ein Konstrukt erstellt, welches
den Knock-in und zusatzlich LoxP-Sequenzen fiir eine Cre-gerichtete Rekombinante enthielt.
Diese wurden in Zusammenarbeit mit EMBLEM (Monterotondo, IT) in embryonale
Stammzellen elektroportiert, diese wurden selektioniert und der rekombinante Klon wurde

in Blastozysten injiziert, welche in scheinschwangere Mause transferiert wurde. Daraus
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erhielt man chimare Mause, die nach weiteren Verpaarungen mit C57BL/6J die genetisch
veranderte Mauslinie bildeten. Durch weitere Verpaarungen wurde eine homozygote (Mut)
Variante von Abcg8 p.D19H und heterozygote (Het) Varianten des Knock-in von p.R50C fiir
Abcg5 und p.D19H fiir Abcg8 in weiblichen und mannlichen Mausen geziichtet. Als
Wurfkontrollen galten mannliche und weibliche Wildtypmause (WT), die keine der beiden
Varianten tragen.

Zur Untersuchung der Funktion des Abcg5/g8-Transporter in Darm bedient man sich des
Cre/loxP-Systems. Das Cre/loxP-System ist ein Rekombinations-System, das das gezielte
Entfernen von DNA-Sequenzen in lebenden Organismen ermoéglicht. Dadurch entstehen
gewebsspezifische Knock-out- Mause, die keinen Abcg5/g8-Transporter im Darm aufweisen

(im Folgenden ,,VilCre” genannt).

3.4.2 Haltung und Fiitterung
Die Haltung erfolgte zu jeweils 1-5 Tieren in einzeln belilifteten Kafigen bei einer

Raumtemperatur von 22 * 1°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50-60%. Ein
zwolfstiindiger Tag-Nacht Zyklus (5 Uhr — 17 Uhr) wurde eingehalten. Alle Tiere hatten freien
Zugang zu Trinkwasser und Futter (normales Futter oder lithogene Diat) (iber den Zeitraum
der Haltung. Die Fitterung der lithogenen Diat (ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, GER)
begann im Alter von acht Wochen und setzte sich aus 15% Butterfett, 1% Cholesterin 0,5%
Cholsaure, 2% Maisol, 50% Rohrzucker, 20% Kasein, essenziellen Mineralien und Vitaminen
zusammen. Die Fitterung erfolgte Gber 84 Tage in denen regelmdRig die Nahrungsmenge
und das Korpergewicht kontrolliert wurden. Die Tiere mit Standartdidt wurden gleichfalls
regelmaRig kontrolliert und friihestens nach 3 Monaten der OP zugefihrt.

Alle Experimente wurden gemald §8a des Tierschutzgesetztes durchgefihrt und durch die

Tierschutzbeauftrage der Universitat des Saarlandes genehmigt (Aktenzeichen TV 28/2012).

3.5 Genotypisierung

3.5.1 DNA-Isolierung

Im Alter von 21 Tagen wurden die Mause von der Mutter abgesetzt, nach Geschlecht
getrennt und ein kleines Stliick Gewebe am Ende des noch nicht verknorpelten Schwanzes
entnommen und in Eppendorf-ReaktionsgefaBe bei -20°C gelagert. Die DNA-Isolierung
erfolgte nach dem Protokoll des KAPA Mouse Genotyping Hot Start Kit (PeglLab, Erlangen,
GER).
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Pro Gewebe ergibt sich folgende Zusammensetzung:
e +88ulH,0
¢ +10 pl KAPA Express Extract Buffer

¢ +2 ul KAPA Express Extract Enzyme

AnschlieBend wurden die Eppendorf-ReaktionsgefdaBe in den Thermomixer gestellt und 10

min bei 75°C und nochmals 5 min bei 95°C inkubiert.

3.5.2 Polymerasekettenreaktion
Zur kiinstlichen Vervielfaltigung von DNA bediente man sich der Methode der Polymerase-

Kettenreaktion (PCR = Polymerase Chain Reaction). Um eine eindeutige Genotypisierung der

Tiere zu gewahrleisten wurden mehrere PCR-Protokolle herangezogen.

Tabelle 3: PCR-Protokoll fir Abcg5/g8-Knock-in (Mut, Het, WT)

Produkt Stoffmenge Menge (ul/Probe)
HPLC-H,O0 LiChrosolv® 5
KAPA Fast Hot Genotyping Mix with dye 12,5
(2x)

DSMO 1,5
Primer 1 10 um 2,5
Primer 2 10 um 1,25
Primer 3 10 um 1,25
DNA 1
95°C 3 min

95°C 15sec

58°C 15sec

72°C 20 sec 35 Zyklen

72°C 7 min

4°C Pause

Tabelle 4: PCR-Protokoll fiir gewebsspezifischen Knock-out (VilCre)

Produkt Stoffmenge Menge (ul/Probe)
HPLC-H,O0 LiChrosolv® 17,25
10x PCR Rxn Buffer (-MgCl,) 2,5
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MgCl, 50 mM 1
dNTPs 10 mM 0,5
Primer CRE forward 10 umol 0,5
Primer CRE reverse 10 umol 0,5
Tag DNA Polymerase Recombinant 50 U 0,25
(5 u/ul)

DNA 2,5
94 °C 45 sec

56°C 30 sec 35 Zyklen

72°C 45sec

3.5.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine biochemische und molekularbiologische Methode, in

der Nukleinsdure-Strange (RNA oder DNA) durch eine Gelelektrophorese nach ihrer GroRRe

getrennt werden. Um ihre GrofRe zu bestimmen, werden sie mit DNA-Strangen bekannter

GrolRe verglichen.

Tabelle 5: Protokoll zum Herstellen eines 2% Aragose-Gel

Produkt Menge/Gel
LE Agarosepulver 6g

1% TAE-Puffer 300 ml
Midory Green Advance DNA Stain 15

Das Agarosepulver wurde abgewogen und zusammen mit dem TAE-Puffer in der Mikrowelle

aufgekocht, bis eine vollstindige Losung eingetreten war. Bei 60°C Abkihlung wurde

Midory-Green zugefiihrt, und das Gel wurde dann in die vorbereitete Kammer gegossen.

Durch Abkihlung bildete sich ein hartes Agarosegel. Zur Vorbereitung der Gelelektrophorese

wurden zu jeder Probe 4,16 pl (entspricht % des Gesamtvolumens) 6x MassRuler Liquid Dye

(LD) zugegeben. Dies ist ein mit anionischen Farbstoffen und Glycerin versetzter Puffer, der

die Laufmittelfront markiert und das Absinken der Proben in die Agarosegeltaschen

gewahrleistet.

Fur die Gelelektrophorese der Abcg5/g8- Knock-in Linie werden folgende Kontrollen in die

Kammern pipettiert:
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1. MassRuler DNA Ladder, Mix ready-to-use 103 ng/ul
2. Abcg8 p.D19H Heterozygot (Het): Fragment 548 bp + Fragment 445 bp
3. Abcg8 p.D19H Homozygot (Mut): Fragment 445 bp
4. Abcg5 p.R50C Heterozygote (Het): Fragment 445 bp + Fragment 338 bp
5. Wildtyp (WT): Fragment 338 bp

E Kontrollen Proben

% Het Mut Het WT 1 3 3 3 3 1 1 1 2 4

<— 548 bp
<+— 445 bp
<+— 338 bp

Abbildung 4: Gelelektrophorese von Abcg5/g8 Knock-in: 1 = Heterozygot (Het); 2 = Homozygot (Mut); 3 =
Wildtyp (WT); 4 = Wasserkontrolle

In der Gelelektrophorese zum Nachweis der darmspezifischen Rekombinase (Cre) zur
Identifizierung der Knock-out-Tiere, wurden folgende Kontrollen in die Kammern pipettiert:
1. MassRuler DNA Ladder, Mix ready-to-use 103 ng/ul
2. Cre (+): Fragment 373 bp

3. Cre (-): kein Fragment nachweisbar

Kontrollen Proben

DNA Ladder

CRE(+) CRE()| + - - - + 4

<«— 372bp

Abbildung 5: Gelelektrophorese zum Nachweis der Abcg5/g8 Knock-out darmspezifischen Rekombination:
+ = darmspezifische Rekombination nachgewiesen, - = darmspezifische Rekombinante nicht nachgewiesen; 4 =

Wasserprobe
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Die Elektrophorese dauerte jeweils 1 h, danach wurde die Beleuchtung des Agarosegels mit

UV-Licht durchgefihrt und das Gel fotodokumentiert.

3.5.4 Allelische Diskriminierung
Um Single Nucleotide Polymorphism (SNP) in der DNA nachzuweisen, bedient man sich der

Methode der allelischen Diskriminierung. Ein Fragment in dem der Polymorphismus liegt,
wird mit einem spezifischen Primerpaar amplifiziert. Das PCR-Produkt wird mittels zwei
fluoreszenzmarkierter Sonden (VIC/FAM), jede spezifisch fur ein Allel, fluorimetrisch
nachgewiesen. Dabei wird die Nuklease-Aktivitdt der Tag-DNA-Polymerase ausgenutzt,
indem die Sonden wéahrend der Polymerisation gespalten und dadurch der fluoreszierende
Farbstoff vom Quencher (MGB®) getrennt werden. Die Zunahme der Fluoreszenz-Signale ist
proportional zur Anzahl der der amplifizierten DNA Fragmente. Am Ende der Reaktion wird
die Endfluoreszenz gemessen. Uber die beiden allelischen Sonden l4sst sich nun an Hand der
amplifizierten Messung festlegen, welches Allel vorliegt bzw. welche DNA-Probe beide Allele

tragt.

Tabelle 6: TagMan-Protokoll fir Abcg8 p.D19H

Produkt Stoffmenge Menge (ul/Probe)
GTX press Mastermix 5

Sonde VIC 10 uM 0,2

Sonde FAM 10 uM 0,2

Primer forward G8 10 uM 0,9

Primer reverse G8 10 um 0,9

HPLC-H,O0 LiChrosolv® 0,8

DNA 2

95°C 10 min

92°C 15 sec

60°C 1 min 40 Zyklen

Tabelle 7: TagMan-Protokoll fiir Abcg5 p.R50C

Produkt Stoffmenge Menge (ul/Probe)
GTX press Mastermix 5

Sonde VIC 10 uM 0,2

Sonde FAM 10 uM 0,2
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Primer forward G5 10 uM 0,9
Primer reverse G5 10 um 0,9
HPLC-H,O0 LiChrosolv® 0,8
DNA 2
95°C 10 min

92°C 15sec

60°C 1 min 40 Zyklen

3.6 Anlage einer akuten Gallenfistel und Probengewinnung
Die Mause wurden einen Tag vor der Operation ab 17 Uhr iber Nacht gefastet. Der freie

Zugang zu Wasser blieb gewahrleistet. Die Operation startete am darauffolgenden Tag um 9
Uhr. Die Mause wurden gewogen und das exakte Endgewicht wurde dokumentiert. Die Tiere

wurden anhand ihres Gewichtes mit einer intraperitonealen Injektion andsthesiert.

Tabelle 8: Narkoseprotokoll

Produkt Wirkstoff Menge (mg/kg KG)
Ketavet 100 g/ml Ketamin 90-120
Rompun 2% Xylazin 6-8

Der volle Narkoseeintritt war nach 10-15 min zu erwarten und wurde mit fehlendem
Auftreten des Zehenreflexes liberprift. Zur Vertiefung der Narkose wurden den Tieren mit
Isofluran getrankte Wattetupfer vor die Nase gehalten und finf Atemziige inhalativ
verabreicht. Die Augen wurden zum Schutz vor Austrocknung mit Bepanthen-Salbe bedeckt.

