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1 Einleitung

1.1 Die Solute Carrier Familie 10

Die Superfamilie der solute carrier (SLC) besteht zur Zeit aus 65 Genfamilien (SLC1 — SLC56),
die sich wiederum aus insgesamt 416 beschriebenen Genen zusammensetzen
(www.genenames.org, www.slc.bioparadigms.org). Die SLC Familie 10 wird auch als Familie
der natriumabhangigen Gallenséauretransporter bezeichnet. Diese Namensgebung kam
aufgrund der Anfang der 1990er Jahre zuerst identifizierten und zugeordneten
Gallenséauretransporter NTCP (SLC10A1, Na'/taurocholate co-transporting polypeptide)
(Hagenbuch et al., 1990; Hagenbuch et al., 1991) und ASBT (SLC10A2, apical sodium-
dependent bile acid transporter) (Wong et al., 1994; Wong et al., 1995) zustande (Geyer et al.,
2006). Zurzeit beinhaltet die SLC10 Familie sieben Mitglieder (SLC10A1 — SLC10A7), die im
Folgenden kurz vorgestellt werden sollen.

NTCP ist ein in der basolateralen Membran von Hepatozyten exprimiertes Transportprotein,
welches den Transport von Gallensauren aus dem Portalblut in Hepatozyten entlang eines
Na*-Gradienten transportiert (Geyer et al., 2006). NTCP ist in der Lage, alle Gallensauren zu
transportieren, zeigt aber unter physiologischen Bedingungen eine wesentlich hdhere Affinitat
zu Taurin- oder Glycin-konjugierten Gallensauren. Zusatzlich kdnnen auch sulfatierte
Steroidhormone wie Ostron-3-Sulfat und Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS), wenn auch
mit einer sehr geringen Affinitat, transportiert werden (Geyer et al., 2006). Innerhalb des letzten
Jahrzehnts wurde NTCP zudem als Rezeptor und Eintrittsweg fir das humane Hepatitis B
Virus (HBV) und Hepatitis D Virus (HDV) identifiziert (Yan et al., 2012). Diese Entdeckung
offnete den Weg flir neue Methoden der Erforschung dieser Viren und in Zukunft neuer

potentieller Behandlungsmdglichkeiten gegen HBV und HDV.

Kurze Zeit nachdem NTCP als natriumabhangiger Gallensduretransporter identifiziert wurde,
wurde ASBT als das Gegenstiick in der apikalen Membran von Enterozyten des Dinndarms
entdeckt (Wong et al., 1994; Wong et al., 1995). ASBT transportiert Gallensauren aus dem
Darm entlang eines Natriumgradienten in die Enterozyten. Konjugierte Gallensduren werden
ahnlich wie bei NTCP mit hoher Affinitdt als Substrat genutzt, wohingegen unkonjugierte
Gallensauren kaum oder gar nicht transportiert werden (Geyer et al., 2006). Eine weitere
Lokalisation von ASBT sind die proximalen Tubuli der Niere. Hier absorbiert ASBT
Gallensauren, die glomerular gefiltert wurden, aus dem Primarharn zuriick in die Blutbahn
(Christie et al., 1996).

Neben den zwei Griindungsmitgliedern wurden im Jahr 2004 die drei orphan carrier SLC10A3
(P3), SLC10A4 (P4) und SLC10A5 (P5) auf Grund ihrer Sequenzhomologie zu NTCP und
ASBT der SLC Familie 10 zugeordnet (Hagenbuch und Dawson, 2004). SLC10A3 wurde
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erstmals bereits Ende der Achtziger Jahre noch vor NTCP und ASBT beschrieben. Seine
Funktion ist bislang allerdings nicht aufgeklart. Basierend auf einer breiten Gewebeexpression
und der Lokalisierung der Sequenz in einer CpG-Insel der DNA wird SLC10A3 eine mogliche

Funktion als Haushaltsgen zugeschrieben (Alcalay und Toniolo, 1988).

SLC10A4 wiederum ist am starksten im Gehirn und der Plazenta exprimiert und zeigt, anders
als die beiden Grindungsmitglieder der Familie, ein intrazellulares vesikulares
Expressionsmuster. Im zentralen Nervensystem lassen sich in der Immunfluoreszenz
Uberlagerungen von SLC10A4 mit den synaptischen vesikularen Proteinen VAChT und
VMAT?2 darstellen. Die Slc10a4” Knockout Maus reagiert hypersensitiv auf unterschiedliche
Psychostimulantien wie Amphetamine oder endogenen cholinergen Stimuli (Larhammar et al.,
2015). Diese Befunde deuten alle darauf hin, dass SLC10A4 an der vesikuldren Speicherung
oder Freisetzung von Neurotransmittern beteiligt sein kdnnte. Eine Transportfunktion fir
verschiedene Neurotransmitter konnte bislang jedoch nicht gezeigt werden (Geyer et al., 2008;
Burger et al., 2011; Schmidt et al., 2015).

SOAT (Gensymbol: SLC10A6, sodium-dependent organic anion transporter) ist der dritte
funktionell charakterisierte Transporter der SLC10 Familie. Im Gegensatz zu NTCP und ASBT
transportiert SOAT jedoch keine Taurin- oder Glycin-konjugierten Gallensauren, sondern
sulfatierte Steroidhormone und sulfo-konjugierte Gallensauren (Geyer et al., 2004; Geyer et
al., 2007). Am starksten exprimiert wird der humane SOAT im Hoden und der Plazenta (Geyer

et al., 2007), der murine Soat in der Lunge, der Haut und den Hoden (Grosser et al., 2013).

Das jlingste der SLC10 Familie zugeordnete Mitglied ist der orphan carrier SLC10A7 (Godoy
et al., 2007). SLC10A7 ist in verschiedensten Geweben exprimiert und fir das Homolog RCh1l
in Candida albicans ist ein Einfluss des Proteins auf die Calciumhomdostase beschrieben
(Godoy et al., 2007; Jiang et al., 2012). In Saugetieren bestatigte sich diese Theorie mit Hilfe
der Slc10a7” Knockout-Maus. Diese Mauslinie ist gekennzeichnet durch Skelett-Anomalien
der langen Rohrenknochen, Wachstumsfugen und des Enamels. Diese Befunde entsprechen
humanen Patienten mit skelettaler Dysplasie und Amelogenesis Imperfecta, bei denen
homozygote Mutationen des SLC10A7 Gens identifiziert wurden (Ashikov et al., 2018; Dubail
et al., 2018).



1.2 SLC10A5

Im Fokus dieser Dissertation steht der orphan carrier SLC10A5, welcher gemeinsam mit
SLC10A3 und SLC10A4 der Familie der natriumabhangigen Gallenséuretransporter
zugeordnet wurde (Hagenbuch und Dawson, 2004). Diese Zuordnung geschah auf Grund der
Sequenzhomologie zu den bereits beschriebenen Mitgliedern dieser Gen-Familie. Die grof3te
Sequenzhomologie innerhalb der SLC10 Familie besteht zwischen SLC10A5 und SLC10A3
mit 33,9%. Zu NTCP und ASBT betragt die Homologie jeweils 22% (Fernandes et al., 2007).
Das SLC10A5 Gen des Menschen kodiert fur ein 438 Aminoséuren langes Protein, die
analogen Proteine von Ratte und der Maus zéhlen 434 Aminosauren. Eine Besonderheit
gegenuber den anderen Mitgliedern der SLC10 Familie ist, dass SLC10A5 nur auf einem Exon
codiert wird (Fernandes et al., 2007).

Exprimiert wird SLC10A5 im Menschen am stéarksten in der Leber und der Niere, in Maus und
Ratte zusatzlich im DiUnndarm. Dieses Expressionsprofil Uberschneidet sich mit der
Expression von NTCP in der Leber und mit der Expression von ASBT in Diinndarm und Nieren,
weshalb fir SLC10A5 ebenfalls eine Rolle in der Gallensaurehomdéostase postuliert wurde
(Fernandes et al., 2007; Aretz, 2015). In der Niere wurde die mRNA von SLC10A5 durch in-
situ-Hybridisierung angefarbt und eine Expression in proximalen Tubuli gezeigt (Fernandes et
al. 2007).

Erste Untersuchungen zur subzellularen Lokalisation von SLC10A5 mit einem GFP-markierten
Konstrukt zeigen das Protein in intrazellularen Strukturen und nicht in der Plasmamembran,
wie es fur andere Mitglieder der SLC10 Familie zu beobachten ist (Pellicoro, 2008). In der
Dissertation von Dr. Julia Aretz (Aretz 2015) wurde dieses intrazellulare Expressionsmuster
im Zellkulturmodell auf das Endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat eingegrenzt,
konnte durch unspezifisch bindende Antikdrper im Gewebe von Mausen jedoch nicht bestatigt
werden. Untersuchungen in U20S-Zellen zeigten ebenfalls eine intrazellulare Verteilung des
Proteins, die rein optisch auf eine Lokalisation im Golgi-Apparat hinwies (Bijsmans et al.,
2012).

Ein weiteres Indiz fur eine Beteiligung am Gallensaurestoffwechsel ist die Uberschneidung der
Expressionsprofile von SLC10A5 und dem Farnesoid X Rezeptor (FXR), einem Kernrezeptor
der maRRgeblich die Gallensdurehomoostase steuert (Geyer et al., 2006; Zoliner et al., 2006;
Fernandes et al., 2007; Pellicoro, 2008). In vitro lasst sich die SLC10A5-Expression durch
Chenodeoxycholat Uber FXR herunterregulieren, was sich in vivo durch Experimente an

Gallengangs-ligierten Ratten bestatigen lie3 (Pellicoro 2008).

Die molekulare Funktion von SLC10A5 konnte bislang, genau wie eine prazise subzellulare
Lokalisation, nicht beschrieben werden. Weder der humane SLC10A5, noch der murine

SLC10AS5 zeigt in Xenopus laevis Oozyten eine Transportaktivitat fir Cholat, Taurocholat oder
3



die Steroidsulfate Estron-3-Sulfat und DHEAS (Fernandes et al., 2007). Transportversuche in
nativen und digitonin-permeabilisierten HEK293- und HepG2-Zellen mit einem breiten
Spektrum an konjugierten- und unkonjugierten Gallensauren als Substrat konnten ebenfalls

keinerlei Transportaktivitat zeigen (Aretz 2015).

Um eine Betrachtung des komplexen Zusammenspiels einer Expression von SLC10A5 in
verschiedenen Anteilen des Enterohepatischen Kreislaufs abzubilden wurde die
Slc10a5" Knockout Maus generiert. Diese Mauslinie bildet durch den Austausch des Slc10a5-
Gens durch eine Selektionskassette kein SLC10A5 Protein. In einem Pilotversuch zeigte sich
bei einer Uberladung des Enterohepatischen Kreislaufs durch die Fitterung von 0,5%
Cholséaure ein massives Gallensaurekonjugationsdefizit der Slc10a5” Knockout M&use im
Gegensatz zu den Kontrolltieren. Durch diese Ergebnisse konnte erstmals in vivo die Relevanz
von SLC10AS5 auf den Gallensaurestoffwechsel gezeigt werden (Aretz 2015).

1.3 Gallenséauren

Unter dem Begriff der Gallensduren ist eine Gruppe von Stoffen zusammengefasst, die
ahnliche, aber nicht gleiche chemische Strukturen und Eigenschaften besitzen (Monte et al.,
2009). Ausgangsstoff fur alle Gallensauren ist das Cholesterin. Gallensauren hoéherer
Vertebraten bestehen aus einem Steroidgeriist mit 24 Kohlenstoffatomen, sind etwa 20A groR
mit einem durchschnittichen Radius von 3,5A und erhalten ihre unterschiedlichen
Eigenschaften durch alternierende Hydroxylierungsmuster sowie die Konjugation an Taurin
oder Glycin (Monte et al., 2009). Das Steroid-Grundgerust besteht aus drei Ringen mit je 6
Kohlenstoffatomen und einem Ring mit 5 Kohlenstoffatomen. Die Hydroxylierungen erfolgen
an den Kohlenstoffatomen C3 (R1); C6 (R2); C7 (R3) und C12 (R4) in Gallensaurespezifischen
Kombinationen und ausgerichtet in a- oder B-Position (Abbildung 1-1). Durch den Gegensatz
zur gegenuberliegenden, durch Methylreste an C18 und C19 hydrophoben (B-Seite erhalten
Gallensauren ihre amphiphilen Eigenschaften (Hofmann, 1999; Hofmann und Hagey, 2008;
Monte et al., 2008; Monte et al., 2009). Das Verhdltnis von Hydrophobizitat und Hydrophilie
variiert stark zwischen den verschiedenen Gallensauren und definiert die jeweiligen
physiologischen und pathologischen Charakteristika (Hofmann und Hagey, 2008; Monte et al.,
2008; Monte et al., 2009).



C Gallensaure R:1 R2 R3 R4 Rs

Cholat a-OH H a-OH ao-OH OH
Chenodeoxycholat a-OH H a-OH H OH
Deoxycholat a-OH H H a-OH OH
Lithocholat a-OH H H H OH
Ursodeoxycholat a-OH H B-OH H OH
Hyocholat a-OH a-OH a-OH H OH
Hyodeoxycholat a-OH o-OH H H OH
a-Muricholat a-OH B-OH a-OH H OH
B-Muricholat a-OH B-OH B-OH H OH
w-Muricholat a-OH ao-OH [B-OH H OH
Murideoxycholat a-OH B-OH H H OH
Glycin-Konjugate NHCH2COO-
Taurin-Konjugate NHCH2CH2SOs

Abbildung 1-1: Molekulare Struktur der Gallensauren

Die im Saugetier vorkommenden Gallensduren basieren alle auf dem gleichen Steroidgeriist und
unterscheiden sich durch Hydroxylierungen an unterschiedlichen Positionen der Molekulstruktur
(R1 - R4). Die Konjugation von Gallensauren mit Glycin oder Taurin erfolgt an Rs.

A - Schematische Darstellung des Grundgerists von C24-Gallensauren

B - Schematische Darstellung der dreidimensionalen Struktur von C24-Gallenséuren

C - Auflistung der Hydroxylierungsmuster verschiedener Gallenséuren

(nach Monte et al., 2009)



1.4 Gallensauresynthese

Die Synthese von Gallensauren ist in Saugetieren der Hauptweg fur den Metabolismus von
mit der Nahrung aufgenommenem Cholesterin. Durch das Zusammenspiel von 17
verschiedenen Enzymen wird das unlosliche und hochgradig hydrophobe Molekil Cholesterin
in amphipathische Detergenzien umgewandelt, die Gallenséauren (Russell, 2003). Es kdnnen
zwei unterschiedliche Synthesewege fur Gallensduren voneinander getrennt werden: der

klassische (neutrale) Syntheseweg und der alternative (saure) Syntheseweg.

Der klassische (neutrale) Syntheseweg ist ausschlie3lich in Hepatozyten vorzufinden und
beginnt mit der 7a-Hydroxylierung von Cholesterin durch CYP7Al1 im Endoplasmatischen
Retikulum (ER) (Mikrosomen). Diese 7a-Hydroxylase ist gleichzeitig das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Gallenséduresynthese. Durch eine weitere
Modifikation am  Steroidgrundgeriist durch das Enzym Hydroxy-Delta-5-Steroid-
Dehydrogenase (HSD3B7) entsteht 7a-Hydroxy-4-cholesten-3-on, der gemeinsame Vorlaufer
von Cholat und Chenodeoxycholat. An dieser Stelle bestimmt die Expression der
mikrosomalen 12a-Hydroxylase (CYP8B1) in welchem Verhaltnis Cholat und
Chenodeoxycholat entstehen. CYP8BL initiiert dabei die Synthese von 7a,12a-Dihydroxy-4-
Cholesten-3-on welches durch die beiden zytosolischen Enzyme AKR1D1 und AKR1C4 (Aldo-
Keto Reduktase Familie 1 Mitglieder D1 bzw. C4) anschlieRend zu 5B-Cholestan-3a,7a,12a-
triol, dem Vorlaufer von Cholat, umgewandelt wird. Findet keine 12a-Hydroxylierung durch
CYP8B1 statt, wird 7a-Hydroxy-4-cholesten-3-on direkt durch AKR1D1 und AKR1C4 im
Zytosol in 53-Cholestan-3a,7a-triol, dem Vorlaufer von Chenodeoxycholat, umgewandelt. Die
Seitenkette beider Gallensdurevorlaufer wird anschlie3end durch die mitochondriale 27-
Steroid-Hydroxylase (CYP27A1) oxidiert, wodurch erst eine Aldehyd-Gruppe und
anschliel3end die finale Carboxyl-Gruppe entsteht. Die Produkte sind 3a,7a,12a-Trihydroxy-
5B-Koprostansaure, welche zu Cholat wird und 3a,7a-Dihydroxy-5B-Koprostanséure, die zu
Chenodeoxycholat wird (Axelson et al., 2000; Russell, 2003; Chiang, 2004, 2009).

Der alternative (saure) Syntheseweg fur Gallensauren zeichnet sich dadurch aus, dass auf
dem Weg zu den priméren Gallenséduren Cholat und Chenodeoxycholat saure Intermediate
gebildet werden. Dieser alternative Syntheseweg beschrankt sich dabei nicht auf das
Lebergewebe, sondern findet hauptsachlich im peripheren Gewebe statt (Chiang, 2004). Der
initiale Schritt des alternativen Synthesewegs ist die Oxidation der Seitenkette des
Cholesterins durch die 27-Steroid-Hydroxylase (CYP27A1) zu 27-Hydroxycholesterin und 3f3-
Hydroxy-5-koprostansaure. Aus diesen Intermediaten entstehen durch die 7a-Hydroxylase
(CYP7B1) 7a,27-Dihydroxycholesterin und 3,7a-Dihydroxy-5-koprostansaure. Uber die
Blutbahn gelangen diese oxidierten Sterole in die Leber und werden dort in den klassischen

Syntheseweg integriert und zu Gallensauren umgebaut. Neben den 27-Oxysterolen werden
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vor allem im Gehirn und dem Rickenmark aus Cholesterin 24-Oxysterole durch die 24-
Hydroxylase (CYP46A1) gebildet und in der Leber in primére Gallensauren umgewandelt
(Schwarz et al., 2001; Russell, 2003; Chiang, 2017b; Pandak und Kakiyama, 2019). Dieser
Mechanismus stellt eine wichtige Elimination von Cholesterin aus dem zentralen
Nervensystem dar, tragt aber nur wenig zur gesamten Synthese von Gallensauren bei
(Bjorkhem et al., 1999). Der alternative Gallensauresyntheseweg tragt beim Menschen nur
préanatal und im Kindesalter signifikant zur de-novo-Synthese der Gallensauren bei. Beim
adulten Menschen sinkt dieser Anteil auf etwa 10% des gesamten Gallensaurepools (Sarenac
und Mikov, 2017).

Im Gegensatz dazu zeigt die Gallensauresynthese bei Mausen einige Unterschiede auf. Der
klassische und der alternative Syntheseweg tragen anders als beim Menschen etwa gleich
stark zur Bildung des gesamten Gallenséurepools bei (Chiang, 2017a). Eine weitere
Besonderheit sind bei Mausen und Ratten die Muricholsduren. Durch 6a-Hydroxylierung
entsteht aus Chenodeoxycholat a-Muricholat, welches durch Epimerisierung der
hinzugewonnenen a-Hydroxy-Gruppe zu B-Muricholat wird. Dadurch wird bei den Mausen ein
stark hydrophiler Gallensaurepool erzeugt, der sich signifikant von dem des Menschen
unterscheidet. Muricholsauren sind beim Menschen nur in sehr geringen Mengen zu messen
(Heuman, 1989; Takahashi et al., 2016; Chiang, 2017a).

1.5 Konjugation von Gallenséauren

Priméare Gallensauren, die in der Leber synthetisiert werden und sekundare Gallensauren, die
im Darm durch bakterielle Umbauprozesse entstehen, machen unter physiologischen
Umstanden nur einen geringen Teil des gesamten Gallensaurepools aus. Uber 98% der
Gallenséauren in der Gallenflissigkeit liegen unter physiologischen Umstanden als Konjugate
mit Glycin oder Taurin und der entsprechenden Gallensaure vor. Der Begriff ,Konjugat®
entwickelte sich im Laufe des zwanzigsten Jahrhunderts zu einem Synonym fiur die N-Acyl-
amidierung von Gallensauren und Aminosauren. Nachdem gezeigt wurde, dass einige
Gallensaurespezies nicht nur an Aminosauren gebunden werden kdnnen, sondern auch
sulfatiert oder glucoronidiert vorliegen konnen, wurde eine Abgrenzung der Begrifflichkeiten
notwendig. In der hier vorliegenden Arbeit werden ausschlief3lich N-Acyl-Amidierungen an
Glycin und Taurin als Konjugate bezeichnet (Hofmann, 1989; Hofmann und Hagey, 2008;
Styles et al., 2016). Der evolutionare Nutzen der effektiven Konjugation von Gallensauren liegt
in der Veradnderung der physikochemischen Eigenschaften der Molekile. Bei einem
intestinalen pH-Wert von 6-7 liegen konjugierte Gallenséauren durch eine Verringerung ihres

pKs Wertes grol3tenteils ionisiert vor und sind komplett wasserldslich. Zuséatzlich fihrt die
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Konjugation zu einer negativen Ladung von Gallensauren, was die Membranpermeabilitat und
passive Perfusionsmdglichkeit gegen Null senkt. Diese Eigenschaften senken die Toxizitat der
Gallensauren und machen sie fur den Organismus kontrollierbar (Hofmann und Hagey, 2008;
Monte et al., 2009).

Fur die Konjugation von Gallensauren an die Aminosauren Taurin oder Glycin werden zwei
unterschiedliche Schritte bendtigt. Im ersten Schritt werden alle Gallenséduren enzymatisch an
Coenzym-A gebunden und somit aktiviert, im zweiten Schritt folgt die Konjugation der
Gallensauren an die entsprechende Aminosaure (Monte et al., 2009). Im Folgenden werden
einige der fur diese Schritte benttigten Enzyme naher vorgestellt:

Fatty acid transport protein 2 (FATP2, SLC27A2, friher very long-chain acyl-CoA
synthetase (VLACS))

Das Protein FATP2 wird durch das Gen SLC27A2 kodiert und vornehmlich in Leber und Nieren
exprimiert. Auf subzellularer Ebene beschréankt sich die Expression auf die Plasmamembran,
Peroxisomen und das ER. Urspriinglich wurde FATP2 als very long-chain acyl-CoA synthetase
(VLACS) als Fettsauren-aktivierendes Enzym identifiziert, besitzt jedoch zuséatzlich die
Funktion eines Aufnahmetransporters fiir langkettige Fettsduren. Im Menschen kommen zwei
unterschiedliche Splice-Varianten von SLC27A2 vor: FATP2a und FATP2b. Beide Varianten
sind in der Lage Fettsauren zu transportieren, aber nur FATP2a zeigt eine Thioesterase-
Aktivitat (Mihalik et al., 2002; Melton et al., 2011; Anderson und Stahl, 2013).

Zusatzlich zur Funktion im Fettstoffwechsel von Leber- und Nierenzellen zeigt sich die
Synthetase-Aktivitat von FATP2 auch in der Aktivierung von Gallensaure-Vorlaufern. Im ER
werden Dihydroxykoprostansaure und Trihydroxykoprostansaure als Vorlaufer von Cholat
bzw. Chenodeoxycholat an Coenzym-A gebunden, bevor die Synthese und Konjugation durch
weitere Enzyme in den Peroxisomen beendet werden kann. Die Aktivierung von Cholat und
Chenodeoxycholat nach der Rezirkulierung aus dem Darm erfolgt jedoch nicht durch FATP2,
was die Synthetase-Aktivitat auf die de-novo Synthese von Gallensauren beschrankt (Mihalik
et al., 2002; Monte et al., 2009; Anderson und Stahl, 2013).

Fatty acid transport protein 5 (FATP5, SLC27A5, friher bile acid CoA synthetase
(BACS))

Das zweite Enzym der SLC27 Familie, das an der Konjugation von Gallensauren beteiligt ist,
ist FATP5 oder ehemals bile acid CoA synthetase (BACS). Genau wie FATP2 hat auch FATP5
eine duale Funktionsweise als Transporter fiir langkettige Fettsauren und als Synthetase fur
die Bindung von Coenzym-A an Fettsduren bzw. Gallensauren. FAPT5 wird exklusiv in

Hepatozyten exprimiert, wobei sich die subzellulare Lokalisation auf die basolaterale Membran
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und Mikrosomen beschréankt. Die FATP5-Knockout Maus ist in der Lage
Dihydroxykoprostansaure und Trihydroxykoprostansaure zu aktivieren und zu konjugieren,
nicht jedoch rezirkulierende Gallensauren. Das spricht zum einen daflir, dass FATP2
tatsachlich eine spezifische Rolle bei der Aktivierung von Gallensauren Vorlaufern einnimmt
und zum anderen, dass FATP5 durch seine Lokalisation hauptséchlich an der Re-konjugation
von re-zirkulierenden Gallensauren beteiligt ist. (Mihalik et al., 2002; Doege et al., 2006;
Hubbard et al., 2006; Anderson und Stahl, 2013).

Bile acid CoA:amino acid N-acyltransferase (BAAT)

Die eigentliche Konjugation mit Taurin und Glycin tbernimmt die bile acid CoA:amino acid N-
acyltransferase oder kurz BAAT. Dieses Enzym katalysiert einen zweistufigen Prozess, bei
dem aus den mit Coenzym-A aktivierten Gallensduren an Taurin oder Glycin gekoppelte
Gallensauren bzw. deren Salze werden. Dabei wird zuerst die Thioester Bindung der
Gallensaure mit Coenzym-A hydrolysiert und eine Verbindung zwischen Gallensaure und
einem Cystein von BAAT hergestellt. Im zweiten Schritt fuhrt die N-Acyltransferase Aktivitat
von BAAT dazu, dass sich aus der Gallensaure und Taurin oder Glycin die entsprechende
konjugierte Gallensaure bildet. Dieser Mechanismus ist innerhalb der bislang untersuchten
Saugetiere hoch konserviert und unterscheidet sich nur im Verhaltnis der Taurin- und Glycin-
konjugierten Gallensauren (He et al., 2003; Styles et al., 2016). AuRRerhalb der Klasse der
Saugetiere werden Gallensauren ausschlief3lich an Taurin konjugiert. Innerhalb dieser Klasse
variieren die Konjugationsverhéltnisse, Affinitaten und Effizienzen der entsprechenden BAAT
Isoenzyme stark. Beim Menschen werden sowohl Taurin als auch Glycin im Verhaltnis 1:3
durch hBAAT konjugiert. Die Konjugation von Gallensauren bei der Maus erfolgt fast komplett
an Taurin (Kwakye et al., 1991; Chiang, 2017a).

Diese Prozesse finden entsprechend der Lokalisation von BAAT in den Peroxisomen und dem
Zytosol statt. Urspriinglich ging man davon aus, dass es zwei unterschiedliche Enzyme sein
missen, welche die Gallensdurekonjugation entsprechend der Aufteilung zwischen neu
synthetisierten Gallensauren und rezirkulierten Gallensduren katalysieren. Diese Auffassung
war kongruent mit der Aufteilung der Aktivierung dieser Gallensduren durch FATP2 und
FATP5 (Solaas et al., 2000; O'Byrne et al., 2003). Inzwischen ist jedoch klar, dass beide
Funktionen von BAAT abgedeckt werden kdnnen. Ursache dafiir ist das unvollstdndige
peroxisomale Sortierungsmotiv ,-SQL“ am C-Terminus von BAAT. Das eigentliche, sehr
effektive peroxisomal targeting signal (PTS) ist ,-SKL*. Durch das schwachere
Sortierungsmotiv von BAAT liegen nur etwa 25% des Proteins in den Peroxisomen vor, der

Rest verteilt sich auf das Zytosol. Dadurch ist es mdglich, dass die Konjugation von neu-



synthetisierten und rezirkulierten Gallenséauren vom gleichen Enzym katalysiert werden kann
(Styles et al., 2016).

1.6 Gallensauren und das Mikrobiom

Das Mikrobiom ist die Gesamtheit der Bakterien, die in mutualistischer Symbiose, oder zum
Teil auch in kommensalischer Symbiose, den Darm besiedeln. Beim Menschen liegt die
Konzentration der Bakterien bei etwa 2 — 5 x 10! Bakterien pro Gramm Kot zusatzlich zu
einigen hundert Gramm Bakterien, welche die Darmwand besiedeln. Die meisten dieser
Bakterien sind obligat anaerob und setzen taglich mehrere hundert Gramm abgestol3ene
Enterozyten, Pflanzenbestandteile wie Polysaccharide und Cellulose sowie Gallensauren in
kurzkettige Fettsduren um. Etwa 10% der téglichen Kalorienaufnahme wird durch diese
Prozesse generiert und zeigt deutlich die Relevanz der bakteriellen Besiedlung des Darms
(Human microbiome project, 2012; Ridlon et al., 2014). Uber 90% der Darmbakterien gehdren
zu den Stammen Firmicuta und Bacteriodetes, der Rest setzt sich aus den Stammen
Proteobacteria, Acinetobacteria, Fusobacteria und Verrucomicrobia zusammen (Human
microbiome project 2012). Diese Zusammensetzung kann durch das Lebensalter, die Diat,
Xenobiotika und Erkrankungen verandert werden. Den gré3ten Anteil an der Regulation des
Mikrobioms machen jedoch die Zusammensetzung der Galle und die GroRe des

Gallensaurepools aus (Ridlon et al., 2014).

Die Gallensauren beeinflussen die Bakterien entweder direkt durch ihre antimikrobiellen und
hydrophoben Eigenschaften (Begley et al., 2005) oder indirekt Uber eine Ausschiittung
antimikrobieller Peptide liber den Kernrezeptor FXR (Inagaki et al., 2006). Ein Uberangebot
an Gallensauren fuhrt dabei dazu, dass sowohl die Vielfalt der Bakterien im Darm signifikant
abnimmt als auch das Verhéltnis der oben genannten Bakterienstamme untereinander
verschoben wird. Die Folge dieser Imbalance ist ein breites Spektrum an Erkrankungen des
Darms und des gesamten Organismus, unter anderem Entzindungen (Swidsinski et al.,
2002), Autoimmunerkrankungen (Vaahtovuo et al., 2008), psychische Erkrankungen (Cryan
und Dinan, 2012), die Bildung von Tumoren (Moore und Moore, 1995; Ajouz et al., 2014,
Ridlon et al., 2014) und Entwicklungsstérungen (Ward et al., 2012; Kang et al., 2013). Zu den
Bakterien, die von einem vermehrten Angebot an Gallensauren profitieren, zéhlen vor allem
Arten, die in der Lage sind eine 7a-Hydroxylierung durchzufihren, wie z.B. Clostridium spp.
und Eubacterium spp. Unter physiologischen Umstéanden stellen diese Bakterien nur 0,025%
des gesamten Mikrobioms dar (Islam et al., 2011; Ridlon et al., 2014; Winston und Theriot,
2016).

Verstarkt wird diese gegenseitige Abhangigkeit von Gallensdauren und dem Mikrobiom

dadurch, dass die Einflussnahme in beide Richtungen stattfindet. Eine Dysbiose, die in den
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meisten Fallen durch Antibiotika, Glucocorticosteroide oder eine fehlerhafte Erndhrung
entsteht, kann zu einer sekundaren Verschiebung des Gallenséurepools fihren. Beim
Vergleich der GroRRe des Gallensédurepools von normal gehaltenen Mausen und keimfrei
gehaltenen Mausen zeigt sich eine signifikante Erhéhung des Gallensaurepools bei den
keimfrei gehaltenen Mausen (Sayin et al., 2013; Just et al., 2018; Parker et al., 2018).

1.7 Regulation von Gallensauren

Unter physiologischen Umstanden bleibt der Gallensaurehaushalt des Kérpers, durch ein
prézises Zusammenspiel aus de-novo Synthese von Gallensauren in der Leber und deren
Ausscheidung uber Darm und Nieren, konstant. Dieser prézise Ausgleich wird durch eine
Reihe von Kernrezeptoren im ganzen Organismus gewdahrleistet. Ermoglicht wird dies durch
einen negativen Rickkopplungsmechanismus, der bei einem zu groBen Angebot an
Gallensauren die Expression der Enzyme CYP7AL und CYP8BL1 verringert und somit die de-
novo Gallensauresynthese hemmt. Dazu binden Gallensduren an den farnesoid X receptor
FXR, wodurch der short heterodimeric partners SHP transkribiert wird. SHP bindet und hemmt
das liver receptor homologue-1 LRH-1, welches der aktivierende Faktor fir die Expression von
CYP7A1 und CYP8BL1 darstellt (Russell, 2003; Hoeke et al., 2014). Gleichzeitig wird Giber FXR
die Expression von Gallensaure-Import Proteinen wie z.B. NTCP in der Leber verringert und
die Expression von Exportern wie z.B. BSEP gesteigert. Dazu bildet FXR mit dem retinoid X
receptor RXR ein heterodimer, welches dann an das FXR response element (FXRE)
stromaufwéarts des ABCB11-Gens (BSEP-Protein) bindet und so die Expression steigert
(Kassam et al., 2003; Song et al., 2008; Hoeke et al., 2014). Zusammengefasst bietet FXR der
Leber einen Schutzmechanismus vor zu hohen, toxischen Gallensdurekonzentrationen tber
eine Verringerung der de-novo-Synthese und ein Senken der intrazellularen
Gallensaurekonzentrationen. Gallensauren beeinflussen die Aktivierung von FXR auf Grund
ihrer verschiedenen physikochemischen Eigenschaften unterschiedlich stark. Der potenteste
Aktivator von FXR ist Chenodeoxycholat mit einem ECso von unter 10 puM. Darauf folgen
Lithocholat und Deoxycholat, welche FXR etwa gleich stark aktivieren. Cholat ist ebenfalls ein
Aktivator, wenn auch etwas schwacher. Die genannten Gallensduren aktivieren FXR

unabhangig davon ob sie konjugiert sind oder unkonjugiert vorliegen (Li et al., 2013).