Die Operation wurde unter dem Leica M50 Mikroskop bei semisterilen Bedingungen
durchgefiihrt. Die Laparotomie wurde durch Anheben der Haut mit der Pinzette und einer
medianen Inzision vom Bauchnabel bis zum Sternum begonnen. Es folgte die Eroffnung des
Peritoneums mit einer Mikroschere, die Mobilisation der Leber nach kranial und das
Aufsuchen und Freipraparieren des Ductus choledochus. Die Leber und die Gallenblase
wurden hinsichtlich des Auftretens von Fettleber, Gallensteinen und Mucin untersucht. Zur
Induktion einer Cholestase wurde der Ductus choledochus mittels eines Seide-USP-Fadens
umschlungen. Die Leber wurde riickmobilisiert, und das Ligamentum teres hepatis wurde
durchtrennt. Die Gallenblase wurde freigelegt, und eine Schlaufe mit dreifach gewundenem

Knoten wurde um den Corpus vorgelegt. Zu Anlage der akuten Gallenfistel wurden mittels
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einer Mikroschere eine Inzisur an der Gallenblasenspitze vorgenommen und der PE-10
Polyethylene-Tubing Katheter eingebracht. Dieser besalR eine Linge von 10 cm, einen
Innendurchmesser von 0,28 mm und einen AuRendurchmesser von 0,61 mm. Nach
erfolgreicher Kanilierung wurde zur Fixierung des Katheters in der Gallenblase die
vorgelegte Schlaufe festgezogen. Direkt mit Einlage des Katheters in die Gallenblase startete
auch die Gewinnung der Galle mittels Schwerkraft in Eppendorf-ReaktionsgefdRe. Der
Wechsel der ReaktionsgefdaBe erfolgte innerhalb der ersten Stunde des Versuches alle 15
min und danach jede Stunde fiir bis zu 6 Stunden. Nach Volumenbestimmung und
mikroskopischer Untersuchung von nativer Galle wurden die Proben eingefroren und bei -
80°C fiir weitere Lipidanalysen gelagert. Wahrend der Operation und Gallegewinnung wurde
die Kérpertemperatur bei 37 + 0,5°C mittels einer Warmelampe gehalten und anhand eines
Thermometers Uberprift. Den Tieren wurde jede Stunde eine weitere intraperitoneale
Injektion des Anasthetikums, sowie alle zwei Stunden eine intraperitoneale Gabe (~25 pl)
0,9% NaCl verabreicht um eine ausreichende Hydratation zu gewdhrleisten. Das
Gallevolumen wurde durch Wiegen der Probe und Subtraktion des leeren
ReaktionsgefalRgewichtes bestimmt. Nach 6 h wurde den Tieren Blut, Leber, Milz und Darm

zu weiteren Analyse entnommen, der Tod der Tiere erfolgte durch die Blutgewinnung.

3.7 Mikroskopische Untersuchung
Fir die mikroskopische Untersuchung wurden die ersten 5 pl Galle verwendet, die initial

nach Anlage der akuten Gallefistel gewonnen wurden. Bei Raumtemperatur (~22 + 1°C)
wurden 5 pl Galle auf einen Objekttrager gegeben und mit dem Leica DM5000 Mikroskop bei
einer 200x VergroBerung im Hellfeld begutachtet. Danach wurde auf den Tropfen Galle ein
Deckglas gelegt und mittels Polarisationsmikroskopie erneut untersucht. Die Bewertung der

Mikroskopiebefunde wurde anhand der Einteilung von Wang et al.®® vorgenommen.

3.8 Chemische und biochemische Analyse der nativen Galle
Es wurden Mikrotestplatten (96 Well R, Sarstedt, Nirmbrecht, GER) verwendet um Proben

von mehreren Tieren pro Platte vergleichen zu kénnen. Alle Bestimmungen wurden im

Doppelansatz durchgefiihrt, und deren Ergebnisse wurden gemittelt.

3.8.1 Cholesterin
Die Bestimmung der Cholesterinkonzentration in hepatischer Gallen erfolgte nach einer

enzymatischen Endpunktmessung mittels Photometrie, die erstmal von Allain et al. und

63 64
l.

Roschlau et a publiziert wurde. Der Gehalt an Cholesterin wird nach enzymatischer
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Hydrolyse und Oxidation bestimmt. Der Indikator Quinonimin wird durch
Wasserstoffperoxid und 4-Amoniantipyrin in Gegenwart von Phenol und Peroxidase
gebildet.

Die Bestimmung erfolgte mit dem Kit ,,Cholesterol Enzymatic Endpoint Method REF CH200“

von Randox Laboratories Limited (Crumlin,UK).

Tabelle 9: Pipettierschema zur photometrischen Bestimmung der Cholesterinkonzentration

Reagenz Blank SO Standard S1 Probe
ddH;0 2 ul - -
Standard - 2 ul -
Probe - - 2 ul
Reagenz 200 pl 200 pl 200 pl

Es folgte eine Inkubation der Platte bei 37°C fiir 5 min. Die Messung erfolgte bei 492 nm im
Spektralphotometer.

Als Standard wurden Verdinnungen von 1:1 - 1:6 einer Cholesterinldsung mit einer
Konzentration von 5,36 mmol/l mitgefuhrt. Die Extinktionswerte daraus waren die
Grundlage zur Erstellung einer Standardkurve, die zur Berechnung der Werte der Proben (in

mmol/l) diente.

3.8.2 Lecithin
Bei der Bestimmung der Phospholipidkonzentration in der Galle handelt es sich um eine

enzymatische Photometrie, entsprechend einer modifizierten Methode nach Takayama et
al.®®> Die Phospholipide hydrolisieren in Gegenwart von Phospholipase D zu Cholin und
Phosphatidsduren. Die Choline bilden nach Oxidation durch Cholin-Oxidase Betain und
Wasserstoffsuperoxid. In der Anwesenheit von Peroxidase reagiert Wasserstoffsuperoxid mit
4-Aminoantipyrin und Phenol zu einem roten Chinonimin. Die Intensitdt der Farbe ist
proportional der Menge an Phospholipiden in der Probe.

Die Bestimmung erfolgte mit dem Kit ,,Phospholipide Cat. No. 555-752“ von Mti-Diagnostics
GmbH (Idstein, GER). Die Proben wurden aufgrund der Linearitdt des Testes bis zu einer
Phosholipidkonzentration von 1000 mg/dl (12,9 mmol/l) jeweils 1:3, 1:4, 1:6 oder 1:10

mmol/l verdiinnt.
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Tabelle 10: Pipettierschema zur photometrischen Bestimmung der Lecithinkonzentration

Reagenz Blank SO Standard S1 Probe
ddH;0 1l - -
Standard - 1l -
Probe - - 1l
Reagenz 150 ul 150 ul 150 ul

Es folgte eine Inkubation der Platte bei 37°C fiir 15 min. Die Messung erfolgte bei 492 nm im
Spektralphotometer.

Als Standard wurden Verdinnungen von 1:1 - 1:5 einer Phospholipidlésung mit einer
Konzentration von 3,87 mmol/l mitgefuhrt. Die Extinktionswerte daraus waren die
Grundlage zur Erstellung einer Standardkurve, die zur Berechnung der Werte der Proben (in

mmol/l) diente.

3.8.3 Gallensauren
Die modifizierte Methode nach Komiyama et al.®® beruht auf folgendem Prinzip: In

Gegenwart von Thio-NAD konvertiert das Enzym 3a-Hydroxysteroiddehydrogenase (3a-HSD)
Gallensduren zu 3-Keto-Steroiden und Thio-NADH. Diese Reaktion steht im
Reaktionsgleichgewicht und ist reversibel, sodass der Anteil von Thio-NADH bei einer
Wellenldnge von 405 nm bestimmt werden kann. Die Bestimmung der
Gallensaurekonzentration erfolgte mit dem Kit , Total Bile Acids (TBA) Cat. No. Bl 3863“ von
Randox Laboratories Limited (Crumlin, UK). Die Proben wurden aufgrund der Linearitat des
Tests bis zu einer Gallensdurekonzentration von 160 umol/I jeweils 1:200/ 1:300 oder 1:400

verdiinnt.

Tabelle 11: Pipettierschema zur photometrischen Bestimmung der Gallensdurekonzentration (Schritt 1)

Reagenz Blank SO Standard S1 Probe
ddH;0 1,5 pl - -
Standard - 1,5 ul -
Probe - - 1,5 ul
Reagenz 1 100 i 100 i 100 i

Es folgte eine Inkubation bei 37°C fiir 5 min. Des Weiteren wurde zu jedem Slot Reagenz 2

hinzugefigt.

26




Material und Methoden

Tabelle 12: Pipettierschema zur photometrischen Bestimmung der Gallensdurekonzentration (Schritt 2)

Reagenz Blank SO Standard S1 Probe

Reagenz 2 30 ul 30 ul 30 ul

Eine Extinktionsmessung (A) erfolgte initial nach 1 Minute, die zweite Messung (A;) erfolgte
nach weiteren 2 Minuten. AA ergab sich aus der Subtraktion von A, - A;. Als Standard
wurden Verdiinnungen von 1:1 - 1:4 einer Loésung mit einer Konzentration von 3,87 mmol/I
mitgefihrt. Die Extinktionswerte daraus waren die Grundlage zur Erstellung einer

Standardkurve, die zur Berechnung der Werte der Proben (in mmol/l) diente.

3.9 Berechnungen

3.9.1 Gallefluss

Der Gallenfluss beschreibt ein Volumen, dass eine fiktive Maus von 100 g pro Stunde
produzieren wirde (ul/hr/100g). Dies dient zum Vergleich des Gallenflusses zwischen den
einzelnen Tieren und gibt Auskunft dariiber, ob dieser wahrend der Dauer des Versuches zu-

oder abnimmt.

3.9.2 Gesamtlipidkonzentration
Die gemessenen Gallensauren-, Phospholipid- und Cholesterinkonzentrationen bildeten die

Grundlage zur Berechnung der Gesamtlipidkonzentration, sowohl in mmol/l als auch in
g/dI®’. Dafiir wurde die Summe der einzelnen Anteile unter Beriicksichtigung der Molmassen
(Gallensduren 537, Phospholipide 775 und Cholesterin 387) gebildet. In Bezug auf die
Gesamtlipidkonzentration (TL) wurde der prozentuale Anteil von Gallensauren, Cholesterin

und Lecithin berechnet. Die angegeben Werte sind in Mol% angegeben.

3.9.3 Cholesterinsattigungsindex
Der Cholesterinsattigungsindex (CSl) beschreibt das Verhaltnis der Cholesterinkonzentration

einer Gallenprobe zu der maximalen Cholesterinkonzentration in einer Modellgalle. Diese
muss die gleiche Konzentration der Hauptlipide wie in der Gallenprobe aufweisen. Der CSI
wird bestimmt, um das MaRB der Cholesterinsattigung anzugeben und Riickschliisse auf die

potenzielle Steinbildungsbereitschaft der Galle zu ziehen.

l

1.%8 erstellten ,kritischen Tabellen’

Zur Berechnung des CSI wurden die von Carey et a
herangezogen. Als Berechnungsgrundlage wurde die Gesamtlipidkonzentration in g/dl und
der relative Cholesterinanteil daran in Mol% bendtigt. Der y-Wert (N) wurde aus dem

Verhéltnis von Phospholipiden zu der Summe aus Gallensduren und Phospholipiden
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angegeben. Der x-Wert (B) war die Gesamtlipidkonzentration. Der Schnittpunkt dieser
beiden Werte ergab den Tafelwert (t). Da jedoch die berechneten Werte der Gallenproben
nicht den Werten in der Tabelle entsprachen, musste zwischen vier Werten interpoliert
werden. Daraus ergab sich der Wert des maximal |6slichen Cholesterins (MLC) der Probe.
Der prozentuale Anteil des Cholesterins an der Gesamtlipidkonzentration dividiert durch den

errechneten Wert des MLC ergab den CSI der jeweiligen Probe.

3.9.4 Output- und Sekretionsraten
Die Output- bzw. Sekretionsrate stellt das Verhaltnis zwischen der Menge von Cholesterin,

Lecithin oder Gallensduren (umol/l) zu dem sezernierten Gallenvolumen pro Stunde und
dem Korpergewicht der Maus dar®’. Die Sekretionsrate wurde dabei auf das Kérpergewicht
pro 100 g, die Outputrate auf das Kérpergewicht pro kg bezogen. Durch Angabe des Output
bzw. der Sekretion kdnnen verschiedene Zeitpunkte im Versuch, einzelne Tiere und Gruppen
miteinander verglichen werden. Zudem sind Aussagen Uber die Korrelation zwischen

Gallefluss, Cholesterin-, Lecithin- und Gallensdurensekretion moglich.

3.10 Statistische Methoden
Alle Daten sind als Mittelwerte und deren + SEM gezeigt. Um phéanotypische Parameter

(quantitative Merkmale) zu gleichen Zeitpunkten zwischen den verschiedenen Gruppen zu
vergleichen, wurde der Student’s t-Test fir unabhangige Stichproben verwendet. Fir
Vergleiche eines Parameters zu verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe wurde
der Student’s t-Test fur abhangige/ verbundene Stichproben herangezogen.