Neben FXR gibt es noch eine Reihe weiterer Kernrezeptoren, die die Gallensdurehomdoostase
beeinflussen und steuern. Der liver X receptor a (LXRa) bindet Oxysterole und induziert Giber
ein response element die Expression von CYP7A1 bei Ratte und Maus. Durch LXRa wird somit
eine Verbindung zwischen Cholesterinstoffwechsel und Gallensaurestoffwechsel hergestellt.

Im Umkehrschluss sind Menschen, anders als murine Spezies nicht in der Lage auf eine
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Erhéhung des Cholesterinspiegels mit einer erhéhten Aktivitat von CYP7A1 und einem Umbau
in Gallensauren zu reagieren (Xu et al., 1995; Russell, 2003). Einer Ansammlung von
toxischen Oxysterolen wirkt der Kernrezeptor HNF-4a entgegen. Durch die Aktivierung dieses
Kernrezeptors wird die Expression der Oxysterol-7a-Hydroxylase (CYP7B1) gesteigert.
Gleichzeitig kommt es zur Verringerung der Expression von CYP7AL (Hayhurst et al., 2001).
Weitere protektive Mechanismen werden durch die Kernrezeptoren pregnane X receptor
(PXR), constitutive androstane receptor (CAR) und den vitamin D receptor (VDR) vermittelt.
Akkumulieren bestimmte Gallens&uren wie z.B. Lithocholat im Organismus werden Uber diese
Kernrezeptoren Enzyme wie Cytochrom-P450-Oxidoreduktasen oder Sulfotransferasen
vermehrt exprimiert und Gallenséuren so detoxifiziert und renal ausgeschieden. Zusatzlich
wird PXR und CAR eine Beeinflussung einiger Syntheseenzyme fir Gallensauren
zugeschrieben, die bislang jedoch nicht géanzlich aufgeklart ist (Russell, 2003; Wagner et al.,
2005; Beilke et al., 2009). Die protektiven Funktionen von PXR und CAR weiten sich zudem
auf das Mikrobiom aus. Eine pharmakologische Aktivierung dieser Kernrezeptoren fuhrt zu
einer Veranderung Gallensduren modifizierender Bakterienspezies im Darm und somit zu
Verschiebungen im Gallensaureprofil der untersuchten Mause. Ob dieser Effekt jedoch primar
ist oder ein sekundarer Einfluss durch Verschiebungen der den Bakterien zur Verfligung

stehenden Gallenséauren, scheint nicht ganzlich geklart zu sein (Dempsey et al., 2019).

Neben den Kernrezeptoren fir Gallensauren wurde 2003 der erste G-Protein abhangige
Gallensaurerezeptor Takeda G-Protein Coupled Receptor 5 (TGR5) identifiziert, der auf der
Oberflache eines breiten Spektrums unterschiedlicher Zellen exprimiert wird (Maruyama et al.,
2002; Kawamata et al., 2003). Dazu gehoéren unter anderem der Magen-Darm-Trakt, im
speziellen die submukdse Innervation des Darms, wodurch Gallensauren einen Einfluss auf
die Peristaltik nehmen kdénnen. Der Glukosestoffwechsel wird durch die Giber TGR5 ausgeltste
Ausschittung des Hormons GLP-1 (glucagon-like peptide-1) beeinflusst und fiihrt zusammen
mit der Expression von TGR5 im braunen Fettgewebe und der Skelettmuskulatur zu einer
Modulation des Energie- und Sauerstoffverbrauchs im gesamten Organismus (Bunnett, 2014;
Duboc et al.,, 2014). Die Expression von TGR5 in Cholangiozyten und dem Epithel der
Gallenblase ermdglicht eine Gallensdureabhdngige Kontrolle des Fillungszustandes der
Gallenblase und deren Entleerung in den Zwdlffingerdarm (Bajor et al., 2015; Camilleri et al.,
2015). Zusatzlich ist eine Expression von TGR5 in Makrophagen und Monozyten beschrieben,
welche auf eine immunmodulatorische, anti-inflammatorische Wirkung von Gallensauren
durch eine Aktivierung von TGR5 hindeutet (Kawamata et al., 2003; Cipriani et al., 2013) In
vitro wurde eine effektive Aktivierung durch die Gallensauren LCA > DCA >CDCA > CA in
HEK293 Zellen (Maruyama et al., 2002) bzw. TLCA > LCA > DCA > CDCA > CA in CHO
Zellen (Kawamata et al., 2003) festgestellt. Es gibt noch eine Vielzahl weiterer Effekte die

Gallensauren Uber TGR5 im gesamten Organismus ausiben kénnen. Dadurch zeigt sich, dass
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Gallensauren neben ihrer Solubilisierung von Fetten im Darm weitaus mehr Funktionen haben

und weite Teile des Organismus betreffen.

1.8 Der enterohepatische Kreislauf

Der Begriff ,Enterohepatischer Kreislauf‘ (EHC) kennzeichnet die Zirkulation von Gallensauren
zwischen der Leber und dem Diinndarm. Im gesunden Organismus werden mehr als 95% der
in den Dinndarm abgegebenen Gallenséauren im lleum absorbiert. Die restlichen 5%, die in
das Colon gelangen, werden von Bakterien de-konjugiert und oxidiert und nur ein Bruchteil
dieser Gallensauren wird tUber den Kot ausgeschieden. Die Menge an Gallensduren, die Uber
die Nieren ausgeschieden wird ist noch geringer (Lee et al., 2001; Hofmann, 2009).

In den Hepatozyten neu synthetisierte Gallensduren werden gemeinsam mit den rezirkulierten
Gallensauren tber die ATP-abhangige bile salt export pump BSEP (ABCB11-Gen) (Gerloff et
al., 1998; Stieger et al., 2007) in die Gallenkanalchen abgegeben und bei den meisten
Saugetieren in der Gallenblase gespeichert. Die Gallenflissigkeit wird dann, meistens
assoziiert mit einer Aufnahme von Nahrung, in den Dinndarm entleert und ermdéglicht die
Absorption und Verdauung von Lipiden (Baxter et al., 1985). Die Reabsorption konjugierter
Gallensauren erfolgt aktiv durch ASBT im lleum (Wong et al., 1994; Wong et al., 1996).
Unkonjugierte Gallensduren, welche durch bakterielle Prozesse im Dickdarm entstehen,
gelangen passiv in die Enterozyten (Mekhjian et al., 1979). Der Transport der Gallensduren
von der apikalen zur basolateralen Membran der Enterozyten, ahnlich wie der intrazellulare
Transport der Gallensduren in den Hepatozyten, ist bislang nicht ganzlich aufgeklart (Coppola
et al., 1998; Agellon und Torchia, 2000). Ein mdglicher Kandidat fir den intrazellularen
Transport von Gallensduren im lleum ist das zytosolisch lokalisierte Bindungsprotein I-BABP
(Coppola et al., 1998; Grober et al., 1999). Der Export der Gallenséduren aus den Enterozyten
in das Portalblut geschieht groRtenteils durch das Heterodimer organic solute transporter
OSTa/OSTR (Dawson et al., 2004). Uber die Pfortader gelangen die Gallens&uren, gebunden
an Albumin und in kleineren Mengen auch an Lipoproteine zur Leber (Rudman und Kendall,
1957; Ceryak et al., 1993). Uber NTCP werden, unter Ko-Transport mit Natrium, hauptsachlich
konjugierte Gallensauren aus dem Portalblut in die Hepatozyten transportiert (Hagenbuch et
al., 1990; Hagenbuch et al., 1991). Unkonjugierte Gallensduren werden von unspezifischen,
Natrium-unabh&ngigen organic anion transporting polypeptides OATPs (SLCO-Genfamilie) in
die Leberzellen transportiert (Hagenbuch und Meier, 2003; Roth et al., 2012). Das
Zusammenspiel der verschiedenen Transportsysteme des Enterohepatischen Kreislaufs ist in
Abbildung 1-2 dargestelit.
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Abbildung 1-2: Die wichtigsten Transportsysteme des Enterohepatischen Kreislaufs
der Gallenséauren

Dinndarm

Der Enterohepatische Kreislauf ermdglicht eine effektive Zirkulation von Gallensauren zwischen dem
Darm und der Leber. Gallensauren werden aktiv von BSEP in die Galle Gberflihrt und gelangen in den
Dunndarm. Im terminalen lleum wird ein Grof3teil der Gallens@uren von ASBT im Ko-Transport mit
Natrium in die Enterozyten aufgenommen und von OST a/B in das Portalblut Gberflhrt. Konjugierte
Gallensauren werden anschlieend von NTCP im Ko-Transport mit Natrium tUber die Basalmembran
der Hepatozyten transportiert. Fiir unkonjugierte Gallensauren wird diese Funktion von OATP1B1/B2
Ubernommen.

1.9 Die Struktur der Zelle

Im Folgenden sollen die wichtigsten Zellorganellen kurz in ihrer Funktion und ihren
Besonderheiten  vorgestellt werden sowie ein  kurzer Zusammenhang zum

Gallensaurestoffwechsel aufgezeigt werden.

Zellkern

Der Zellkern ist in den meisten eukaryotischen Zellen die grof3te Zellorganelle und trennt das
Genom und die an der Transkription beteiligten Molekiile vom Zytoplasma. Grof3e, Anzahl und
Morphologie der Zellkerne variieren stark abhangig vom jeweiligen Zelltyp. Die Hille des
Zellkerns besteht aus zwei Doppellipidmembranen, der &ufReren und der inneren
Kernmembran, die durch einen etwa 30-50 nm breiten peri-nuclearen Spalt getrennt sind. Die
aulRere Kernmembran geht in das ER uber und ist mit der inneren Kernmembran an den
Kernporen verbunden. Die Kernporen ermdglichen einen relativ freien Transport von

Molekilen zwischen Kern und ER, mit einer GroRenbeschrankung in Abhangigkeit von der
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GroRRe der Kernporen. Die Kernmembranen sind besetzt mit einer Vielzahl von teils noch
unbekannten Proteinen. Angrenzend an die innere Kernmembran findet sich eine bis zu
100 nm dicke Proteinschicht, die Kernlamina, die hauptsachlich struktur- und funktions-
protektive Aufgaben hat. Innerhalb dieser Begrenzung liegt die eigentliche DNA gréf3tenteils
dicht gepackt als Heterochromatin und in den transkriptionsaktiven Bereichen als Euchromatin
vor. Gestutzt wird die DNA vom Kernskelett, dass Parallelen zum Zytoskelett au3erhalb des
Zellkerns aufweist (Burke und Ellenberg, 2002; Lammerding, 2011; Pederson, 2011).

Die Interaktion von Gallensauren und Kernrezeptoren, wie z.B. dem Farnesoid-X Rezeptor,
findet direkt im Zellkern statt. Sowohl konjugierte als auch unkonjugierte Gallenséuren
erreichen das Innere des Zellkerns, allerdings unterscheiden sich die Konzentrationen der
Gallensauren im Kernplasma von denen im Zytoplasma. Bislang ist die Art und Weise, wie
Gallenséauren in den Zellkern gelangen, nicht abschlie3end geklart. Eine einfache Diffusion
durch die Kernporen von weniger hydrophilen Gallensduren ist sehr wahrscheinlich, allerdings
gelangen auch sehr hydrophile Gallenséuren in den Zellkern. Die Hydrophilie bewirkt, dass
die Gallenséduren hauptséchlich an Proteine gebunden im Zytoplasma vorliegen und einen
anderen Mechanismus bendétigen, um in den Kern zu gelangen. Diese Mechanismen konnten
bislang jedoch noch nicht aufgedeckt werden (Mendoza et al., 2002; Monte et al., 2002; Monte
et al., 2008).

Endoplasmatisches Retikulum (ER)

Direkt angelagert am Zellkern findet sich das membrantse ER. Von dort aus erstreckt es sich
Uber die komplette Zelle und bildet die gré3te Zellorganelle. Hauptaufgaben des ER sind die
Proteinbiosynthese und der anschlielende Transport sowie die Faltung der Proteine, Teile
des Fett- und Steroidstoffwechsels und die Regulation des intrazellularen Kalziumhaushalts.
Die Bestandteile des ER sind die nukledre Hille und das periphere ER mit seinen Zisternen
und Tubuli. Obwohl dieses System komplett zusammenhangend ist, sind einzelne Bereiche
auf bestimmte Funktionen spezialisiert. Die nukledare Hille besteht aus zwei
Doppellipidschichten, die mit Poren durchsetzt sind, um einen Austausch von Molekilen aus
dem Zellkern sicherzustellen. Die Zisternen bestehen aus flachen Hohlraumen und kénnen
besetzt mit Ribosomen als raues ER und ohne Ribosomen als glattes ER vorliegen. Die
tubuléaren Strukturen des ER sind der dynamische Anteil dieser Zellorganelle und befinden
sich im standigen Umbau. Obwohl jede eukaryotische Zelle ein ER besitzt, variiert das
Verhaltnis zwischen flachen Zisternen und den Tubuli je nach Spezialisierung der Zelle stark.
Das ER sekretorisch aktiver Zellen, wie z.B. das der Inselzellen im Pankreas, besteht zum
grofdten Teil aus flachen Zisternen und nur wenigen Tubuli und erbringt dadurch die hohe

sekretorische Leistung der bendtigten Proteine. Zellen, die auf Fettsynthese oder Kalzium-
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Signalprozesse spezialisiert sind, wie einige Leber- und Muskelzellen, haben einen sehr hohen

Anteil an tubularem ER (Schwarz und Blower, 2015).

Hauptaufgabe des ER ist die Proteinbiosynthese. Diese wird im Zytosol initiiert und die
Ribosomen docken zusammen mit der gebundenen mRNA an signal recognition particle
(SRP) Rezeptoren an der cytosolischen Seite des ER an. Von hier werden die Proteine durch
das Translokon, eine Pore, welche die Lipiddoppelschicht durchlassig halt, in das Lumen des
ER synthetisiert. Membranproteine werden hier direkt in die Lipiddoppelschicht eingebaut.
Hydrophobe Bereiche der Sequenz oder bestimmte Ankersequenzen werden erkannt und
fuhren zu einem Synthesestopp, einem Umklappen des Proteins und somit zu einer
Verankerung in der Membran. Ist die Translation beendet, fuhren in einigen Fallen
Signalpeptidasen durch Erkennen kurzer Sequenzen zu einer Durchtrennung der
Aminosaurekette und zur Freisetzung des Proteins. Von hier an werden weitere
Faltungsprozesse durch Chaperone und Glykosylierungen im ER durchgefihrt, bevor Proteine
in das Zytosol oder zu anderen zellularen Strukturen weitergeleitet werden. In den tubularen
Anteilen werden vor allem unterschiedlichste Membranlipide synthetisiert und an den Golgi-
Apparat weitergeleitet. In diesen meist tubularen Strukturen finden auch Umbauprozesse der
Gallensauren Vorlaufer statt. Der fir diese Arbeit relevanteste Prozess ist die Aktivierung von
Dihydroxykoprostansaure und Trihydroxykoprostansdure mit Coenzym-A durch FATP2
(Monte et al., 2009; Schwarz und Blower, 2015). Die dritte wichtige Aufgabe des ER ist die
Regulierung des intrazellularen Kalziumhaushalts. Normale Ca?* Konzentrationen im Cytosol
liegen in etwa bei 100 nM (107 M), im ER und extrazellular dagegen bei etwa 10 M. Uber das
im ER gespeicherte Ca?* konnen durch das Offnen verschiedener Kalziumkanéle Signale an

das Zellinnere weitergegeben werden (Schwarz und Blower, 2015).

Der Golgi-Apparat

Dem ER als Modifikations- und Verteilungszentrum direkt nachgeschaltet ist der Golgi-
Apparat. Proteine und Membranlipide werden Uber vesikulare Transportsysteme aus dem ER
ausgeschleust und zum aus gestapelten Zisternen aufgebauten Golgi-Apparat gebracht. Dem
Zellinneren ist dabei die cis-Golgi Zisterne zugewandt, auRenliegend befindet sich die trans-
Golgi Zisterne und das etwas vorgelagerte trans-Golgi Netzwerk (TGN). Die Zisternen
zwischen cis- und trans-Golgi werden als mediale Zisternen bezeichnet. Zellen kdnnen eine
Vielzahl solcher Golgi-Stapel enthalten, die immer in dieser Ausrichtung angeordnet sind.
Diese Ordnung wird nur wéhrend der Zellteilung aufgeltst. Hier wird der komplette Golgi-
Apparat in Vesikel verpackt und gleichmaRig auf die Tochterzellen aufgeteilt, wo sich die
Zisternen anschlielend wieder bilden. Innerhalb dieser Zisternen, bzw. entlang ihrer
Membran, werden post-translationale Modifikationen wie N- und O-Glykosylierungen

vorgenommen und Proteine durch Chaperone korrekt gefaltet. Anschlie3end verlassen
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prozessierte Stoffe den Golgi-Apparat Uber die trans-Seite und das TGN um entweder in die
Plasmamembran oder zu intrazellularen Bestimmungsorten sortiert zu werden (Matteis und
Luini, 2008; Glick und Nakano, 2009; Huang und Wang, 2017)

Mitochondrien

Mitochondrien sind intrazellulare Kraftwerke, die Energie in Form von Adenosintriphosphat
(ATP) zur Verfugung stellen (Skulachev; Siekevitz, 1957). Dazu werden Zucker, Aminosauren
und Fette metabolisiert und als Pyruvat oder Coenzym A gebundene Fettsduren den
Mitochondrien zur Verfugung gestellt. Uber den Zitratzyklus werden Elektronen auf NADH und
FADH; ubertragen und angereichert. Dieser Elektronengradient fuhrt zu einem Potential,
dessen Ausgleich in Form eines Protonenstroms genutzt wird um Uber die FOF1-ATPase
Energie als Phosphorylierungsenergie auf ATP zu tUbertragen, welches von den Zellen genutzt
werden kann (Spinelli und Haigis, 2018). Auch in der Gallenséduresynthese spielen
Mitochondrien eine wesentliche Rolle. Das Enzym Steroid-27-hydroxylase (CYP27AL1) ist in
der inneren Membran der Mitochondrien lokalisiert. CYP27A1 ist
geschwindigkeitsbestimmend fur den alternativen Gallensduresyntheseweg und ist zuséatzlich
beteiligt an Zwischenschritten der Gallensauresynthese Uber den klassischen Syntheseweg
(Pandak et al., 2002; Monte et al., 2009).

Peroxisomen

Peroxisomen wurden erstmals 1954 als eigenstandige Zellorganellen identifiziert (Rhodin,
1954) und 1965 als Peroxisomen beschrieben (Sabatini und Adesnik, 2013). Seitdem wurde
in vielen Veroffentlichungen herausgestellt, dass die Abgrenzung von anderen
membrangebundenen Organellen durchaus angebracht ist. Eine Vielzahl metabolischer
Synthesewege, allen voran die B-Oxidation von Fettsduren und die Detoxifizierung reaktiver
Sauerstoffspezies verdeutlichen den Einfluss von Peroxisomen auf die physiologische
Zellfunktion. Im Menschen wurden Krankheitsbilder, die durch genetische Mutationen
peroxisomaler Enzyme ausgeltst werden, unter dem Begriff peroxisomal biogenesis disorders
zusammengefasst. Dieses Krankheitsbild, zu dem z.B. das Zellweger-Syndrom zahlt, fihrt zu
Stérungen der peroxisomalen Biogenese, was in der Regel nicht mit dem Leben vereinbar ist
(Brown et al.,, 1982; Smith und Aitchison, 2013; Islinger et al., 2018). Peroxisomen sind
umgeben von einer Doppellipidmembran und umfassen 0,1-1 um im Durchmesser. Bislang
wurden zwei Entstehungswege von Peroxisomen beschrieben: Eine de-novo Synthese durch
das Abschniren und Reifen peroxisomaler Vesikel vom ER (van der Zand et al., 2012) und
ein Wachstum mit anschlieRender Teilung der bestehenden Peroxisomen (Motley und
Hettema, 2007). Diese zwei Entstehungswege ermdglichen je nach Bedarf eine hohe Dynamik

der zellularen Ausstattung mit Peroxisomen (Smith und Aitchison, 2013).
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In Hepatozyten findet ein Teil der de-novo Gallensauresynthese in Peroxisomen statt. Die im
ER  synthetisierten und an  Coenzym-A  gebundenen  Gallensaurevorlaufer
Dihydroxykoprostansaure und Trihydroxykoprostansaure werden Uber Vesikel zu den
Peroxisomen transportiert und dort von drei Enzymen zu Cholat und Chenodeoxycholat
umgebaut. Anschlie3end werden diese primaren Gallensauren im Peroxisom durch BAAT an
die Aminosauren Taurin oder Glycin konjugiert und durch noch unbekannte Mechanismen aus

den Peroxisomen ausgeschleust (Ferdinandusse und Houten, 2006).

Das endo-lysosomale Netzwerk

Unter dem Uberbegriff des endo-lysosomalen Netzwerks sind intrazellulare,
membranumschlossene Feinstrukturen zusammengefasst, die malgeblich an der
Zellhomoostase, dem Recycling von Ressourcen, der Signalibertragung und Polaritat von
Zellen beteiligt sind. Zu diesen Strukturen zahlen Endosomen und Lysosomen sowie die
Zellorganellen, mit denen diese in standigem Kontakt stehen. Durch Endozytose werden
Vesikel von der Plasmamembran abgeschnirt, die im Durchmesser etwa 60 bis 120 nm grof3
sind und Bestandteile der extrazellularen Matrix sowie jegliche Membranbestandteile der
abgeschnirten Membranregion geladen haben. Diese Ladung wird sofort einem Netzwerk aus
hunderten Endosomen, den frihen Endosomen, zugefihrt. Durch Fusion der Transportvesikel
mit fruhen Endosomen werden alle internalisierten Bestandteile Ubertragen und die
Membranen verschmolzen. Die Vesikel, die den friihen Endosomen zugefiihrt werden,
kommen dabei nicht nur von der Plasmamembran, sondern auch von intrazellularen
Strukturen wie dem TGN. Durch das breite Aufgabenspektrum der frihen Endosomen ist eine
weitere Unterteilung in Recycling-Endosomen und sortierenden Endosomen moglich. Um die
Balance zwischen zugefihrten Stoffen und Membrananteilen und der GréRRe der einzelnen
frihen Endosomen zu regulieren, werden Stoffe bereits aus den friilhen Endosomen bzw.
Recycling-Endosomen  Uber unterschiedliche Transportwege zur Plasmamembran
zuriickgebracht. Dies geschieht Uber schnelle Recycling-Wege an den tubularen Auslaufern
friher Endosomen in der Nahe der Plasmamembran oder durch Bildung von sog. endocytic
recycling compartments (ERC), welche wiederum in Kontakt mit dem TGN stehen. Stoffe, die
nicht recycelt, sondern degradiert werden sollen, werden zu den spaten Endosomen
transportiert, welche im weiteren Verlauf zu multivesicular bodies (MVB) fusionieren. Dies
geschieht Giber Vesikel, die von den frihen Endosomen abgetrennt werden und mit den spéaten
Endosomen verschmelzen. MVB konnen in einigen Zelltypen mit der Plasmamembran
fusionieren und zur Exozytose der Bestandteile fuhren. Meistens kommt es jedoch zu einer
Verschmelzung mit Lysosomen und dem Abbau der internalisierten Bestandteile (Klumperman
und Raposo, 2014; Hu et al., 2015; Naslavsky und Caplan, 2018).
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Mdglich wurde die Unterscheidung der beschriebenen Feinstrukturen im Zellinneren erst durch
die Etablierung der Elektronenmikroskopie. Friihe Endosomen, spate Endosomen, MVB und
Lysosomen lassen sich zum einen durch den unterschiedlichen Grad der Aziditat
unterscheiden, zum anderen auch Uber die unterschiedliche Zusammensetzung von
Membranproteinen und Phospholipiden. Der intra-luminale pH-Wert des endo-lysosomalen
Systems féllt in der oben genannten Reihenfolge ab. Haben friihe Endosomen einen pH-Wert
im Bereich von 6,2, sinkt dieser auf etwa 5,5 in den spaten Endosomen bis hin zu Werten von
4,5 in Lysosomen. Grund dafir sind ATP-getriebene Protonenpumpen in den Membranen der
Endosomen und Lysosomen (Murphy et al 1984, Hu et al. 2015). Eine weitaus differenzierte
Unterscheidung bieten Phospholipide und Membranproteine. Frilhe Endosomen und deren
sortierende Untereinheiten sind reich an Phosphatidylinositol 3-Phospahat (PI3P) und einigen
Mitgliedern der Familie der GTP-bindenden Rab-Proteine (Rab4, Rab5, Rab10, Rab14 und
Rab22). Recycelnde Endosomen und das ERC sind vor allem durch Rab11, Rab8 und Rab22a
gekennzeichnet. Die Reifung von friihen Endosomen zu spaten Endosomen wird oft durch den
Wechsel von Rab5 zu Rab7 definiert. In den Ubergangsformen der Endosomen finden sich oft
beide Rab-Proteine und eine strikte Unterscheidung ist oft nicht méglich. Auch der Ubergang
von spaten Endosomen zu Lysosomen ist flieBend. Hier bieten Lysosomen-spezifische
Membranproteine wie LAMP-1 und LAMP-2 eine Abgrenzungsmoglichkeit zu den bereits
beschriebenen endosomalen Strukturen (Klumperman und Raposo, 2014, Villarroel-Campos
et al., 2014; Hu et al., 2015; Naslavsky und Caplan, 2018).

1.10 Toxizitat von Gallensauren

Gallensauren sind potentiell zytotoxische Substanzen. Zum einen héngt der Grad an Toxizitat
von der Konzentration im Gewebe ab, zum anderen stark von der jeweiligen Struktur der
einzelnen Gallensauren (Heuman, 1989; Hofmann, 1999). Grundsatzlich gilt, dass die
Konjugation an Taurin und Glycin die Hydrophobizitat aller Gallensauren stark senkt, eine freie
Diffusion durch Membranen praktisch unméglich macht und so die Gallenséuren fir den
Korper zu kontrollierbaren Substanzen werden. Konzentrationen von Gallensauren in der
intrazellularen Matrix liegen unter physiologischen Umsténden unter 1 pmol/l und verhindern
so eine Toxizitat. Daflr sorgen zytosolische Proteine, die Gallensauren binden und die
schnelle Elimination der aufgenommenen Gallensduren durch Transportsysteme aus dem
Zelllumen in die Gallenflissigkeit oder das Portalblut gewahrleisten. Unter cholestatischen
Bedingungen ubersteigt die Konzentration im Zellinneren die Bindungskapazitat von Proteinen
und die Transportkapazitat der Efflux-Pumpen und fuhrt zu Interaktionen mit Membranlipiden
und Zellorganellen, die zur Apoptose oder Nekrose der Zellen fihren kénnen (Roberts et al.,
1997; Rodrigues et al., 1998; Hofmann, 1999).
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Der zweite Faktor ist die molekulare Struktur der Gallensauren. Hier ist das Verhaltnis von
hydrophoben zu hydrophilen Eigenschaften der amphipathischen Gallenséauren der
entscheidende Faktor, der Uber das toxische Potential der einzelnen Substanzen bestimmt.
Dihydroxy-Gallensauren wie Chenodeoxycholat und Deoxycholat haben durch ihre starke
Hydrophobizitat und Retentionszeit ein hohes toxisches Potential. Im Gegensatz dazu ist
Ursodeoxycholat eine hydrophile Gallensaure mit einem geringen toxischen Potential. Alle
anderen Gallensauren, wie z.B. Cholat, bewegen sich im Bereich zwischen diesen Extremen
und fuhren erst bei erhdhten Konzentrationen zu zytotoxischen Reaktionen (Heuman, 1989;
Hofmann, 1999; Palmeira und Rolo, 2004, Perez und Briz, 2009).

1.11 Zielsetzung

Seit der Einordnung von SLC10A5 in die SLC10-Familie und der ersten Veroffentlichung im
Jahr 2007 (Fernandes et al., 2007) wurden grof3e Fortschritte in der Charakterisierung des
Proteins gemacht. Es konnte eine Verbindung zwischen SLC10A5 wund der
Gallensaurehomoostase hergestellt werden, zuletzt bestétigt durch die Verschiebung der
Gallenséaureprofile der Slc10a5” Knockout-Maus im {iberladenen Gallenséaurekreislauf in der
Arbeit von Aretz (2015). Subzellulare Lokalisation und molekulare Funktion, die Grundpfeiler
der Charakterisierung des SLC10A5-Proteins, konnten jedoch nicht final geklart werden.
Neben dem Gewebeexpressionsprofil zeigten erste Untersuchungen auf zellularer Ebene zwar
eine intrazellulare Expression, die im Gegensatz zu Plasmamembran-standigen
Gallensauretransportern der SLC10-Familie wie NTCP und ASBT stand. Auf Grund
unspezifisch bindender Antikdrper und moglicherweise fehlsortierten SLC10A5-GFP-
Konstrukten konnte die subzellulare Lokalisation jedoch nicht abschlieRend aufgeklart werden.
Auch auf der funktionellen Seite des Proteins blieben Versuche, einen Transport zu zeigen,

erfolglos.

Basierend auf diesen Erkenntnissen sollte in der vorliegenden Arbeit zum einen die
subzellulare Lokalisation des Proteins in Gewebeschnitten von Mausen mit einem selbst-
generierten Antikdrper néher untersucht werden. Das Gewebe von Slc10a5" Knockout-
Mé&usen bot dabei eine effektive Kontrolle der Spezifitdt des Antikorpers. Zum anderen sollte
durch die Kolokalisation von SLC10A5 mit organellenspezifischen Markerproteinen in der
Zellkultur eine Theorie zur subzellularen Lokalisation aufgestellt werden. Auf Ebene der
molekularen Funktion von SLC10A5 wurden Methoden in den Fokus gesetzt, die, ergdnzend
zu den Ergebnissen von Aretz (2015), eine Transportfunktion fiir Gallensduren bestétigen oder

ausschliel3en sollten.

Ein weiterer Fokus der Arbeit sollte auf der Slc10a5” Knockout Maus liegen. Im Pilotversuch

von Aretz (2015) zeigten sich so massive Veranderungen der Gallenséureprofile unter
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Cholatfutterung, dass eine komplette Kompensation des Gen-Knockouts unter
Standardfitterungsbedingungen unwahrscheinlich war. Deshalb sollten Detailunterschiede im
Gallensaurestoffwechsel von Slc10a5™* Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-Méusen ohne
auRere Beeinflussung oder Uberladung des Enterohepatischen Kreislaufs untersucht werden.
Basierend auf den Ergebnissen der subzellularen Lokalisation und molekularen Funktion,
welche in den Kontext mdglicher Veranderungen im Knockout-Mausmodell gesetzt wurden,
war es das Ziel der vorliegenden Arbeit eine Hypothese zur Funktion von SLC10A5 im

Organismus aufzustellen.
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2 Material

Das Auffullen und Ansetzen jeglicher Puffer und Medien auf das beschriebene Volumen
erfolgte, soweit nicht anders angegeben, mit doppelt destilliertem Wasser (ddH20). Auf die
Angabe von ™ und ® wird in dieser Arbeit verzichtet, die meisten Produkte sind jedoch

geschitzt.