Um Abhéangigkeiten zwischen zwei Variablen zu untersuchen wurden lineare,
Regressionsanalysen durchgefiihrt®™. R? ist die erklirende Varianz des Regressionsmodells.
Ein p-Wert <0.05 in der ANOVA-Analyse zeigt eine signifikante Abhangigkeit zwischen den
beiden Variablen fiir jeden einzelnen Genotyp an. Modelle fiir Sattigungsbindungskurven
wurden nach den Berechnungen von Mazer et al.®® entwickelt.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Signifikanzniveau mit p = 0,05 definiert. Als Software
wurden fir alle statistische Kalkulationen und die Erstellung von Diagrammen IBM SPSS

Statistics 20 oder GraphPad PRISM 5.0 verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Gruppen

Im Rahmen der Studie wurden zwei verschiedene Mausmodelle gegen die Kontrollgruppe
Wildtyp (WT) verglichen. Zum einen untersuchten wir die Auswirkung der Abcg8 p.D19H-
Variante in homozygoten (Mut) und Abcg8 p.D19H bzw. Abcg5 R50C heterozygoten (Het)
Mausen gegenliber der Kontrollgruppe (WT). Jede dieser Genotypen wurde sowohl fiir
normale Diat als auch fir ,,Western Type Diet” (lithogene Diat) analysiert. In einem anderen
Mausmodell untersuchten wir den gewebespezifischen Knock-out des Abcg5/g8-
Transporters im Darm (VilCre). Auch in diesem Mausmodell wurden abhangig von der
Fiitterungsart zwei Gruppen gebildet.

Daraus ergaben sich 8 unterschiedliche Gruppen. Tabelle 13 fasst die Anzahl der in den

Versuch eingeschlossenen Tiere zusammen.

Tabelle 13: Gruppeneinteilung und Anzahl (N) der in den Versuch eingeschlossenen Tiere.

Diat Genotyp

Wildtyp Abcg8 Abcg8 p.D19H/ Abcg5/qg8-

p.D19H- Abcg5 p.R50C | gewebespezifischer
homozygot heterozygot Knock-Out
(WT) (Mut) (Het) (VilCre)

N normale Diat 14 16 17 16
Mannlich | Weiblich 7 7 7 9 11 6 9 7
N lithogene Diat 12 15 18 18
Mannlich | Weiblich 5 7 7 8 10 8 10 8

4.2 Korpergewicht und Lebergewicht
Waéhrend der Fitterungsperiode von 84 Tagen nahmen die Tiere aller Genotypen mit

normaler und lithogener Didt regelrecht zu. Alle Tiere wirkten gesund und &duferliche
Unterschiede konnte nicht festgestellt werden. Das Korpergewicht wurde vor Anlage der
akuten Gallenfistel, das Lebergewicht nach Entnahme der Organe bestimmt.

Die Tiere der Kontrollgruppe (WT) erreichten ein Korpergewicht von 23,4 + 1,2 g. Keine der
anderen Genotypen (Mut, Het, VilCre) zeigten einen Unterschied. Mannliche Tiere waren mit
einem Gewicht von 25,7 + 0,5 g um 34% (p<0,05) schwerer als die weiblichen Tiere. Das

Lebergewicht der WT-Mause betrug 0,9 + 0,06g. Auch hier zeigten die anderen Genotypen
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(Mut, Het, VilCre) keinen Unterschied. Das Lebergewicht der mannlichen Tiere betrug im
Mittel 1,0 £ 0,03 g, das der weiblichen Tiere 0,8 + 0,02 g (p<0,05).

Beim relativen Korpergewicht zeigte ausschlieBlich die Gruppe VilCre einen Unterschied
(p<0,05) zum WT. Dieses war mit 4,7 + 0,1% hoher als das der WT- Gruppe mit 3,9 + 0,1%.
Der Vergleich von Mut und Het sowie der Vergleich zwischen mannlichen und weiblichen

Mausen zeigte keine Unterschiede im relativen Lebergewicht.

Korpergewicht Lebergewicht LG/KG%
40- 2.0 8- *
304 1.54 64
10 0.5- 24
0 T T 0.0 r r T 0 T T
N N o~ o~ . . . X o~ By N
9\0 \’9\’0 \9\0 Q'O\” 9\0\' 9\’0" 9\0 9\0\ K \’0\9 \9\9 z'o\”
&§ ¢ ¢ $§E ¢ & ¢

By By

Abbildung 6: Korpergewicht, Lebergewicht und relatives Lebergewicht von WT-, Mut-, Het- und VilCre- Mausen
unter normaler Diat ( -Diat).

Bei FUtterung mit lithogener Didt betrug das Korpergewicht der WT 25,4 + 1,1 g. Im Vergleich
zeigte sich kein Unterschied der Tiere der Gruppen Mut, Het und VilCre. Die mannlichen
Tiere waren mit einem Korpergewicht von 28,2 + 0,3 g um 21% (p<0,05) schwerer als die
weiblichen Tiere (23,3 + 0,5 g). Das Lebergewicht der WT-Mause betrug 1,7 + 0,7 g. Lediglich
die Leber des VilCre war mit 3,9 + 0,3 g (p<0,05) schwerer. Auch zwischen mannlichen und

weiblichen Tieren konnte hier kein Unterschied festgestellt werden.
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Abbildung 7: Korpergewicht, Lebergewicht und relatives Lebergewicht von WT-, Mut-, Het- und VilCre- Mausen
unter lithogener Diat ( + Diat).
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4.3 Makro- und mikroskopische Phanotypisierung der Organe und Galle
4.3.1 Makroskopie

In den Gruppen mit normaler Diat zeigten alle Genotypen einen unauffilligen Befund der
Leber. Bei makroskopischer Betrachtung fanden sich keine Steine in der Gallenblase. Die
Galle war zu jedem Zeitpunkt klar von hell- bis dunkelgelber Farbe. Im Gegensatz dazu
fanden sich in den Gruppen bei lithogener Diat deutliche Abweichungen. In 58% der Falle
fand sich beim WT eine Fettleber. Bei Mut und Het zeigte sich in bis zu 80% und bei VilCre in

bis zu 90% der Falle eine Fettleber.

WT Mut
[[Junauffillig [[Junauffillig
B rettieber W rettieber
Het [CJunauffillig VilCre [Cunauffillig
Wrettieber Wrettleber

Abbildung 8: Prozentuale H&ufigkeit von Fettleber bei WT-, Mut-, Het- und VilCre- Mausen nach Fitterung
einer lithogenen Diat.

Makroskopisch konnten in den Gruppen mit lithogener Didt unterschiedliche Auspragungen
der Gallensteinbildung festgestellt werden. In bis zu 80% der Falle (Mut) war die Galle klar,
jedoch prazipitierten die Gruppen WT und Mut sowohl kleine Steine (<1 mm Durchmesser)
unterschiedlicher Anzahl als auch groRRe Steine (>1 mm Durchmesser). In den Gruppen Het
und VilCre fanden sich ausschlieBlich Steine mit einem Durchmesser <1 mm von variabler

Anzahl. Den hochsten Anteil an soliden Steinen hatte die Kontrollgruppe mit 42%, gefolgt
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von VilCre 22% und Mut (20%). Am seltensten fanden sich solide Steine bei heterozygoten
Tieren (11%), jedoch zeigte dieser Genotyp den hochsten Anteil an Mucin/Sludge (22%), der

in den anderen Genotypen nur in geringen Auspragung zu finden war.

4.3.2 Mikroskopische Betrachtung der Lebergalle
Fiir die mikroskopische Untersuchung wurde die Lebergalle aus den ersten 5 Minuten nach

Anlage des Katheters bei Tieren mit lithogener Diat verwendet. Die Einteilung der

Mikroskopiebilder erfolgte nach Wang et al.”’

In allen Genotypen konnten typische
Cholesterinkristalle mit 79,2° und 100,8° Winkeln nachgewiesen werden. In den Gruppen WT
und Mut fanden sich diese bei bis zu 45%, bei VilCre sogar bis zu 65% der untersuchten

Tiere. Bei VilCre-Mausen prazipitieren in dhnlich hohem Anteil (76%) solide Kristalle wie in

der Kontrollgruppe.
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Abbildung 9: Mikroskopische Einteilung der Galle bei Tieren, gefiittert mit lithogener Diat.

Um den Zusammenhang zwischen dem Auftreten und von soliden Gallensteinen und dem
mikroskopischen Befund herzustellen, wurden beide Auswertungen innerhalb eines

Diagramms (Abb. 10) kombiniert. Es zeigte sich, dass bei allen Genotypen der Befund mit
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makroskopisch klarer Galle, jedoch durch Mikroskopie nachweisbaren soliden Kristallen am
haufigsten auftrat (29-61%). Interessanterweise waren solide Steinen mit gleichzeitiger

Prazipitation von festen Kristallen in der Kontrollgruppe am haufigsten (44%).

100,0% Genotyp
COwt
.Mut
80 0% WlHet
Evilcre
£ 600%"
@
N
e
o
40,0%
20,0%

0%~
Makro: keine Steine Makro: keine Steine Makro: Steine

Mikro: flussige Mikro: solide Mikro: solide
Kristalle Kristalle Kristalle

Abbildung 10: Verteilung der Prazipitation von Gallesteinen unter lithogener Diat bei den Genotypen WT, Mut,
Het und VilCre.
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4.4 Ergebnisse Abcg8 p.D19H-Varinate
Im Nachfolgenden wurde das Mausmodell mit Abcg8 p.D19H-Variante in homozygoten

(Mut) und heterozygoten (Het) Mausen im Vergleich zur Kontrollgruppe (WT) untersucht.

4.4.1 Gallefluss
Bei Betrachtung der Gruppen mit normaler Diat zeigte der WT einen signifikanten (p<0,05)

zeitabhangigen Anstieg des Galleflusses von 354,8 + 20,4 auf 566,0 + 49,8 ul/hr/100g in der
1. Stunde. Ab der 1. Bis zur 3. Stunde blieb der Gallefluss statistisch unverandert hoch. Im
Vergleich zum WT zeigten weder Tiere der Gruppe Mut noch der Gruppe Het Abweichungen

in der Hohe und Dynamik des Galleflusses Uber die ersten drei Stunden.

Gallefluss bei normaler Diat

600
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Gallefluss
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Abbildung 11: Absoluter Gallefluss (ul/hr/100g) bei normaler Didt der ersten drei Stunden. Signifikanter
Anstieg des Galleflusses liber die erste Stunde in allen betrachteten Genotypen.

Bei WT-Tieren unter lithogener Didt kam es zu keiner Verdnderung des Galleflusses
innerhalb der 1. Stunde. Jedoch konnte ein signifikanter (p<0,05) zeitabhangiger Anstieg des
Gallenflusses innerhalb der 1. Stunde sowohl fiir Mut (335,3 + 33,5 — 581,3 + 48,6
ul/hr/100g) als auch fir Het (430,1 + 48,9 pl/hr/100g) nachgewiesen werden.

Im WT blieb der Gallefluss bis zum Ende der 3. Stunde stabil. In der Gruppe Mut fiel der
Gallefluss signifikant um 125,7 auf 452,5 + 45,9 pl/hr/100g. Auch in der Gruppe Het kam es
zu einer Reduktion um 149,3 auf 470,1 + 36,1 pl/hr/100g.
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Gallefluss bei lithogener Diat
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Abbildung 12: Absoluter Gallefluss (ul/hr/100g) bei lithogener Diat Gber die ersten drei Stunden. Signifikanter
Anstieg in den Gruppen Mut und Het Uber die erste Stunde.

Sowohl bei den Tieren mit normaler Diat als auch bei den Tieren mit lithogener Diat konnte
kein Einfluss des Geschlechts auf den Gallefluss bis zum Ende der 3. Stunde beobachtet
werden. Auch zeigte sich im Vergleich der einzelnen Genotypen untereinander kein Einfluss

der lithogenen Didt auf den Gallefluss in den ersten drei Stunden.

4.4.2 Biliare Lipidzusammensetzung
Die Abbildungen 13 und 14 fassen die Zusammensetzung der bilidren Lipide in Mol% sowie

die Gesamtlipidkonzentration in g/dl und den daraus berechneten CSI fir den Wert der 1.
Stunde nach Unterbrechung des enterohepatischen Kreislaufes zusammen.