2.1 Molekularbiologische Materialien

2.1.1 PCR-Primer

Primer-Name 5° > 3‘ Sequenz [Tg‘] Verwendung
mp5-180bp-f GGCTTAGCAGGTGCATTTCACG 64 o
Genotypisierung
mp5-180bp-r AGCCAAGTAGATGCCCACGAAC 64 der Slc10a5™
mP5-NEO3-a-f GCAGCGCATCGCCTTCTATC 63 *;/I”OC‘TQ‘_“'
auslinie
mP5-PCR-m-L-r CAAATGCTCCAGGGAGGTAGCCA 66

2.1.2 Vektoren
e pcDNAS5-FRT/V5-His-Topo Invitrogen, Carlsbad, USA

A
A PCR Product

pcDNAS/FRT/
VS5-His-TOPO*

pUC ori

Lange: 5094 bp
CMV promoter, T7 promoter, TOPO-Klonierungsstelle, V5-Epitop, Polyhistidin (6x His)-Region, BGH-
PolyA, FRT-site, SV40 early polyA, pUC origin bla-Promotor, Hygromycinresistenz, Ampicillinresistenz
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e pcDNAS5/FRT Invitrogen, Carlsbad, USA

pUC ori

Lange: 5094 bp
CMV promoter, T7 promoter, BGH-PolyA, FRT-site, SV40 early polyA, pUC origin bla-Promotor,
Hygromycinresistenz, Ampicillinresistenz

e p0OG44 Invitrogen, Carlsbad, USA

Lange: 5785 bp

CMV-Promoter, synthetisches Intron,
Leserahmen der Flp Recombinase (FLC), SV40, PolyA, pUC origin, bla-Promotor, Ampicillinresistenz
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e pcDNA3.1(+) Invitrogen, Carlsbad, USA

* There is an ATG upstream A-150228

of the Xba | site. Bsml

Lange: 5446 bp
CMV promoter, T7 promoter, BGH-PolyA, SV40 early polyA, pUC origin, bla-Promotor,
Neomycinresistenz, Ampicillinresistenz

SLC10A5-Konstrukte
hSLC10A5-pcDNA5/FRT/V5-His-TOPO (SLC10A5-V5)

Der vollstandige Leserahmen des humanen SLC10A5 wurde ohne Stoppcodon aus dem hSLC10A5-
pcDNAG.2/c-EmGFP-Plasmid in den pcDNA5/FRT/V5-His-TOPO-Vektor subkloniert. (Erstellt von Frau
Dr. Stephanie Schmidt)

hSLC10A5-mScarlet-pcDNA5/FRT-mScarlet (SLC10A5-mSc)

Der vollstandige Leserahmen des humanen SLC10A5 wurde ohne Stoppcodon Codon-optimiert durch
eine flexible Verbindungssequenz mit dem kompletten Leserahmen von mScarlet ohne Startcodon im
pcDNA 3.1(+) -Vektor bestellt (BioCat, Heidelberg) und in den pcDNA5/FRT-Vektor subkloniert.

hSLC10A5-C-Terminus-NTCP-FLAG-pcDNAS/FRT (SLC10A5ctNTCP)

Der C-Terminus von SLC10A5 wurde mit dem C-Terminus von NTCP ohne Stopcodon ersetzt und
ansonsten als vollstandiger Leserahmen im pcDNA 3.1(+) -Vektor bestellt (BioCat, Heidelberg). An
das C-terminale Ende wurde ein FLAG-tag (DYKDDDDK) mit darauffolgendem Stoppcodon
eingesetzt. Dieses Konstrukt wurde in den pcDNAS/FRT-Vektor subkloniert.
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2.1.3 Enzyme

Restriktionsenzyme

Name Sequenz Puffer Hersteller

Thermo Fisher

GA"TC S
Dpnl —_— buffer Tango Scientific (Waltham,
CT""AG
USA)
_ | fast dinest Thermo Fisher
_ GGTACAC universal fast diges S
Kpnl (fast digest) —_— Scientific (Waltham,
CMCATGG buffer
USA
_ | fast digest Thermo Fisher
A universal fast diges
Xhol M g Scientific (Waltham,
GAGCT"C buffer
USA)
DNA-Polymerasen
Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix Thermo Scientific, Waltham USA
Taq DNA Polymerase (recombinant) Fermentas, Darmstadt
DNA-Ligasen
T4 DNA-Ligase Invitrogen, Carlsbad USA

Reverse Transkriptase

SuperScript Il First-Strand Synthesis System for
RT-PCR

Invitrogen, Carlsbad USA
Weitere Enzyme
CIAP (Calph Intestinal Alkaline Phosphatase) Thermo Scientific. Waltham USA

DNase | Thermo Scientific. Waltham USA

2.1.4 Bakterienstamme
e One Shot TOP10 Chemically Life Technologies

Competent E. coli
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2.1.5 Quantitative real-time PCR
TagMan Gene Expression Assays

Thermo Fisher Scientific, Waltham USA

Gen TagMan Assay Bezeichnung
Abcbl11 (Bsep) MmO00445168_m1
Cyp27al MmO00470430_m1
Cyp7al Mm00484150_m1l
Cyp7bl MmO00484157 _ml
Cyp8bl MmO00501637_s1
Frapl (Mtor) MmO00444968_m1
Nrlh4 (Fxr) MmO00436419 m1l
Slcl0al (Ntcp) MmO00441421 ml
Slc6ab (Taut) MmO00436909 m1l
Slc10a5 Mm02345249 sl

Die Assays enthalten jeweils zwei unmarkierte Amplifikationsprimer und eine FAM-markierte
TagMan MGB (Minor Groove Binder) Sonde.

Alle Assays wurden aus Liste der vorgefertigten Primer ausgesucht, welche von Applied
Biosystems zur Verfiigung gestellt wird (www.thermofisher.com). Alle Assays sind, durch das
Préafix Mm gekennzeichnet, Maus-spezifisch. Die Endung _m steht fur eine Sonde, die auf der
Exongrenze zweier benachbarter Exone liegt. Somit wird verhindert, dass genomische DNA
detektiert wird. Die Endung _s bedeutet hingegen, dass die Sonde innerhalb eines Exons liegt.
Der Grund hierfir ist, wie am Beispiel Slc10a5, dass das Protein auf nur einem Exon codiert

wird.

Weitere Komponenten

TagMan Universal PCR Master Mix, No AmpErase

- AmpliTag Gold DNA Polymerase
- dNTPs mit dUTP Life Technologies, Carlsbad USA

- Referenzfarbstoff ROX

- Pufferkomponenten
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2.1.6 Gelelektrophorese

e Puffer
10 x TAE-Puffer
Tris 400 mM 48,3 g
Essigsaure 11,4 mi
0,25 M EDTA, pH8,0 100 mM 40 ml
ddH.0O ad 1|

e 1% Agarosegel

Agarose
1x TAE-Puffer

e Langenstandards
GeneRuler DNA Ladder Mix

GeneRuler Low Range DNA Ladder Mix

e GelRED-Farbelbsung

GelRED (Biotium)
1 M Nacl
ddH.O

100 ml

300 pl
100 ml
900 ml

Fisher Scientific,
Waltham USA

Fisher Scientific,
Waltham USA

2.1.7 Kommerzielle Kits und Reagenzien fur die Molekularbiologie

Maxwell RSC simply RNA tissue Kit

Super Script lll First Strand Synthesis System for RT-PCR
Quik Change II Site-directed mutagenesis Kit

QIAEX Il Gel Extraction Kit

Plasmid Plus Mini Kit

Plasmid Plus Midi Kit

Pierce Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit

QIAmp DNA Mini and Blood Mini Kit

Agilent RNA 6000 Nano Kit

RNase away Reagent
RNase-Free DNase Set

Promega, Mannheim

Fisher Scientific, Waltham

Fisher Scientific, Waltham

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Fisher Scientific, Waltham

Qiagen, Hilden

Agilent Technologies.
Santa Clara

Ambion, Kaufungen

Qiagen, Hilden
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2.1.8 Puffer und Medien
e [B-medium (1L)

Trypton 10 g
NaCl 109
Hefeextrakt 5¢
ddH20 ad 1L

Das LB Medium wird mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt und autoklaviert. Vor Gebrauch
werden entsprechend der Anforderungen Selektionsmedien hinzugeflgt.

e LB-Agar(11l)
LB-Medium 1L
Agar-Agar 204g

Autoklavieren und auf ca. 60°C abkuhlen lassen (bis es anfassbar ist).
Selektionsmedien hinzufiigen und Platten unter einer Sterilwerkbank giel3en.

¢ SOC Medium

Trypton 2%
Yeast-Extract 0,50 %
NacCl 10 mM
KCI 25 mM
MgCl, 10 mM
MgSO., 10 mM
Glucose 20 mM

2.2 Zellkultur

Zelllinien

Flp-In T-Rex 293 (Invitrogen, Karlsruhe)

Flp-In T-Rex 293 Zellen basieren auf Human Embryonic Kidney Cells (HEK293) und weisen
als Besonderheit eine stabil integrierte FRT-site auf und exprimieren konstitutiv den Tet-
Repressor. Urspringlich wurde diese Zellinie aus den Nieren eines abortierten Fotus
gewonnen und bekam ihren Namen durch die Nummer des Experimentes (293) aus dem der
Originale Zell Klon hervorging (Graham et al., 1977). HEK293 Zellen wachsen adhéarent
einschichtig und besitzen wenig Zytoplasma. Sie kénnen kurze Auslaufer ausbilden und mit
den Antibiotika Zeocin auf die FRT-site und Blasticidin auf das Tet-Repressor-Gen

selektioniert werden.
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GripTite 293 MSR Zellen (Life Technologies)

Auch diese Zelllinie basiert auf HEK293 Zellen. Besonderheit ist hier die Expression des
human macrophage scavenger receptor type 1 (MSR1). Dieser MSR Rezeptor bedingt eine

sehr hohe Adhéarenz im Vergleich zu normalen HEK293 Zellen.

HepG2

HepG2 Zellen sind immortalisierte Zellen eines humanen hepatozellularen Karzinoms, die im
Jahre 1979 aus der Leber eines 15-jahrigen argentinischen Jungen isoliert wurden (Aden et
al., 1979). Sie zeigen ein einschichtiges adharentes Wachstum und weisen in Teilen
Eigenschaften normaler Leberzellen auf.

Huh-7

Huh-7 ist eine ausdifferenzierte Leberzelllinie die urspringlich aus einem Leberzellkarzinoms
eines 57 Jahre alten Japaners im Jahre 1982 gewonnen wurde (Nakabayashi et al., 1982).
Charakteristika dieser Zelllinie sind das epitheliale Wachstum in adharenten einschichtigen

Lagen. Die wohl wichtigste Mutation der Huh-7 Zelllinie ist eine Punktmutation des p53 Gens.

Puffer und sonstige Medien

HEK?293-Medium (200 ml)

DMEM (high glucose) 87 ml
Hams F12 87 ml
FKS 10 % 20 ml
L-Glutamin (200 mM) 4 mM 4 ml
Pen/strep (10000 I.E./ml/10 mg/ml) 5ml

HepG2-Medium (200 ml)

DMEM (high glucose) 178 mi
FKS 10 % 20 ml
Pen/strep (10000 I.E./ml/10 mg/ml) 1% 2ml

Huh-7-Medium (200 ml)

DMEM (high glucose) 178 ml
FKS 10 % 20 ml
Pen/strep (10000 I.E./ml/10 mg/ml) 1% 2ml
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HEPES-Puffer

HEPES 18 mM 4,779
NaCl 120 mM 7,07 g
KCI 5mM 0,4¢g
KH2PO4 0,4 mM 0,06 g
Na;HPO4 x 7H.O 0,3 mM 0,08 ¢
Glucose 6 mM 19
Phenolrot 0,03 mM 0,019
EDTA 1mM 0,379
ddH,O ad1lL pH 7,3 einstellen
Trypsinlésung

Trypsin 0,025 % 25 mg
HEPES-Puffer 100 ml
Trypanblau

Trypanblau 4% 49

NaCl 0,9 % 09g¢g
ddH20O ad 100 ml

Beschichtungsmedium fir HEK293-Zellen

Poly-L-Lysin 100 pg/mi in PBS

Beschichtungsmedium fur HepG2-Zellen

Rattenschwanz-Kollagen 2 ml
PBS 48 ml

Einfriermedium

Standardmedium der jeweiligen Zelllinie 90 %
DMSO 10 %

Transfektionsreagenzien

e Lipofectamine 2000 Transfection Reagent Fisher Scientific, Waltham USA
Fir HEK293- und Huh-7 Zellen
o X-tremeGENE 9 Transfection Reagent Sigma-Aldrich, St. Louis USA

Fur HepG2-Zellen
Antibiotika

o Blasticidin (Roth, Karlsruhe) fiir die Selektion auf den Tet-Repressor (15 pg/ml)

e Geniticin G418 (Roth, Karlsruhe) fur die Selektion auf den MSR (600 pg/ml)

o Hygromycin B (Roth, Karlsruhe) fur die Selektion der Inserts (150 pg/ml)

e Tetrazyklin Hydrochlorid (Roth, Karlsruhe) fir die Induktion der Proteinexpression
(20 pg/ml)
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2.3 Mikroskopische Verfahren

2.3.1 Immunfluoreszenz an eukaryotischen Zellen

10 x PBS (1L)

NacCl 1380 mM 80¢g
KCI 27 mM 29
Na;HPO. x 7 H.0 100 mM 26,89
KH2PO.4 18 mM 2449

pH 7,4 mit HCI einstellen und autoklavieren

2 % PFA (50 ml), phosphatgepuffert

PFA 2% lg

1 x PBS (50 bis 60°C) 50 mi

Unter rihren auf 50°C erhitzen und 1 bis 2 Tropfen NaOH dazugeben bis eine Ldsung des
Pulvers eintritt, pH 6,8 bis 7,2 mit HCI einstellen

Puffer A (110 ml)

Glycin 20 mM 165,22 mg
1 x PBS 110 mi

Puffer B (70 ml)

BSA 1% 700 mg
Puffer A 70 ml
Triton-X-100 (wenn Permeabilisierung erwiinscht) 20

Blockierlésung (70 ml)

Serum der Spezies,
in der der 2. Antikbrper generiert wurde 4% 2,8 ml
Puffer B 67,2 ml

DAPI/PBS 1:5000

DAPI (1 mg/ml in ddH20) 50 pl
PBS 250 ml

Eindeckelmedium ProLong Gold Antifade Reagent (Life Technologies)

Nach dem Auftauen bei Raumtemperatur etwa 10 pl pro Deckglaschen blasenfrei vorlegen
und 24 h bei Raumtemperatur trocknen
Die Lagerung der eingedeckelten Objekttrager erfolgt danach dunkel bei 4°C

2.3.2 Immunfluoreszenz an Cryoschnitten

Perfusionsfixierung und Schnitterstellung und Farbung

4 % PFA (50 ml), phosphatgepuffert (einlegen der entnommenen Organe)

PFA 4% 2049

1 x PBS (50 bis 60°C) 500 ml

Unter rihren auf 50°C erhitzen und 1 bis 2 Tropfen NaOH dazugeben bis eine Losung des
Pulvers eintritt, pH 6,8 bis 7,2 mit HCI einstellen
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Sucroselosung (zum Auswaschen des PFA und Cryoprotektion)

Sucrose (fur 10 % Loésung)
Sucrose (fur 20 % Lo6sung)
Sucrose (fur 30 % Loésung)
0,1 M Phosphatpuffer

Phosphatpuffer Stockldsung A

NaH2PO4 X Hzo 0,2 M
ddH,O

Phosphatpuffer Stockldsung B

NaHPO4 x 7 H,O 0,2M
ddH,O

0,1 M Phosphatpuffer

Stocklosung A
Stocklésung B
ddH.O

Gefriermedium fir Organe
Tissue-Tek O.C.T. Compound

10xTBS (1L)

NacCl 1370 mM
Tris 100 mM
ddH20

10 g
209
309
ad 100 ml

27,69
ad1lL

53,6 ¢
ad1L

720 ml
280 ml
1000 ml

VWR, Darmstadt

1219
121,2 g
ad 1L

pH auf 8,0 mit HCI einstellen und vor der Verwendung 1:10 verdinnen fiir 1 x TBS

1 xTBS-T (1L)
1xTBS

Tween 20 0,05 %

Blockierlosung 10 %

TBS-T
Serum der Spezies des 2. Antikorpers 10 %

Antikorperlésung

TBS-T

Serum der Spezies des 2. Antikorpers 1%
Triton-X-100 0,1 %
Antikorper

Sonstige Materialien

Superfrost Plus Adhesion Microscope Slides
Deckglaser 24 mm x 50 mm
Dako Pen
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Primarantikorper

Name Epitop Spezies Hersteller
: polyklonal Sigma Aldrich, St.
Anti-HA YPYDVPDYA Kaninchen Louis, USA
: polyklonal Sigma Aldrich, St.
Anti-Flag DYKDDDDK Kaninchen Louis, USA
. monoklonal Invitrogen,
Anti-V KPIPNPLLGLD .
nt-VS G GLDST Maus Camarillo, USA
CD107a (LAMP-1)
. monoklonal Life Technologies,
Alexa Fluor 594- N-Terminus von LAMP-1 Maus Carlsbad, USA
Konjugat
Sekundarantikorper
Name gerichtet gegen Spezies Hersteller
Alexa Fluor 594 Kaninchen IgG (H+L) polyklonal Invitrogen,
Ziege Karlsruhe
polyklonal Invitrogen,
Alexa Fluor 488 Maus IgG (H+L) Ziege Karlsruhe
Alexa Fluor 488 Kaninchen IgG (H+L) polyklonal Invitrogen,
Ziege Karlsruhe
Alexa Fluor 555 Kaninchen 1gG (H+L) polyklonal Invitrogen,
Ziege Karlsruhe
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2.3.3 Live Cell Imaging
Organellenmarker

Die Organellenmarker sind Teil des Cell Light BacMam 2.0 Systems von Thermo Fisher
Scientific (Waltham, USA)

Diese Zellorganellenmarker sind organellenspezifische Proteine, die an das fluoreszierende
emGFP gekoppelt sind und Uber ein Baculovirus System mit einem S&ugetierpromotor
exprimiert werden. Die folgende Auflistung zeigt die Organelle und das jeweilige spezifische
Protein:

Plasmamembran Myristolylierungs-/ Palmytoylierungssequenz der
Lck Tyrosin Kinase

Endoplasmatisches Reikulum Calreticulin, KDEL

Golgi-Apparat N-Acetylgalactosaminyl-Transferase

Mitochondrien E1 Alpha Pyruvat Dehydrogenase

Mikrotubuli Tubulin

Peroxisomen Peroxisomale Signalsequenz 1, PTS1

Friihe Endosomen Rab5a

Spate Endosomen Rab7a

Lysosomen Lysosomal-associated membrane protein 1
(Lampl)

2.4 Transportmessungen

Radioaktiv markierte Substanzen

Substanz Spezifische Aktivitat Konzentration fmol/dpm
[Ci/mmol] [mol/L]
[3H]Cholat 30 3,33 x10° 0,015015
[2H]Deoxycholat 38 3,68 x10° 0,011962
[3H]Glycochenodeoxycholat 14 7,14 x10° 0,032175
[BH]Glycodeoxycholat 29 3,79 x10° 0,015533
[3H]Glycoursodeoxycholat 14 10 x10° 0,032175
[BH]Taurin 20 5x10° 0,022523
[3H]Taurochenodeoxycholat 10 5x10° 0,045045
[BH]Taurocholat 10 5x10° 0,045045
[3H]Taurodeoxycholat 29 2,76 x10° 0,015533
[3H]Taurolithocholat 20 0,55 x10° 0,022523
[BH]Tauroursodeoxycholat 14 9,29 x10° 0,032175
[®H]Ursodeoxycholat 12 13,33 0,037538
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Die verwendeten Tritium-markierten Gallensauren wurden zur Verfiguing gestellt durch Herrn
Prof. Dr. Alan F. Hofmann, University of California, San Diego, USA. Taurolithocholat wurde
aus Tritium-markiertem Taurin am
Veterinarmedizin durch Dr. Gary Grosser und Michael Kirstgen synthetisiert.

Substanzen (,,kalt*)

Cholat

Deoxycholat
Glycochenodeoxycholat
Glycodeoxycholat
Glycoursodeoxycholat
Taurin
Taurochenodeoxycholat
Taurocholat
Taurodeoxycholat
Taurolitocholat
Tauroursodeoxycholat
Ursodeoxycholat

Institut  fir

2.4.1 Transportmessungen im 24-Well Format

Messpuffer

Na*-haltiger Transportpuffer

NacCl

KCI

MgSO4x7H,0

KH2PO4

HEPES

CaCl; (200 mM L6sung)

Na+-freier Puffer

Cholinchlorid

KCI

MgSO4x7H20

KH2PO4

HEPES

CaCl, (200 mM Lésung)

142,9 mM
4,7 mM
1,2mM
1,2 mM
20 mM
1,8 mM

142.9 mM
4.7 mM
1,2mM
1,2mM
20 mM
1,8 mM

8,35¢g
0,35¢
0,296 g
0,163 g
4,777 g
9ml

19,95¢
0,35¢
0,296 g
0,163 g
47779
9 ml

Sigma, St. Louis, USA
Sigma, St. Louis, USA
Sigma, St. Louis, USA
Sigma, St. Louis, USA
Sigma, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis, USA

Pharmakologie und Toxikologie der

Calbiochem, La Jolla, USA
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Lyse und Proteinbestimmung

Lysepuffer

NaOH 1N 40,01 g
SDS 0,1% lg
ddH.O ad1L

Losung C (je 96-Well Platte)

4% N612C03 20 ml
1% CuSO, 0,8 ml
2% K-Na-Tartrat 0,8 ml

Folin-L6sung (je 96-Well Platte)

Folin Ciocateu’s phenol reagent 1ml
ddH-20 3ml

2.4.2 Vesikeltransport

Puffer

Natriumphosphatpuffer

Stocklésung A: 1 M NaH;PO4xH0 13,7 g in 100 ml ddH,0O
Stocklésung B: 1 M Na;HPO4x7H-0 26,6 g in 100 ml ddH20
Stocklésung C: 3,9 ml Stocklésung A + 6,1 ml Stocklésung B + 10 ml ddH.O

Ergibt 0,5 M Natriumphosphatpuffer pH 7,0

Hypotonischer Puffer pH 7,0 (50 ml)

Stocklésung C 0,5 mM 50 ul
EGTA 0,1 mM 500 pl

Mit ddH.O auf 50 ml auffullen. Direkt vor dem Versuch Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-
Aldrich, St. Louis USA) hinzugeben.

Inkubationspuffer (TS-Puffer) (1000 ml)

Sucrose 250 mM 855¢g
Tris/HCI 10 mM 12¢9

pH-Wert mit 1 N HCI auf 7,4 bzw. 5,5 einstellen und mit ddH»O auf 1 L auffullen.
AnschlieRend steril filtrieren.

KNOs-Puffer fur BSEP Vesikel

HEPES-Tris 100mM 2,383 g HEPES

pH auf 7,4 mit 1,7 M Tris einstellen und mit ddH.O auf 100 ml auffillen.
KNOs3 1M 10,11 ¢

Sucrose 1M 17,115¢g
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Finaler KNOz-Puffer (1000 mi):

100 ml HEPES-Tris + 100 ml KNO3 + 20 ml Sucrose
Mit ddH,O auf 1 L auffillen. AnschlieRend steril filtrieren.

2.5 Versuchstiere

Mause
C57BL/6NXx129SvEVBrd F1 TIGM, College Station, TX, USA
B6.129S5-SIc10a5mitex Eigene Zucht, Zentrales Tierlabor der
Justus-Liebig-Universitat Giel3en
C57BL/6NTac Eigene Zucht, Zentrales Tierlabor der

Justus-Liebig-Universitat Giel3en

Die in dieser Arbeit verwendeten Méause wurden in der Tierhaltung des Biomedizinischen

Forschungszentrums (BFS) unter SPF-Bedingungen gehalten. Die Haltung erfolgte in einem

Zwolfstiindigen Hell-/Dunkel-Zyklus bei 22°C und 50% relativer Luftfeuchte. Wasser und Futter
(1324 Ratte/Maus Haltung 10 mm Pellets, Altromin) stand den Mausen ad libitum zur

Verflgung.

Die Perfusionsfixierung der Mause wurde unter dem Aktenzeichen Gl 20/23 Nr. A 8/2013
gefuhrt.

Die T6tung zur Organentnahme wurde unter der Meldenummer 639 M genehmigt.

Die Erhebung von Gewichts- und Futterdaten wahrend des sechsmonatigen
Untersuchungszeitraum konnte nach Absprache mit der Tierschutzbeauftragten der
Veterinarmedizin  der  Justus-Liebig-Universitat  GieBen  ohne  Anzeige  eines
Versuchsvorhabens erfolgen, da kein Eingriff in die Routine-Haltung der Mause erfolgte.
Basierend auf dem Routinewechsel der Kafige wahrend der Haltung wurde das

Erhebungsintervall gewahlt.

Narkose
Ketamin 100 mg/ml CP-Pharma, Burgdorf
Xylazin 2% Ceva, Dusseldorf
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2.6 Reagenzien

38

Agar-Agar

4" ,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI)
Agarose, Ultra Pure

Ampicillin

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Chloroform

Cholinchlorid

Collagen (Aus Rattenschwénzen)
Coomassie blau R250

Dextransulfat

D-Glucose
Dinatriumhydrogenphsophat-Heptahydrat,
Na;HPO4x7H-0

D-MEM

DMSO

Dulbecco’s modified eagle’s medium
EDTA, Ethylendiamintetraessigsaure-Na*
EGTA, Ethylenglykol-bis-(2aminoethylethyl)-
tetraessigsaure

Essigsaure

Ethanol (>99,8%)

F-12 Nutrient Mixture (HAM) + Glutamin
FKS, fetales Kalberserum

Folin Reagenz

Gel Red

Gentamicin

Glycerin

Glycin

HEPES

Immersion liquid Typ N (Mikroskop-Ol)
Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat, KH,PO4
Kaliumhydroxid, KOH
Kalium-Natrium-Tartrat

Kaliumnitrat (KNOs)

Kollagenase Typ-D

L-Glutamin (200 mM)

MEM Non-Essential Amino Acids (NEAA)
Methanol

Milchpulver

Mineraldl fur die Molekularbiologie
Molekularbiologisches Wasser
Natriumacetat Trihydrat
Natriumcarbonat, Na,CO3

Roth, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Steinheim
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Biotium, Hayward, USA
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Leica, Wetzlar
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Gibco, Karlsruhe
Thermo Fisher, Waltham USA
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt



Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat,
NaH2PO4xH.O
Natriumhydrogencarbonat, NaHCO3
Natriumhydroxid, NaOH
N-Methyl-D-glucamine
Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin

Phenolrot

Poly-D-Lysin

ProLong Gold Antifade

Protease Inhibitor Cocktall

Protein A Sepharose

Rotiszint 22 eco Szintillatorol

Salzsaure, HCI

SOC Medium

Sodium Dodecylsulfat (SDS)

Stickstoff, fllissig

Sucrose

Tri Reagent

Tris (Tris(hydroxymehtyl)-aminomethan)
Tris-HCI

Triton-X-100

Trypanblau

Trypsin

Tween 20, Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
Wasser fur die Molekularbiologie

2.7 Verbrauchsmaterialien

u-Slides, 8-well

12,5 cm2-Kulturschalen
150 cm2-Kulturschalen
24-well-Zellkulturplatten

25 cm2-Kulturschalen

75 cm?2 T-Flaschen

75 cm2-Kulturschalen
96-well ELISA-Platten
96-well-Mikrotiterplatten
CryoPure GefalRe, 2 ml
Deckglaschen, 24 x 56 mm
Einmalhandschuhe
Einmalspritzen
Einwegkantle
Einwegskalpell

FastPrep Lysin Matrix (diverse)

Filterpapier

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Messer, Griesheim
Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Fluka, Seelze
Gibco, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

ibidi, Martinsried
Sarstedt, NUrnbrecht
Sarstedt, Nurnbrecht
Sarstedt, Nirnbrecht
Sarstedt, NUrnbrecht
Sarstedt, Nirnbrecht
Sarstedt, Nirnbrecht
Nunc, Wiesbaden
Sarstedt, Nirnbrecht
Sarstedt, NiUrnbrecht
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Braun, Melsungen

Henke Sass Wolf, Tuttlingen

Megro, Wesel

MP Biomedicals, Santa Ana,

USA
diverse



MicroAmp Optical 96 well Reaction Plate
Minivial

Nitrilhandschuhe

Objekttrager

Objekttrager Superfrost Plus
Parafilm

Pasteurpipetten, Glas
PCR-tubes, 0,3 ml
Petrischalen

Pipettenspitzen
Reaktionsgefalie (1,5 — 50 ml)
Rundbodenrdhrchen, 14 mi
Serologische Einmalpipetten

Serologische Einmalpipetten (5, 10 und 25 ml)

Sterilfilter, 0,22 pm
Uvetten
Zellschaber, 25 cm

2.8 Gerate

7300 real-time PCR-System
Absaughilfe VACUBOY
Agilent 2100 Bioanalyzer

Apollo (13) Cryo-Versorgungstank
Autoclav Sanoclav

Autoklav 3150 EL

Benchmark Microplate Reader
BioPhotometer

Brutschrank

Bunsenbrenner FIREBOY

CO2-Inkubationsschrank MCO-19AIC (UV)
CO2-Inkubator Nuaire US AutoFlow

Divac 2.4L Vakuumpumpe

Einbettautomat EG1160

Einfrierbox CoolCell SV2
Electrophorese-Kammer 14,5 cm x 6,5 cm
Electrophorese-Kammer 35,5 cm x 11,0 cm
Electrophoresis Power Supply EPS600

Life Technologies, Darmstadt
Perkin Elmer, Waltham, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Menzel, Braunschweig

Roth, Karlsruhe

MAGV, Rabenau

Nerbe Plus, Winsen/Luhe
Nerbe Plus, Winsen/Luhe
Nerbe Plus, Winsen/Luhe
Sarstedt, NiUrnbrecht
Sarstedt, NUrnbrecht
Sarstedt, NiUrnbrecht
Sarstedt, NiUrnbrecht
Sarstedt, NUrnbrecht
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, NUrnbrecht

Applied Biosystems,
Darmstadt

Integra Biosciences, Zizers,
CH

Agilent Technologies, Santa
Klara, USA

Cryotherm, Kirchen/Sieg
Wolf, Geislingen

Systec, Linden

Bio-Rad, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau

Integrad Biosciences,
Zizers, CH

Panasonic, Kadoma, JP
Integra Biosciences, Ziters,
CH

Leybold, Kdln

Leica, Wetzlar

Biocision, San Diego, USA
Werkstatt MZI, Giel3en
Werkstatt MZI, Giel3en
Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, GB

Filter A4 UV (Ex: BP 360/40, BS: 400, Em: BP 470/40) Leica, Wetzlar
Filter L5 (Ex: BP480/40, BS: 505, Em: BP 527/30) Leica, Wetzlar
Filter Y3 (Ex: BP 545/30, BS:565, Em: 610/75) Leica, Wetzlar
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Fluoreszenzmikroskop DM5500B mit Software LAS
AF6000 mit 3D Deconvolution fir S/W-Kamera
DFC340FX

Flussigkeitsszintillationszahler Wallac 1409
Gefriermikrotom CMO050 S Kryostat

Gelschlitten 12 cm x 18 cmund 7,5 cm x 5,0 cm

HI 221 Calibration Check Microprozessor pH Meter

Homogenisator Ultraturrax T25
IKA C200 Bombenkalorimeter
Image Master

Inkubationsschuttler Professional 3500
Kuhlzentrifuge 5471 R

Magnetrtihrer Combimag RCA
Magnetrihrer IKAMAG RCT

Maxwell RSC Instrument

Mikroskop Fluovert

Mikroskop M3z

MP FastPrep 24

Neubauer Zahlkammer

Objektiv HC PLAN APO 20x/0.70

Objektiv HCX PL APO 40x/0.85 CORR, 0,11-0.23
Objektiv HCX PL FL 10x&0.25 PH1

Objektiv NPLAN 5x/0.12

Operationsbesteck

PCR-Kabine UVT-B-AR

Pipetten pipetman (0,1-10 pl, 0,2-2 ul, 1-10 pl, 2-20 pl, 20-
200 pl, 100-1000 pl)

Pipettierhilfe pipet4u Oasis

Pipettierhilfte Pipettboy Acu

Potter-Elvehjem PTFE Homogenisator mit diversem
Equipment

Refridgerated Vapor Trap

Retsch ZM1 Zentrifugalmiihle

Savant Speed Vac SPD 111V

Sicherheitswerkbank MSC-Advantage 1.5

Sicherheitswerkbank MSC-Advantage 1.8
Sicherheitswerkbank Nu5437

Software LAS fur Farbkamera DFC 320
Stickstofftank BIOSAFE

Leica, Wetzlar

Pharmacia, Freiburg
Leica, Wetzlar

Werkstatt MZI, GielRen
Hanna Instruments, Kehl
am Rhein

IKA, Staufen

IKA, Staufen

Amersham Pharmacia
Biotech, Buckinghamshire,
GB

VWR, Radnor, USA
Eppendorf, Hamburg
IKA, Staufen

IKA, Staufen

Promega, Madison, USA
Leica Wetzlar

Wild, Heerbrugg

MP Biomedicals, Santa
Ana, USA

Roth, Karlsruhe

Leica, Wetzlar

Leica, Wetzlar

Leica, Wetzlar

Leica, Wetzlar

diverse

Grant-bio, Cambridge, UK
Gilson, Middleton, USA

AHN Biotrechnologie
GmbH, Nordhausen
Integra Biosciences, Ziters,
CH

Sigma, Steinheim

Savant, Holbrook, USA
Retsch, Haan

Savant, Holbrook, USA
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Nuaire, Plymouth, USA
Leica, Wetzlar
Cryotherm, Kirchen/Sieg
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Streckwasserbad TFB 45

Taumler Heidolph Polymax 1040
Thermocycler ABI PRISM 7300

Thermocycler PegStar 2x Gradient
Thermocycler Primus 96 adcanced gradient
Thermomixer comfort

Tischzentrifuge 5415D

Ultrazentrifuge Optima L-100 XP

UV-Transilluminator
Vakuumpumpe Gel Pump GP110
Vortex IKA Genius 3

Vortex VF 2

Waage AE 240 Delta Range
Waage C-30 Microbalance

Waage Precisa 3000C-6000D
Warmeplatte

Wasserbad
Wasserbad Pura
Zentrifuge 5424
Zentrifuge 5910 R
Zentrifuge minispin

UHPLC-MS/MS Standards

Medite Medizintechnik,
Burgdorf

Heidolph, Schwabach
Applied Biosystem,
Darmstadt

PeqgLab, Erlangen
PeqgLab. Erlangen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Beckman Coulter, Brea,
USA

Bachofer, Reutlingen
Savant, Holbrook, USA
IKA, Staufen

Janke und Kunkel, Staufen
Mettler-Toledo, Giel3en
Cahn Instruments, Ceritos,
USA

DAK-Oerlikon, Zurich, CH
Werkstatt MZI und BFS,
GielRen

Memmert, Schwalbach
Julabo, Seelbach
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Alle Standardsubstanzen inklusive der Deuterium-markierten internen Standards wurden von
Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Avanti Polar Lipid (Alabaster, USA) und Steraloids (Newport,
USA) bezogen. Standards fir die Glycin-konjugierten Formen der a-, B- und w-Muricholsauren
waren nicht kommerziell verfligbar und wurden anhand eindeutiger Parameter bestimmt (m/z,

retention time und fragmentation profile).
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2.9 Programme und Tools

BLAST, NCBI
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

ClustalW
www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html

DNAStar Version 8.0.2, Lasergene, USA
EditSeq

SeqBuilder/Pro

MegAlign/Pro

Protean

DoubleDigest
www.fermentas.com/doubledigest/index.html

Tm Calculator
https://www.thermofisher.com/

FinchTV (Geospiza)
www.geospiza.com/finchtv/

GraphPad Prism 4, San Diego, USA
HUGO Gene Nomenclature Committee
http://www.genenames.org/

NCBI
www.nchi.nlm.nih.gov/

Microsoft Office 2016 (Word, Excel)

Citavi 6
https://www.citavi.com/de

Datenbankbasierter Sequenzvergleich

Sequenzalignments

Bearbeiten, Vergleichen und Visualisieren
von Basen- und Aminosauresequenzen

Ermitteln der Bedingungen fur
Doppelrestriktionen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Auswertung von Sequenzspuren
Berechnung und Darstellung von
Graphiken, statistische Auswertung
Nomenklatur humaner Gene

Datenbank fir Literaturrecherche und
Sequenzen

Schriftliche Ausarbeitung,
Rohdatendokumentation und Berechnung
von Mittelwerten und

Standardabweichungen

Literaturverwaltung
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3 Methoden

3.1 Allgemeine Methoden der Molekularbiologie

3.1.1 Isolation von RNA

Totale RNA aus Zellen und Gewebe wurde mit zwei unterschiedlichen Methoden isoliert. Die
erste davon ist die Isolation mittels Tri-Reagent. Dies ist ein Gemisch aus Guadininthyocyanat
und Phenol, welches sich durch Zugabe von Chloroform oder 1-Brom-3-Chlorpropan nach
Zentrifugation in drei Phasen mit unterschiedlichen Dichte- und Loslichkeitseigenschaften
auftrennt. In der wassrigen oberen Phase verbleibt die RNA, in der mittleren Phase die DNA
und in der unteren, organischen Phase die Proteine. So lassen sich RNA, DNA und Proteine

aus einer Probe isolieren.

Um RNA mit Tri-Reagent aus Zellen zu isolieren, wurden etwa 5 Millionen Zellen auf einer
75 cmz Zellkultur Platte mit einem Schaber abgel6st, in ein 2 ml Reaktionsgefaf? tberfuhrt und
fur 5 min bei 960 x g pelletiert. Anschlie3end wurde das Pellet mit 1 ml Tri-Reagent durch Auf-
und Abpipettierten lysiert. Unldsliche Bestandteile wurden bei 12.000 x g fur 10 min bei 4°C
herunterzentrifugiert und der Uberstand in ein 2 ml ReaktionsgefaR uberfiihrt. Die Zelllysate
wurden fur 5 min stehen gelassen, um Nukleinsduren und Proteine dissoziieren zu lassen.
AnschlieRend wurde 0,2 ml Chloroform dazugegeben, 15 Sekunden kraftig geschuttelt, und
die Proben erneut fir 10 min stehen gelassen. Um die verschiedenen Phasen zu trennen
erfolgte die Zentrifugation bei 12.000 x g fur 15 min bei 4°C. Die in der oberen wassrigen
Phase geloste RNA wurde mit einer Pipette vorsichtig aufgezogen und in ein RNAse-freies 2
ml Reaktionsgefal? tberfihrt. Nun wurden 0,5 ml Isopropanol zu je 1 ml Tri-Reagent-
Ausgangsldosung dazu pipettiert, kraftig geschiittelt und 10 min stehen gelassen. Der folgende
Zentrifugationsschritt bei 12.000 x g fir 10 min bei 4°C pelletierte die gefallte RNA. Das Pellet
wurde dann mit 2 ml 75%igem Ethanol gewaschen, das Ethanol wieder abgezogen und das
Pellet unter Sichtkontrolle luftgetrocknet. Das Pellet wurde anschliel3end in DEPC-Wasser
geldst (10-50 ul). Die Konzentration wurde entweder im Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent

Technologies) oder photometrisch bestimmt.

Die zweite Methode ist die Isolation von totaler RNA mittels paramagnetischer Metallpartikeln.
Dazu wurde der Maxwell RSC von Promega in Kombination mit dem Maxwell RSC simply
RNA tissue kit verwendet. Die RNA bindet dabei an die Metallpartikel welche tber induzierten
Magnetismus an den plungern haftend in verschiedene Facher der Patronen tberfihrt werden
kénnen. Nach mehreren Waschschritten wird die RNA dann im letzten Schritt in mindestens
50 pl ddH20 eluiert. Die Homogenisierung der Proben erfolgte gewebe- und zellspezifisch in
der 1-Thioglycerol enthaltenden Homogenisierungslosung bei 4°C. Bei den Gewebeproben

wurde anschlielBend ein zusatzlicher Hitzeschritt fir 2 min bei 70°C und Herunterkihlen auf
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4°C zum besseren Aufschluss des Homogenats durchgefuhrt. Die Patronen wurden im
Schlitten des Maxwell RSC befestigt und die plunger in das 8. Fach gesteckt. In Fach 4 wurden
fir Gewebeproben 10 pl und fir Zelllysate 5 pl DNAse | hinzugefugt. Kurz vor dem Start des
Isolationsprotokolls wurden 200 pl des Gewebe- bzw. Zellhomogenates mit 200 ul Lysepuffer
gemischt und fir 15 Sekunden auf einem Vortexer geschiittelt. Diese 400 pl konnten dann in
das 1. Fach der jeweiligen Patrone Uberfiihrt werden und das Isolationsprotokoll wurde

gestartet. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80°C.

Qualitatskontrolle der RNA

Eine schlechte Qualitat der RNA kann dazu fuhren, dass Sonden in der real-time PCR nicht
spezifisch binden und es zu falschen oder nicht auswertbaren Ergebnissen kommt. Ein Grund
dafur sind Verunreinigungen mit genomischer DNA. Sonden, die nicht Exon-tbergreifend
ansetzen, sondern innerhalb eines Exons binden flhren zu falsch positiven Ergebnissen. Fir
SLC10AS5 ist dieses Problem besonders relevant, da das Gen nur aus einem einzelnen Exon
besteht und es keine Mdglichkeit gibt, Sonden Exon-Ubergreifend ansetzten zu lassen.
Deshalb wurden alle RNA-Isolationen mit Hilfe des Agilent 2100 Bioanalyzers einer
Qualitatskontrolle unterzogen. Dieses Kapillarelektrophoresegerat fungiert als ,Lab-on-a-chip”
und zeigt das klassische Bandenmuster einer RNA sowie die Maxima fir 18S- und 28S-RNA
im Chromatogramm. So lasst sich zum einen bestimmen wie stark fragmentiert die RNA ist,
und zum anderen zeigen sich Verunreinigungen mit DNA. Zusatzlich berechnet das System
automatisch einen RIN-Wert (RNA integrity Number). Dieser Wert liegt zwischen 0 und 10 und
lasst eine vergleichbare Aussage Uber die Intaktheit der RNA zu, wobei der Wert 10 fur eine
nicht degradierte RNA steht (Schroeder et al., 2006).

Die Analyse wurde nach Angaben des Herstellers durchgefihrt. Im ersten Schritt wurden 65 pl
Elektrophorese-Gel durch Zentrifugation der RNA-Gel-Matrix im mitgelieferten Filterréhrchen
bei 1.500 x g fur 10 min hergestellt. Die Farbung des Gels erfolgte mit 1 ul RNA-
Farbekonzentrat. Der Chip wurde anschlieBend mit 9 ul des Gels und der mitgelieferten
inversen Pipette, der Chip-Priming-Station, beladen. In die Wells fiir die Proben wurden
danach je 5 pl RNA-Marker gefillt und dann 1 pyl RNA-Leiter oder RNA dazu gegeben. Die
RNA wurde vorher auf 0,5 pg pro pl verdiinnt und fiir 2 min bei 70°C hitzedenaturiert. Nach
Zugabe aller Proben erfolgte die Analyse und Auswertung Uber die Agilent 2100 Expert
Software Suite. Ausschlie3lich Proben mit einem RIN-Wert groR3er als 7,5 wurden fir weitere

Versuche verwendet.

3.1.2 Synthese von cDNA
Die Isolierte RNA wurde mithilfe der SuperScript 1l Reverse Transcriptase (Invitrogen) in

cDNA umgeschrieben. Diese konnte dann in den real-time PCR-Reaktionen eingesetzt
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werden. Die genetisch modifizierte, reverse Transkriptase ermdglicht es, in Kombination mit
unspezifisch bindenden oligo(dT) Primern, die totale RNA in cDNA zu kopieren. Dadurch kann
davon ausgegangen werden, dass die Konzentration von RNA und kopierter cDNA identisch
sind.

Die Konzentration der RNA wurde auf 0,5 ug RNA pro 8 pl ddH20 eingestellt und zusammen
mit 1 pl oligo(dT) Primern und 1 pl 20mM dNTP-Mix fir 5 min bei 65°C im Thermocycler
inkubiert. Nach Herunterkiihlen auf Eis wurden 2 pl 10x RT-Puffer, 4 pul 25mM MgCl,, 2 pl 0,1
M DTT, 1 pl RNAse Out und 1 pl SuperScript lll Reverse Transkriptase (200 U/ul)
hinzugegeben und im Thermocycler fir 10 min bei 25°C, 50 min bei 50°C und 5 min bei 85°C
inkubiert. RNA-Reste wurden mit 1pl RNAse H bei 37°C fur 20 min abgebaut.

3.1.3 Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA

Die Konzentrationen von RNA- und DNA-Proben wurden spektralphotometrisch mit dem
NanoDrop One® (Thermo Fisher Scientific) bei einer Wellenlange von 260nm bestimmt. 0,5 pl
-2 pl der zu messenden Probe wurden auf den Sockel pipettiert und nach jeder Probe trocken
sauber gewischt. Der NanoDrop gibt einen Wert fir die Konzentration der RNA oder DNA
sowie verschiedene Reinheitsverhéltnisse aus. Das 260/280 Absorptionsverhdltnis sollte fur
DNA bei etwa 1,8 liegen, fur RNA bei etwa 2,0. Das 260/230 Verhéltnis sollte mindestens
einen Wert von 2,0 aufweisen (Wilfinger et al., 1997; Lucena-Aguilar et al., 2016). Luftblasen,
die beim Pipettieren entstehen kénnen, werden vom Gerat erkannt und die Messung als
fehlerhaft gekennzeichnet

3.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ermdoglicht eine spezifische Amplifizierung von DNA
Abschnitten. Dazu werden Primer generiert, die am 5° Ende bzw. am 3° Ende der gewlinschten
Region auf der DNA binden. Eine Polymerase synthetisiert dann unter den richtigen
Bedingungen aus im Puffer verfiigbaren dNTPs einen komplementdren Strang. Ein PCR-
Protokoll besteht immer aus einer Denaturierung des Doppelstrangs bei hohen Temperaturen
gefolgt von einem Wechsel zu Temperaturen, die fir die Anlagerung der jeweiligen Primer
spezifisch sind, sowie einem anschliel3enden Schritt, bei dem das Temperaturoptimum der
Polymerase gewahlt wird um mit der Amplifikation zu beginnen. Um eine héhere Spezifitat der
Amplifikate zu gewahrleisten wurden Touchdown-Protokolle durchgefiihrt, bei denen die
Temperatur bei der Anlagerung initial 5°C tGber dem Optimum liegend gewahlt und fir 10
Zyklen um je 0,5°C gesenkt wurde. AnschlieRend konnte mit dem normalen PCR-Protokoll
fortgefahren werden. Fir die PCR wurde die Phusion Flash 1l HiFI DNA-polymerase (Thermo
Fisher Scientific) im vorgemischten Mastermix verwendet. Diese Polymerase hat eine ,Proof
Reading Funktion“ (3 = 5° Exonuclease Aktivitdt) um geringere Fehlerquoten bei der

Amplifikation zu erreichen.

46



Primer-Design

Die Primer wurden mit SegBuilder Pro (Lasergene) und dem von Thermo Fisher Scientific zur
Verfigung gestellten T, Calculator (www.thermofisher.com) erstellt. Die Schmelztemperatur
Tm wurde im Bereich der Idealtemperatur der Polymerase (69°C — 72°C) gewahlt bei einem
GC-Gehalt von 30% bis 60% und einer Mindestlange von 17 Nukleotiden. Komplementére
Bereiche beider Primer, die zu Dimerisierung fihren kdnnen, wurden weitestgehend

vermieden. Die Synthese der Primer erfolgte durch die Firma Metabion (Martinsried).

3.1.5 Mutagenese PCR

Fur Mutagenesen wurde das QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technologies) verwendet. Die PfuUltra high-fidelity DNA Polymerase elongiert die an die
geschlossene, ringférmige DNA (supercoiled) bindenden revers-komplementéaren
Primerpaare, ohne dass diese sich von der DNA I6sen. Nach der Mutagenese-PCR werden
die noch vorhandenen Ausgangsplasmide, mit Dpn | verdaut. Dpn | zeigt eine
Endonucleaseaktivitat fir methylierte DNA und schneidet somit ausschlie3lich Plasmide, die
zuvor mindestens einmal von Bakterien prozessiert wurden. Nach dem Verdau wird der
Mutagenese Ansatz in chemisch kompetente TOP10 E. coli transformiert, wodurch die Licken
in den Plasmiden von den Bakterien repariert werden und eine Amplifikation stattfindet.

Primer-Design

Die Primersequenzen wurden mit Excel nach den Vorgaben des Mutagenese Kits erstellt.
Zielvorgaben waren dabei eine Lange zwischen 25 und 45 Nukleotiden mit 10 bis 15
flankierenden Nukleotiden beidseits der Mutation, eine Schmelztemperatur von mindestens
78°C und einem GC-Gehalt von 40%. Optimalerweise endeten die Primer mit einem G oder

einem C. Die Synthese der Primer erfolgte durch die Firma Metabion (Martinsried).

3.1.6 Real-Time PCR

Die Genexpression in Zell- und Gewebeproben wurde mit der real-time PCR quantifiziert. Dazu
wurde das Applied Biosystems real-time PCR-System in Kombination mit Applied Biosystems
TagMan Assays (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Die Assays enthalten ein Primerpaar,
welches spezifisch fur das zu untersuchende Gen ist, sowie eine Sonde bestehend aus einem
Farbstoff am 5-Ende und einem nicht fluoreszierenden Quencher am 3'-Ende. Zusétzlich
enthalten modernere Sonden noch einen Minor Groove Binder (MGB) am 3‘-Ende, der durch
Anlagerung an die kleine Furche der DNA die Schmelztemperatur und somit Spezifitat der
Sonden bei der Bindung erhoht. Befinden sich Farbstoff und Quencher gebunden an die

gleiche Sonde in rdumlicher Nahe wird das Fluoreszenzsignal unterdrtickt. Wéahrend des
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Anlagerungsschrittes der real-time PCR binden sowohl die Primer als auch die Sonden an den
DNA-Strang der eingesetzten Probe. Anschlie3end baut die Tag-Polymerase durch ihre 5
Endonuklease-Funktion die Nukleotide der Sonden ab und l8st somit die rdumliche Bindung
zwischen Farbstoff und Quencher. Dadurch kann der eingesetzte Farbstoff, in dieser Arbeit
FAM, nach Anregung eine Fluoreszenz im Wellenlangenbereich von 520nm emittieren, welche
das real-time PCR -Gerdat in Echtzeit messen kann. Das Fluoreszenzsignal steigt proportional
zur Vervielfaltigung der DNA an. Als Funktion gegen die Anzahl der Zyklen aufgetragen zeigt
sich nach einer Phase, in der das Fluoreszenzsignal unter einer bestimmten Intensitét ist, ein
exponentieller Anstieg der Lichtemission mit abschliel3ender Plateauphase. Der Cr-Wert
(Signal Threshold Cycle), der als Genexpressionsmald genommen wird, ist die Zahl des
Zyklus, bei dem ein bestimmtes Fluoreszenzlevel wahrend der exponentiellen Phase
Uberschritten wird. Der Cr-Wert ist antiproportional zur Genexpression. Bezieht man den Cs-
Wert eines Gens auf eine endogene Kontrolle, z.B. ein Haushaltsgen, I&sst sich die relative
Expression ACt darstellen.

Zur besseren Veranschaulichung und Vergleichbarkeit wurden die ACr-Werte transformiert
und damit linearisiert. Die einfachste Form der Transformation ist der 2 -“D -Wert. Erweitern
kann man diese Umrechnung, indem man das am niedrigsten exprimierte Gen als Kalibrator
benutzt. Dazu wird der ACt -Wert des Kalibrators vom ACy -Wert des Zielgens subtrahiert und
der AACt -Wert erhalten. Diesen kann wieder in 2 “*ACT) transformieren werden, was zu einer

Darstellung der Expression als x-fache Expression des Kalibrators flhrt.

Die real-time PCR wurde am ABIPrism 7300 in 96-Well Platten durchgefuhrt. Der TagMan
Gene Expression Mastermix enthielt MgClz, dNTPs, Tag-Polymerase, einen internen Standard
und Puffersubstanzen. In den TagMan Gene Expression Assays waren Sonden und Primer
als Konzentrat vorgemischt. Pro Ansatz wurden 25ng cDNA eingesetzt. Der Reaktionsansatz

sah wie folgt aus:

12,5 ul TagMan Gene Expression Mastermix
6,25 pl ddH:O

1,25 pl TagMan Gene Expression Assay

5 pl cDNA

Nach Verschliel3en der Platte mit einer Folie lief das PCR Protokoll am ABI Prism 7300:

Denaturierung 10 min 95°C
Denaturierung 15s 95°C

40x
Anlagerung und Fluoreszenzmessung 1 min 60°C

Die Auswertung der Daten und Transformation der Werte erfolgte mit Microsoft Excel.
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3.1.7 Agarose-Gelelektrophorese

Die negative Ladung, die jede DNA durch Ihre Phosphat-Reste tragt, ermdglicht eine
Auftrennung im Spannungsfeld. Die DNA wandert dabei abhéngig von ihrer GréRRe
unterschiedlich schnell vom Minuspol zum Pluspol. Als Tragersubstanz dient unter Hitze
aufgeltste Agarose, die beim Abkihlen zu einem festen Gel wird. Die Agarosegele wurden, je
nach zu erwartender GréRe der DNA Abschnitte, 1%ig (>1000 bp) bis 2%ig (<500 bp) in
1x TAE-Puffer angesetzt. Der Gelschlitten mit dem abgekihlten Gel wurde anschlieRend in
die mit 1x TAE-Puffer geflllte Gelkammer gesetzt und der Kamm entfernt, um die Geltaschen
freizulegen. Die Proben wurden vor dem Einbringen in die Geltaschen mit Ladepuffer versetzt.
Als GréRenstandard dienten bei DNA-Fragmenten >1000 bp der Gene Ruler DNA Ladder Mix
(Thermo Scientific) und bei Fragmenten <1000 bp die Gene Ruler Low Range DNA Ladder
(Thermo Scientific). Kleine Gele wurden bei 70mA, grolRe Gele bei 150mA laufen gelassen bis
der Bromphenolmarker das letzte Viertel des Gels erreicht hatte. Das Gel wurde anschlielBend
fir 20 Min in GelRed gefarbt und mit dem Image Master bzw. Uber den Computeranschluss

ausgewertet.

3.1.8 Gel-Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gel wurde mit dem QIAEX Il Gel
Extraction Kit (Qiagen) durchgeftihrt. Die gewlinschten Banden wurden mit einem Skalpell auf
einem UV-Tisch ausgeschnitten. Dabei wurde darauf geachtet die Belichtungszeit durch das
UV-Licht so kurz wie mdglich zu halten, um einer Schadigung der DNA entgegen zu wirken.
Die ausgeschnittene Bande wurde in ein 2 ml Reaktionsgefal? Gberfuhrt und gewogen. Das
Gewicht der Bande sollte maximal 250 mg betragen. Basierend auf der Fragmentgrof3e wurde
Puffer QX1 zum Gel-Stiick gegeben: < 100 bp: 6 Volumen QX1 / 100 bp — 4 kb: 3 Volumen
QX1 /> 4kb: 3 Volumen QX1 + 2 Volumen ddH20.

Fur ein 2 kb grof3es Fragment mit einem Gel-Gewicht von 200 mg mussten demnach 600 pl
QX1 Puffer zugegeben werden. AnschlieBend wurden 11 ul QIAEX 1l Puffer dazugegeben und
die Reaktionsgefal3e fur 10 min bei 50°C im Heizblock inkubiert. Dabei wurde die Agarose
komplett gelést und die DNA an Silica-Partikel im Puffer gebunden. Nach der Inkubationszeit
wurde die Probe fiir 30 s bei 1800 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet
wurde in 500 pl Puffer QX1 resuspendiert und nochmals mit gleichen Bedingungen
zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen. Es folgten zwei weitere Waschschritte
mit 500 pl PE Puffer nach oben beschriebenem Schema. AnschlieRend wurden die Proben 15
min bei Raumtemperatur getrocknet und in 20 pl TE-Puffer resuspendiert. Je nach
Fragmentgrof3e variierten die Inkubationsbedingungen: < 4 kb: 5 min bei Raumtemperatur / 4
— 10 kb: 5 min bei 50 °C / > 10 kb: 10 min bei 50°C. Das Reaktionsgefal3 wurde anschlieRend

49



fir 30 s bei 17.900 x g zentrifugiert und der Uberstand mit der DNA in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefal? tberfihrt und bei -20°C gelagert.

3.1.9 DNA-Klonierung

Klonierung tber Restriktionsschnittstellen

Bei der Klonierung von DNA Uber Restriktionsschnittstellen wird sowohl der Vektor in seiner
Multi-Cloning-Site also auch das Gen, welches kloniert werden soll, mit den gleichen
Restriktionsenzymen geschnitten. Mittels einer Ligase lassen sich die zueinander
komplementéren Restriktionsschnittstellen verbinden und anschlie3end in E. coli reparieren.
Im Idealfall werden 2 unterschiedliche Restriktionsenzyme gewéhlt, sodass sich die beiden
Enden von Vektor und einzusetzendem Gen unterscheiden. Damit ist gewahrleistet, dass das
Gen in der richtigen Orientierung in den Zielvektor kloniert wird. Ausgewéahlt wurden die
Enzyme mit SeqgBuilder Pro (Lasergene). Die Restriktionsansatze wurden im Doppelverdau
mit beiden Enzymen gleichzeitig durchgeftuihrt. Um den richtigen Puffer und die richtige
Konzentration der Enzyme zu wahlen wurde der DoubleDigest Calculator
(www.thermofisher.com) verwendet. Da die meisten Enzyme im fur den Doppelverdau
geeigneten Tango Buffer eine um 50% reduzierte Aktivitdt aufweisen, wurde die doppelte
Enzymmenge eingesetzt. Bei FastDigest Enzymen wurde der mitgelieferte Standardpuffer mit

ebenfalls doppelter Enzymkonzentration eingesetzt.

Puffer, Restriktionsenzyme und 1 pg Plasmid-DNA wurden mit ddH,O auf 20 ul aufgefillt und
fur 2 Stunden bei Standardenzymen und 10 min bei FastDigest Enzymen inkubiert.
AnschlieRend wurde die Enzymaktivitdit far 20 min bei 80°C gestoppt. Zum
restriktionsverdauten Vektoransatz wurde 1U Calf Intestinal Alkaline zugegeben um die
Phosphatreste am 5-Ende des linearisierten Vektors abzuspalten und eine Re-Ligation des
Vektors zu verhindern. Dafir inkubierte der Ansatz 5 min bei 50°C und es folgte eine erneute
Hitzeinaktivierung bei 65°C fur 15 min.

Ligation
Die Ligation der linearisierten Vektoren und Zielgene erfolgte mit der T4 DNA Ligase von
Invitrogen. Die einzusetzende Menge an Vektor und Zielgen wurde mit folgender Formel

berechnet:

kb des Zielgens
kb des Vektors

X ng des Vektors = ng des Zielgens fiir ein molares Verhaltnis von 1: 1
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Das molare Verhdltnis von Zielgen zu Vektor wurde 3:1 gewahlt, weshalb das Ergebnis der
oben beschriebenen Formel noch mit 3 multipliziert wurde. 4 ul Ligase Puffer, Zielgen,
linearisierter Vektor und 1U T4 DNA Ligase wurden mit ddH-O auf 20 pl aufgefiillt und 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. 2 pul der fertigen Ligation wurden flir die Transformation in

kompetente E.coli eingesetzt.

Transformation

Das Einbringen von Plasmiden in Bakterien erfolgte durch eine Hitzeschock Transformation.
Das so aufgenommene genetische Material wird von den Bakterien vervielfaltigt und kann
nach der Wachstumsperiode, wie in den folgenden Kapiteln beschrieben, extrahiert und
aufgereinigt werden. Chemisch kompetente TOP10 E.coli wurden dazu aus dem -80°C
Gefrierschrank entnommen und sofort auf Eis gestellt um langsam aufzutauen. Sobald die
Bakterienldsung eine hohe Viskositat beim vorsichtigen Schnipsen gegen das Reaktionsgefaf
zeigte wurden bis zu 5 pl Plasmid-DNA zu den Bakterien pipettiert und die Zellen wurden fir
30 min auf Eis ruhen gelassen. Nach den 30 Minuten erfolgte der Hitzeschock bei 42°C fir
30 s im Wasserbad woraufhin die Zellen sofort wieder auf Eis tberfiihrt wurden. Nach etwa 2
min wurden 250 ul S.0.C-Medium zur Bakterienldsung gegeben und der Ansatz fiir 60 min bei
37°C und 225 rpm geschittelt. Nach dieser Zeit konnte die Bakterienldsung auf Agarplatten
mit Ampicillin als Selektionsmedium in jeder gewtinschten Verdinnung ausgestrichen werden.

Die Platten wurden dann fir 24 h zum Inkubieren in einem Brutschrank bei 37°C gelagert.

3.1.10 Plasmidpraparationen

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen erfolgte in 2 unterschiedlich
dimensionierten Ansétzen. Bei der Aufreinigung im Mini-Format wurden Ausbeuten von 8-15
pg Plasmid-DNA erzielt, bei der Aufreinigung im Midi-Format lagen die erzielten Mengen bei
300 - 500 pg.

Mini-Format

Fur die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterienkolonien wurde das Quiagen Spin
Miniprep Kit (Quiagen) verwendet. 4 ml LB-Medium mit Ampicillin als Selektionsantibiotikum
wurden mit einer Bakterienkolonie angeimpft und fur 16 h bei 37°C und 200 rpm inkubiert.
SLC10A5 Plasmide, welche teilweise schlechte Ausbeuten in der Mini-Praparation aufwiesen,
wurden fur mindesten 20 h bei 30°C und 200 rpm inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden
2 ml in ein ReaktionsgefaR lberfuhrt und fur 6 min bei 6.800 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die restlichen 2 ml der Bakteriensuspension wurden hinzugegeben. Die
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Zentrifugation wurde wiederholt und der Uberstand erneut verworfen. Das Pellet wurde in
250 pl Resuspension Solution gel6st. Die Zelllyse erfolgte durch Zugabe von 250 pl Lysis-
Solution und fuinfmaliges Invertieren des Reaktionsgefal3es. Die Lyse wurde anschlieRend
durch Zugabe von 350 pl Neutralization Solution und finfmaliges Invertieren des GefalRes
gestoppt. Debris der Zellen wurde durch Zentrifugation bei 6.800 x g fur 5 min abgetrennt, und
der Uberstand auf eine QIAprep Spin Column mit 2 ml AuffanggefaR uberfihrt. Die Bindung
der DNA erfolgte wahrend einer 1-minutigen Zentrifugation bei 6.800 x g. Es folgten 2
Waschschritte, die jeweils aus einer Zugabe von 500 pl Washing Solution und einer
Zentrifugation bei 6.800 x g fur 1 min bestanden. Der Durchfluss wurde verworfen und die
Membran durch einen erneuten Zentrifugationsschritt getrocknet. Abschliel3end wurde die
Saule in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® tberfihrt und mit 50 pl Elution Buffer bedeckt. Nach 2-
mindtiger Inkubationszeit wurde die Sdule erneut fiir 2 min bei 6.800 x g zentrifugiert und die
DNA-Konzentration photometrisch bestimmt. Die Lagerung der Plasmid DNA erfolgte
bei - 20°C.

Midi-Format

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterienkolonien im Midi-Format erfolgte mit dem
QIAgen Plasmid Plus Midi Kit. 35 ml LB-Medium wurden mit transformierten E.coli angeimpft
und Uber Nacht bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Am néchsten Tag wurde die
Bakteriensuspension 15 min bei 4°C und 4000 x g pelletiert. Das Pellet wurde in 4 ml Puffer
P1 resuspendiert. AnschlieBend wurden 4 ml Puffer P2 hinzugegeben und der Ansatz durch
langsames Invertieren gemischt und fir 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lyse wurde
durch die Zugabe von 4 ml Puffer S3 und vorsichtiges Invertieren gestoppt und das Lysat
wurde in eine mitgelieferte Filterspritze tberfuhrt. Der Ansatz wurde 10 min in dieser Spritze
inkubiert, wahrend auf die Saulen mit aufgesteckten Filtern und Extendern ein Vakuum
angelegt wurde. Nach den 10 min Inkubationszeit wurde das Lysat in ein 50 ml Reaktionsgefaf
gedrickt und mit 2 ml Puffer BB versetzt. Der Ansatz wurde in den Extender geschittet und
mit Hilfe des Vakuums durch die Saule gezogen. Die so gebundene Plasmid-DNA wurde 2-
mal durch die Zugabe und das Absaugen von 700 pl Puffer ETR und Puffer PE gewaschen.
Die Saule wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefald tberfihrt und mit 200 pl ddH-O bedeckt. Die
Elution erfolgte fir 2 min bei 16.000 x g bei Raumtemperatur. Die DNA-Konzentration wurde

photometrisch bestimmt und die Lagerung der Plasmid-DNA erfolgte bei - 20°C.

Sequenzierung von Plasmid-DNA

Alle Sequenzierungen nach der Sanger-Methode wurden von der Firma Microsynth SeqglLab
(Gottingen) durchgefihrt. Alle verwendeten Primer wurden von der Standardliste der Firma
entnommen, meist reprasentiert durch den CMV-fwd und BGH-rev Primer, die das Insert in
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allen verwendeten Vektoren flankierten. 800 ug DNA wurden mit ddH20 auf 12 ul Volumen
verdiinnt und gekennzeichnet in den entsprechenden Briefkasten geworfen. Die fertigen
Sequenzen konnten am folgenden Morgen heruntergeladen und mit DNAStar, FinchTV und
BLAST Uberpruft werden.

3.2 Zellkultur

Alle Arbeiten in der Zellkultur wurden unter einer Sicherheitswerkbank und méglichst sterilen
Bedingungen durchgefihrt. Die Anzucht der Zelllinien erfolgte in Inkubatoren bei 37°C, 95%
Luftfeuchte und 5% CO2 Atmosphére. Zu den verwendeten Zelllinien zéhlten Flp-In T-Rex 293
(HEK293), GripTite 293 MSR, HepG2-Tet-On, Huh-7 und CaCo-2. Die fiir die Zelllinien
spezifischen Kulturmedien wurden nach Herstellerangaben angesetzt.