Im WT mit normaler Diat betrug die Gesamtlipidkonzentration (TL) 1,5 + 0,1 g/dl. Es zeigte
sich kein Unterschied fir die Gruppen Mut (1,4 + 0,1 g/dl) und Het (1,4 + 0,2 g/dl). Der
Mittelwert des CSI fiir die 1. Stunde nach Unterbrechung des enterohepatischen Kreislaufes
fir den WT betrug 0,9 + 0,1. Im Vergleich mit den anderen Gruppen zeigte sich ein
signifikanter Unterschied (p<0,05) fir Mause, die die homozygote Variante Abcg8 p.D19H
trugen (1,4 * 0,2) Fir den Het konnte dieser Unterschied zum WT nicht nachgewiesen
werden.

Im WT betrug der prozentuale Anteil an der TL fiir Mol%-Gallensauren 78,4 + 1,5%. Ein
signifikanter Unterschied (p<0,05) zeigten sich im Vergleich hierzu fir die Gruppe Het (70,1 +

3,1%). Bei der Gruppe Mut konnte dieser Unterschied nicht nachgewiesen werden.
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Im WT betrug der prozentuale Anteil des Cholesterins an der TL 3,4 + 0,4%. Hierfiir zeigte
sich bei allen Mausen mit der Abcg8-Variante ein signifikanter Unterschied. Die Mol%-
Cholesterin bei Mut waren mit 4,7 + 0,4% und bei Het mit 6,5 + 1,1% deutlich erhoht.

Die Mol% fiir das Lecithin betrugen im WT 18,2 + 1,3% an der Gesamtlipidkonzentration.
Keine der untersuchten Genotypen zeigte eine Abweichung von diesem relativen Anteil.
Beim Vergleich zwischen mannlichen und weiblichen Mausen konnte innerhalb der Gruppe
mit normaler Diat ein signifikanter Unterschied (p<0,05) fiir die Gesamtlipidkonzentration
festgestellt werden. Die weiblichen Tiere zeigten mit einer TL von 1,6 + 0,4 g/dl eine deutlich
hohere Konzentration, als die mannlichen Tiere mit 1,2 + 0,5 g/dl. Fir die Mol% fir
Gallensauren, Cholesterin und Lecithin, sowie den CSI zeigte sich kein

geschlechtsspezifischer Unterschied.
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Abbildung 13: Bilidre Lipidzusammensetzung bei normaler Diét.

Bei Flitterung mit lithogener Diat betrug die Gesamtlipidkonzentration (TL) fiir den WT 3,4 +
0,2 g/dl. Weder die Gruppe Mut (3,1 + 0,2 g/dl), noch die Gruppe Het (3,6 + 0,3g/dl) wich
von diesem Wert ab. Der Mittelwert des CSI fir die 1. Stunde nach Unterbrechung des
enterohepatischen Kreislaufes fiir WT betrug 1,9 + 0,2. Beim Vergleich mit den beiden

p.D19H-Varianten bei lithogener Didt zeigte sich kein Unterschied. Im WT betrug der
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prozentuale Anteil an der TL fur Gallensduren 58,5 + 3,0%. Auch hier zeigte sich kein
Unterschied fiir die beiden p.D19H-Varianten.

Im WT betrug der Mol%-Cholesterin 12,9 + 1,2%. Die Mol%-Cholesterin in den Gruppen Mut
(13,3 £ 1,2%) und Het (10,9 + 1,2%) unterschieden sich nicht. Die Mol% fir Lecithin betrugen

im WT 28,7 + 2,3%. Ein Unterschied konnte fir Mut und Het nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 14: Biliare Lipidzusammensetzung bei lithogener Diat.

Beim Vergleich zwischen mannlichen und weiblichen Mausen konnte innerhalb der Gruppen
mit lithogener Diat ein signifikanter Unterschied (p<0,05) fir die TL festgestellt werden. Die
weiblichen Tiere zeigten mit einer TL von 3,3 * 0,2 g/dl eine hdhere Konzentration, als die
mannlichen Tiere mit 2,7 + 0,2 g/dl. Fur die Mol% der Gallensduren, des Cholesterins und des
Lecithins sowie den CSI zeigte sich kein Unterschied zwischen den Geschlechtern.

Somit spiegelt sich dasselbe Bild der geschlechtsspezifischen Verteilung fir die normale und
lithogene Diat wieder. Hierbei weisen die weiblichen Tiere jeweils die hoheren

Gesamtlipidkonzentrationen unabhéangig von der Diat auf.

Im Vergleich der Gruppen mit normaler Didt gegen die Gruppen mit lithogener Diat konnte

ein deutlicher signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den TL der 1. Stunde festgestellt
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werden. Die Tiere bei normaler Diat (1,34 + 0,07 g/dl) wiesen eine deutlich geringere TL als
die Tiere bei lithogener Diat (3,02 + 0,12 g/dl) auf. Auch die Mol% des Cholesterin (5,7 *

0,5% vs. 13,1 £ 0,7%) unterschieden sich signifikant zwischen beiden Diaten.

4.4.3 Regressionsanalyse des Galleflusses
Da der Gallefluss entscheidend von der Sekretion der Gallensduren abhéangig ist, wird diese

Beziehung mithilfe einer linearen Regressionsanalyse verdeutlicht®. Dabei stellt die
Gallensauren-Sekretionsrate (GS-Sekretion) die unabhangige Variable auf der Abzisse dar,
wohingegen der Gallefluss die abhdngige Variable auf der Ordinate abgebildet. Der
gallensdureabhangige Gallefluss wird durch die Steigung der Geraden definiert. Der
gallensdureunabhangige Gallefluss ist als Y-Achsenabschnitt bestimmbar. Fir die
Regressionsanalyse wurden die Viertelstundenwerte der 1. Stunde, sowie die stiindlich
erhobenen Werte fir die 2.- und die 3. Stunde verwendet. Jedes Tier brachte somit bis zu
sechs Datenpunkte in die Regressionsanalyse ein. Jeder Punkt reprdsentiert dabei den
Gallenfluss und die Gallensduren-Sekretion einer Probe, die innerhalb der ersten 3 Stunden

des Versuches bestimmt wurde.

Die linearen Gleichungen der Regressionsgeraden fir den gallensdureabhangigen Gallefluss

der analysierten Genotypen bei normaler Didt sind:

0 WTN=79:y =229 (£30) + 22,5 (+2,43)x  (R?*=0,53; p<0,05)
0 MutN=92:y =315 (+24) + 15,1 (+1,8)x (R2=0,44; p<0,05)
0 Het N=99:y =270 (+27) + 24,3 (£3,2)x (R2=0,40; p<0,05)

Der Gallefluss ist bei Genotyp von der Gallensdauren-Sekretion abhangig (p<0.05). Im
Vergleich der Steigungen zwischen WT und Mut zeigt sich ein signifikanter (p = 0,007)
Unterschied und somit ein geringerer gallensdureabhingigen Gallefluss bei Mut (15,1 +1,8
umol/hr/100g) als in der Kontrollgruppe (22,5 + 2,4 umol/hr/100g). Zwischen WT und Het
bestand kein Unterschied zwischen den Steigungen und damit auch kein Unterschied des

gallesdureabhangigen Galleflusses.
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Abbildung 15: Lineare Regression des Galleflusses (pl/hr/100g) in Abhangigkeit von der Gallensduren (GS)-
Sekretion (umol/hr/100g) der ersten drei Stunden bei Fltterung mit normaler Diat.

Der gallensdureunabhédngige Gallefluss betragt in der Kontrollgruppe 229 + 30 ul/hr/100g, in
Mut- Mausen 315 + 24 ul/hr/100g und in Het-Mé&usen 270 + 27 pl/hr/100g. Damit zeigte sich
sowohl in der homozygoten als auch in der heterozygoten Variante ein deutlicher

Unterschied des gallesdureunabhéngigen Galleflusses im Vergleich zum WT.

Die linearen Gleichungen der Regressionsgeraden fir den gallensdureabhangigen Gallefluss

der analysierten Genotypen bei lithogener Diat lauten:

o WTN=68:y=460,4 (+42,1) +6,1 (+2,1)x  (R2=0,114; p<0,05)
o MutN=82:y =369,1 (+40,05) + 7.2 (+2,4)x  (R?=0,099, p<0,05)
0 HetN=108:y =382,3 (+28,05) + 7,1 (+1,4)x  (R?=0,205; p<0,05)

Bei Futterung mit lithogener Diat blieb der Gallefluss bei allen Genotypen ebenfalls von der
Gallensauren-Sekretion abhangig (p<0,05). Es zeigte sich, dass weder die Steigung der Mut-
noch der Het-Mause sich der Kontrollgruppe unterschieden und so der gallesdureabhangige
Gallefluss in allen Gruppen gleich war.
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Abbildung 16: Lineare Regression des Galleflusses (ul/hr/100g) in Abhangigkeit der Gallensduren (GS)-
Sekretion (umol/hr/100g) der ersten drei Stunden bei Fitterung mit lithogener Diét.
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Bei der Betrachtung der Y-Achsenabschnitte und damit auch des gallensdureunabhéngigen
Gallflusses, ergab sich fiir beide p.D19H-Varianten ein signifikanter Unterschied zum WT. Der
gallensdureunabhangige Gallefluss des WT betrug 460 * 42 pl/hr/100g, im Mut 369 + 40
ul/hr/100g (p = 0,006) und bei Het 382 + 28 ul/hr/100g (p = 0,02).

4.4.4 Biliare Outputraten fiir Gallensduren, Cholesterin und Lecithin
Im Folgenden wurden die bilidren Lipid-Outputraten der 1. Stunde verglichen. Der WT wies

bei normaler Didt eine Outputrate von 124,6 + 18,7 umol/hr/kg fir Gallensduren, 4,8 + 0,8
umol/hr/kg fiir Cholesterin und 27,7 + 3,7 umol/hr/kg fir Lecithin auf. Weder fiir Mut noch

Het konnte ein Unterschied in den Lipid-Outputraten fiir Gallensauren, Cholesterin oder
Lecithin nachgewiesen werden.
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Abbildung 17: Bilidre Outputraten in umol/hr/kg fir Gallensduren, Cholesterin und Lecithin zum Zeitpunkt der
der 1. Stunde bei normaler Diat.

Bei lithogener Diat konnte im WT eine Outputrate von 202,9 + 20,9 umol/hr/kg fir
Gallensauren, 43,3 + 4,7 umol/hr/kg fur Cholesterin und 95,5 + 8,1 umol/hr/kg fur Lecithin

nachgewiesen werden. Hier zeigte sich kein Unterscheid in den Lipid-Outputraten von Mut

und Het.
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Abbildung 18: Bilidre Outputraten in umol/hr/kg fir Gallensduren, Cholesterin und Lecithin zum Zeitpunkt der

1.Stunde bei lithogener Diat.
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Bei Betrachtung der Lipid-Outputraten in den einzelnen Genotypen bei normaler vs.
lithogener Diat konnten folgende Unterschiede festgestellt werden: Im WT unterschieden
sich sowohl die Gallensauren-Outputrate (124,6 + 18,7 vs. 202,9 + 20,9 umol/hr/kg), die
Cholesterin-Outputrate (4,8 + 0,8 vs. 43,3 + 4,6 umol/hr/kg) und die Lecithin-Outputrate
(27,7 £ 3,7 vs. 95,5 + 8,3 umol/hr/kg) zwischen beiden Didtmodellen signifikant (p<0,05). Die
Gruppe Mut und Het zeigten im Vergleich der beiden Didtmodelle die gleichen
Charakteristika wie der WT. Bei lithogener Diat konnten jeweils signifikant (p<0,05) héhere

Lipid-Outputraten festgestellt werden.

4.4.5 Regressionsanalyse der Cholesterinsekretion
Um die Abhangigkeit zwischen der Cholesterin-Sekretion (Ch-Sekretion) und der

Gallensauren-Sekretion (GS-Sekretion) zu untersuchen, wurden lineare Regressionsanalysen
fur die einzelnen Genotypen mit unterschiedlicher Futterung durchgefiihrt®. Dabei stellt die
Gallensauren-Sekretion die unabhangige Variable auf der Abzisse dar. Die Cholesterin-

Sekretion wird als abhadngige Variable auf der Ordinate aufgetragen.