Auftauen und Einfrieren

Zum Auftauen wurden die Zellen aus dem Kryotank entnommen und sofort in ein 37°C warmes
Wasserbad uberfiihrt. Nach Uberfilhren der Zellsuspension in ein frisches 2 ml Réhrchen
erfolgte eine 3-minttige Zentrifugation bei 300 x g, um die Zellen vom DMSO-haltigen Medium
zu trennen. Das Zellpellet wurde in frischem Zellkulturmedium resuspendiert, in eine 25 cm?2
Zellkulturschale tberftihrt und auf 5 ml Medium aufgefillt. Zum Einfrieren der Zellen wurden
in einem 1,6 ml Kryoréhrchen 675 pl geeignetes Zellkulturmedium und 150 pl DMSO vorgelegt.
Etwa 1 Million Zellen (HEK293) bzw. etwa 2 Millionen Zellen (HepG2) wurden mit Trypsin von
der Zellkulturschale abgeldst und in ein geeignetes Réhrchen zur Zentrifugation (3 min, 300 x
g) Uberfuhrt. Das so entstandene Pellet wurde in 675 ul Zellkulturmedium resuspendiert und
anschliel3end in das vorbereitete Kryorohrchen gegeben. Die Zellen wurden fir 24-48 h bei -
80°C schonend tiefgefroren und nach dieser Zeit in den Kryotank gestellt.

Passagieren

Der Erhalt aller Zelllinien erfolgte, wenn experimentell nicht anders bendétigt, in 56 cm?
Zellkulturschalen. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen.
Nach Absaugen des PBS wurden 2 ml Trypsin/EDTA auf die Zellen gegeben und die Schale
wurde fir etwa 5 min, bis zum selbststandigen Ablésen der Zellen, in den Inkubator gestellt.
Die Trypsinierung wurde durch Zugabe von 2 ml geeignetem Medium gestoppt und die Zellen
durch auf- und abpipettieren vereinzelt. Alle Schritte erfolgten unter regelmaRiger
mikroskopischer Kontrolle. Je nach Zelllinie und zeitlichem Bedarf wurden die Zellen dann in
unterschiedlichen Verhaltnissen verdinnt und auf neue Zellkulturschalen tberfihrt. HEK293

und CaCo-2 Zellen vermehrten sich dabei ideal nach Verdiinnungen von 1:2 bis 1:10, HepG2
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und Huh-7 Zellen wurden nicht starker als 1:3 verdinnt. Die Zellkulturschalen wurden
anschlieRend auf 10 ml Medium aufgefillt und das Medium-Zellgemisch durch 1 bis 2-maliges

auf- und abpipettieren in einer 10 ml Pipette homogen verteilt.

Transfektion

Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryontische Zellen.
Dies ermoglich es, naturliche und genetisch modifizierte Proteine auf ihre Funktion und
Lokalisation hin im Zellkulturmodell zu vergleichen. Die Fremd-DNA wird als Teil eines
Expressions-Plasmids mit vorgeschalteter Promotorsequenz in die Zellen gebracht, wo es zum
Ablesen des genetischen Materials durch die Zelle und eine Translation in das entsprechende
Protein kommt. Im Folgenden wird unterschieden zwischen dem kurzfristigen Verbringen von
Plasmid-DNA, der transienten Transfektion und dem dauerhaften Einbringen des genetischen
Materials, der stabilen Transfektion.

Transiente Transfektion

Transiente Transfektionen in dieser Arbeit wurden mithilfe von Lipidmizellen durchgefuhrt.
Plasmid-DNA wird dabei durch die Mizellierung lipophiler Substanzen in Liposomen
eingeschlossen, welche die Plasmamembran der Zellen effektiv Gberwinden kénnen. In den
HEK293-Zellen wurde dazu Lipofectamine 2000 als Transfektionsreagenz verwendet, in

HepG2- und Huh-7 Zellen hingegen X-tremeGENE 9 Transfection Reagent.

Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von etwa 75% auf Poly-L-Lysin (HEK293-Zellen)
oder Kollagen (HepG2-Zellen) beschichteten 24-Well-Zellkulturplatten oder ibidi-slides
ausgesat. Die Plasmid-DNA und das jeweilige Transfektionsreagenz wurden dann getrennt in
Opti-MEM verdinnt, kurz geschittelt und abzentrifugiert und nach 5 min gemischt. Das
Gemisch wurde erneut kurz geschittelt und abzentrifugiert und fiir mindestens 20 min ruhen
gelassen. In dieser Zeit werden die Plasmid-DNA enthaltenden Mizellen gebildet. Nach dieser
Wartezeit konnte die Transfektionsmischung in das Zellkulturmedium gegeben werden. Das
Mengenverhaltnis von Plasmid-DNA zu Lipofectamin war 1:2 (1 pg DNA + 2 pl Lipofectamin),
bei X-tremeGene 9 war es 1:3 (1 pg DNA + 3ul X-tremeGene 9) pro Well.

Stabile Transfektion

Zur Durchfuihrung von Transportversuchen wurde durch eine stabile Transfektion die HEK293-
SLC10A5ctNTCP-Zelllinie generiert. Basis fur die Transfektion ist die stabil integrierte FRT-
site (Flipase recognition target) der Flp-In T-Rex 293 Zelllinie, welche als Ziel fur die Flp-
Rekombinase dient. Durch eine Kotransfektion des pcDNA5/FRT-Vektors, der ebenfalls eine

FRT-site enthalt, und dem pOG44-Vektor, der fur die FIp-Rekombinase codiert, kommt es zu
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einer homologen Rekombination am Genort der FRT-site im Genom der HEK293-Zellen.
Gleichzeitig kommt die Hygromycin-Resistenzkassette des pcDNA5/FRT-Vektors zum

Tragen, die eine direkte Selektion auf die integrierte DNA ermdglicht.

Die Aussaat der Zellen erfolgte in 6-Well-Zellkulturplatten bis zu einer Konfluenz von maximal
70%. Pro Well wurden 1 pg des SLC10A5ctNTCP-pcDNAS/FRT-Vektors mit 8 g des pOG44-
Vektors gemischt und mit Opti-MEM auf 50 ul aufgefillt. Parallel wurden 24 pl Lipofectamin
2000 mit 26 pl Opti-MEM gemischt. Diese beiden Gemische wurden nach etwa 5 min
zusammengefihrt, kurz geschuttelt und abzentrifugiert und fir 30 min ruhen gelassen.
AnschlieBend wurde das Transfektionsgemisch in das Antibiotika-freie Zellkulturmedium
gegeben und Gber Nacht bei 37°C im Inkubator gelagert. Am néachsten Tag wurde das Medium
gewechselt und konnte erneut mit Antibiotika versetzt werden. 48 h nach der Transfektion
wurden die Zellen mit Trypsin abgeldst und auf eine Poly-L-Lysin beschichtete Zellkulturschale
(10 cm Durchmesser) Uberfiihrt. Nach dem Absinken und Anwachsen der Zellen folgte noch
am gleichen Tag die Zugabe von Hygromycin B als Selektionsantibiotikum in einer
Konzentration von 150 pg/ml. Unter taglicher Beobachtung konnten nach 2 bis 4 Wochen mit
dem bloRen Auge sichtbare Zellhaufen mit einem sterilen Tupfer von der Platte genommen
und in 24-Well-Platten Uberfuhrt werden. Es wurden 60 Einzelklone gesammelt. Jeder dieser
Klone wurde nach Induktion G(ber das C-terminale FLAG-tag auf seine
Plasmamembranexpression Uberprift und aufgrund des optischen Bildes im Wachstum und
der Wachstumsrate favorisiert. Die 10 besten Klone wurden auf ihrer Genexpression hin
untersucht. Der Klon mit der besten Expressionsrate wurde fir alle weiteren Versuche
verwendet und tragt die Kurzbezeichnung SLC10A5ctNTCP.

Transduktion

Unter dem Vorgang der Transduktion versteht man den Gentransfer durch Viren. Diese
Technik wurde in der vorliegenden Arbeit genutzt, um Zellorganellen-spezifische, GFP-
gekoppelte Proteine in Zellen zu exprimieren und eine effektive Kolokalisation mit SLC10A5
zu ermoglichen. Die Transduktion wurde einer doppelten transienten Transfektion
vorgezogen, da die Zellen einer geringeren Belastung beim Gentransfer ausgesetzt waren und
so eine hohere Effektivitat erreicht werden konnte. AufRerdem war die Transduktion so effektiv,
dass eine grof3ere Anzahl von Zellen mit beiden Proteinen gefunden werden konnte. Basis
des Systems waren Baculoviren, genutztim CellLight BacMam 2.0 System von Thermo Fisher.
Die Zellorganellenmarker wurden gebrauchsfertig bestellt und in Mengen zwischen 5 und 15 pl
pro cm? Wachstumsflache eingesetzt. Baculoviren sind Insektenviren, die eine untergeordnete
Gefahr fur Menschen darstellen und nicht in der Lage sind sich in humanen Zellen und
Zelllinien, wie sie hier verwendet wurden, zu vermehren. Nur das Einbringen des genetischen

Materials durch Infektion der Zelle und Transduktion funktioniert und wird sich zu Nutze
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gemacht. Dies ermdglicht einen Umgang mit diesem Virussystem unter S1 Bedingungen im

Labor.

3.3 Radioaktive Transportmessungen

3.3.1 Transportmessungen in Membranvesikeln

Membranvesikel sind klnstlich generierte, geschlossene kleinst-Vesikel verschiedener
Membranen. Dabei wird zum einen die Plasmamembran genutzt, aber auch intrazellulare
membranumschlossene Organellen wie das Endoplasmatische Retikulum oder der Golgi-
Apparat. Proteine, die in den zur Synthese verwendeten Zellen Uberexprimiert wurden,
gelangen so auch in die Membranen der Vesikel und kénnen auf ihre Transportaktivitat hin
untersucht werden. Um Membranvesikel zu erzeugen gibt es verschiedene Mdglichkeiten. In
dieser Arbeit wurde auf die Aufreinigung von Membranen mittels Ultrazentrifugation und
anschlielender physikalischer Synthese von Vesikeln zurlickgegriffen. Die entstehenden
Membranvesikel kénnen zwei Ausrichtungen haben, die meist im gleichen Verhaltnis
vorhanden sind. Right-side-out Vesikel haben nach ihrem Schluss eine biologisch korrekte
Ausrichtung und die N- und C-Termini des Uberexprimierten Proteins haben ihre
physiologische Orientierung. Bei inside-out Vesikeln ist dies genau umgekehrt. Bei
Transportversuchen kommt es dann nur bei der Halfte der Vesikel zu einer Aufnahme des
Substrats. Eine Aufreinigung und Trennung der beiden Vesikelfraktionen ist Uber eine
Concanavalin-A Sepharose-Bindung méglich, bei der Uber eine Saule die Zuckerreste auf der
Membranoberflache von right-side-out Vesikeln gebunden werden, wohingegen inside-out
Vesikel ungehindert passieren kénnen. Meist ist auf Grund der Effektivitat der Transporter bei
der Synthese von Membranvesikeln aus tberexprimierten Zellkulturen eine Aufreinigung nicht

notig.

Synthese von Membranvesikeln

Fur die Synthese von Membranvesikeln wird mdglichst viel Ausgangsmaterial benétigt, da die
Verluste im Laufe des Protokolls relativ hoch sind. Sowohl stabil transfizierte SLC10A5-V5-
HEK293 Zellen, als auch HEK293-FLP-In Kontrollzellen wurden gleichzeitig auf etwa 200
Millionen Zellen je Zelllinie vermehrt, aufgeteilt auf jeweils 10 175 cm? Zellkulturschalen. Die
Zellen wurden 2-mal mit PBS gewaschen bevor sie in 5 ml warmem PBS pro Schale mit einem
Schaber abgeldst und gesammelt in 50 ml Sarstedt-Réhrchen tberfuhrt wurden. Die leeren
Schalen wurden mit 10 ml PBS, welches von Schale zu Schale Uberfiihrt wurde, nachgereinigt
um Ubriggebliebene Zellen zu gewinnen. Die Zellen wurden bei 500 x g und 4°C fir 15 min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 6 ml hypotonem Puffer,
welcher kurz zuvor mit Proteinase-Inhibitoren versetzt wurde, gelost und auf Eis fir 90 min

leicht geschwenkt. Danach wurde die Zellsuspension in geeignete Ultrazentrifugations-
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Rohrchen Gberfuhrt, welche mit hypotonem Puffer aufgefillt wurde und mdglichst prazise auf
einer Feinwaage austariert wurden. Die erste Ultrazentrifugation erfolgte fiir 40 min bei 4°C
und 100.000 x g in einem 50Ti Rotor. Die benttigte Geschwindigkeit fur die angestrebte
Beschleunigung waren 33.500 rpm. Nach der Zentrifugation folgte der mechanische
Aufschluss der Zellsuspension im Dounce-Homogenisator nach Potter-Elvehjem. Das bei der
Zentrifugation erhaltene Zellpellet wurde in 10 ml des Vesikelpuffers resuspendiert und in das
entsprechende 20 ml Glasgefald uberfuhrt. Bei einer Umdrehungszahl von 500 rpm wurden
zuerst 30 Auf- und Abbewegungen mit einem Teflon-Pistill durchgefihrt. Das Gefald wurde
ausgespannt und mit einem Glaspistill wurden per Hand weitere 20 Auf- und Abbewegungen
durchgefuhrt. Alle diese Schritte wurden entweder in einer Styroporbox oder mit mit
Kuhlgelpackungen bei 4°C durchgefiihrt. Nach der Homogenisation wurde die Suspension in
15 ml Sarstedt-Roéhrchen Gberfuhrt und fir 10 min bei 500 x g und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues 15 ml Sarstedtrohrchen gegossen und der gleiche
Zentrifugationsschritt wiederholt. AnschlieBend wurde die Suspension in Ultrazentrifugen
Rohrchen Uberfuhrt, prazise eingewogen und fiir 40 min bei 100.000 x g (33.500rpm) und 4°C
zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 1-2 ml des Vesikelpuffers resuspendiert und es
folgte die physikalische Formung der Vesikel aus den in der Suspension enthaltenen
Membranstiicken. Durch das wiederholte Durchdriicken der Membransuspension durch eine
Kanule rollen sich Membrananteile in der entstehenden turbulenten Strébmung ein und
schliel3en sich zu Vesikeln. Im ersten Schritt wurde die Suspension 5mal durch eine 22G
Kandule gedruckt, im zweiten 5mal durch eine 24G Kanilile. Die eigentliche Formung der Vesikel
wurde durch 20maliges Durchdriicken durch eine 27G Kaniile erreicht. 1:10 und 1:100
Verdinnungen der Vesikelsuspension wurden photometrisch auf ihren Proteingehalt hin
untersucht. Dies geschah mit einem kommerziellen Bradford-Kit (Thermo Fisher Scientific) im
96-Well Format, gemessen am GloMax Microplate Reader. Die erhaltenen Werte wurden in
GraphPad Prism Ubertragen und eine Extrapolation des Proteingehalts der Vesikel-Lésung
vorgenommen. Anhand dieses Ergebnisses wurde die Vesikel-Losung auf 5 mg/ml eingestelit
und zu je 200 ul in Kryordhrchen aliquotiert und im flissigen Stick gelagert. Bei diesen
Temperaturen waren die Vesikel etwa 6 Monate haltbar.

Transportmessungen in Membranvesikeln

Als Messmethode fir die generierten Membranvesikel wurde Filtration durch
Nitrozellulosemembranen gewahlt. Die Nitrozellulosemembranen wurden im jeweiligen
Vesikelpuffer in einer Petrischale fur etwa 10 min vorbehandelt und anschlieBend in die
Vakuum-Messvorrichtung eingespannt. Wahrend der Inkubationszeit der Vesikel lief die
Vakuumpumpe bereits um einen ausreichend grof3en Unterdruck erzeugen zu kénnen. Fir die

Inkubation wurden die Membranvesikel zuerst mit dem jeweiligen radioaktiven Substrat im
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Transportpuffer beladen. 20 pl der Vesikel-Losung (entspricht100ug Protein) wurden in 80 pl
des angesetzten Transportpuffers gegeben. Der Transportpuffer bestand aus dem Puffer,in
dem die Vesikel generiert wurden, angepasst an den pH-Wert der jeweiligen Messung, nicht-
radioaktives Substrat entsprechend der gewlnschten Molaritdt und 100.000 Counts
radioaktives Substrat pro Ansatz. Die Inkubationszeit der Vesikel im Transportpuffer betrug
2 min bei 37°C. Nach der Inkubationszeit wurden die gesamten 100 ul Transportldsung auf die
Mitte der unter Vakuum stehenden Nitrozellulosemembran getropft. Mit dem Abstoppen der
Reaktion wurde gewartet, bis die komplette Flissigkeit der Transportldsung abgesaugt war
und nur ein gelber Punkt im Zentrum der Membran zurlickblieb. Das Abstoppen erfolgte mit
3 ml eiskaltem PBS, das kreisformig um den gelben Punkt getropft wurde um die Vesikel nicht
abzuspilen, sondern nur die aufen zurlickgebliebene Radioaktivitdit abzuwaschen.
AnschlieBend wurden die Membranen zusammen mit 600 pl 1 molarer NaOH Losung in
Szintillationsréhrchen tberfihrt und mit Szintillationsdl bedeckt. Die Radioaktivitat der Proben

wurde fur 4 min im Flussig-Szintillations-Counter gemessen.

3.3.2 Transportmessungen in HEK293 Zellen

Die mdgliche Transportaktivitat von SLC10A5 sollte mit der generierten SLC10A5ctNTCP-
Chiméare Uber die Plasmamembran gemessen werden. Diese Messungen erfolgten mit der
stabil transfizierten SLC10A5ctNTCP-HEK293 Zelllinie und einer nicht transfizierten HEK293
Zelllinie als Kontrolle. Die Zellen wurden mit einer Konfluenz von etwa 30% in Poly-L-Lysin
beschichteten 24-Well Platten ausgesat und sowohl die stabil transfizierten Zellen, als auch
die Kontrollzellen mit 1 pg/ml Tetrazyklin induziert. Nach etwa 48 h konnten die Zellen fir
Transportmessungen verwendet werden. Dazu wurden zuerst die Spalten der 24-Well Platten
mit einem heil3en Draht voneinander getrennt, um ein effektives Waschen der Zellen wahrend
der Messung zu gewabhrleisten. Die Kaltsubstanz des jeweiligen Transportsubstrats wurde in
DMSO vorgeldst. Aus der radioaktiven Heil3substanz und der vorgeldsten Kaltsubstanz wurde
dann eine konzentrierte Stocklésung hergestellt, die es ermdglichte, die gewlinschte
Substratkonzentration im Transportpuffer zu erreichen. Die Endkonzentration an DMSO im
Transportpuffer sollte auf Grund von zytotoxischen bzw. den Transport mdglicherweise
beeinflussenden Effekten eine Konzentration von 0,3 % nicht Ubersteigen. Alle bendétigten
Puffer wurden auf 37°C vorgewarmt, die Zellen wurden 3-mal mit PBS (37°C) gewaschen und
anschliel3end im Transportpuffer fir 10 min bei 37°C vorinkubiert. Nach der Vorinkubationszeit
wurde der Puffer abgesaugt und der Transport auf einer Warmeplatte durch Zugabe von 300 pl
des entsprechenden Transportpuffers gestartet. Am Ende der gewiinschten Transportzeit

wurde die Aktivitat der Zellen mit 5 sequenziellen Waschschritten in eiskaltem PBS gestoppt.
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Bestimmung der Radioaktivitat und des Proteingehalts

Nach dem Waschen der Zellen wurden sie zum vollstéandigen Trockenen stehengelassen, mit
400 pl Lysepuffer pro Well bedeckt und bei 37°C lber Nacht lysiert. 250 ul des Zellysats
wurden in Minivials Uberfihrt und mit 3 ml Szintillationsdl gemischt. Die verschlossenen
Minivials wurden fir 5 s geschittelt und anschlielend im Flussig-Szintillations-Counter
gemessen. Die Bestimmung des Proteingehalts erfolgte durch die Methode nach Lowry (Lowry
et al., 1951). Dafur wurden dreimal 20 pl des Zelllysats, zusammen mit einer Standardreihe
aus bovinem Serumalbumin (0-800 pg/ml) in dreifach Bestimmung, in eine 96-Well Platte
Uberfiihrt. 200ul Losung C wurden in jedes Well gegeben. Nach einer Warteizeit von 15 min
wurden 15 pl Folinldsung hinzugefigt und die Platte 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Farbreaktion wurde bei 655 nm im ELISA-Reader gemessen. Aus den Extinktionen der
Standardreihe liel3 sich durch lineare Regression eine Eichgerade errechnen und die
Proteinkonzentration der Proben extrapolieren. Der Gallensauregehalt wurde auf die
Gesamtproteinmenge bezogen und durch Einberechnung des HeilRanteils und der
Standardlésung in pmol/mg Protein angegeben.

3.4 Mikroskopie

3.4.1 Immunfluoreszenzfarbungen in der Zellkultur

Zellen fur die Immunfluoreszenz wurden entweder in 24-Well-Zellkulturplatten oder ibidi-slides
bis zu einer Konfluenz von 70% ausgesat. Stabil transfizierte Zellen wurden mit Tetrazyklin
(10 pg/ml) induziert, die transiente Transfektion erfolgte wie in Kapitel 3.2 beschrieben. Nach
48 h wurden die Zellen flr 5 min mit PBS bei Raumtemperatur gewaschen und dann mit 2%
PFA fur 15 min bei 4°C fixiert. Waschen mit PBS fur 2 x 5 min und Puffer A fir 5 min bei
Raumtemperatur beendete die Fixierung. AnschlielBend wurden die Zellen durch Inkubation
mit Puffer A + 0,2% Triton-X 100 fir 5 min bei Raumtemperatur permeabilisiert. Die
Permeabilisierung wurde bei Lokalisationsversuchen von extrazellularen tags, wie z.B. dem
N-terminale HA-tag in einem NTCP-Plasmid, tUbersprungen. Die Zellen wurden 30 min bei
Raumtemperatur in Blockierldosung blockiert und mit dem primaren Antikorper in
Blockierlosung bei 4°C tber Nacht inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die
Zellen fur 1 Stunde bei Raumtemperatur in volliger Dunkelheit mit dem sekundaren Antikdrper
markiert. Es folgten erneut drei Waschschritte in PBS fir jeweils 5 min bei Raumtemperatur
und anschlieBend das Anfarben mit DAPI/Methanol (1:5000) ebenfalls fiur 5 min bei
Raumtemperatur. Nach einem letzten Waschschritt in purem Methanol wurden die Zellen

getrocknet und die Deckglaschen mit ProLong Gold Antifade auf Objekttrdgern eingedeckelt.
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3.4.2 Mikroskopie von lebenden Zellen

Um die dynamischen Prozesse denen Protein unterliegen darzustellen und einen Uberblick
Uber die intrazellulare Sortierung und Lokalisation von SLC10A5 in-vitro zu bekommen,
wurden unterschiedliche, zellorganellenspezifische Proteine zusammen mit SLC10A5
kotransfiziert und mittels Lebendzell-Mikroskopie untersucht. SLC10A5 wurde dazu an das
Fluoreszenzprotein mScarlet gekoppelt. Dieses Fusionsprotein ist eine Weiterentwicklung der
ersten rot fluoreszierenden Fusionsproteine wie mRFP und mCherry. Im Gegensatz zu GFP
liegen diese als Monomere vor, zeigen jedoch eine wesentlich geringere Helligkeit und
Quanteneffizienz. mScarlet hingegen weist eine Quanteneffizienz von bis zu 70% auf und eine
stark verbesserte Helligkeit im Gegensatz zu anderen rot leuchtenden Fusionsproteinen
(Bindels et al., 2017). Als Fusionsstelle wurde der C-Terminus von SLC10A5 gewahlt.
Zwischen die beiden Proteine wurde ein flexibles Verbindungsstiick aus den Aminosauren
Glycin und Serin gesetzt mit der Anordnung: GGGGSGGGGSGGGGS. Dieses
Verbindungsstiick ermdglicht es den beiden fusionierten Proteinen sich mit verminderter
gegenseitiger Beeinflussung freier zu bewegen (Chen et al., 2013). Das Konstrukt wurde bei
der Firma BioCat (Heidelberg) komplett bestellt und im pcDNA 3.1(+) Vektor mit den
flankierenden Schnittstellen flr Kpnl und Xhol geliefert.

Codon-Optimierung von SLC10A5

Eine weitere Besonderheit des Fusionsproteins zwischen SLC10A5 und mScarlet war die
Codon-Optimierung von SLC10A5. Sowohl bei Plasmidpréparationen im Mini-Maf3stab als
auch bei Praparationen im Midi-MalR3stab zeigte SLC10A5 wesentlich schlechtere Ausbeuten
als andere, parallel praparierte Proteine. Teilweise waren die eluierten Mengen an Plasmid-
DNA so niedrig, dass die fiir Versuche gewtinschten Konzentrationen nicht zu erreichen waren
oder mehrere Plasmidpréaparationen gemacht werden mussten. Ein Grund dafir kdnnen
bakterielle Promotorregionen auf den Plasmiden sein. Da die Vektoren schon bei der
Entwicklung Codon-optimiert werden, ist die Ursache dafir auf den eingesetzten DNA-
Abschnitten zu suchen. Die Vorhersage der bakteriellen Promotorregionen wurde mit dem
webbasierten PePPER-Tool durchgefihrt (www.genome2d.molgenrug.nl). Die Vorhersage
beruhte auf einem Vergleich der hinterlegten Promotordatenbank und der Gensequenz des
humanen SLC10A5. Die Auswahluntergrenze wurde bei einem Score von 7.0 festgelegt. Das
Ergebnis der Vorhersage waren 3 Promotorregionen. Diese 3 Regionen wurden mit Hilfe von
Codon-Verwendungstabellen far E. coli K12 und Homo Sapiens
(www.genscript.com/tools/codon-frequency-table) Uberarbeitet und fir jedes Codon das
Basentriplet mit der hochsten Frequenz gewahlt, sodass die Promotorvorhersage kein

Ergebnis Gber einem Score von 4,0 lieferte. Die Codon-optimierte SLC10A5 Nukleotidsequenz
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wurde bei der Firma BioCat (Heidelberg) im pcDNA 3.1(+) Vektor mit den beiden flankierenden

Restriktionsschnittstellen fur Kpnl und Xhol bestellt.

SLC10AS nativ AGTTEAAGCTACGAAAATAARCGGCCTAATTCCAGCCACEITETTTG
Transtation 1]s s s Y E N K R P N S S H L F
Strang: +
P5-fi-mScariet TETAGETEC TACGAAAATAAGCGACCEAABTCCTECCACTTBTTEG  gegre: 72
Translation T‘SSSYENKRPNSSHLF !
e e B A
140 150 160 170 180
SLC10AS nativ AATTRCAGCTGTTTCANACAGTATGGAAGAGECCTTTGCCAGTRATTETTGGGGCAGTTACACAGTTITTTCT
Translation 1TEF L @ L F @ T V W K R P L P V I L 6 AV T a F F
Strang:
P5-f-mScarlet AAEITGCARCTTTTECAGACAGTATGGAAGEGEICCETTGCCAGTTATATTGGGTGCTGTEACGCARTTETTECT Score:
Translation T‘ELQLFQTVWKRPLPVILGAVTQFFL
T T T T S A S T S S S
490 500 510 520 530 540 550
SLC10AS nativ ATTATTGGCTCTGATEATGATGCCTGTEBAATTCTTATATATABAGTAGGE
Transiation ﬂLLALIMMPVNSYIYS
Strang:
P5-f-mScarfet ABTGETGGCACTEATTATGATGCCTGTGAABTCTTABATETATAGTAGE  Score: 7,6
Transtation T‘LLALIMMPVNSYIYSR
T T T T
730 740 750 760 770

Abbildung 3-1: Schema der bei der Codonoptimierung verénderten Bereiche von
SLC10A5.

Die veranderten Nukleotide sind bunt dargestellt. Zur Kontrolle die Ubereinstimmung des nativen
SLC10A5 und des Codon-optimierten SLC10A5 auf Proteinebene, hier dargestellt unterhalb der
jeweiligen Nukleotidsequenz. Die Scores aller optimierten Bereiche lagen bei erneuter Uberpriifung
unterhalb von 4,0.

Kolokalisation in lebenden Zellen

Um bestimmte Zellorganellen zur Kolokalisation mit SLC10A5 anzufarben, wurden
organellenspezifische an GFP fusionierte Proteine in einem Baculovirus-Expressionssystem
gewdhlt. Baculoviren sind doppelstrangige Insektenviren, die in Saugetierzellen nicht
replikationsfahig sind. Das System verwendet den BacMam pCMV-Dest Vector, der ein
modifiziertes Baculovirus codiert, welches das gewiinschte Genmaterial mit hoher
Transduktionseffizienz in die Zellen einbringt. Die CellLight BacMam 2.0 Organellenmarker
wurden in gebrauchsfertiger Losung von Thermo Fisher Scientific bezogen. Die untersuchten
Organellen waren Endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat, Peroxisomen, frihe

Endosomen, spate Endosomen und Lysosomen.

Die Zellen wurden mit einer Konfluenz von 30% auf 8 Well Ibidi p-Slides in 200ul Medium
ausgesat und nach einer Wartezeit von 10 min mit SLC10A5mScarlet transfiziert. Nach 24
Stunden wurden die Organellenmarker direkt zu den transfizierten Zellen gegeben. Die

bendtigte Menge an Baculovirus-Losung wurde fiir die einzelnen Marker angepasst und
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betrug: 8ul ER-Marker, 8ul Golgi-Marker, 6ul Peroxisomen-Marker, 10ul Marker fur frihe
Endosomen, 9ul Marker fur spate Endosomen und 7ul Lysosomen-Marker. Nach 24 Stunden
wurden die Zellkerne fir 15 min mit 1 pg/ml Hoechst33342 direkt im Medium gefarbt.
AnschlieRend wurde das Medium abgezogen und 150 ul PBS zur Betrachtung unter dem

Mikroskop auf die Zellen gegeben.

3.4.3 Gewebelokalisation von SLC10A5

Die Lokalisation des nativen SLC10A5 Proteins im Gewebe ist essentiell fiir eine stichfeste
Aussage Uber das Zielorganell des Proteins. Kommerziell erhdltliche Antikérper gegen
verschiedene Epitope von SLC10A5 zeigten bislang keine spezifische Farbung des Proteins
im Gewebe. Deshalb wurde am Institut flr Veterinarpharmakologie und Toxikologie in GieRen
ein selbstgenerierter Antikérper von Dr. Gary Grosser in Auftrag gegeben (Eurogentec). Die
Herstellung des polyklonalen Antikdrpers dauerte ca. 3 Monate und wurde im Double X
Protocol durchgefiihrt. Dazu wurden 2 Kaninchen jeweils mit einer Mischung aus zwei
Peptiden immunisiert, die aufgrund ihrer Lage und bioinformatischer Faktoren ausgewahit
wurden (Abbildung 3-2). Die Immunisierung der Tiere erfolgte an Tag 0, 14, 28 und 56. Die
Qualitat der Immunantwort und damit verbundene potentielle Qualitat der gewonnenen
Antikdrper wurde mittels ELISA an Tag 0, 38, 66 und aus der finalen Blutentnahme an Tag 87
Uberprift. Gegen das C-terminal gelegene Epitop zeigte sich dabei eine starkere
Immunantwort. Die Antikérper wurden abschlieRend einer Affinitats-Aufreinigung unterzogen
und geliefert. Der erste Antikorper (GCKIEFQVLQTVWKR) bekam die Bezeichnung AB7648,
der gegen das C-terminal gelegene Epitop gerichtete Antikbrper (AKRRPSLSTEYEKTPLYV)
die Bezeichnung AB7649 .
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Abbildung 3-2: Schematische Darstellung der fiur die Generierung der Antikdrper
gewahlten Bereiche des SLC10A5-Proteins

Gezeigt ist die Aminoséuresequenz des murinen SLC10A5-Proteins. Das erste Epitop befindet sich
zwischen der ersten und zweiten Transmembrandoméne (GCKIEFQVLQTVWKR), das zweite am C-
terminalen Ende des Proteins (AKRRPSLSTEYEKTPLYV)

Perfusionsfixierung

Bei der antikorperbasierten Fluoreszenzfarbung von Gewebeschnitten spielt die Art der
Fixation eine entscheidende Rolle. Nicht-fixiertes Gewebe hat eine wesentlich kirzere
Halbwertszeit als fixiertes Gewebe und Feinstrukturen werden geschadigt. Bei zu starker
Fixation kommt es zu einer kompletten Maskierung der Epitope und Antikérper kdnnen das
Zielprotein nicht mehr detektieren. Vorversuche mit nativem, auf Objekttragern fixiertem,
Gewebe zeigten, dass die Organstrukturen bei den Wasch- und Farbeprozessen schwer bis
komplett zerstort wurden. Die Organschnitte nach transkardialer Perfusion mit
Paraformaldehyd blieben jedoch in ihrer Struktur erhalten, weshalb diese Methode zum

Aufbereiten der Mausorgane fir die Immunfluoreszenz gewéhlt wurde.

Die C57B6/N und Slc10a5” Knockout-Mause wurden dazu mit Ketamin (100 mg/kg
Korpergewicht) und Xylazin (16 mg/kg Korpergewicht) anésthesiert. Die Narkosetiefe wurde
mit dem Lidreflex, dem Cornealreflex, dem Zwischenzehenreflex und der Pupillen-Licht-
Reaktion tberprift. Waren alle diese Reaktionen negativ, wurde zuerst der Bauchraum, dann

der Brustraum von kaudal eréffnet. In die linke Kammer des Herzens wurde eine 24 G Kantle
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eingefiihrt und das rechte Herzohr wurde mit einer Schere zur Druckentlastung eroffnet. Uber
die Kantle wurden zuerst ca. 25 ml eiskalte, isotonische Kochsalzlésung mit einem Druck von
etwa 88 mmHg (110 cm Wassersaule) in den Korperkreislauf laufen gelassen, bis die
austretende Flussigkeit am rechten Herzohr sichtbar klar wurde. Danach wurden ca. 45 ml
eiskalte, 4%ige Paraformaldehyd-Lésung zur Fixierung Uber die Kanile in die linke
Herzkammer geleitet. Das Steifwerden der Gliedmalfen, des Schwanzes und die gummiartige
Veranderung der Leber dienten als Anhaltspunkte fir den Abschluss der Perfusion. Leber,
Nieren, Darmabschnitte und Herz wurden anschlieRend entnommen, in ca. 1 cm grofl3e Stiicke
geschnitten und bei 4°C fur weitere 2 h in 4%iger Paraformaldehyd-Losung gelagert.
Anschlieend wurden die Organe einmal mit PBS gewaschen und danach stundlich in einer
steigenden Saccharose-Reihe einer Kryoprotektion unterzogen. Die Konzentrationen der
phosphatgepufferten Saccharose-Losungen lagen bei 10%, 20% und 30%. Die
Gewebeproben wurden tiber Nacht bei 4°C in 30%ige Saccharose-Ldsung gelegt. Nach etwa
16 h folgte die Einbettung der Gewebestlicke in Einbettschalchen mit Tissue-Tek. Dazu wurde
das Gewebestick mit einem Tropfen Tissue-Tek an den Boden des Einbettschalchens
angeheftet und anschlieRend bis zum Rand bedeckt. Luftblasen wurden mit Kantlen aus dem
noch flissigen Tissue-Tek entfernt. Das Durchfrieren der Proben erfolgte auf Trockeneis. Die

so erhaltenen Gewebeblécke wurden bei -20°C und in Alu-Folie eingewickelt gelagert.

Schneiden der Gewebepraparate am Kryotom

Das Schneiden der eingebetteten Organe erfolgte an einem Leica Kryostat (Leica
Biosystems). Die gefrorenen Blocke wurden mit einem Tissue-Tek Tropfen an ein Filterpapier
geklebt und mit einem Tropfen Wasser an der Filterseite mit dem Gewebeblockhalter bei
- 20°C verbunden. Die Innenraumtemperatur des Kryostats lag bei -20°C, die des Blockhalters
bei -22°C. Die Oberflache des Gewebeblocks wurde in 20 um Schritten angeschnitten bis alle
Unebenheiten komplett ausgeglichen waren und ein Schnitt den kompletten Block beinhaltete.
Die Schnittdicke wurde dann auf 10 pm verringert und die Gewebeschnitte wurden auf
Adhasionsobjekttragern, welche Raumtemperatur hatten, durch Beriihrung aufgezogen. Es
wurden jeweils zwei Gewebeschnitte auf einem Objekttrager nebeneinander platziert. Die
Objekttrager wurden in passenden Boxen bei -20°C gelagert. In die Box wurde ein zusatzliches

nasses Papiertuch gelegt um einen besseren Schutz gegen Austrocknung zu gewahrleisten.
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Immunfluoreszenzfarbung von Gewebeschnitten

Die Fluoreszenzfarbung mit Hilfe von Antikorpern basiert auf einer Kombination von 2
unterschiedlichen Antikdrpern. Der primare Antikorper ist spezifisch gegen ein Epitop des
anzuféarbenden Proteins gerichtet, der sekundéare Antikorper ist fluoreszierend und gegen die
Tierart gerichtet, in der der erste Antikbrper generiert wurde. Das Zusammenspiel der beiden
Antikérper spiegelt sich dann in einer spezifischen, fluoreszenzbasierten Farbung des

Zielproteins wider.

Das Protokoll zur Fluoreszenzfarbung der Gewebeschnitte durch Antikérper begann mit einer
25-minltigen Auftauphase, in der sowohl das Gewebe als auch die Objekttrager
Raumtemperatur erreichen konnten. Danach wurde das Gewebe 3-mal fir 5 min in PBS
rehydriert. AnschlieBend wurde die Flache auf den Objekttragern um die Gewebeschnitte
herum vorsichtig getrocknet und ein Kreis mit einem Dako Pen (Sigma) um das Gewebe
gezogen. Dieser erzeugt eine wasserabweisende Barriere, die es ermdglicht die Schnitte auf
dem Objekttrager separat mit Flissigkeiten zu inkubieren. Nach kurzer Trocknungszeit wurden
die Gewebeschnitte fir 5 min mit 0,1% SDS in PBS zur Antigendemaskierung inkubiert und
anschlieend 3-mal fur 10 min in PBS gewaschen. Um endogene Bindungsstellen des
sekundaren Antikorpers zu sattigen und eine spezifische Farbung des primaren Antikbrpers
zu erreichen, wurden die Gewebeschnitte im Folgenden fur 30 min mit Blockierpuffer inkubiert.
Die Konzentration des Serums der Wirtstierart des sekundaren Antikérpers wurde dabei 1:10
in PBS verdinnt eingesetzt. Im Anschluss wurden die Gewebeschnitte tiber Nacht bei 4°C mit
Inkubationspuffer bedeckt, welcher den Primarantikorper in passender Verdiinnung enthielt.
Zusatzlich zum Antikérper waren dem PBS 1% des Blockierserums und 0,1% Triton X-100
zugesetzt. Nach etwa 20 h wurde der Inkubationspuffer 3-mal fir 5 min mit PBS von den
Objekttragern heruntergewaschen und es folgte fir 90 min die Farbung mit dem sekundéren
Antikérper im Inkubationspuffer in einer dunklen Box bei Raumtemperatur. Danach wurden die
Objekttrager 3-mal fir 5 min in PBS gewaschen und vorsichtig mit einem Papiertuch
getrocknet. Die Farbung der Kernstrukturen erfolgte in Kombination mit dem Einbettmedium.
20ul Vectashield Antifade Mounting Medium with DAPI wurden auf jeden Schnitt gegeben und
mit 24x50 mm Deckglaschen unter leichtem Druck aufgebracht, bis das Einbettmedium
gleichmaRig verteilt war. Die Kanten des Deckglaschens wurden mit nicht fluoreszierendem,
klarem Nagellack (essence top-sealer) versiegelt, um eine langere Haltbarkeit der
Gewebeschnitte zu gewahrleisten. Die Lagerung der Objekitrager erfolgte bei 4°C und
Dunkelheit.
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Hamatoxylin-Eosin Farbung

Die histologische Farbung von Organschnitten der Mause erfolgte in Kooperation mit Frau
Dr. Daniela Fietz am Institut flr Veterinar-Anatomie, -Histologie und -Embryologie der Justus-
Liebig-Universitat Giel3en. Das in Bouin-Lésung fixierte und mehrfach mit 70%igem Ethanol
gewaschene Mausgewebe wurde dort in Paraffin eingebettet. AnschlieBend wurden 6 pum
dicke Schnitte auf Objekttrdger aufgezogen und mit Hamatoxylin und Eosin geféarbt.
Auswertung und Aufnahme von Bildmaterial erfolgte am Institut fir Pharmakologie und
Toxikologie mit dem Mikroskop Leica DM 5500 B, der Leica LAS Software und der Farbkamera
DFC320.

3.5 In-vivo Versuche

3.5.1 Die Slc10a5” Knockout-Maus

Die Slc10a5" Knockout-Maus wurde von TIGM (Texas A&M Institute for Genomic Medicine)
generiert. Der Gen Knockout wurde mittels einer LacZ/Neomycinresistenzkassette erzielt, die
anstelle des codierenden Exons durch Gene targeting mittels homologer Rekombination in
das Genom eingesetzt wurde. Durch diesen Austausch wurde der fir das Protein codierende
Bereich des Slc10a5-Gens vollstandig entfernt und es kann kein SLC10A5-Protein mehr
gebildet werden. Mit dem Import von zwei heterozygoten B6x129S5 (C57BL/6Nx129SvEbBrd)
Zuchtparchen von TIGM wurde dann die Rickkreuzung auf den C57BL/6N Hintergrund

begonnen.

3.5.2 Speed Congenics gestitzte Rickkreuzung

Die konventionelle Zucht kongener Stamme erfolgt durch die Rickkreuzung des
interessierenden Allels vom Donorstamm auf den Rezipientenstamm, um einen Inzuchtstamm
Zu generieren, der sich nur an einem genetischen Locus unterscheidet. Dazu werden rein
rechnerisch 10 Rickkreuzungen angestrebt, von der Filialgeneration F1 Uber die
Ruckkreuzungsgenerationen N2-N10. Bei der Effektivitat der Rickkreuzung sind dabei die
Genomanteile ohne Kopplung zum selektierten Genort, also die Chromosomen ohne Gen-
Knockout und die Genomanteile, die eine Kopplung tiber das gleiche Chromosom aufweisen,
zu unterscheiden. Genomanteile ohne Kopplung verlieren bei jeder Riickkreuzung theoretisch
50% des Donorstammanteils, was fir die 10. Generation einen Wert von 0,1% Restanteil des
Donorstamms bedeutet. Wesentlich schwerwiegender sind Donorstammanteile die mit dem
selektierten Genort gekoppelt sind. Diese kdénnen nur durch Crossing-over wahrend der
Meiose ausgetauscht werden.

Um den Ruckkreuzungsprozess bei der Slc10a5” Knockout-Maus zu beschleunigen, wurde

auf ein Speed Congenics gestiitztes Programm zurtickgegriffen. Mannliche Nachkommen der
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Ruckkreuzungen werden dber 1449 SNPs auf ihren Verwandtschaftsgrad zum
Rezipientenstamm untersucht, um jene Tiere zur weiteren Zucht auszuwaéhlen, die die
geringsten Donorstammanteile haben. In spaten Rickkreuzungsrunden spielen vor allem die
Polymorphismen eine Rolle, die an den selektierten Genort gekoppelt sind, da die nicht-
gekoppelten Regionen meist schon komplett dem Rezipientenstamm entsprechen.

Fur die Riickkreuzung der Slc10a5" Knockout-Maus auf ihren C57BL/6N Hintergrund wurde
funfmal das Speed Congenics Programm von Taconic verwendet, die letzten beiden
Untersuchungen im Rahmen dieser Doktorarbeit. Schwanzspitzenbiopsien der M&use wurden
in 70% Ethanol in 1,5 ml GefaRen versendet und die Ergebnisse der 1449 Marker SNP Analyse
wurden per Exceltabelle tGibermittelt.

3.5.3 Analyse nicht rekombinierter Genombereiche

Der Phanotyp einer transgenen Maus, wie in diesem Fall der Slc10a5" Knockout-Maus, kann
durch Restanteile des Donorstamms, die durch die Nahe zum selektierten Genort wahrend
der Meiose nicht rekombiniert wurden, erheblich beeinflusst werden (Lusis et al., 2007). Um
einen moglichen Einfluss von gekoppelten Genen des Donorstamms auszuschlie3en, wurden
alle Gene im Bereich zwischen dem Anfang von Chromosom 3 und dem stromabwarts
liegenden SNP rs3715834 der Speed Congenics Analyse betrachtet (Abbildung 3-3). Dies ist
der Bereich, welcher nicht eindeutig dem Rezipientenstamm (C57BL/6N) zugeordnet werden
kann. Um eine komplette Liste der Gene in diesem Bereich zu finden, wurde der Genome Data
Viewer des NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/) verwendet. Pseudogene,
vorhergesagte Gene und Gene, zu denen es keinerlei Informationen gibt wurden dabei aul3er

Acht gelassen.
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Abbildung 3-3: Schematische Darstellung des an den Slc10a5-Knockout gekoppelten
Bereichs auf Chromosom 3 der Maus

Stromaufwarts des Slc10a5-Gens auf Chromosom 3 befindet sich kein SNP, der eine Unterscheidung
zwischen den Mauslinien 129SvEvBrd und C57BL6N erlaubt. Der erste SNP, der Stromabwarts eine
Zuweisung zur C57BL/6N-Linie zeigt, ist rs3715834 an Position 26405124 des Chromosoms.

3.5.4 Genotypisierung der Knockout-Maus-Linien

Die Genotypisierung der Knockout-Maus-Linien erfolgte Gber DNA, die aus Ohrstanzen
gewonnen wurde. Hierzu wurde das QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) verwendet. Bei diesem
saulen-basierten Kit wird das Gewebe zuerst durch die Proteinase K lysiert und die
freiwerdenden Nukleinsduren werden an die S&ulenmatrix gebunden. Nach zwei
Waschschritten wird die aufgereinigte genomische DNA durch einen Elutionspuffer von der
Matrix gelost und kann in der PCR eingesetzt werden. Die einzige Abweichung vom QIAamp
Spin procedure Protokoll stellte die Elution in 80 pl Puffer, statt wie angegeben 200 pl, dar.

Fur den im weiteren Verlauf beschriebenen Versuch wurde die Gruppe der C57BL/6N Wildtyp-
Mause aus Griinden der Tierzahlreduktion aus den Wildtyp Tieren der Slcl0a4” Linie
gezichtet. Um Verwechslungen auszuschlieRen, wurden alle Tiere sowohl auf ihren Slc10a5

als auch auf ihren Slc10a4 Status genotypisiert.
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Genotypisierungs-PCR auf Slc10a5

Die PCR setzt sich aus 2 getrennten Reaktionsansatzen zusammen. Das Wildtyp-Allel wurde
mit den Primern mp5-180bp-f und mp5-180bp-r nachgewiesen, die ein 180 bp langes DNA-
Fragment amplifizieren. Der Nachweis des Knockout-Allels erfolgte tber die Primer mp5-PCR-
m-Neo3a-f und mP5-PCR-m-L-r, welche zur Amplifikation eines 362 bp groRen Amplifikats

fuhren.

Fur den folgenden 20 ul Reaktionsansatz wurde die Phusion Flash Il HiFI DNA Polymerase
(Thermo Fisher Scientific) im vorgeschmischten Mastermix verwendet. Dieser enthélt bereits
den Reaktionspuffer, dANTPs und MgCl..

10 pI  Phusion Flash HIFI Mastermixspeed
1l Vorwartsprimer

1l Ruckwartsprimer

7 ddH20

1ul  DNA Template

Die PCR wurde als Touchdown-PCR wie folgt durchgefihrt:

Initiale Denaturierung 2s 98°C

Denaturierung 1ls 98°C ]
Primer Anlagerung 5s 72°C (-0,2°C/Zyklus) =— 10x
Elongation 5s 72°C

Denaturierung 1ls 98°C n
Primer-Anlagerung 5s 64°C =— 35x
Elongation 5s 72°C

Finale Elongation 1 min 72°C -
Lagerung o0 4°C

Die PCR-Produkte wurden mittels Gelelektrophorese in einem 1,5% Agarosegel bei einer

konstanten Stromstarke von 70 mA aufgetrennt.

3.5.5 Die Stoffwechselbilanz der Slc10a5” Knockout-Maus

Erheben von Futter- und Gewichtsdaten

Mit dem Absetzen der Mause in der 4. Lebenswoche wurden je 2 Tiere des gleichen
Geschlechts und des gleichen Genotyps zusammen in einen neuen Kafig gesetzt. Fur die
Dauer von 6 Monaten bis zur finalen Entnahme der Proben wurden die Mause jeden Montag
zwischen 9 und 11 Uhr wahrend des Umsetzens in einen neuen Kafig gewogen. Dabei wurde

ein Becher verwendet, aus dem die Mause nicht von alleine herausklettern konnten, um die
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Tiere sicher zu wiegen. Zusatzlich wurde das im Kéfig verbliebene Futter sowie die Menge an
aufgefllltem Futter gewogen, um die Futteraufnahme pro Woche pro Kafig berechnen zu
kénnen. GroRRere Futterstlicke, die durch die Raufe gefallen waren, wurden per Hand aus dem

Kafig gesammelt und zum Wiegen dem Rest hinzugefligt.

Sammeln des Mausekots

Um Futteraufnahme und Kotabsatz vollstandig bilanzieren zu kénnen musste der komplette
Kot eines Kafigs von Einstreu und Zellstoff getrennt werden. Einmal pro Monat wurde der Kot
einer Woche jeweils zwischen zwei Futtereinwaagen gesammelt. So wurde die 6., 10., 14.,
18., und 22. Lebenswoche der Tiere dargestellt. Der Inhalt des Kafigs wurde grofR3flachig
ausgebreitet und der Kot mit einer Pinzette herausgesammelt. Zusatzlich wurden 4 zufallige
Kafige fir einen Sammelzeitpunkt mit Zellstoffstreu statt Holzspanen ausgestattet. Diese
normalerweise postoperativ verwendete Einstreu ist wesentlich grober und wei3. Nach der
Trennung vom Mausekot wurde die Einstreu 48 Stunden lang unter dem Abzug ausgebreitet
und getrocknet. AnschlieRend wurden auf einem feinen Gitterrost alle anhaftenden Partikel
von der Einstreu heruntergerieben und aufgefangen. Beim Ubriggebliebenen, feinkérnigen
Staub handelte es sich zu einem grof3en Teil um durch Nagen der Mause entstandenen
Futterabrieb. Dieser wurde rickgewogen und der Mittelwert der 4 Kafige représentativ als
Fehlerwert bei der Berechnung der wochentlichen Futteraufnahme einbezogen. Die Lagerung
der Kotproben erfolgte bei -80°C. Zuséatzlich zu den Kotproben wurde zu jedem
Sammelzeitpunkt eine Probe des Futters genommen. Diese Futterproben wurden nicht

gefriergetrocknet, sondern sofort gemahlen und in der Kalorimetrie gemessen.

Vorbereitung der Proben fiur die Kalorimetrie

Gefriertrocknung

Bei der Gefriertrocknung wird der Wassergehalt der Proben auf unter 4% gesenkt. Der Vorteil
gegenlber hitzebasierten Trocknungsverfahren ist die schonendere Behandlung des
Trocknungsguts. Basierend auf dem Prinzip der Sublimation wird dem Kot bei Unterdruck die
Feuchtigkeit entzogen. Die Proben werden in Aluminiumgefal3e tberfihrt und auf beheizbare
bzw. kihlbare Platten in den Gefriertrockner gestellt. Initial werden die Proben bei

Normaldruck auf -20°C tiefgefroren. Danach wird das Verfahren in zwei Abschnitte unterteilt.

Bei der Primértrocknung wird in der Probenkammer ein Vakuum angelegt. Das Wasser fallt so
unter den Tripel-Punkt und hat einen ausreichend hohen Dampfdruck, um von der festen
Phase direkt in die gasférmige Phase Uberzugehen. Der so entstandene Wasserdampf wird in
einer Parallelkammer kondensiert. Die Menge an Energie, die den Proben als

Sublimationsenergie verloren geht, fihrt zu einer weiteren Temperatursenkung der Proben

70



und wird Uber die Heizplatten in gleichem MalRe kompensiert. AnschlieRend folgt die
Sekundartrocknung. Durch Erwarmen der Proben auf bis zu 5°C wird starker gebundenes
Wasser entfernt. Das Gefriertrocknungsprotokoll am hier verwendeten Gerat dauerte etwa 40

Stunden.

Mahlen und Pelletieren der Proben

Die Proben wurden in einer Zentrifugalmiihle gemahlen. Dazu wurden sie in die Mitte des
laufenden Rotors geschuittet, durch die Zentrifugalkraft nach auf’en an das Mabhlsieb
geschleudert und durch die rotierenden Klingen pulverisiert. Nach jeder Probe wurden die
Klingen, das Sieb und der Auffangbehalter komplett mit dem Pinsel trocken gereinigt. Das
entstandene Pulver wurde ebenfalls bei -80°C gelagert. Die Futterproben wurden ohne
vorherige Trocknung pulverisiert. Damit eine rickstandslose Verbrennung bei der
Bombenkalorimetrie gewdahrleistet werden konnte mussten die Proben zu Pellets gepresst
werden. Etwa ein Gramm Kotpulver wurde pro Probe gepresst und im Kalorimeter gemessen.
Die maximale Masse der Probe wurde so gewahlt, dass deren Energie niedriger liegt als die
Energie der zum Eichprozess verwendeten Benzoeséuretablette.

Bombenkalorimetrische Messung

Die isoperibole Bestimmung des Brennwertes einer Probe durch Bombenkalorimetrie beruht
auf einer Messung der Temperaturveranderung von Wasser, welche durch das Verbrennen
des Probenmaterials in reinem Sauerstoff und unter Druck ausgelést wird. Das
Bombenkalorimeter besteht aus einer wassergefillten Kammer mit Temperaturfihlern und
einem Ruhrgerat, die von einem temperaturkonstanten (isoperibolen) Wassermantel umgeben
ist. In die wassergefillte Kammer wird dann die Messbombe gestellt. Die Bombe wird mit 5ml
Wasser befillt und die zu messende Probe in einen am Deckel befestigten Tiegel gelegt. An
das Zundelement wird ein Baumwollfaden mit definiertem Brennwert von 50 Joule gebunden,
auf dessen anderem Ende die Probe im Tiegel liegt. Das gewahrleistet eine sichere Ziindung
des Probenmaterials. Die Bombe wird vor der Messung mit reinem Sauerstoff bis zu einem
Druck von 30 Bar gefillt. Dieser Uberschuss an Sauerstoff wird fur eine rasche und
vollsténdige Verbrennung der Probe bendtigt. Zur Eichung der verwendeten Bomben wurden
je drei Messungen mit Benzoesauretabletten, die einen definierten Brennwert aufwiesen,
durchgefuhrt. Aus diesen Eichmessungen ergab sich die Kalorimeterkonstante Cya, die fur
jede Bombe spezifisch ist. Die Messung der Kot- und Futterproben unterteilte sich in drei
Phasen. Wahrend des Einschwingens wurde die Temperatur des auf3eren Mantels der
Temperatur des Wassers in der Kammer weitestgehend angeglichen. Dieser Vorgang dauerte
zwischen 6 und 9 min. In der zweiten Phase folgte die Zindung der Bombe. Wahrend dieses
Hauptversuches, der etwa 10 min dauerte, wurde der Anstieg der Temperaturdifferenz

zwischen Mantel und Wasserbecken gemessen. Verringerte sich die Geschwindigkeit dieses
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Temperaturanstieges begann der Nachversuch. Diese dritte Phase wurde beendet sobald sich
eine Verringerung der Temperaturdifferenz abzeichnete. Insgesamt dauerten die Messungen

im hier durchgefuhrten Versuch im Mittel 27 min.

Das Bombenkalorimeter berechnete den Brennwert der Proben automatisch und mit

folgender Formel:

Q, (Probe) = W — Qy (Faden)
Q, (Probe) = Brennwert der gemessenen Probe in [é]
Cral = Kalorimeterkonstante, [é]
ATy orr = gemessene Temperaturdifferenz abzuglich der Temperaturdifferenz zwischen

Mantel und Wasserkammer am Ende der Einschwingphase, [K]
m = Gewicht des Probenpellets, [g]

Q, (Probe) = Brennwert des Zundfadens (50 Joule), [J]

Finale Probenentnahme

In der 26. Lebenswoche der in diesem Versuch beobachteten Slc10a5" Knockout-Mause und
C57BL6/N Mause wurden alle bendtigten Proben postmortal enthommen. Dazu zahlten
systemisches Blut, Portalblut, Galle, Kot aus dem Enddarm und Organproben fiir histologische
Schnitte und die Extraktion von RNA. Das Toten der Mause erfolgte durch cervikale Dislokation
und wurde durch Ertasten der kompletten Trennung der Wirbelsaure im Halsbereich bestatigt.
Nach dem Eintreten des Todes wurden schnellstmdglich 100 - 150 ul Blut retrobulbar mit einer
Glaskapillare entnommen. War es durch die cervikale Dislokation nicht méglich, genligend
Blut mit der Kapillare zu gewinnen, wurde mit einer 22G Kanile auf einer 1 ml Spritze eine
Punktion des Herzens durch den geschlossenen Brustkorb durchgefiihrt und die bendtigte
restliche Menge gewonnen. AnschlieBend wurde die Maus mit Klebebandstreifen auf dem
Rucken fixiert und die Bauchhohle wurde von caudal mit einer Schere bis zum Sternum
eroffnet. Zu beiden Flanken hin wurden Entlastungsschnitte nach dorsal gemacht, die
Bauchhohle freigelegt und das Darmkonvolut sowie die Leber zur Seite geschoben, bis die
Pfortader sichtbar wurde. Die Pfortader wurde von caudal mit einer 27G Kanule auf einer 1 ml
Spritze punktiert und es wurden etwa 100 pl Portalblut gewonnen. Die Leber wurde
zurlckverlagert, die Gallenblase durch Anheben einiger Leberlappen freigelegt und der Ductus
choledochus kurz vor dem Lebereintritt mit einer Klemme ligiert. Die Gallenblase wurde mit
einer Pinzette an der Spitze fixiert und mit einer 50 pl Hamilton Spritze mit 27G Kanile

punktiert. Es wurde die gesamte Gallenmenge entnommen und sofort auf Eis gestellt. Es folgte
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die Entnahme der Organe in der Reihenfolge angefangen bei der Leber Uber die Nieren bis
zum kompletten Darmkonvolut. Der Darm wurde in 5 Abschnitte unterteilt, die zumindest im
Ansatz die 5 Darmabschnitte der Maus reprasentieren sollen. Der erste Abschnitt, das
Duodenum, wurde anhand des relativ kurzen Gekroses identifiziert und am Ubergang zum
langen Gekrose des Jejunums abgetrennt. Das Jejunum wurde am kirzer werdenden Teil des
Gekroses, etwa 3 - 4 cm vor dem Ubergang zu Caecum und Colon abgesetzt. Das lleum wurde
an eben diesem Ubergang in die Dickdarmbereiche getrennt. Das Colon geht aus der
kranialen Seite des Caecumkopfes hervor und wurde an dieser Stelle abgesetzt. Das Colon
wurde so weit wie moglich kaudal im Beckenbereich abgetrennt und der Lange nach
aufgeschnitten um Kot zu entnehmen und in 1,5 ml Reaktionsgefalien zu tiberfihren um diese
fur die Analyse, wie im nachsten Kapitel beschrieben, aufzubereiten. Die fiinf Darmabschnitte
wurden mit 4°C kalter Kochsalzlésung durch eine 12G Kantle mit einer 10 ml Spritze gespiilt,
bis alle sichtbaren Kotpartikel ausgespult waren. Alle entnommenen Organe wurden halbiert
und aufgeteilt auf 1,5ml Reaktionsgefal3e, gefillt mit 2 unterschiedlichen Lésungen. Zum einen
wurden die Organproben, fir die Extraktion von totaler RNA, mit 750 pl RNAlater (Qiagen)
bedeckt und bei -80°C bis zur weiteren Prozessierung gelagert. Die andere Halfte der Organe
wurde in 1000 ul Bouin-Lésung (zur Verflgung gestellt vom Institut fir Veterinar-Anatomie, -
Histologie und -Embryologie) gelegt und bei 4°C gelagert, bis die Weiterverarbeitung zu
Paraffinschnitten fir die histologische Betrachtung folgte. Die systemischen Blutproben und
Portalblutproben wurden nach der Entnahme fiir 1 h bei Raumtemperatur stehen gelassen um
eine ausreichende Gerinnung zu erreichen. Zur Gewinnung von Serum wurden die Proben
anschlieRend bei 2000 x g fur 15 min zentrifugiert, der fliissige Uberstand wurde mit einer
Pipette entnommen und in neue ReaktionsgefalRe lberfuhrt. Alle Serumproben sowie die
Gallenproben und die aus dem Enddarm entnommenen Kotproben wurden bis zum Versand
bei -80°C aufbewahrt.

Aufbereitung der Kotproben

Die aus dem Colon entnommenen Kotproben wurden anhand eines von Herrn Dr. Herebian
zur Verfuigung gestellten Protokolls mit kleinen Modifikationen bei der Homogenisierung der
Proben fir die massenspektrometrische Messung der Gallensduren aufbereitet. 50-100 mg
des enthommenen Kots wurden in ein Fast-Prep Lysing Matrix D Réhrchen Gberfihrt und mit
1 ml Ethanol-puffer, bestehend aus einem Volumenverhaltnis von 80 % Ethanol und 20% PBS,
bedeckt. Die Homogenisierung erfolgte im Fast-Prep 24 Homogenizer mit dem
Standardprogramm fir die gewéhlten Réhrchen zur Homogenisierung von Kot (30s, 4,0 M/S).
Die Proben wurden anschlieend fur 30 min in einem Thermomixer bei 55°C bei 300 rpm
geschuttelt. Danach wurden die Proben auf Eis heruntergekihlt und fur 10 min bei 15000 rpm

zentrifugiert. Die Uberstande wurden nach dem Zentrifugieren in neue 2 ml ReaktionsgefaRRe
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durch Schitten Uberfuhrt. Mit Hilfe eines Vakuumkonzentrators wurden die Proben fir etwa 6
Stunden bei 500 x g aufkonzentriert. Die verdunstende Flussigkeit wird dabei Uber eine
Kaltefalle kondensiert um bei gleichzeitiger langsamer Zentrifugation der Proben eine
Aufkonzentrierung aller festen Bestandteile zu gewéhrleisten. Dieser Vorgang wurde so lange
durchgefiuhrt, bis die Reaktionsgefal3e augenscheinlich trocken waren und sich ein gelb-
brauner Belag am Boden der GefalRe abzeichnete. Die Lagerung der Proben erfolgte bei
- 80°C und der Transport nach Disseldorf in das Stoffwechsellabor von Herrn Dr. Herebian
auf Trockeneis.

Massenspektrometrische Analyse der Gallens&auren

Die Gallensaureanalytik wurde im Stoffwechsellabor des Universitatsklinikums Dusseldorf von
Herrn Dr. Herebian und Mitarbeitern durchgefihrt. Die Gallensauren wurden mittels
UHPLC-MS/MS (Ultra High Performance Liquid Chromatography-Tandem Mass
Spectrometry) gemessen. Genutzt wurde ein UPLC I-Class System (Waters, UK) zusammen
mit einem Xevo TQ-S triple quadruple mass spectrometer (Waters,UK). Die Elektronenspray
lonisierung wurde im Negativ-lonisierungsmodus durchgefiihrt. Die chromatographische
Trennung erfolgte in einem BEH C18 Rohrchen (2,1x100 mm, 1,7 um). Die mobile Phase
bestand aus Wasser mit 0,1% Ameisensaure und 5 mM Ammoniumacetat (Eluent A) und
Acetonitril (Eluent B). Die Analyten wurden in einem Gradienten eluiert. Das Probenvolumen
waren 1 ul Galle, 5 pul Serum und 5 pl der in Methanol/Wasser (1:1) resuspendierten
Kotproben. Die Termperatur des Reaktionsgefaflies wurde konstant bei 40°C gehalten. Die
Detektierung der Gallensauren und deren Glycin- und Taurinkonjugate erfolgte im multiple
reaction monitoring (MRM) mode. Weitere Parameter kénnen der Literatur enthnommen

werden (Garcia-Canaveras et al. 2012).