Die Gleichungen der Regressionsgeraden fiir die Cholesterin-Sekretion fiir die verschiedenen

Genotypen bei normaler Diét lauten:

o WTN=79:y=0,15(+0,07) + 0,03 (£0,006)x  (R*=0,268, p<0,05)
o  Mut N=92:y=0,29 (£0,07) + 0,03 (+0,005)x  (R?=0,272, p<0,05)
O HetN=99:y =0,45 (+0,08) + 0,02 (+0,01)x (R?=0,059, p<0,05)

In allen Gruppen war die Cholesterin-Sekretion signifikant (p<0,05) abhangig von der
Gallensauren-Sekretion. Die Steigung unterschied sich sowohl fir Mut und Het vom WT nicht
(p>0,05). Interessanterweise zeigte sich, dass der Ordinatenabschnitt der
Cholesterinsekretion fir beide p.D19H-Varianten signifikant gegeniber dem WT
unterschied: Sowohl bei Mut mit 0,29 + 0,07 umol/hr/100g (p = 0,026) als auch bei Het mit
0,45 + 0,08 umol/hr/100g (p = 0,0003) war er héher als im WT.
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Abbildung 19: Lineare Regression der Cholesterin (Ch)-Sekretion in Abhangigkeit von der Gallesauren (GS)-
Sekretion der ersten drei Stunden bei Flitterung mit normaler Diét.

Die Gleichungen der Regressionsgeraden fir die Cholesterin-Sekretion in Abhangigkeit von

der Gallensduren-Sekretion fir die verschiedenen Genotypen bei lithogener Diat lauten:

o WTN=68:y = 3,88 (+0,55) + 0,03 (+0,03)x (R?=0,023; p>0,05)
O MutN=82:y=1,51(+0,51) + 0,16 (+0,03)x (R?=248; p<0,05)
O Het N=105:Y = 2,88 (+0,42) + 0,05 (+0,02)x (R?=0,059; p<0,05)

Im WT konnte kein Zusammenhang zwischen der Gallensduren-Sekretion und der
Cholesterin-Sekretion nachgewiesen werden. Fir Mut und Het konnte dieser

Zusammenhang weiterhin gezeigt werden (p<0,05).
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Abbildung 20: Lineare Regression der Cholesterin-Sekretion in Abhadngigkeit von der Gallesdure-Sekretion der
ersten drei Stunden bei Fiitterung mit lithogener Diat.

4.4.6 Regressionsanalyse der Lecithin-Sekretion
Die Abhéangigkeit zwischen Gallensduren-Sekretion (GS-Sekretion) und Lecithin-Sekretion

(Lec-Sekretion) wurde als ,,Curvilinear” beschrieben. Die mathematische Gleichung dieser

Abhangigkeit entspricht einer rechteckigen Hyperbel (Bindungsisotherme/
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8970 B gibt dabei die maximale Anzahl an Bindungsstellen an

Sattigungsbindungskurve)
und Ky ist die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante, die das Vorliegen des Substrats

beziglich des dissoziierten oder undissoziierten Zustands bei halbmaximaler Sattigung des

Bmax * x

Transporters beschreibt. y =——"—

Hier stellt die Gallensduren-Sekretion ebenfalls die unabhangige Variable der Abzisse dar,

wohingegen die Lecithin-Sekretion auf der Ordinate als abhdngige Variable gefiihrt wird.

Die Gleichungen der Sattigungsbindungskurven fiir die Genotypen bei normaler Diat lauten:

11,19+x ,

o WTN=79: y= m (R°=0,525; K4: p<0,05)
8,13*x 2

o MutN=91: y = 12itx (R"=0,523; K4: p<0,05)
5,17*x P

O HetN=99: y = 6.041x (R“=0,288; K4: p<0,05)

Da in allen Gleichungen Ky ein p<0,05 aufzeigt, muss angenommen werden, dass die
Gleichgewichts-Dissoziationskonstante relevant ist und sich zudem bei den verschiedenen
Genotypen unterscheidet. Zusatzlich zeigt sich, dass Bmax Vvariiert und somit eine

unterschiedliche Anzahl an Bindungsstellen vorhanden ist.
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Abbildung 21: Sattigungsbindungskurve der Lecithin (Lec)-Sekretion in Abhangigkeit von der Gallensauren (GS)-
Sekretion der ersten drei Stunden bei normaler Diat.

Die Gleichungen fir die Sattigungsbindungskurven fiir die Genotypen bei lithogener Didt

lauten:

12,24%x 5

o0 WTN=67: y = P (R =0,137; Kq: p<0,05)
18,90%x )

O MutN=8l: y = m (R“=0,244; K4: p<0,05)
14,00%x ,

O HetN=104: y = .89 +x (R =0,267; Kq: p<0,05)
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Auch bei lithogener Diat zeigt sich, dass die Gleichgewichtskonstante Ky bei allen Genotypen

nicht limitiert ist und somit jeden Wert annehmen kann (p<0,05).
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Abbildung 22: Sattigungsbindungskurve der Lecithin (Lec)-Sekretion in Abhangigkeit von der Gallensauren (GS)-
Sekretion der ersten drei Stunden bei lithogener Diat.
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4.5 Ergebnisse des Abcg5/g8- gewebespezifischen Knock-out im Darm
Im Nachfolgenden wurde das Mausmodell mit dem Abcg5/g8-gewebespezifischen Knock-

out im Darm (VilCre) mit der Kontrollgruppe (WT) bei normaler und lithogener Diat

verglichen.

4.5.1 Gallefluss
Bei Betrachtung der Gruppen mit normaler Didt zeigte der VilCre einen signifikanten (p<0,05)

zeitabhangigen Anstieg des Galleflusses von 385,7 + 25,1 auf 637,8 + 65,6ul/hr/100g in der
ersten Stunde. Bis zur dritten Stunde blieb der Gallefluss auf stabil hohem Niveau. Im
Vergleich zum WT zeigte sich keine Auswirkung des Knock-outs auf den Gallefluss.

Dasselbe Bild zeigte sich fir VilCre mit lithogener Provokationsdidt. Es kam zu einem Anstieg
(p<0,05) des Galleflusses innerhalb der ersten Stunde von 403,7 + 31,9 auf 517,7 + 49,8
ul/hr/100g. Ein Anstieg oder Abfall konnte Uber die erste Stunde hinaus nicht festgestellt
werden. Im Vergleich zum WT unterschied sich die Hoéhe des Galleflusses bei den VilCre-
Mausen nicht. Weder das Geschlecht noch die lithogene Didt hatten eine Auswirkung auf

den Gallefluss der Knock-out VilCre-Mause.
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Abbildung 23: Gallefluss bei normaler und lithogener Didt des WT und des VilCre. Betrachtet wurde der Verlauf
Uber die ersten drei Stunden nach Anlage der akuten Gallefistel.

4.5.2 Bilidre Lipidzusammensetzung
Die Abbildung 24 und 25 fassen die bilidgren Lipidzusammensetzungen in Mol% sowie die

Gesamtlipidkonzentration (TL) in g/dl und den daraus berechneten CSI fir den Wert der 1.
Stunde nach Unterbrechung des enterohepatischen Kreislaufes zusammen. Bei Flitterung
mit normaler Didt zeigte sich ein signifikanter Unterschied der TL zwischen VilCre und WT
(1,1 £+ 0,1 vs. 1,5 £ 0,1 g/dl). An der TL nahmen die Mol% der Gallensduren 69,5 + 3,3% ein
und waren damit in der VilCre-Gruppe signifikant (p<0,05) niedriger als im WT (78,4 + 1,5%).
Die Mol% des Cholesterins betrug 8,1 + 1,0% an der TL und war signifikant (p<0,05) erhoht

gegeniber des WT (3,4 + 0,4%). Die Mol% des Lecithins waren 22,4 + 2,5% und damit
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unverandert gegeniliber dem WT (18,2 + 1,3%). Damit zeigte sich fir den CSI mit einem Wert

von 2,1 + 0,3 ein signifikanter (p<0,05) Unterschied gegeniiber im WT mit 0,9 + 0,1.
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Abbildung 24: Bilidre Lipidzusammensetzung von WT und VilCre bei normaler Diat.

Bei Fltterung mit lithogener Didt konnte ein signifikanter Unterschied (p<0,05) in der TL
zwischen VilCre und WT festgestellt werden (2,4 + 0,1 vs. 3,6 = 0,2 g/dl). Die Mol% der
Gallensauren der VilCre betrug 48,7 + 2,3% und war signifikant (p<0,05) niedriger als im WT
(58,5 + 3,0%). Die Mol% des Cholesterins der VilCre nahmen 15,3 + 1,9% an der TL ein und
waren mit denen des WT (12,9 + 1,2%) vergleichbar. Dafiir zeigte sich eine signifikante
Erhdhung (p<0,05) der Mol% Lecithin (36,0 + 1,3%) gegeniiber der Kontrollgruppe mit 28,7 +
2,3%. Der Mittelwert des CSI fiir die erste Stunde nach Unterbrechung des
enterohepatischen Kreislaufes fir den WT betrug 1,9 + 0,2. Der CSI der Tiere des VilCre war
mit 2,4 + 0,8 signifikant (p<0,05) erhoht.

Im Vergleich des VilCre mit normaler Didt gegeniber der Gruppe mit lithogener Diadt konnte
ein signifikanter (p<0,05) Unterschied zwischen den TL der 1. Stunde festgestellt werden. Die
Tiere bei normaler Didt wiesen eine deutlich geringere TL (1,1 + 0,1 g/dl) als die Tiere unter
lithogener Didt (2,4 + 0,1 g/dl) auf. Sowohl fur Mol% Gallensduren als auch fur Cholesterin

und Lecithin bestanden signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen beiden Didten. Beim CSI
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der Tiere mit normaler Futterung (2,1 + 0,3) und mit lithogener Diat (2,4 + 0,8) war dagegen

kein Unterschied zu sehen.
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Abbildung 25: Biliare Lipidzusammensetzungen des WT und VilCre bei lithogener Diat.

4.5.3 Regressionsanalyse des Galleflusses
Die Abhangigkeit des Galleflusses und der Gallensduren-Sekretion wurde bereits in Kapitel

4.4.3 Dbeschrieben. Die linearen Gleichungen der Regressionsgeraden fiir den

gallensdureabhangigen Gallefluss des WT und des VilCre bei normaler Diét sind:

o WTN=79: y =229,0 (£30,2) + 22,5 (+2,4)x (R?=0,53; p<0,05)
O VilCre N=92: y=424,0(+70,9) + 20,5 (+8,5)x (R?=0,061; p<0,01)

Damit zeigte sich eine signifikante Abhéangigkeit des Galleflusses von der Gallensduren-
Sekretion (p<0,05) in beiden Gruppen. Der gallensdureabhdngige Gallefluss (durch die
Steigung der beiden Geraden verdeutlicht) war in beiden Gruppen identisch (p>0,05). Der
gallensdureunabhangige Gallefluss betrug fiir VilCre 424 + 71 ul/hr/100g und fir die
Kontrollgruppe 229 * 30 pl/hr/100g und zeigte damit einen signifikanten (p = 0,0002)

Unterschied.
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Die linearen Gleichungen der Regressionsgeraden fiir den gallesdureabhangigen Gallefluss

der Kontrollgruppe und des Knock-out VilCre bei lithogener Diét lauten:

o WTN=72: y =460,4 (¥+42,0) + 6,1 (¥2,1)x (R?=0,114; p<0,05)
O VilCre N=98: y=345,4(+52,1) + 14,8 (+4,9)x (R?=0,087; p<0,05)

Somit bestand auch bei lithogener Didt eine signifikante Abhédngigkeit zwischen dem
Gallefluss und der Gallensduren-Sekretion in beiden Gruppen. Jedoch konnte weder fir die
Steigung noch fiir den y-Achsenabschnitt, und damit den gallesdureabhangigen- und den

gallensdureunabhéangigen Gallefluss, ein Unterschied festgestellt werden.
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Abbildung 26: Lineare Regression des Gallefluss (ul/hr/100g) in Abhangigkeit von der Gallensduren-Sekretion
der ersten drei Stunden fir WT und VilCre bei normaler und lithogener Diét.

4.5.4 Biliare Outputraten fiir Gallensduren, Cholesterin und Lecithin
Die Hohe der einzelnen Lipidkomponenten der 1. Stunde werden zwischen dem WT und der

VilCre-Gruppe verglichen. Bei normaler Diat zeigte VilCre eine Outputrate (1. Stunde) von
84,3 + 13,2 umol/hr/kg fur Gallensaduren, 9,4 + 2,0 umol/hr/kg fir Cholesterin und 25,8 + 5,1
umol/hr/kg fur Lecithin. Es konnten keine Unterschiede zum WT festgestellt werden.