Probenvorbereitung

10 pL Serum (aus Portal- oder Peripherem-Blut) wurden, gemeinsam mit den internen
Deuteriumstandard Mischung aus d4-Ca, d4-GCA und d5-TCA, mit 40 pl kaltem Methanol zur
Prazipitation der Proteine gemischt. Die Probe wurde geschiittelt, fir 20 min bei -20°C
inkubiert und anschlieRend bei 10000 x g fir 5 min zentrifugiert. Nach der Zugabe von 50 pl
Wasser wurde der Uberstand in LC-MS/MS AnalysegefaBe Uberfihrt. Im Falle der
Galleproben wurde 1 ul Gallenflissigkeit mit 999 ul Wasser und den zuvor beschriebenen

Deuteriumstandards verdinnt.
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3.5.6 Berechnung des Hydrophobizitatsindex

Basierend auf der Veréffentlichung von Heuman (1989) wurde der Hydrophobizitatsindex (HI)
fur die Kompartimente Galle, peripheres Blut und Kot berechnet. Grundlage des
Hydrophobizitatsindex sind durch HPLC ermittelte Werte fir die Balance aus Hydrophilie und
Hydrophobie einer jeden Gallensdure (Heuman 1989). Die Hydrophobizitatsindizes der
einzelnen Gallensauren (HIx) sind in Tabelle 3-1 aufgelistet. Einige Werte konnten von
Heuman (1989) nicht experimentell bestimmt werden und wurden aus dem mittleren
Unterschied Taurin-konjugierter und Glycin-konjugierter Gallensauren von +0,07
mathematisch ermittelt. Analog dazu wurde in der vorliegenden Arbeit die Differenz von
Taurin-konjugierten und unkonjugierten Gallensduren mit einem Unterschied von +0,13
definiert, um ein mdglichst breites Spektrum an Gallenséauren fiir die Berechnung heranziehen
zu kénnen. Um die Vergleichbarkeit der Daten zu erhéhen wurden bei allen Gallensauren die

Werte fur die ionisierten Formen der Gallenséuren verwendet.

Tabelle 3-1: Hydrophobizitatsindizes (HIx) der ionisierten Formen verschiedener Gallensauren
nach Heuman (1989)

Die Werte fur unkonjugierte Gallenséduren und ein Teil der Werte fur Glycin-konjugierte
Gallensauren wurden mit einem Faktor von +0,13 bzw. einem Faktor von +0,07 aus den

gemessenen Werten der Taurin-konjugierten Gallensauren errechnet.

HIx HIx HIx
Gallensauren
Taurin-Konjugiert Glycin-konjugiert unkonjugiert
a-Muricholséure -0,84 -0,79 -0,71
B-Muricholsaure -0,78 -0,73 -0,65
Hyocholat -0,45 -0,4 -0,32
Cholat 0 0,07 0,13
Dehydrocholsaure -0,22
Ursodeoxycholsaure -0,47 -0,43 0,49
Hyodeoxycholsaure -0,35 -0,3 0,83
Chenodeoxycholsaure 0,46 0,51 1,37
Deoxycholsaure 0,59 0,65 1,46
Lithocholsaure 1 1,05 1,13
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Fur die Berechnung der  Hydrophobizitatsindizes wurden die  absoluten
Gallensaurekonzentrationen der Mause im jeweiligen Kompartiment (Galle, peripheres Blut,

Kot) in ihren Stoffmengenanteil Fxumgerechnet (Formel 1):

Konzentration der Gallensaure x

Q) Fx =

gesamte Gallensaure Konzentration des Kompartiments

Der Hydrophobizitatsindex errechnet sich aus der Summe der Produkte aus Stoffmengenanteil

Fx und dem Hydrophobizitatsindex der entsprechenden Gallensaure Hix (Formel 2):

(2) HI = ¥"_, Hlx * Fx

Die statistische Auswertung der errechneten Daten jedes Kompartiments erfolgte jeweils
getrennt fir beide Geschlechter als Vergleich der Gruppen Wildtyp und Knockout mittels

unpaarigem t-Test.

3.5.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism. Mittelwerte und
Standardabweichungen wurden mit Excel berechnet. Der statistische Test, der verwendet
wurde wird unter der jeweiligen Abbildung genannt. Bei Datenséatzen, die auf Grund signifikant
unterschiedlicher Standardabweichungen nicht mit einem normalen t-Test gerechnet werden
konnten wurde ein t-Test mit Welch’s-Modifikation angewendet. Das Signifikanzniveau wurde
fur die vorliegende Arbeit mit 5% (p<0,05) definiert. Alle p-Werte unterhalb wurden als

statistisch signifikant gewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Subzellulare Lokalisation von SLC10A5 in unterschiedlichen
Zelllinien

Die Dissertationen von Pellicoro (Pellicoro, 2008) und Aretz (Aretz, 2015) haben gezeigt, dass
SLC10A5 im Gegensatz zu den bereits beschriebenen Mitgliedern der SLC10-Familie NTCP
und ASBT keine Lokalisation in der Plasmamembran aufweist, sondern in vesikuléren,
membranésen Strukturen innerhalb der Zellen angefarbt werden konnte. Sowohl die Fusion
an das fluoreszierende Quallen-Protein GFP, als auch an kleinere Tags wie V5 und FLAG,
welche sekundar angefarbt wurden, flhrte zu einem intrazelluléar lokalisierten Signal (Aretz,
2015). In der vorliegenden Arbeit sollte diese intrazellulare Lokalisation von SLC10A5 weiter
eingegrenzt werden, um eine Aussage Uber assoziierte Zellkompartimente treffen zu kénnen.
Die Leuchtkraft des Konstruktes SLC10A5-GFP wurde in der Dissertation von Aretz (Aretz,
2015) als schwach beschrieben, was eine Kolokalisation durch hohe Belichtungszeiten und
die damit verbundenen Uberschneidungen in den Absorptions- und Emissionsspektren
erschweren kann. Deswegen wurde das erstmals 2017 beschriebene Fluoreszenzprotein
mScarlet (Bindels et al., 2017) als Alternative zu GFP ausgewahlt. mScarlet liegt im Gegensatz
zu GFP in einer monomeren Struktur vor und weist eine hohere Lebensdauer und Leuchtkraft
als andere fluoreszierende Proteine auf (Bindels et al., 2017). Zusatzlich wurde bei der in silico
Konstruktion des Fusionsproteins eine kurze repetitive Aminosauresequenz zwischen
SLC10A5 und mScarlet eingefiigt, die fur Flexibilitdét und geringere Interaktion der beiden
Proteinstrukturen sorgen sollte. Das Fusionsprotein aus SLC10A5 und dem C-terminal
gekoppelten mScarlet sollte dabei mit emGFP-gekoppelten Proteinen, die fir das jeweilige
Zellkompartiment spezifisch waren, in Zellen kotransfiziert werden, um Uberlagerungsmuster
zu studieren. Die emGFP-gekoppelten Zellorganellenmarker wurden tber ein Baculovirus-
System in die Zellen eingebracht. Dies ermdglichte eine nahezu 100%-ige Transduktionsrate
der Zellen mit den Zellorganellenmarkern bei gleichzeitig sehr geringer Belastung der Zellen,
da neben der Baculovirus-Suspension keinerlei weitere Stoffe bendtigt wurden. Die
Kotransfektion wurde in unterschiedlichen Zelllinien, passend zum Expressionsprofil von
SCL10A5 in Leber, Niere und Darm, durchgefuhrt. In den repréasentativ fir den Darm
verwendeten Caco-2 Zellen konnte keine Transduktion durch die Baculoviren erreicht werden,
weshalb ausschlief3lich Kolokalisationen in Leber- und Nieren-Zelllinien durchgefihrt werden

konnten.
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4.2 Kolokalisationen in HEK293-MSR, HepG2 und Huh-7-Zellen

Reprasentativ fur Nierenepithelzellen wurden HEK293-MSR Zellen gewahlt. Diese
exprimieren den humanen macrophage scavenger receptor (MSR), der fir eine verbesserte
Adhéarenz der Zellen in der Kulturschale sorgt. Das Fusionsprotein aus SLC10A5 und mScarlet
zeigte, wie es auch fur SLC10A5-GFP Konstrukte beschrieben wurde, ein intrazellulares
Farbungsmuster (Abbildung 4-2). Die fluoreszierenden vesikularen Strukturen waren rund und
von inhomogener GroRe. Aul3erdem zeigten sie eine Verteilung in der kompletten Zelle und
keine Beschrankung auf einzelne Bereiche. Fur eine Farbung im Bereich der Plasmamembran
gab es keine Anzeichen. Bei der Betrachtung von SLC10A5-mScarlet in Kombination mit den
Zellorganellenmarkern gab es rein optisch keine Uberschneidungen mit Mitochondrien und
Peroxisomen. Bei den Markern fur das endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat
gab es vereinzelt gelb fluoreszierende Areale. Die starkste Uberlagerung der Signale trat mit
den frihen und spaten Endosomen sowie den Lysosomen auf. Eine 100%-ige Kolokalisation
gab es mit keinem der Marker. Es waren immer Bereiche zu sehen, die kein gelbes Signal, als
Zeichen einer rot-griin Uberlagerung, zeigten. Vergleichend zur Kolokalisation in einer Nieren-
Zelllinie wurde der identische Versuchsaufbau in HepG2 und Huh-7-Zellen reprasentativ fir
die Leber durchgefuhrt (Abbildung 4-1 und 4-3). In der HepG2-Zelllinie zeigten sich die
geringsten Uberlagerungen zwischen SLC10A5-mScarlet und den Zellorganellenmarkern fiir
Mitochondrien und Peroxisomen. Einige wenige sichtbare gelbe Signale traten auch hier in der
Kombination mit dem ER und dem Golgi-Apparat auf. Die starksten Uberlagerungen waren
wieder in den frihen Endosomen, spaten Endosomen und Lysosomen zu sehen. Keiner der
Marker erreichte in der Kombination mit SLC10A5-mScarlet eine 100%-ige Ubereinstimmung.
In den Huh-7-Zellen funktionierte die Transduktion mit den Zellorganellen-Markern fir Golgi-
Apparat und Endoplasmatisches Retikulum nicht zufriedenstellend, weshalb im Hinblick auf
die Ergebnisse aus den HEK293-MSR-Zellen und HepG2-Zellen das Hauptaugenmerk auf die
Marker fur die vesikularen Zellkompartimente gelegt wurde. In Abbildung 4-3 sind Einzelbilder
und Kolokalisation mit den Markern der friihen und spaten Endosomen sowie den Lysosomen
gezeigt. Auffallig war vor allem, dass sowohl die Zellorganellen als auch SLC10A5-mScarlet
in den HepG2-Zellen eine andere Morphologie als in HEK293 und Huh-7-Zellen aufwiesen.
Die spaten Endosomen und Lysosomen waren gréf3er und die grinen membrandsen
Strukturen liel3en sich von den Hohlraumen der Vesikel abgrenzen. Bei den Lysosomen kam
es zu kaum einer direkten Uberlagerung von SLC10A5-mScarlet und dem lysosomalen
Markerprotein LAMP1-GFP. Die rote SLC10A5-verkniipfte Fluoreszenz lag dafur grof3tenteils
innerhalb der grinen membrandsen Strukturen und konnte so indirekt miteinander assoziiert
werden. Bei den spaten Endosomen war dieser Effekt ebenfalls in abgeschwachter Form zu

sehen, zusétzlich zu den auftretenden direkten, gelb gefarbten Uberlagerungen der Signale.

78



Mitochondrien

Endoplasmatisches
Retikulum

Golgi-Apparat

Peroxisomen

Frihe
Endosomen

Spate
Endosomen

Lysosom

Abbildung 4-1: Kolokalisation von SLC10A5-mScarlet und GFP-gekoppelten
Zellorganellenmarkern in HepG2-MSR Zellen

HepG2-MSR Zellen wurden auf ibidi chamber slides ausgesat und die lebenden Zellen in PBS unter
dem Mikroskop analysiert. Zellkerne wurden mit Hoechst33342 (blau) gegengefarbt. Die erste Spalte
zeigt die transduzierten, GFP-gekoppelten zellorganellenspezifischen Marker (grun). In der zweiten
Spalte ist das transient transfizierte SLC10A5-mScarlet Fusionsprotein (rot) gezeigt. In der dritten Spalte
ist die Uberlagerung des roten, griinen und blauen Kanals gezeigt. Uberlagerte Signale von rot und griin
stellten sich in gelber Farbe dar. Beispiele dafiir sind mit weil3en Pfeilen markiert. Alle Aufnahmen sind
Maximum-Projektionen von dekonvolutionierten Z-Stapeln in 630-facher Vergré3erung.
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Abbildung 4-2: Kolokalisation von SLC10A5-mScarlet und GFP-gekoppelten
Zellorganellenmarkern in HEK293- Zellen

HEK?293-Zellen wurden auf ibidi chamber slides ausgesat und die lebenden Zellen in PBS unter dem
Mikroskop analysiert. Zellkerne wurden mit Hoechst33342 (blau) gegengefarbt. Die erste Spalte zeigt
die transduzierten, GFP-gekoppelten zellorganellenspezifischen Marker (griin). In der zweiten Spalte ist
das transient transfizierte SLC10A5-mScarlet Fusionsprotein (rot) gezeigt. In der dritten Spalte ist die
Uberlagerung des roten, griinen und blauen Kanals gezeigt. Uberlagerte Signale von rot und griin
stellen sich in gelber Farbe dar. Beispiele dafur sind mit weil3en Pfeilen markiert. Alle Aufnahmen sind
Maximum-Projektionen von dekonvolutionierten Z-Stapeln in 630-facher Vergrol3erung.
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Abbildung 4-3: Kolokalisation von SLC10A5-mScarlet und GFP-gekoppelten
Zellorganellenmarkern in Huh-7-Zellen

Huh-7-Zellen wurden auf ibidi chamber slides ausgesat und die lebenden Zellen in PBS unter dem
Mikroskop analysiert. Zellkerne wurden mit Hoechst33342 (blau) gegengeféarbt. Die erste Spalte zeigt
die transduzierten, GFP-gekoppelten zellorganellenspezifischen Marker (griin) fur frihe Endosomen,
spate Endosomen und Lysosomen. In der zweiten Spalte ist das transient transfizierte SLC10A5-
mScarlet Fusionsprotein (rot) gezeigt. In der dritten Spalte ist die Uberlagerung des roten, griinen und
blauen Kanals zu sehen. Uberlagerte Signale von rot und griin stellen sich in gelber Farbe dar. Beispiele
dafir sind mit weil3en Pfeilen markiert. Alle Aufnahmen sind Maximum-Projektionen von
dekonvolutionierten Z-Stapeln in 630-facher VergroflZerung.

81



Mathematische Berechnung der Kolokalisation von SLC10A5-mScarlet und GFP

gekoppelten Zellorganellenmarkern in HEK293-Zellen

Mit Hilfe der Leica-Software des Mikroskops konnten die optisch gewonnenen Eindriicke zur
Kolokalisation von SLC10A5-mScarlet und Zellorganellen in Form von Zahlen ausgedrtickt
werden (Abbildung 4-4). Das Programm berechnet dabei die Korrelation der jeweiligen
Datensatze und gibt sie in Form des Pearson-Koeffizienten (P) sowie einer Kolokalisationsrate
(KR) aus. Die optischen Eindriicke, die durch die Bilder gezeigt wurden, konnten mit den
mathematischen Daten zur Kolokalisation bestatigt werden. In den Mitochondrien (KR = 1,19%
+ 0,64) und Peroxisomen (KR =5,38% + 2,08) waren die Signaliberlagerungen am
geringsten. Golgi-Apparat (KR = 16,85% + 2,48) und das Endoplasmatische Retikulum (KR =
39,85% =+ 8,80) wiesen etwas starkere Uberlagerungen auf. Wie auch optisch zu sehen, waren
die Signaliberlagerungen in den vesikularen Zellkompartimenten mit Kolokalisationsraten von
57,05% * 6,09 in den frihen Endosomen, 79,60% * 3,66 in den spaten Endosomen und
74,46% + 8,41 in Lysosomen. Auffallig ist hierbei, dass die errechnete Uberschneidung in den
Lysosomen etwas geringer ist als in den spaten Endosomen.
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Kompartiment Pearson Uberlagerungs | Kolokalisations-
Koeffizienz Koeffizient Rate
Mitochondrien | 0,11+0,02 0,27+0,07 1,19%=+0,64
ER 0,25+0,07 0,36+0,05 39,58%+8,80
Golgi 0,13+0,01 0,20+0,01 16,85%+2,48
Peroxisomen 0,04+0,01 0,13+0,03 5,38%2,08
Frihe Endosomen | 0,41+0,04 0,53+0,03 57,05%1+6,09
Spéate Endosomen | 0,65+0,05 0,74+0,04 79,60%=3,66
Lysosom 0,77+0,05 0,81+0,05 74,46%+8,41

Abbildung 4-4: Statistiken zur Kolokalisation von SLC10A5-mScarlet und
organellenspezifischen Markern in HEK293-MSR Zellen

Die Berechnung des Pearson Koeffizienten, Uberlagerungskoeffizienten und der Kolokalisationsrate
erfolgte durch die Leica-Software am Mikroskop. AusschlieBlich Zellen, in denen beide Signale sichtbar
waren, wurden markiert und fir die Berechnung herangezogen. Dieser Vorgang wurde an
unterschiedlichen Einzelbildern jeweils aus der scharfsten Ebene von Z-Stapeln durchgefihrt und
anschlielend die hier gezeigten Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet. Die Bilder zeigen
SLC10A5-mScarlet in Rot, GFP-gekoppelte Organellenmarker in Grin und die sich Uberlagernden
Bereiche in Weil3.
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4.3 Gewebelokalisation von SLC10A5

Um die subzellulare Lokalisation von SLC10A5 weiter zu charakterisieren und die Ergebnisse
aus dem Zellkulturmodell zu bestéatigen, war die Farbung des nativen Proteins in Organen von
M&ausen ein weiterer wichtiger Schritt. In vorangegangenen Arbeiten scheiterten
Untersuchungen im Gewebe meist an unspezifisch bindenden Antikérpern (Pellicoro, 2008),
weshalb in der vorliegenden Arbeit der direkte Vergleich zwischen Geweben von Slc10a5*"
Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-M&usen in Kombination mit einem selbst generierten
Antikorper gewahlt wurde. Um einen spezifischen Antikbrper gegen SLC10A5 zu erstellen,
wurden zwei Epitope des Mausproteins gewdahlt und eine Immunisierung von Kaninchen in
Auftrag gegeben. Zwei unterschiedliche Antikorper, die gegen verschiedene Epitope gerichtet
waren, wurden aufgereinigt, mittels ELISA auf ihre Reaktivitat untersucht und im Rahmen
dieser Doktorarbeit getestet. Lebern und Nieren von transkardial perfundierten Slc10a5"*
Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-Mausen wurden in Tissue-Tek eingebettet und
Gefrierschnitte angefertigt. Getestet wurden aufgereinigte Antikdrper und komplettes
Antiserum. Als Negativkontrollen dienten Praimmunseren der Kaninchen und das Farben mit

ausschlieB3lich dem zweiten Antikorper.

In allen Versuchen zeigten sich nur bei den aufgereinigten Antikérpern Farbemuster im
Gewebe. Antikorper 7648, der gegen ein Epitop in einer der cytoplasmatischen Schleifen von
SLC10A5 gerichtet ist, fihrte sowohl in Slc10a5"* Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-Mausen
zu unspezifischen Farbungen. Der gegen das C-terminale Ende des murinen SLC10A5-
Proteins gerichtete Antikorper 7649 zeigte eine spezifische Farbung des Proteins in den
Wildtyp-Organen und keinerlei Reaktivitat im Gewebe der Knockout-Mause (Abbildung 4-5).
Alle gezeigten Bilder wurden mit dem aufgereinigten AntikGrper 7649 in einer Verdinnung von
1:1500 durchgefiihrt. Bei den unterschiedlichen Organen zeigten sich Farbungen in der Leber
und in den Nieren-Schnitten, wohingegen in keinem der Darmabschnitte eine spezifische

Farbung von SLC10A5 erreicht werden konnte.

In der Leber zeigte sich im Uberblick iber groRere Gewebebereiche eine homogene Farbung
fast aller Hepatozyten. Diese homogene Farbung variierte auf Ebene der Periportalfelder in
ihrer Intensitat. In der Detailansicht zeigte sich, dass fast jeder Zellkern mit naheliegenden
Fluoreszenzsignalen assoziiert werden konnte. Das Farbemuster war auch im Gewebe,
ahnlich wie in den Versuchen im Zellkulturmodell, nicht in der Plasmamembran zu sehen,
sondern beschrankt auf intrazellulare, vesikulare Strukturen. Diese zeigten leichte Variationen
in ihrer GroRe. Die gleiche Feinstruktur war auch in den gefarbten Schnitten des
Nierengewebes zu sehen. In der Ubersicht waren die angefarbten Strukturen auch hier lber
das ganze Gewebe verteilt. Im Gegensatz zum Lebergewebe beschréankte sich die

Lokalisation von SLC10A5 im Nierengewebe jedoch auf bestimmte Zellen und tubulére
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Strukturen mit isoprismatischem Epithel. Zusatzlich waren auch Proteinfarbungen in nicht
naher definierbaren Anteilen des Glomerulums zu sehen. Diese zeigten sich als feine Linien

innerhalb des kompletten glomerularen Apparats.

Slc10a5** Slc10a5”

Leber

Niere

Abbildung 4-5: Immunfluoreszenzfarbung von SLC10A5 in Leber- und Nierengewebe
von Slc10a5"* Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-Mausen.

Ubersichtsbilder der Gewebeschnitte (A) wurden bei einer 100-fachen VergroRerung aufgenommen,
Detailbilder (B) bei 630-facher VergrofRerung. Die linke Spalte zeigt die Farbungen im Gewebe der
SLC10a5*"* Wildtyp-Mause, die rechte Spalte die Farbung im Gewebe der Slc10a5” Knockout-Mause.
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SLC10A5 wurde mit dem selbst generierten Antikorper ,,7649“ markiert und ist in griin dargestellt. Als
sekundarer Antikorper diente Alexa Fluor 488 goat-anti-rabbit. Die Gegenfarbung der Zellkerne (rot)
erfolgte im Eindeckelmedium mit DAPI. Alle Bilder zeigen Uberlagerungen des roten und griinen Kanals
und sind Maximum-Projektionen von dekonvolutionierten Z-Stapeln. Die Berechnung der Dekonvolution
erfolgte mit 20 Iterationen.

In Kryoschnitten aus der Leber wurde, ergénzend zur Kolokalisation in der Zellkultur, eine
Uberlagerung von SLC10A5 und LAMP-1, einem lysosomalen Membranprotein, untersucht.
Das Lysosom wurde gewahlt, da es den Endpunkt der endosomalen Reifung der Vesikel
darstellt und eine kritische Betrachtung der Ergebnisse aus der Kolokalisation im
Zellkulturmodell erlaubt. Es zeigte sich eine Uberlagerung der Signale mit einem
Pearson-Koeffizienten von 0,38 und einer Kolokalisations-Rate von 23,76% und damit deutlich
niedriger als im Zellkulturmodell (Abbildung 4-6). Rein optisch unterschieden sich die Signale
von SLC10A5 und LAMP-1 vor allem in Gr63e und Form. Die LAMP-1 Areale waren etwas

groler und heterogener geformt als die gezeigten SLC10A5 Strukturen.

Pearson Koeffizient: 0,38

Uberlagerungs Koeffizient: 0,58
Kolokalisations-Rate: 23,76%

Abbildung 4-6: Kolokalisation von SLC10A5 und LAMP-1 im Mausgewebe

SLC10A5 wurde in Kryoschnitten mit dem selbst generierten Antikorper ,7649“ in einer Verdiinnung von
1:1500 zusammen mit einem gegen das lysosomale Membranprotein LAMP-1 gerichteten Antikdrper
gefarbt. Der Sekundéarantikdrper fur 7649 war Alexa Fluor 488 (grun), der verwendete LAMP-1
Antikdrper war direkt an Alexa Fluor 594 (rot) gekoppelt. In der oberen Reihe sind die einzelnen Kanéle,
sowie die Uberlagerung gezeigt, das Bild in der unteren Reihe zeigt die von der Software erkannten
uberlagerten Bereiche. Pearson-Koeffizient, Uberlagerungs-Koeffizient und Kolokalisationsrate wurden
direkt in der verwendeten Software des Mikroskops in verschiedenen Ebenen berechnet und sind
Mittelwerte der Einzelbilder.
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4.4 Transportmessungen mit SLC10A5

Die molekulare Funktion von SLC10AS5 ist bislang nicht beschrieben. Eine mdgliche Aktivitéat
als Transporter wurde im Rahmen mehrerer wissenschaftlicher Arbeiten am Institut fir
Pharmakologie und Toxikologie der Justus-Liebig-Universitat Gie3en untersucht. In Xenopus
laevis Oozyten gab es keinerlei Transportaktivitat fir die beiden Gallensduren Cholat und
Taurocholat sowie die Steroidhormone DHEAS und Estron-3-Sulfat (Fernandes et al., 2007).
Der Transport im Zellkulturmodell wurde erstmals an HEK293-Zellen untersucht.
Unterschiedliche, radioaktiv markierte Gallensduren wurden dabei auf ihren Transport tber die
Plasmamembran und eine intrazellulare Aufnahme durch Digitonin-Permeabilisierung der
Zellmembran untersucht. Es konnte jedoch fiir keine der untersuchten Gallensduren ein
Transport festgestellt werden (Aretz, 2015). Durch die intrazellulare Lokalisation hat SLC10A5
mdglicherweise andere Anforderungen, damit eine Aktivitdt als Transportsystem gezeigt
werden kann. Um diese Anforderungen néher zu untersuchen, wurden weitere

Transportversuche mit [*H]-markierten Gallensauren durchgefihrt.

4.4.1 Transportmessung mit einer SLC10A5/NTCP Chimare

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzuntersuchungen zeigten, dass SLC10A5 keine
Plasmamembranlokalisation wie z.B. NTCP, ASBT oder SOAT aufweist. Dadurch mussten
auch Transportexperimente an die veranderten Bedingungen angepasst werden. Eine
Mdglichkeit, dennoch einen Transport Uber die Plasmamembran zu zeigen, ist die
Veranderung der Lokalisation des Proteins. Damit SLC10A5 in die Plasmamembran sortiert
werden kann, wurde eine Chimare aus SLC10A5 und NTCP generiert (Abbildung 4-7).Fir die
strikte Sortierung von NTCP in die Plasmamembran ist unter anderem das C-terminale Ende
des Proteins verantwortlich (Sun et al., 1998) (Schmidt et al., 2015). Um diesen Effekt des C-
Terminus von NTCP auszunutzen, wurden die letzten 24 Aminosauren von SLC10A5 durch
die letzten 39 Aminosduren von NTCP ersetzt. Die Schnittstelle wurde auf Grund der
Ahnlichkeit der Sequenzen beider Proteine ausgewahlt. Die fertige SLC10A5ctNTCP Chiméare
zeigte nach Anfarbung des C-terminalen FLAG-Tags eine starke Plasmamembranexpression

mit Ahnlichkeit zur Expression von NTCP.
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SLC10ASCNTCP VAMCSGCEMLL I|A I FWCYEKFK----TPKDKTKMIYTAATTEET IPGALGNGTYKGEDCSPCTADYKDDDDK .

SLC10AS VAMCSGCEMLL [ I LVYKAKKRC [ FFLQDKRKRNFL I - - - - - - - - o o oom oo

NTCP MIFQLGEGLLL I|AIFWCYEKFK----TPKDKTKMIYTAATTEET IPGALGNGTYKGEDCSPCTA---------
B SLC10A5ctNTCP: griin C NTCP: grun; SLC10A5: rot

Abbildung 4-7: Fusionsstelle von SLC10A5 und NTCP fiir die SLC10A5ctNTCP-
Chimare

A: Gezeigt ist ein Alignment der Sequenzen von SLC10A5, NTCP und der daraus entstandenen
Chiméare. Um eine Expression von SLC10A5 in der Plasmamembran zu erzielen wurde ein in beiden
Proteinen ahnlicher Bereich gewéhlt um die Chiméare zu erzeugen. Nach Position 415 des SLC10A5
Proteins wurden die letzten 39 Aminoséuren des C-terminalen Endes von NTCP anstelle des normalen
SLC10A5 C-Terminus (24 Aminosauren) genutzt (roter Strich).

B: Die Expression der SLC10AS5ctNTCP-Chimare wurde durch eine Immunfluoreszenz-Farbung
Uberprift. Die Farbung erfolgte Uber den C-terminalen FLAG-tag mit einem AlexaFluor488 Antikorper
(grun). Die Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst33342 (rot). Die Zellen waren fixiert und
permeabilisiert.

C: In grun dargestellt ist NTCP, angefarbt mit einem gegen das N-Terminale HA-Tag gerichteten
Antikérper. In rot dargestellt ist SLC10A5, angefarbt mit einem gegen das C-terminale FLAG-Tag
gerichteten Antikérper. Die Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst33342 (blau). Die Zellen
waren fixiert und permeabilisiert. Alle Bilder sind Maximum-Projektionen dekonvolutionierter Z-Stapel in
400-facher VergroRerung.

Die Transportaktivitat dieser Chimére wurde in stabil transfizierten SLC10A5ctNTCP-HEK293-
Zellen gemessen (Abbildung 4-8). Die Messungen wurden bei den pH-Werten 7,4 und 5,5 mit
natriumhaltigem Transportpuffer bei 37°C durchgefuhrt. Als Kontrollzellen dienten
SLC10A5ctNTCP-HEK293-Zellen, die nicht mit Tetrazyklin induziert wurden. In den gezeigten
Transportmessungen konnte fir die unkonjugierten Gallensauren Cholat, Deoxycholat und
Ursodeoxycholat, die Taurin-konjugierten Gallensauren Taurocholat, Taurodeoxycholat,
Tauroursodeoxycholat, Taurochenodeoxycholat und Taurolithocholat, die Glycin-konjugierten
Gallensauren Glycodeoxycholat, Glycoursodeoxycholat, Glycochenodeoxycholat und die
Aminoséaure Taurin weder bei einem pH-Wert von 7,4 noch bei einem pH-Wert von 5,5 ein
Transport festgestellt werden. Auf die Darstellung der statistischen Auswertung der Daten
wurde verzichtet, da kein relevanter Unterschied zwischen induzierten und nicht induzierten

Zellen, der auf einen Transport hindeuten wirde, festgestellt wurde.
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Abbildung 4-8: Untersuchung der Transportaktivitat einer SLC10A5/NTCP Chimére
uber die Plasmamembran

Stabil transfizierte SLC10A5ctNTCP-HEK293-Zellen wurden auf Poly-L-Lysin beschichteten 24-well
Platten ausgesat. Die Halfte der ausgesaten wells wurde mit Tetrazyklin induziert. Die
Transportmessung wurde mit 11 unterschiedlichen Tritium-markieren Gallensduren und Tritium
markiertem Taurin bei 37°C durchgefuhrt. Die Konzentration der zu messenden Substanzen wurde auf
1 pM eingestellt, bei einem radioaktiven Anteil von 6 bis 15 nM. Die Inkubationszeit mit dem
Transportpuffer betrug 10 min. A zeigt die Messung bei einem pH-Wert von 7,4 (n=4), B die Messung
bei einem pH-Wert von 5,5 (n=3). Als Negativkontrolle dienten nicht-induzierte SLC10A5ctNTCP-
HEK293 Zellen, welche lediglich eine basale Expression des stabil transfizierten Proteins zeigen. Alle
Werte der Flissigszintillationsmessung wurden auf die mittels Lowry-Methode bestimmten Proteinwerte
bezogen und sind dargestellt als pmol radioaktive Substanz pro mg Protein. Aufgetragen sind
Mittelwerte und Standardabweichungen. Die Ergebnisse wurden mittels eines T-tests zwischen
induzierten und nicht induzierten Zellen fir jede Gallensdure durchgefiihrt. Dabei traten keinerlei
statistische Signifikanzen auf.
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4.4.2 Transportmessung in Membranvesikeln

Eine weitere Moglichkeit, die Transportaktivitat von Proteinen zu untersuchen, sind
Membranvesikel. Diese kunstlich generierten Membranhullen ermdéglichen ein vereinfachtes
Transportsystem. Um die Membranvesikel zu synthetisieren, wurden stabil transfizierte
SLC10A5-V5-HEK293 Zellen und HEK293-FIpin Kontrollzellen in hypotonem Puffer zum
Aufquellen gebracht, durch Scherkrafte zerstért und die Membranreste durch Ultra-
Zentrifugation vom Zelldetritus getrennt. Die am Ende Ubrig gebliebenen Zellmembranreste
mit dem integrierten, Uberexprimierten Protein wurden durch Injektionskantlen gedrickt. Die
turbulente Strémung, die sich in der Kantile bildete, fihrte zum Kreisschluss der Membranreste
und zur Bildung von Vesikeln unterschiedlicher Grél3e. Die Vesikel liegen dabei als right-side-
out Vesikel vor, die eine normale Ausrichtung der Membran haben und als inside-out Vesikel
mit einer inversen Ausrichtung der Membran. Als Positivkontrolle dienten BSEP-HEK293-
Vesikel, die mit bzw. ohne ATP gemessen wurden. Die Vesikel der SLC10A5-V5-HEK293-
und HEK293-FIpIn-Zellen wurden dann mit verschiedenen radioaktiv markierten Substraten
auf ihre Transportaktivitdt untersucht (Tabelle 4-1). Alle Messungen erfolgten bei 37°C im
gleichen Puffer, in dem die Vesikel hergestellt wurden. Der Messpuffer der BSEP-Vesikel
enthielt zusatzlich 4 mM ATP. Die BSEP-HEK293-Vesikel, die als Positivkontrolle dienen
sollten, zeigten in den Messungen mit ATP im Puffer eine erhéhte Aufnahme von
[3H]-Taurocholat. Dies war die Bestéatigung der Methodik und erfolgreichen Herstellung der
Vesikel. Die SLC10A5-V5-HEK293-Vesikel zeigten keine erhthte Aufnahme der Aminoséure
Taurin, den unkonjugierten Gallensduren Cholat, Deoxycholat und Ursodeoxycholat oder den
Taurin-konjugierten Gallensduren Taurocholat, Taurodeoxycholat, Taurochenodeoxycholat,
Tauroursodeoxycholat und Taurolithocholat. Zur besseren Veranschaulichung dieser
Ergebnisse wurden die Quotienten aus den Zerfallen pro Minute der Vesikel und der jeweiligen
Kontroll-Vesikel Gruppe gebildet. Es zeigte sich ausschliel3lich bei den BSEP-Kontroll-
Vesikeln ein Verhéltnis Gber 2, was auf einen Transport des Substrats schlieen lieR. Alle
anderen Quotienten blieben unter einem Wert von 2. Lediglich die Quotienten der Taurin-

Messung wiesen eine erhdhte Tendenz mit 1,28:1 bei pH 7,4 und 1,49:1 bei pH 5,5 auf.