Bei lithogener Didt konnte im VilCre eine Outputrate von 103,5 * 11,6 umol/hr/kg fir
Gallensauren, 32,7 + 5,9 umol/hr/kg fur Cholesterin und 72,7 + 6,6 umol/hr/kg fur Lecithin
festgestellt werden. Die Gallensauren-Outputrate war signifikant (p<0,05) niedriger als im
WT (202,9 + 20,8 umol/hr/kg). Ebenso war die Lecithin-Outputrate signifikant (p<0,05)
niedriger als im WT (95,5 + 8,1 umol/hr/kg). Lediglich die Cholesterin-Outputrate zeigte

keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen.
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Gallensauren-Output bei normaler Diat Cholesterin-Output bei normaler Diat Lecithin-Output bei normaler Diat
150 150+ 150+
2 100 2 100 2 100
£ £ £
° ° °
g. 50+ 5 50- 5 50
0 e O-E—i
L

$ & & & ¢ &
N o N & N o
KNy K <&

Gallensduren-Output bei lithogener Diat Cholesterin-Output bei lithogener Diat Lecithin-Output bei lithogner Diat

300+ 300 300

*
e |
2 2001 I 2 2001 2 2001
£ £ £ et
° ° °
£ 100 - £ 100 £ 100 ——=—e
B

Abbildung 27: Bilidre Outputraten in umol/hr/kg fir Gallensduren, Cholesterin und Lecithin zum Zeitpunkt der
der 1. Stunde fiir WT und VilCre bei normaler und lithogener Diat.

Die Analyse innerhalb der VilCre-Tiere zeigte, dass es unter lithogener Didt zu einer
signifikant (p<0,05) erhohten Cholesterin-Outputrate (32,7 * 5,9 vs. 9,4 + 2,0 umol/hr/kg)
kam. Ebenso war die Lecithin-Outputrate mit 72,7+ 6,6 umol/hr/kg bei lithogener Diat
signifikant hoher als bei normaler Diat (25,8 * 5,1 umol/hr/kg), wohingegen sich die

Gallensauren - Outputraten nicht unterschieden.

4.5.5 Regressionsanalyse der Cholesterin-Sekretion
Um die Anhangigkeit zwischen der Cholesterin-Sekretion (Ch-Sekretion) und der

Gallensauren-Sekretion (GS-Sekretion) zu untersuchen wurden lineare Regressionsanalysen

fur VilCre und WT mit unterschiedlicher Fiitterung durchgefiihrt® (vgl. Kapitel 4.4.5).

Die Gleichungen der Regressionsgeraden fiir die Cholesterin-Sekretion fiir die verschiedenen

Genotypen bei normaler Diét lauten:

o WTN=79: y =0,15 (x0,07) + 0,03 (+0,006)x (R?=0,269, p<0,05)
o VilCre N=92: y = 0,30 (+0,10) + 0,07 (+0,001)x (R?=0,199, p<0,05)
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Es zeigte sich, dass sowohl die Steigung (0,03 + 0,006 vs. 0,07 + 0,001) zwischen WT und
VilCre signifikant (p<0,05) unterschiedlich war, als auch der y-Achsenabschnitt (0,15 + 0,07
vs. 0,30 + 0,10) signifikant variierte (p<0,05).

Die Gleichungen der Regressionsgeraden fir die Cholesterin-Sekretion in Abhangigkeit von

der Gallensduren-Sekretion fir die verschiedenen Genotypen bei lithogener Diat lauten:

o WT N=68: y = 3,88 (+0,55) + 0,03 (+0,03)x (R?=0,023; p>0,05)
o VilCre N=98: y=2,20(%0,66) + 0,12 (+0,06)x (R?=0,038; p>0,05)

Weder flir den WT noch fiir die VilCre-Gruppe konnte eine Abhangigkeit zwischen der
Cholesterin- und der Gallensduren-Sekretion festgestellt werden.
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Abbildung 28: Lineare Regression der Cholesterin (Ch)-Sekretion in Abhangigkeit von der Gallensduren (GS)-
Sekretion der ersten drei Stunden von WT und VilCre bei normaler und lithogener Diat.

4.5.6 Regressionsanalyse der Lecithin-Sekretion
Die Abhéangigkeit zwischen Gallensduren-Sekretion (GS-Sekretion) und Lecithin-Sekretion

(Lec-Sekretion) wurde bereits in Kapitel 4.4.6 beschrieben.

Die Gleichungen der Sattigungsbindungskurven fiir die Genotypen bei normaler Didt lauten:

11,19+x 5

o WTN=79: y = m (R°=0,525; K4: p<0,05)
) 6,48 *x P

o VilCreN=92: y = m (R"=0,293; K4: p<0,05)

Da in beiden Gleichungen Ky ein p<0,05 aufzeigt, beeinflusst die Gleichgewichts-
Dissoziationskonstante die Lecithin-Sekretion. Es zeigen sich zudem unterschiedliche

Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten(Ky) fir den WT und die VilCre-Gruppe. Auch fir die
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Anzahl der Bindungsstellen Bn.x kann angenommen werden, dass diese im WT in hdherer

Anzahl vorhanden sind als in der VilCre- Gruppe.

Die Gleichungen der Sattigungsbindungskurve fir die beiden Genotypen bei lithogener Diét

lauten:

12,24%x ,

o WTN=67: Yy = m (R"=0,137; Kq4: p<0,05)
9,01 *x 5

o MutN=98: y = 254 tx (R“=0,168; Kq: p<0,05)

Bei lithogener Diat besteht ebenfalls eine hdhere Gleichgewichts-Dissoziationskonstante (Kq)
flir den WT als fir die VilCre-Gruppe. Auch bei der maximalen Anzahl der Bindungsstellen

weist der WT einen héheren Wert als die VilCre-Gruppe auf.
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Abbildung 29: Sattigungsbindungskurve der Lecithin (Lec)-Sekretion in Abhangigkeit von der Gallensauren (GS)-
Sekretion in den ersten drei Stunden von WT und VilCre bei normaler und lithogener Diat.
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5 Diskussion
Cholesteringallensteine stellen ein weltweites gesundheitliches Problem dar, das durch

multiple interagierende genetische und duBerliche Faktoren bedingt wird. Die Pathogenese
des Gallensteinleidens stellt sich als komplexe Interaktion dar, bei der Verdnderungen der
Cholesterin- Phospholipid- und Gallensauresekretion, Kristallisations- und
Nukleationsprozesse, die Beeintrachtigung der intestinalen Gallenblasenmotilitdt und eine
verdanderte Mucinsekretion in der Gallenblase eine Rolle spielen. Vor allem das Wissen um
die molekulargenetische Pathogenese hat sich in den letzten Jahrzehnten entscheidend
erweitert. Uber die Beschreibung von exogenen Risikofaktoren und didtischen Ursachen
hinaus beschéftigten sich viele Analysen mit der Identifizierung potenzieller Kanditatengene,
die zu einem Ungleichgewicht der bilidgren Lipidkomponenten fihren. Epidemiologische
Studien zeigten sowohl geographische als auch epidemiologische Unterschiede in der
Gallensteinpravalenz, fir die sowohl Nahrungsangebot und Erndhrungsgewohnheiten, als
auch der genetische Pool verantwortlich sein kdnnen.

Der Zusammenhang zwischen lithogenen (Lith) Genloci und der Gallesteinbildung wurde in
einer Reihe von Quantitative Trait Locus (QTL)-Analysen im Mausmodell aufgezeigt *° ¢’ 32,
Um diese Ergebnisse in experimentellen Kreuzungen gallensteinsuszeptibler und —mutierter
Inzuchtmauslinien in humanen Populationen zu Uberpriifen, bediente man sich grofSer
genomweiter Assoziationsstudien (GWAS). Die erste GWAS fir Gallensteine zeigte eine
hochsignifikante Assoziation mit der p.D19H-Variante von ABCG8>'. Weltweit wurde diese
Variante durch weitere GWAS des hepatobilidren Cholesterintransporters als haufigster

genetischer Risikofaktor fiir die Gallensteinentstehung bestatigt.

Tabelle 14: Studien zur Rolle von ABCG8 p.D19H

Referenz Jahr | Population | N Odds Ratio Risikoallelfrequenz
Buch et al.”! 2007 | Deutschland | 1832 |2.2,7.1 5.0%
Chile 167 1.9 7.0%
Griinhage et al.> 2007 | Rumanien 178 3.0 8.5%
Kuo et al.”! 2008 | China 74 3.5 1.4%
Katsika et al. *° 2010 | Schweden 341 2.5 6.8%
Siddapurum et | 2010 | Indien 226 2.3 8.2%
al.”?
Stender et al.” 2010 | Danemark | 3124 |1.9,3.3 6.4%
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Xu et al.”* 2011 | China 429 2.3 6.5%

Renner at al.” 2013 | Deutschland | 168 2.9 6.9%

Uber 5% der Europier tragen die p.D19H-Mutation des ABCG8-Gens. Eine Studie bei
adiposen Frauen (iber 60 Jahren zeigte auf, dass homozygote Tragerinnen des p.D19H-
Risikoallels ein absolutes 10-Jahresrisiko von 13% fir die Entwicklung symptomatischer
Gallensteine aufweisen. Im Vergleich dazu hatten Nichttragerinnen bei gleichem BMI nur ein
10-Jahresrisko  2-4%’3. Hepatische Sekretion, intestinale Aufnahme und fikale
Cholesterinausscheidung beeinflussen die Cholesterinbiosynthese. Da der Korper keine
Pflanzensterole synthetisieren kann, nutzt man diesen Zustand zur Erforschung der durch die
p.D19H-Variante hervorgerufenen Funktionsveranderungen des intestinal und hepatisch
exprimierten Cholesterintransporters, aus. Pflanzensterole werden Uber den NPC1L1-
Transporter in den Enterozyten aufgenommen und tuber ABCG5/G8 wieder in den Darm
sezerniert. Somit geben die Pflanzensterolkonzentrationen (v.a. Sitosterol und Campesterol)
einen indirekten Einblick auf die Nettocholesterinabsorption im Darm, wohingegen der
Cholesterinvorlaufer Lathosterol im Serum einen indirekten Hinweis auf die de novo
Synthese gibt. /n vivo Studien bei Gallensteinpatienten zeigten eine verringerte
Konzentrationen von Pflanzensterolen im Serum, was auf eine erhdhte intestinale
Elimination durch den luminalen ABCG8-Transporter schlieRen lasst>®. Zusatzlich fand man
erhdhte Cholesterinvorlauferkonzentrationen im Serum, die auf eine erhéhte Cholesterin de
novo-Synthese und Sekretionsrate durch die p.D19H-Variante von ABCG8 in der Leber

7633 Kampen et al. zeigte mittels [*H]-Cholesterinexport-Assays in vitro, dass die

hinweisen
p.D19H-Variante zu einer erhohten Transporteraktivitit fihrt”’. Daher, konnte die ABCG8
p.D19H- Variante eine ,Gain of function“-Mutation darstellen, die zu einer erhohten
Cholesterin-Clearance und damit zu einem vermehrten Auftreten von Cholesterinsteinen
durch Ubersattigung der hepatischen Galle fiihrt. Im Einklang mit dieser Hypothese steht die
Erkenntnis, dass dieser Genotyp durch die verringerte Cholesterinkonzentrationen im Serum
einen Schutz gegen die Entwicklung von Arteriosklerose bieten und mit einem verringerten
Risiko zum Auftreten von ischamischen GefiRerkrankungen (IVD) einhergehen kénnte’® 7° .
ABCG8 p.D19H nimmt also eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der Cholelithiasis
ein und, obwohl viele indirekte Nachweise lber die Funktionsveranderung durch p.D19H

erbracht wurden, steht der direkte Nachweis in vivo durch Verdanderung der

Cholesterinsekretionsraten und der Lipidzusammensetzung der Galle Gber die Zeit, die die
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Uberfunktion des ABCG5/G8- Transporters hinreichend bestétigen, aus. Um diese Liicke zu
schliefen, wurde ein neues Versuchsmodell entwickelt, in dem p.D19H-transgene Mause
(homozygot und heterozygot) und Wildtypkontrollen miteinander verglichen wurden. Des
Weiteren sollte durch einen gewebsspezifischen Knock-out die Funktion des ABCG5/GS8-
Transporters im Darm untersucht werden. Um den Effekt einer lithogenen Diat, wie sie in
Industrie- und Schwellenlandern Ublich ist, nachzubilden, wurde zusatzlich eine weitere

Versuchsreihe mit hochkalorischer Fitterung charakterisiert.

Abcg8 p.D19H verursacht eine hohere Cholesterinsattigung der Galle
Es zeigte sich, dass die p.D19H-Variante keine Auswirkung auf das Korpergewicht, das

Lebergewicht und das relative Lebergewicht sowohl bei normaler als auch lithogener Diat
hat. Wie jedoch zu erwarten war, hatten die Tiere mit lithogener Fitterung in allen
Genotypen ein hoheres Korper- und Lebergewicht. Auch zeigten diese Tiere einen hoheren
Anteil an Fettleber und vermehrt Gallensteine. Es ist fraglos, dass eine enge Assoziation
zwischen einer hochkalorischen Erndhrung, Fettleibigkeit und der Entwicklung einer

8183 Jedoch kann durch den Aufbau der Studie keine

Fettleber und Gallensteinen besteht
Aussage dariiber getroffen werden, ob die p.D19H-Variante bei einer lithogenen Diat diese
Entwicklung beschleunigt. Dafir ware ein Versuchsaufbau mit unterschiedlichen
Fltterungsperioden und -mengen notwendig.

Fiir die Gewinnung der Galleproben, die Messung der molaren Lipidkonzentrationen und der
Bestimmung der Sekretionsdaten wurde das Versuchsmodell der akuten Gallefistel gewahilt.
Die Konsequenz des operativen Vorgehens ist die vollstindige Unterbindung der
enterohepatischen Gallensiurezirkulation®’, sodass fiir den weiteren gallensaureabhingigen
Gallefluss nur die bereits im Korper zirkulierenden bzw. durch de novo Synthese
entstehenden Gallensauren zur Verfligung stehen.

Nach einer anfinglichen Erhohung des absoluten Galleflusses (ul/hr/100g) in der ersten
Stunde blieb dieser fir mindestens weitere drei Stunden auf hohem Niveau bei allen
Mausen stabil, unabhangig von Geschlecht, Genotyp oder Diat. In anderen Mausmodellen,
die mit einer dhnlichen Methode untersucht wurden, zeigte sich diesbeziiglich bereits ein

67848  Jedoch variiert der

Abfall oder ein Stagnieren auf gleichem Niveau Uber die Zeit
methodische Ansatz bezlglich Operationsmethode, Untersuchungsintervall oder
durchgefiihrten Interventionen. Eine Aussage, inwieweit die Katheterisierung (iber die

Gallenblase Einfluss auf den absoluten Gallefluss hat, bleibt zu klaren. Aufgrund dessen
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wurden zur Analyse der Lipidkomponenten die Proben der 1. Stunde analysiert, in der ein
stabiler Gallefluss vorhanden war.

Es zeigte sich, dass im Vergleich mit den Wildtypmausen sowohl homozygote als auch
heterozygote Trager der p.D19H-Variante eine erhohte Cholesterinsattigung der Galle bei
normaler Diat aufweisen. Unverandert dazu bleiben jedoch die Gallensduren- und
Lecithinkonzentrationen der Galle. Diese Konstellation fiihrt zu einem erhéhten CSI bei
p.D19H-transgenen Miusen. Hobbs et al.*® zeigte 2002 bei transgenen Maiusen, die
Abcg5/g8 liberexprimierten, vergleichbare Lipidkonstellationen in der Gallenblasengalle. Die
Uberexpression des Transporters fiihrt zu fiinffach erhéhte Cholesterin- aber unveridnderten
Gallensdauren- und Lecithinkonzentrationen in der Gallenblase. Expressionsanalysen
(unveroffentlichte Daten C.Rebholz, S. Weber, F. Lammert) zeigen, dass sich die Expression
von Abcg5/g8 in Leber und Darm bei p.D19H- transgenen Mé&usen nicht gegentiber dem
Wildtyp unterscheidet. Diesbeziiglich belegen die hier vorgestellte Ergebnisse der
Cholesterinlibersattigung und die erhdhten CSI-Werte in der hepatischen Galle die
Funktionsveranderung des ABCG5/G8-Transporters durch das Einbringen der Mutation.

Bei der Zufuhr von lithogener Nahrung zeigten sich wie erwartet hohere
Gesamtlipidkonzentrationen in allen Linien, die sich jedoch in ihrer prozentualen
Zusammensetzung von Gallensauren, Cholesterin und Lecithin deutlich gegeniiber der mit
normaler Didt gefltterten Tiere unterschieden. Mit steigendem prozentualem Anteil des
Cholesterins kam es zu einem Abfall der Gallensduren. Zusatzlich nahm der CSI in allen
Mausen zu und war bei transgenen Mausen im Vergleich zu den Kontrollen héher. Jedoch
konnte der bei normaler Diat gezeigte Unterschied in der Cholesterinsattigung jetzt nicht
mehr nachgewiesen werden. Diese Beobachtung zeigt, dass die lithogene Diat als
Umweltfaktor zumindest in grolem Malie die genetischen Unterschiede zwischen den Linien
,uberschreiben” kann. Inwieweit der lithogene Phanotyp und die genetische Veranlagung
zur Bildung von Gallensteinen bereits in der Kindheit vorhanden sind und die Erndhrung eine
untergeordnete Rolle spielen, untersuchte eine Follow-up Studie von Nissinen et al.® Die
Studie analysierte Cholesterinvorlduferkonzentrationen im Serum bei Kindern und
Jugendlichen, die 1980 in Finnland in ein Register eingebunden worden waren. Im Vergleich
zu Probanden ohne Gallensteine in der gleichen Kohorte zeigte sich, dass diejenigen, die bis
zur Nachuntersuchung Gallensteine entwickelt hatten, niedrigere Pflanzensterol- und

Cholestanolkonzentrationen im Serum bereits in der Kindheit aufwiesen. Zusatzlich wurden
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hohere Quotienten von Cholesterinvorldufern zu Pflanzensterolen dedektiert, was darauf
hinweisen konnte, dass mehr Cholesterin synthetisiert und weniger Cholesterin auf
Darmniveau absorbiert wird. In Regressionsanalysen waren Serummarker der
Cholesterinabsorption und eine cholesterinreichen Erndhrung im Erwachsenenalter mit

einem erhohten Gallensteinrisiko verbunden.

Abcg8 p.D19H fordert die hepatische Cholesterinsekretion
Die kanalikuldre Gallebildung wird in zwei Komponenten eingeteilt: Auf der einen Seite steht

der gallensdurenabhangige Gallefuss. Auf der anderen Seite der gallensdureunabhangige
Gallefluss. Die Regressionsanalysen bestatigen, dass der Gallefluss von der Gallensauren-
Sekretion in allen Linien abhangt und dass der gallensdurenunabhéngige Gallefluss bei
normal gefiitterten p.D19H-transgenen Mausen hoéher ist als im Wildtyp. Daher ware eine
kompensatorische Adaptation des gallensdurenunabhangigen Galleflusses zur gesteigerten

157 zeigten, dass

Cholesterinsekretion im Hepatozyten denkbar. Studien von Wang et a
Inzuchtmauslinien fur Lith-Gene vergleichsweise hohere gallensdurenunabhangige
Gallenfliisse aufweisen als die Kontrollgruppe.

In Ubereinstimmung mit der erhdhten Cholesterinsittigung bei normaler Diit sind die
bilidren Cholesterin-Sekretionraten bei den p.D19H-transgenen Mausen gesteigert. Dies ldsst
sich sowohl in der homozygoten als auch in der heterozygoten Variante durch die héhere
Ausgangssekretion (gallensdurenunabhangige Cholesterin-Sekretion) im Regressionsmodell
nachweisen. Eine Modellierung der Sattigungskinetik zeigt zusatzlich eine kleinere
Gleichgewichts-Dissoziationskonstante bei halber Maximalsattigung des
Cholesterintransporters in den p.D19H-tragenden Varianten. Somit liegt Cholesterin
vermehrt in der undissoziierten Form vor, was fir einen schnelleren Transport Uber
ABCG5/G8 spricht (unveroffentlichte Daten C.Rebholz, S.Weber, F.Lammert). Im Gegensatz
dazu zeigt die Regressionsanalyse der Lecithin-Sekretion keinen Unterschied zwischen den
beiden Stammen. Dies untermauert, dass die p.D19H-tragende Variante primar zu einer
erhohten Cholesterinsekretion in die Galle flihrt.

An dieser Stelle ist die Funktion der HMG-CoA-Reduktase, des geschwindigkeitslimitierenden
Enzyms der Cholesterin de novo Synthese in der Leber zu beachten®’. Vorausgegangene
Studien beschreiben, dass die p.D19H-Variante mit einer gesteigerte Synthese von
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Cholesterin in der Leber einhergeht . Es gibt jedoch auch kontroverse Daten einer dlteren

Studie aus Japan, die eine verringerte Aktivitit der HMG-CoA-Reduktase bei
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Gallensteintrigern feststellte®. Weiterfiihrende Analysen der hier untersuchten transgenen
Mauslinien bei normaler Diat zeigen, dass die Expression der HMG-CoA-Reduktase in der
Leber gegeniiber den Kontrollen unverandert bleibt (unveréffentlichte Daten C.Rebholz,
S.Weber, F.Lammert). Daher bedarf es  weiterer Untersuchungen des
Gallensaurenmetabolismus. Das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der
Gallensaurenbiosynthese ist die Cholesterin-7a-Hydroxylase (CYP7A1) der Leber. Der Gehalt
an Gallesduren im enterohepatischen Kreislauf wird durch den intestinalen Rezeptor FXR
bestimmt, der die Expression des Transkriptionsfaktors FGF-15 (Maus) bzw. FGF-19 (Mensch)
reguliert. Dieser steuert die Aktivitat der CYP7A1 und schlussendlich die de novo Synthese
von Gallensiuren in der Leber iiber negative Rickkopplung®®’. In Abcg5/g8 Knock-out
Miusen wurde eine hohere mRNA-Expression von CYP7A1 beobachtet®. Die Bestimmung
der mRNA-Expression von CYP71A in der Leber und FGF-15 im Darm sind deshalb Ziele
zukunftiger Untersuchungen.

Ein weiterer wichtiger Bestandteil der Cholesterinhomodstase ist das Zusammenspiel der in
ihrer Funktion gegenseitig aufgestellten Transporter ABCG5/G8 und NPC1L1. NPC1L1
tibernimmt dabei die Aufgabe der intestinalen und hepatobilidren Cholesterinabsorption®.
Studien zeigen, dass genetische Varianten von NPC1L1 mit einer "Loss-of-function"-Mutation
assoziiert sind, was zu einer geringeren intestinalen Cholesterinabsorption mit
Veranderungen des LDL-Plasmaspiegels im Serum fiihrt. Derselbe Effekt wird durch Ezetimib
erreicht, ein Medikament, das zu einer Hemmung von NPC1L1 fihrt. NPC1L1 ist jedoch
moglicherweise auch fiir die Absorption von Uberschiissigem Cholesterin aus der Galle
verantwortlich. In einer kirzlich durchgefiihrten Studie von Wu et al.” in einer chinesischen
Population wurde bei symptomatischen Gallensteintragern im Vergleich zu Patienten ohne
Gallensteine vermehrt ein Polymorphismus von NPC1L1 g-1679C>G (rs2072183)
nachgewiesen. Darliber hinaus wurde dies mit einer niedrigeren hepatischen NPC1L1-mRNA-
Expression und hoéheren bilidren Cholesterinkonzentrationen und CSI-Werten assoziiert. In
einer Follow-up Studie aus Dianemark® bei 67.385 Personen der Allgemeinbevélkerung
wurde publiziert, dass genetische Varianten von NPC1L1 mit verminderten LDL-
Cholesterinspiegel im Plasma assoziiert sind, was einen Schutz vor ischdmischen
GefaRerkrankungen darstellt. Jedoch scheint die Hemmung von NPC1L1 nicht nur zu einer
verminderten Cholesterinabsorption im Darm, sondern auch zu einer verminderten

Cholesterinabsorption aus der Galle zu fiihren, was wiederum das Risiko fiir die
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symptomatische Gallensteinerkrankung erhoht. Diese Assoziation wurde noch starker, wenn
Varianten von NPCI1L1 und ABCG8 zu einem Phanotyp kombiniert wurden. Somit kénnen
anscheinend sowohl die ,,Gain of function” von ABCGS, als auch die ,Loss of function” von
NPC1L1 die Cholesterinsattigung der Galle und dadurch das Risiko zur Prazipitation von
Gallesteinen erhdhen.

Abbildung 30 fasst die Erkenntnisse der vorgelegten Studie und Ergebnisse aus anderen
Arbeitsgruppen zusammen und zeigt die vermuteten Auswirkungen der ,Gain of function”
Mutation von ABCG8. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die p.D19H-Varinante durch
ihre gesteigerte Transporter-Substrat-Umsetzung zu einer gesteigerten Sekretionsrate von
Cholesterin in die Galle fiihrt und eine erh6hte Cholesterinsattigung der Galle zur Folge hat.
Die Funktionssteigerung von ABCG5/G8 im Darm wurde in dieser Versuchsreihe nicht

untersucht.
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Abbildung 30: Konzept zur Auswirkungen von Abcg5/g8 p.D19H mit Steigerung der Cholesterinsekretion in die
Galle und Exkretionssteigerung in den Darm.

Klassischerweise umfasst der Reverse-Cholesterin-Transport (RCT) den Transport von
Uberschissigem Cholesterin aus Kérperzellen zuriick zur Leber, weiter (iber die hepatobilidre
Sekretion in die Galle, um schlussendlich Gber den Fazes eliminieren werden zu kénnen.
Dabei steht die Leber im Zentrum des Stoffwechselprozesses. Jedoch nehmen Studien der

letzten Jahrzehnte auch immer mehr das enge Zusammenspiel zwischen Darm und Leber in
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den Fokus. Cholesterin(re)absorption und —exkretion stellen dabei Schliisselmechanismen
dar. Ein viel diskutierter sekundarer reverser transintestinaler Cholesterintransport vom Blut
Uber den Enterozyt in das Darmlumen (im Englischen transintestinal cholesterol excretion =
TICE) stellt dabei ein Modell zur nicht bilidren Exkretion dar®®. Kirzlich deckten Jakulj et al.*®
dabei auf, dass Uber die transintestinale Cholesterinexkretion und die anschlielende fakale
Cholesterinausscheidung bis zu 35% der Gesamtcholesterinhomostase reguliert wird. Des
Weiteren scheint eine Inhibition von NPC1L1 durch Ezetimib diese Art der Elimination Uber
ABCG5/G8 noch weiter steigern zu kénnen. Die molekularen und zellularen Mechanismen,
die die Rolle der TICE bei der Regulierung der RCT erklaren konnten, sind jedoch weiter
unklar. Auch ist nicht bekannt, wie die Cholesterinmolekiile vom extrahepatischen Geweben
Uber das Blut zum Darm transportiert werden und wie Cholesterin in den Enterozyten von
der basolateralen Membran zur apikalen Membran tbertragen wird, um durch ABCG5/G8-
vermittelten Efflux ins Darmlumen zu gelangen. Voneinander unabhangige Studien zeigen,
dass sowohl ABCG8 p.D19H>*® als auch die Uberexpression von NPC1L1 im Darm®® bzw. die
Minderexpression in der Leber’” mit einem erhéhten Risiko zur Gallensteinentstehung
assoziiert sind. Inwieweit der ABCG5/G8- Transporter im Darm Auswirkungen auf die
Cholesterinsattigung der Galle hat wurde im Mausmodell des gewebsspezifischen Knock-
outs von Abcg5/g8 im Darm (VilCre) untersucht. Die aufgestellte Hypothese war, dass durch
das Fehlen von ABCG5/G8 die Cholesterinexkretion verringert wird und dadurch vermehrt

Cholesterin liber den enterohepatischen Kreislauf in die Galle gelangt.

Der darmspezifische Knock out von Abcg5/g8 fiihrt zu einer erhdhten Cholesterinséttigung
der Galle bei verminderter Gesamtlipidkonzentration
Es zeigte sich, dass der darmspezifische Knock-out von Abcg5/g8 keine Auswirkung auf das

Korpergewicht und das Lebergewicht bei normaler Didt hat. Bei lithogener Didt nehmen
jedoch das Lebergewicht und das relative Lebergewicht zu. Passend dazu findet sich bei
diesen Tieren eine makroskopische Fettleber. Obwohl Dikkers et al.’® in ihren Mausmodellen
ausschlieBlich den Knock out von Abcg5 untersuchten zeigten sich auch hier hohere Werte
fur das relative Lebergewicht. Ein komplettes Fehlen von Abcg5/g8, wie es Yu et al.*®
untersuchten, verdeutlich die Bedeutung der Cholesterinelimination Gber den Darm. Dies
flihrt zu drastisch verminderten Cholesterinkonzentrationen in der Galle und gleichzeitig

erhdhten Serumcholesterin- und Pflanzensterolwerten und so zur Sitosterolimie***°. Durch

den in dieser Studie untersuchten gewebsspezifischen Knock out von Abcg5/g8 im Darm
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besteht jedoch weiterhin die Moglichkeit der Cholesterinelimination aus der Leber via RCT.
Bei Messung der Lipidkonzentrationen aus den Proben der ersten Stunde konnte eine
verminderte Gesamtlipidkonzentration in der Galle der VilCre-Tiere festgestellt werden,
wohingegen die Cholesterinsattigung und der CSI-Wert ansteigen. Die dargestellten
Ergebnisse rechtfertigen die Annahme, dass die Ubersattigung der Galle mit Cholesterin und
der Anstieg des CSI direkte Auswirkungen des Knock-outs sind. Diese Ergebnisse weisen auf
die Bedeutung der transintestinalen Cholesterinexkretion hin. Interessanterweise fallen mit
der Cholesterinlibersattigung der Galle die Gesamtlipid- bzw. Gallensdaurenkonzentration.
Daher ware es aufschlussreich, die mRNA-Expression von CYP71a in der Leber oder die
Expression von Fgf-15 im Darm zu untersuchen. Des Weiteren kdnnte eine Messung der
HMG-CoA-Reduktase Auskunft tiber die Cholestersinbiosythese geben, da diese in Abcg5/g8

Knock out Mausen vermindert war®>.

Der darmspezifische Knock out von Abcg5/g8 fiihrt zu einem gesteigerten Gallefluss und
einer erhohten Cholesterinsekretion bei vermindertem absoluten Output von
Gallensduren in die Galle

Sowohl bei normaler Didt als auch bei lithogener Didt besteht eine Abhangigkeit des

Galleflusses von der Gallensduresekretion. Trotz vergleichsweise zum Wildtyp verringertem
Gallesdure-Output in der ersten Stunde findet sich ein hoherer gallensdureabhangiger- und
unabhangiger Gallefluss bei VilCre. Diese Daten zur Gallesekretion bei darmspezifischem
Knock out von Abcg5/g8 liegen in der Literatur bisher nicht vor. Passend zu den erhdhten
CSI-Werten konnte bei normaler Didt eine gesteigerte Cholesterinsekretion festgestellt
werden. Somit scheint die Leber das durch die unterbundene Exkretion im Darm anfallende
Cholesterin Gber die Galle zu eliminieren. Da bei Knock out Abcg5/g8 diese Méglichkeit nicht
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gegeben ist, kehrt das Cholesterin zur Leber zuriic . Die Futterung mit lithogener Diat

fuhrte dazu, dass diese Unterschiede nicht mehr nachweisbar sind.

Ausblick: Entwicklung und klinische Anwendbarkeit

Die vorliegende Studie ist die erste in vivo Untersuchung der Lipidsekretionsraten bei Abcg8
p.D19H transgenen Mausen und die erste Studie Uberhaupt zur Auswirkung des
gewebsspezifischen Knock out von Abcg5/g8 im Darm auf die Cholesterinsekretion der

Leber.
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Die in dieser Studie vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass die genetischen Variante Abcg5/g8
p.D19H direkten Einfluss auf die Funktion des ABCG5/G8-Transporters nimmt und durch eine
gesteigerte Cholesterinsekretion eine Ubersattigung der Galle mit Cholesterin zur Folge hat.
Diese Erkenntnis steht im Einklang mit den genomweiten Studien, die p.D19H als Risikogen
fir Gallensteine identifiziert haben. Da das feine Zusammenspiel vieler unterschiedlicher
Faktoren das Gleichgewicht der Gallebildung und die Cholesterinhomoostase bestimmt, ist
ein molekularer Therapieansatz anspruchsvoll. Da eine komplette Hemmung des
Transporters zu einer Akkumulation von Cholesterin, aber auch toxischen Planzensterolen
fuhren wiirde®, wire eine selektive Hemmung des Transporters in der Leber notwendig, um
eine erhaltende Elimination der Substrate tber den Darm zu gewihrleisten. Krawczyk et al>>.
zeigten, dass in Kohorten mit Gallensteinpatienten die hepatische Cholesterinsynthese
erhoht ist. Somit kdonnte ein Therapieansatz bei Trdgern der p.D19H-Variante auch eine
Hemmung der HMG-CoA-Reduktase durch Statine sein. Schon 2009 zeigte eine
umfangreiche epidemiologische Fall-Kontroll-Studie von Bodmer et al.**® einen negativen
Zusammenhang zwischen der Cholezystektomierate und einer vorausgegangenen Therapie
mit Statinen anhand der britischen General Practice Research Database (GPRD). Anhand
einer hohen Korrelation zwischen Dauer und Dosis der Statineinnahme und der
Risikoreduktion zur Entwicklung von symptomatischen Gallensteinen mit konsekutiver
Cholezystektomie ist es wahrscheinlich, dass die medikamentoseTherapie einen rein
protektiven Effekt hat. Daher stellt sich die Frage, warum die mogliche protektive Wirkung
noch nicht in gréBeren randomisierten klinischen Studien, insbesondere bei genetisch
pradisponierten Individuen, untersucht wurde. Nichtdestotrotz ist der Einfluss der Erndhrung
nicht zu {bersehen. Bei hochkalorischer Ernahrung verschwinden die aufgedeckten
Unterschiede infolge eines Anstieg der bilidren Lipidkonzentrationen, vor allem aber durch
die Cholesterinlibersattigung des Blutes und der Galle. Eine ausreichende Clearance des
Korpers, bei ,Gain of function“-Mutation in Abcg5/g8 scheint nicht mehr moglich. Wie bei
der Arteriosklerose erhdht sich das Risiko einer Gallensteinerkrankung beim metabolischen
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Syndrom . Nachweislich ist eine Hyperinsulindmie mit einer erhohten Aufnahme und

Sekretion von hepatischem Cholesterin, sowie einer Hypersekretion von Gallensduren

103 Eine faserarme Diit verlingert den Darmtransit der Nahrung und erhéht

verbunden
dadurch die Synthese der lithogenen hydrophoben Gallensdure Deoxycholsdure durch

Darmbakterien’. Kérperliche Inaktivitat'®, die Erndhrung mit langkettigen Fettsiduren'®,
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sowie Adipositas'’® wurden zusitzlich in groRen prospektiven Studien als exogene
Risikofaktoren fur Gallensteine identifiziert. Mit Zunahme der Risikofaktoren im Alter steigt
dadurch auch die Inzidenz von Gallensteinen. Mit der lIdentifizierung des lithogenen
Genotyps im jungen Erwachsenenalter konnten frihzeitig praventive Mallnahme wie
Erndhrungsberatung, sportliche Betatigung und eventuell medikamentdse Ansadtze angeregt
werden.

Evolutionsbiologisch gesehen kdnnen Mutationen Vor- und Nachteile haben. Was fiir das
einzelne Individuum von Nachteil sein konnte, kann im Sinne der Evolutionslehre jedoch
vorteilhaft sein, da die Varianten zur Weiterentwicklung und Adaptation an
Umweltbedingungen beitragen oder einen Schutz gegen Erkrankungen darstellen konnen.
Beispiele sind die heterozygote Form der Sichelzellanimie bei Malaria'® oder die
homozygote CCR5-A-32-Variante, die eine Immunitit gegentber HIV vermittelt'”’. Da die
Abcg8 p.D19H-Varinate nicht nur zu einer erhdhten Sekretion von Cholesterin aus der Leber,
sondern auch zu einer erhohten Exkretion zuriick in das Darmlumen fihrt, stellt sie somit
angesichts von verminderten LDL-Konzentrationen im Serum einen protektiven Genotyp mit
vermindertem Risiko zur Entstehung der Atherosklerose dar’®. Die Ergebnisse des
darmspezifischen Knock-outs von Abcg5/g8 zeigen, dass die Elimination von Cholesterin tiber
den Darm eine wichtige Rolle fiir die Cholesterinhomoostase besitzt und dass sowohl die
Leber als auch der Darm im Fokus weiterer Studien zur Gallesteinentstehung und -

behandlung stehen sollten.
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