90



Tabelle 4-1: Transportversuch mit verschiedenen radioaktiv markierten Gallensauren
in Membranvesikeln

Membranvesikel wurden mittels Ultra-Zentrifugation aus stabil transfizierten P5V5His-HEK293-Zellen
und HEK293-FIpIn-Kontrollzellen generiert und fiir den Transportversuch mit Tritium-markierten
Gallensauren und Tritium-markiertem Taurin inkubiert. (A) Die Inkubationsdauer betrug 2 min bei
37°C im gleichen Sucrosepuffer, welcher auch zur Herstellung der Vesikel verwendet wurde.
Gemessen wurde die Transportaktivitat sowohl bei pH 7,4 als auch pH 5,5. Das Abstoppen der
Reaktion erfolgte mit eiskaltem PBS. Als Positivkontrolle wurden BSEP-HEK293-Vesikel mit
[3H]-Taurocholat auf ihre Transportaktivitat untersucht (B). Der pH-Wert des verwendeten Puffers lag
bei diesen Messungen bei 7,4 und es war zusétzlich ATP in einer Konzentration von 4 mM
zugegeben. Die Konzentration aller Substanzen wurde mit in DMSO gelésten Gallensauren, bzw. in
ddH20 geléstem Taurin auf 1 pM eingestellt. Die Menge an radioaktiver Substanz wurde jeweils so
gewabhlt, dass pro Messpunkt 200.000 counts eingesetzt wurden. Dargestellt sind auf die jeweilige
Standardlésung normierte Mittelwerte der Zerfélle pro Minute und deren Standardabweichungen in
Dreifachbestimmung und die Verhaltnisse von P5V5His-Vesikeln zu den jeweiligen Flpin-Vesikeln.
Mittels eines T-tests wurden P5V5His-Vesikel bzw. BSEP-Vesikel gegenlber den jeweiligen Kontroll-
Vesikeln auf statistische Signifikanz Gberpruft. Nur fir die BSEP -Vesikel konnte dabei eine
statistische Signifikanz festgestellt werden (p<0,05).

A pH7,4 pH5,5
PSV5His- FlpIn-Vesikel Quotient P5V5His-Vesikel Flpin- Quotient
Vesikel Vesikel
[3H]-Taurin 552+171 430+63 1,28:1 565+214 377+31 1,49:1
[3H]-Cholat 28414776 4508+1047 0,63:1 7298+1651 9764+931 0,75:1
[3H]-Deoxycholat 6326+463 7419+1077 0,85:1 77081584 81164182 0,94:1
[3H]-Ursodeoxycholat 5043+1211 543741167 0,92:1 6420+897 67544349 0,95:1
[3H]-Taurocholat 9465+341 9948+413 0,95:1 7170+957 7492+260 0,96:1
[*H]-Taurodeoxycholat 25455 24828 1,03:1 60986 65253 0,93:1
Y +879 +310 +7352 +5243
[3H]-Taurochenodeoxycholat 938711617 106881661 0,87:1 9722+258 8499+755 1,14:1
[3H]-Tauroursodeoxycholat 6577+975 7315+446 0,89:1 11583+1421 10018+1411 1,16:1
[*H]-Taurolithocholat 8557167 | 100769+1284 084:1 103134+11676 | 8328946100 1241
B BSEP-Vesikel FlpIn-Vesikel Verhaltnis
[3H]-Taurocholat 2195+369 953+428 2,3:1
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4.5 Gallensaurestoffwechsel der Slc10a5” Knockout-Maus

4.5.1 Ruckkreuzungsstatus der Slc10a5”" Knockout-Mause

Um die Relevanz und Funktion von SLC10A5 fir den Organismus zu ergriinden reichte es
nicht aus, die Lokalisation und die molekulare Funktion getrennt zu betrachten. Das
Knockoutmaus-Modell ermdglicht eine ganzheitliche Betrachtungsweise von SLC10A5 im
Kdrper. Voraussetzung daflr ist, dass man im Vergleich zwischen Knockout-Mausen und
Wildtyp-Mausen nur das Zielgen als Unterschied im Genom betrachten kann. Die Uber
mehrere Generationen auf ihren C57BL6-Hintergrund riickgekreuzten Slc10a5" Knockout-
Mause wurden dazu mit dem Speed congenics® SNP-Panel auf ihren genetischen Status
untersucht. Das Ergebnis dieser Polymorphismen Analyse war ein Generationséquivalent von
8 mit einer 99,77%igen Ubereinstimmung zum C57BL/6N-Rickkreuzungshintergrund.
Lediglich ein Bereich von etwa 32 Millionen Basenpaaren auf Chromosom 3, der sich in
direkter Nachbarschaft des Slc10a5-Genknockouts befindet, zeigte noch Charakteristika der
129SvEvBrd Mauslinie, in welcher der Genknockout erzeugt wurde. Solche passenger-genes
mussen kritisch betrachtet werden, um Unterschiede zwischen Knockout-Mausen und Wildtyp-
Mé&usen aussagekraftig auf den Knockout des Zielgens beziehen zu kdnnen. Tabelle 4-2 zeigt
eine Auflistung aller Gene, die sich in diesem Bereich befinden. Nicht dargestellt sind
vorhergesagte Gene und Pseudogene, die in diesem Genombereich liegen. Die meisten
aufgelisteten Gene standen entweder auf Grund ihrer Lokalisation oder ihrer beschriebenen
Funktion nicht in direktem Zusammenhang mit Slc10a5. Fir einige Gene gab es noch keine
bekannte Funktion, mit der sich Rickschliisse ziehen lassen konnten. Einen direkten Bezug
zu Slcl0a5 und dem Gallensaurestoffwechsel hatte nur Cyp7bl. Dieses Gen wurde im
weiteren Verlauf der Arbeit detaillierter betrachtet und Unterschiede in der Genexpression

zwischen Slc10a5"* Wildtyp- und Slc10a5" Knockout-M&usen untersucht.

1Die Genomanalyse des Speed congenics SNP-Panels basiert auf der Analyse von 1440 single
nucleotide polymorphisms (SNPs). Sofern sich die SNPs zwischen den analysierten Mauslinien
unterscheiden kann eine Zuordnung zu einer der Linien erfolgen. So wird Uber das gesamte Panel
hinweg ein Prozentsatz der Ubereinstimmung des Genoms mit in diesem Fall C57BL/6N-Mausen oder
129SvEvBrd-Méausen ermoglicht. Details zur Methode finden sich in Kapitel 3.5.2.
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Tabelle 4-2: Nicht-rekombinierter Genbereich der Slc10a5” Knockout-Maus

Die Slc10a5’ Knockout-Maus wurde iber mehrere Generationen auf einen C57BL6/N-Hintergrund
zurlickgekreuzt. Die Speed congenics Ergebnisse zeigten, dass nur auf Chromosom 3 in direkter
Nachbarschaft zum Gen-Locus von Slc10a5 Bereiche zu finden sind, die immer noch der
129SvEvBrd-Mauslinie entsprechen, in der der Gen-Knockout erzeugt wurde. Diese Gene kénnen im
Vergleich zwischen Slc10a5** Wildtyp- und Slc10a5-- Knockout-M&usen zu Unterschieden fihren, die
nicht in Zusammenhang mit dem eigentlich betrachteten Gen stehen. Pseudogene und vorhergesagte
Gene wurden nicht bertcksichtigt.

Gensymbol Strang | Name

Hnf4dg + hepatocyte nuclear factor 4 gamma

Zfhx4 + zinc finger homeodomain 4

Pex2 - peroxisomal biogenesis factor 2

Pkia + cAMP-dependent protein kinase inhibitor alpha

Zc2hcla + zinc finger, C2HC-type containing 1A

17 - interleukin 7

Stmn2 + stathmin-like 2

Hey1 - hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 1

Mrps28 - mitochondrial ribosomal protein S28

Tpd52 - tumor protein D52

Zbtb10 + zinc finger and BTB domain containing 10

Zfp704 - zinc finger protein 704

Pag1 - phosphoprotein associated with glycosphingolipid microdomains 1

Fabp5 + fatty acid binding protein 5, epidermal

Pmp2 - peripheral myelin protein 2

Fabp9 - fatty acid binding protein 9, testis

Fabp4 - fatty acid binding protein 4, adipocyte

Fabp12 - fatty acid binding protein 12, eye

Impal - inositol (myo)-1(or 4)-monophosphatase 1

Slc10a5 - solute carrier family 10, member 5

Zfand1 - zinc finger, AN1-type domain 1

Chmp4c + OTTMUSP00000034830 charged multivesicular body protein 4C

Snx16 - sorting nexin 16

Ralyl + RALY RNA binding protein-like

Slc7a12 + solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system),
member 12

Lrrecl + leucine rich repeat and coiled-coil domain containing 1

E2f5 + E2F transcription factor 5

Carl3 + carbonic anhydrase 13

Carl - carbonic anhydrase 1

Car3 + carbonic anhydrase 3

Car2 + carbonic anhydrase 2

Sirpbla - signal-regulatory protein beta 1A

Sirpb1b - signal-regulatory protein beta 1B

LOC100038947 | - signal-regulatory protein beta 1-like

Gm5150 - SIRP beta 1 like 1 protein

Ythdf3 + YTH domain family 3

Mirl24a-2 + microRNA 124a-2

Cyptl2 + cysteine-rich perinuclear theca 12

Bhlhe22 + basic helix-loop-helix family, member e22
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Cyp7b1 - cytochrome P450, family 7, subfamily b, polypeptide 1
Armcl - armadillo repeat containing 1

Mtfrl + mitochondrial fission regulator 1

Pde7a - phosphodiesterase 7A

Dnajc5b + Dnal heat shock protein family (Hsp40) member C5 beta
n-Tr3 - nuclear encoded tRNA arginine 3 (anticodon ACG)
n-Tyl + nuclear encoded tRNA tyrosine 1 (anticodon GTA)
n-Ty2 + nuclear encoded tRNA tyrosine 2 (anticodon GTA)
n-Tal4 + nuclear encoded tRNA alanine 14 (anticodon AGC)
Trim55 + tripartite motif-containing 55

Crh - corticotropin releasing hormone

LOC102633274 | - WW domain-binding protein 5-like

Gm17771 + zinc finger protein 320-like

Cp + ceruloplasmin

Hps3 - Hermansky-Pudlak syndrome 3

Hitf + helicase-like transcription factor

Gyg - glycogenin

Cpa3 - carboxypeptidase A3, mast cell

Cpb1 - carboxypeptidase B1 (tissue)

Agtrlb - angiotensin Il receptor, type 1b

Tblixrl + transducin (beta)-like 1X-linked receptor 1

Rpri2 + ribonuclease P RNA-like 2

Naaladl2 - N-acetylated alpha-linked acidic dipeptidase-like 2
n-Tl13 - nuclear encoded tRNA leucine 13 (anticodon CAG)
Nign1 - neuroligin 1

4.5.2 Genotypisierung und Zucht der Mauslinien

Die Zucht der Slc10a5"* Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-M&use fiir die Untersuchung des
Gallensaurestoffwechsels  unter  Standardfiitterungsbedingungen  erfolgte in  zwei
unterschiedlichen Mauslinien am Institut fur Pharmakologie und Toxikologie der
Veterinarmedizin der Justus-Liebig-Universitat Gie3en. Die Knockoutmé@use kamen aus
Anpaarungen von homozygoten Slc10a5” Knockout-Mausen. Die Wildtyp-Mause kamen aus
Anpaarungen von homozygoten C57BL/6N Mausen. Im Gegensatz zur Verpaarung von
heterozygoten Mausen reduziert die Zucht mit ausschlief3lich homozygoten Tieren die Anzahl
an nicht fur die Untersuchung nutzbarer Tiere drastisch, worauf die Entscheidung fur dieses
Vorgehen begrindet war. Alle Mause wurden auf ihren genetischen Slcl10a5-Status
untersucht. Dazu wurde eine Genotypisierungs-PCR etabliert, die die klare Trennung von
Wildtyp-, Knockout- oder heterozygoten Tieren ermdglichte. Die zwei Primerpaare der
Slc10a5-Genotypisierung erzeugten in der PCR DNA-Fragmente von 362 Basenpaare
(Knockout) bzw. 180 Basenpaare (Wildtyp). Das Ergebnis einer Genotypisierung ist
beispielhaft in Abbildung 4-9 dargestellt.
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Abbildung 4-9: Ergebnisse der Slc10a5-Genotypisierung von Mausen

Die gezeigten Bilder stellen reprasentative Ergebnisse der Genotypisierung von Slc10a5”Knockout-
Mausen und C57BL/6N-Mausen dar. Bei der Genotypisierung des Slc10a5-Gens haben die PCR-
Produkte eine Lange von 362 bp bei Knockout-Mausen (1-4) und 180 bp bei Wildtyp-Méausen (5).

Alle gezlichteten Tiere zeigten in der Genotypisierung den richtigen Genotyp. Um die
gewiinschte Anzahl an Tieren von 10 méannlichen und 10 weiblichen Slc10a5" Knockout-
Mé&usen sowie 10 mannlichen und 10 weiblichen C57BL/6N Wildtyp-M&ausen zu erreichen,
wurden die in Abbildung 4-10 zu sehenden Verpaarungen angesetzt. Die Mauslinien zeigen
weder in den WurfgréRen (Knockout MW: 6,8; Wildtyp MW: 6,8) noch in der Verteilung der
Geschlechter Unterschiede. Alle Nachkommen waren Uberlebensféhig und zeigten keinerlei
Verhaltensauffalligkeiten. Auch wahrend der sechsmonatigen Beobachtungsphase kam es zu
keinen Verhaltensauffalligkeiten der Tiere. Revierkampfe der Mause blieben im normalen und
tierschutzrechtlich vertretbaren Rahmen, ohne dass sich Lasionen oder haarlose Stellen

Zeigten.
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Abbildung 4-10: Schematische Darstellung der Fertilitatsdaten der fur den Versuch
geziichteten Slc10a5” Knockout- und C57B6N Wildtyp-Mause.

Die fur die Daten dieser Doktorarbeit gezlichteten Mause stammten aus den Linien Slc10a5”(Knockout)
und die Wildtyptiere aus der Slc10a4” Knockout Linie. Alle Mause wurden sowohl auf ihren Sic10a5 als
auch auf ihren Sicl0a4 Gen-Status genotypisiert. Alle 40 Mause wurden zu je zwei Tieren gleichen
Geschlechts und gleichen Genotyps in einem Kafig gehalten. Alle Kéafige standen tGber den kompletten
Zeitraum der Datenerhebung im gleichen Raum der Versuchstierhaltung.

45.3 Entwicklung der Mausgewichte und Futteraufnahmen

Durch ihre Unerlasslichkeit in der Fettverdauung haben Gallensauren einen starken Einfluss
auf den Energiehaushalt. Um eine mdgliche Einwirkung von SLC10A5 auf den
Energiehaushalt der Mause zu untersuchen, wurden die Korpergewichte der Tiere lber den
kompletten Zeitraum von sechs Monaten, mit Ausnahme der drei Wochen vor dem Absetzen,
beobachtet. Zusatzlich wurde die wéchentliche Futteraufnahme durch Riickwiegen des Futters
in jedem Kafig notiert, um Aussagen Uber Schwankungen im Appetit der Tiere machen zu
kénnen. Sowohl bei den méannlichen als auch bei den weiblichen Mausen zeigten sich keinerlei
Unterschiede in der Gewichtsentwicklung zwischen Sic10a5™ Wildtyp- und Slc10a5™
Knockout-M&usen. Auch die Mengen an aufgenommenem Futter zeigten bei Tieren beider
Genotypen ahnliche Schwankungen und keine statistisch signifikanten Unterschiede
(Abbildung 4-11).

96



= Slc10a5*"* wildtyp

304 Slc10a5” Knockout =8
oo
g Ll aan B
220 e 3
A £ S : 2
s AT et 5
H 104 S e g
® .!il" 2
3 it 5
2 i 3
S 0 & -10
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Lebenswoche

Lebenswoche

- Slc10a5""* Wildtyp

. 207 Slc10a5”" Knockout ™ 101
22 oo
&=
& 154 )
= E{
T 104 3
S )
B 2 -]
3 c
o 54 ®
& ]
3 2
s 5
) H

5 & -10

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Lebenswoche Lebenswoche

Abbildung 4-11: Gewichtsentwicklung der Slc10a5** Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-
Mause

Die Entwicklung der Gewichte der im Versuch beobachteten Slc10a5** Wildtyp- und Slc10a5™
Knockout-Mause wurde einmal pro Woche festgestellt. Der Zeitpunkt des Wiegens war jeden Montag
zwischen 9.00 Uhr und 10.00 Uhr wahrend des Umsetzens der Mause in saubere Kéfige. Da immer
zwei Mause in einem Kéfig saRen sind alle angegebenen Werte Mittelwerte der Mausgewichte pro Kéfig.
Beginn der wdchentlichen Datenerfassung war nach dem Absetzen der Jungtiere in der 5.
Lebenswoche. In der oberen Reihe (A) sind die Daten der ménnlichen Mause aufgefihrt, in der unteren
Reihe (B) die Daten der weiblichen Mause. Fir die Darstellung der Gewichtsentwicklung pro Kéfig (linke
Spalte) wurde das gemessene Gewicht beim Absetzen der Tiere von allen weiteren Gewichtsdaten
subtrahiert und der Startpunkt somit auf den Wert O gesetzt. Absolute Gewichtsdaten sind daher nicht
direkt ablesbar.

45.4 Untersuchung der Kotproben
Neben der Futteraufnahme und der Gewichtsentwicklung gibt auch die Menge und
Beschaffenheit des Méausekots Informationen Uber Verschiebungen im
Gallensaurestoffwechsel. Vor allem Verénderungen der mikrobiellen Darmflora kommen hier
zum Tragen. Der Kot einer Woche wurde einmal im Monat aus den Kéafigen gesammelt und
gefriergetrocknet. Dadurch wurde der Einfluss der im Kot enthaltenen Wassermenge minimiert
und Trockenmassen konnten verglichen werden. Alle gezeigten Werte waren Annaherungen,
da sowohl die Kotmenge, als auch die mittleren Wochengewichte nicht pro Maus, sondern nur
pro Kafig (mit je 2 Mausen) berechnet werden konnten. Bei einer geschlechterspezifischen
Betrachtung der Kotmengen aller Sammelzeitpunkte zeigte sich bei den mannlichen Mausen
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kein signifikanter Unterschied zwischen Sic10a5** Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-Mausen.
Bei den weiblichen Tieren waren die Kotmengen der Knockout-Mause signifikant héher als die
der Wildtyp-Tiere (Abbildung 4-12).
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Abbildung 4-12: Vergleich der Kotmengen von Slc10a5** Wildtyp- und Slc10a5"
Knockout-Mausen

Einmal pro Monat wurde der Kot einer gesamten Woche aus jedem Kafig gesammelt und
gefriergetrocknet. Gezeigt sind die Trockenmassen der Kotproben aller Sammelzeitpunkte, aufgetrennt
nach Geschlecht und Genotyp. Alle Werte wurden unter Verwendung des Mittelwertes der Anfangs-
und Endgewicht der Mause der jeweiligen Woche normiert. Gezeigt sind die auf die jeweiligen
durchschnittlichen Koérpergewichte pro Kéafig normierten Kotmengen der mannlichen (A) und weiblichen
(B) Slc1l0a5** Wildtyp- und Slcl0a5” Knockout-Mause. Die statistische Berechnung der im
Streudiagramm aufgetragenen Mittelwerte und Standardabweichungen erfolgte durch einen t-Test
innerhalb der Geschlechtergruppen (* p<0,05). Die Anzahl der Mause in den Gruppen betrug: Slc10a5**
Wildtyp mannlich (n=25); weiblich (n=24) und Slc10a5- Knockout mannlich (n=23); weiblich (n=23).

4.5.5 Energiebilanz

Eine weitere Mdglichkeit, wie sich Verschiebungen in der Verdauung zeigen kénnen, ist eine
Veranderung der aufgenommenen Energie bzw. der Energie, die durch den Kot verloren geht.
Um diese Energie zu bilanzieren, wurden sowohl das Futter als auch die Kotproben
kalorimetrisch untersucht. Als Kennzahl wurde die verdauliche Energie berechnet. Dabei
handelt es sich um die Menge an Energie, welche dem Korper effektiv zur Verfigung steht.
Bei den verdaulichen Energien zeigten sich weder bei den méannlichen noch den weiblichen
Mausen signifikante Unterschiede zwischen Slc10a5"* Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-
Mausen (Abbildung 4-13).
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Abbildung 4-13: Vergleich der Verdaulichen Energien von Slc10a5** Wildtyp- und
Slc10a5” Knockout-Mausen

Die Verdauliche Energie (DE) wurde berechnet, indem die im gefriergetrockneten Kot gemessene
Energie von der im Futter gemessenen Energie abgezogen wurde. Alle Werte wurden von Joule in
Kilokalorien (kcal) umgerechnet. Das zur Normierung der Werte verwendete Korpergewicht ist der
Mittelwert der Anfangs- und Endgewichte der Woche, in der der Kot aus den Kafigen gesammelt wurde.
Gezeigt sind die Messdaten aus der Bombenkalorimetrie fir die Kot- und Futterproben der mannlichen
(A) und weiblichen (B) Slc10a5** Wildtyp- und Slc10a5" Knockout-Mause. Die statistische Berechnung
der im Streudiagramm aufgetragenen Mittelwerte und Standardabweichungen erfolgte durch einen t-
Test innerhalb der Geschlechtergruppen (p<0,05). Die Anzahl der Mause in den Gruppen Betrug:
Slc10a5** Wildtyp-Mause mannlich n=25; weiblich n=24 und Slc10a5” Knockout-Mause méannlich
n=23; weiblich n=23.

Die dargestellten Daten zu Kotmengen und verdaulichen Energien der Mause sind durch das
Zusammenflgen von unterschiedlichen Messpunkten unterschiedlicher Alterszeitpunkte der
Méause Anndherungswerte. Gemeinsam mit dem Wachstum der Mause nahmen auch die
aufgenommenen Futtermengen und damit einhergehenden Kotmengen zu. Um diese
Abhangigkeiten der einzelnen Zeitpunkte zwischen den Datensatzen darzustellen, wurden
Korrelationen zur Energie im Futter und Energie im Kot sowie Futteraufnahme und Kotabsatz
berechnet (Abbildung 4-14). Die Berechnungen zeigten, dass vor allem bei den méannlichen
Mausen die jeweiligen Parameter stark korrelierten. Diese Korrelation war bei den weiblichen
Mausen etwas geringer. Bei den Slc10a5” Knockout-Weibchen zeigten sich die groRten
Streuungen und geringsten Abhangigkeiten der Werte sowohl bei den Energiedaten als auch
bei den Futter- und Kotmengen. Der Vergleich zwischen Slc10a5"* Wildtyp- und Slc10a5™
Knockout-Méausen erfolgte tber einen Vergleich der Steigungen der Regressionsgeraden
beider Gruppen. Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede in den Entwicklungen der

Energieverwertung oder Futterverwertung festgestellt werden.
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Abbildung 4-14: Energie- und Futterbilanz von mannlichen und weiblichen
Slc10a5*"* Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-Mausen.

Sowohl die Energiedaten aus dem aufgenommenen Futter der Mause und der im Kot verbliebenen
Energie (A+B) als auch die reine Menge an aufgenommenem Futter und abgegebenem Kot (C+D)
wurden jeweils auf ihre Abhangigkeit hin untersucht und verglichen. Zur statistischen Auswertung
wurden der Pearson-Koeffizient (r) und der zugehérige R2-Wert, sowie die lineare Regression der Daten,
angegeben als Steigung der Regressionsgeraden, berechnet. Die Daten von méannlichen (A+C) und
weiblichen (B+D) M&usen wurden getrennt betrachtet. In den Tabellen unter den Diagrammen sind die
Ergebnisse der statistischen Auswertung zu sehen. Der mathematische Vergleich der Steigungen der
Regressionsgeraden von Slc10a5** Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-Mausen erfolgte durch einen t-
Test (p<0,05).

45.6 Finale Organenthahme

In der 25. Lebenswoche wurden die Mause zur Organentnahme getotet. Keine der Mause
zeigte zu diesem Zeitpunkt Auffalligkeiten im Verhalten oder dem &ulR3eren Erscheinungsbild.
Wie in Abbildung 4-15 zu sehen, waren keine pathologischen Veranderungen nach dem
Er6ffnen des Bauch- und Brustraums zu sehen. Die Gallenflissigkeit hatte bei allen Mausen
eine gelbliche Farbe. Vor allem das Darmkonvolut und die Leber wurden genauer auf optische

Veranderungen untersucht. Diese traten jedoch bei keiner der Mause auf.

Abbildung 4-15: Bauchsitus von Slc10a5*"* Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-Mausen

Nach 6 Monaten wurden alle M&use nach Eréffnung des Bauch- und Brustraums vor der Entnahme der
Proben und Organe auf Abweichungen von der normalen Anatomie untersucht. Gezeigt sind
reprasentativ zwei Mause fir die gesamte Gruppe. Unter A eine Slc10a5** Wildtyp-Maus, unter B eine
Slc10a57 Knockout-Maus zu sehen.
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Zusatzlich zur makroskopischen Untersuchung der Organe wurden Lebern, Nieren und
Dickdarm histologisch untersucht. In Abbildung 4-16 sind reprasentativ die Bilder fir Sic10a5*"*
Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-Mause gegeniibergestellt. In keinem der angefertigten

histologischen Schnitte unterschiedlicher Mause konnten pathologische Veranderungen
festgestellt werden.

Sic10a5** Slc10a5”

S

Leber

Niere

Colon

Abbildung 4-16: Hamatoxylin-Eosin-Farbung von Slc10a5** Wildtyp- und Slc10a5"
Knockout-Mausgewebe

Gewebeschnitte der Leber, Nieren und des Colons von Slc10a5** Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-
Méausen wurden nach Entnahme immersionsfixiert in Bouin-L6sung, mit 70%igem Ethanol gewaschen
und in Paraffin eingebettet. AnschlieRend wurden die Gewebeblocke am Mikrotom geschnitten und im
Farbeautomaten Hamatoxylin-Eosin gefarbt. Gezeigt ist eine 100-fache Vergroéf3erung.
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45.7 Genexpression ausgewdahlter Gene

Um zu untersuchen, ob bestimmte Gene in der Slc10a5" Knockout Maus anders reguliert
werden als in Slc10a5"”" Wildtyp-Tieren, wurden zehn Gene ausgewdhlt und mittels
quantitativer real-time PCR analysiert. Bei den mannlichen Tieren trat bei keinem der
untersuchten Gene ein signifikanter Unterschied zwischen Knockout- und Wildtyp-Mausen auf.
Bei den weiblichen Mausen waren die Gene Abcbll, Cyp7bl und Nrlh4 in den Knockout-
Mausen starker exprimiert als in den Wildtyp-Mausen (Abbildung 4-17).

Betrachtet man die gezeigten Daten der Genexpressionsanalyse als relative
Expressionsdaten in Bezug auf die jeweilige Slc10a5"*Wildtyp-Kontrollgruppe, so zeigt sich,
dass sich die meisten Abweichungen im Bereich einer 2-fach Erhéhung oder Verringerung der
Genexpression befinden (Abbildung 4-17). Die hdchsten Werte wurden bei den Genen
Abcbhll, Cyp7al, Cyp7bl und Nrlh4 im Bereich einer 1,5 bis 2-fachen Veradnderung der
Genexpression erzielt. Fur Bsep, Cyp7bl und Nrlh4 zeigen sich auch hier optisch die
Unterschiede, die in der vorangegangenen Abbildung (Abbildung 4-17) statistisch signifikant

unterschiedlich waren.
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Abbildung 4-17: Genexpression in der Leber von Slc10a5** Wildtyp- und Slc10a5™"
Knockout Mausen

Zehn Gene wurden mittels quantitativer real-time PCR auf ihre Expression im Lebergewebe der unter
Standardfutterung gehaltenen Slc10a5** Wildtyp- und Slc10a57 Knockout Mausen untersucht. Unter A
finden sich die Expressionsdaten fir die méannlichen Mause, unter B die der weiblichen. Fir die PCR
wurden 25 ng cDNA eingesetzt und die Berechnung der ACt-Werte erfolgte mit dem housekeeping-Gen
GAPDH als Referenzgen. Aufgetragen sind die einzelnen Werte (Wildtyp méannlich, n=10; Wildtyp
weiblich, n=10; Knockout mannlich, n=9; Knockout weiblich, n=9), sowie Mittelwert und
Standardabweichung im Streudiagramm. Zur statistischen Berechnung wurde auf Grund teilweise
unterschiedlicher Standardabweichungen ein unpaariger t-Test mit Welch‘s-Modifikation durchgefiihrt
(*p<0,05).
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Abbildung 4-18: Relative Genexpression im Lebergewebe der Slc10a5” Knockout-
Maus

Die relative Expression der untersuchten Gene wurde fiir ménnliche und weibliche Slc10a5’ Knockout
Mause in Bezug auf die Wildtyp-Kontrollen dargestellt. Die ACt Werte beider Gruppen wurden mit dem
housekeeping-Gen GAPDH als Referenzgen errechnet. Der Mittelwert der ACt-Werte der Wildtyp-Tiere
wurden als interne Kalibrator von den ACt Werten der Slc10a5” Knockout-Tiere subtrahiert und so der
AACt-Wert generiert. Dargestellt sind die durch 2-24CT-Transformation ermittelten Mittelwerte mit RQmin
und RQmax der relativen Genexpression (Mannchen, n=9; Weibchen, n=9). Die Daten der Slc10a5"
Knockout-Mause und Wildtyp-Kontrolltiere wurden durch einen t-test auf statistisch signifikante

Unterschiede untersucht. Diese Unterschiede traten bei weiblichen Tieren bei den Genen Abcbl1l,
Cyp7bl und Nrlh4 auf (*p<0,05).
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4.6 Massenspektrometrische Gallensaureanalyse

In einem vorangegangenen Fitterungsexperiment am Institut fir Pharmakologie und
Toxikologie der Veterinarmedizin in Giel3en wurde tber die Futterung von Cholat ein Phanotyp
bei der Slc10a5” Knockout-Maus induziert (Aretz, 2015). Die Mause zeigten dabei ein
massives Taurin-Konjugationsdefizit und eine signifikant erh6hte Menge an unkonjugierten
Gallensauren. Dies konnte auch durch die gestiegene Glycin-Konjugation der Gallensauren
nicht kompensiert werden. Mit der in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchung der
Gallensaureprofile der Slc10a5” Knockout-Méuse sollte geklart werden, ob der unter
Uberladung des enterohepatischen Kreislaufs auftretende Phanotyp auch bei Mausen unter
Standardfitterungsbedingungen im Detail zu finden ist. Mittels Massenspektrometrie wurden
dazu Proben von Portalblut, Gallenflissigkeit, Kot aus dem Enddarm und peripheres Blut
analysiert und deren Gallensaureprofile ausgewertet. Die statistische Auswertung erfolgte
ausschlieRlich zwischen den Gruppen Slc10a5"* Wildtyp und Slc10a5” Knockout innerhalb
der Geschlechter. Auf den zuséatzlichen Vergleich zwischen den Geschlechtern wurde auf
Grund der starken Unterschiede im Gallenséurestoffwechsel von méannlichen und weiblichen

Mausen verzichtet. Eine detaillierte Begriindung ist in Kapitel 5.3.8 zu finden.

4.6.1 Gallensaurekonzentrationen im Portalblut

Nach ihrer Ausscheidung in den Dinndarm gelangen Gallensduren durch
Reabsorptionsprozesse im lleum und dem Dickdarm in das Portalblut und werden zur Leber
transportiert. Die Mause hatten bis zum Zeitpunkt der Probennahme Futter und Wasser zur
freien Verflgung. Bei 10 der 40 Mause konnte kein Portalblut in ausreichender Menge
gewonnen werden, da das Blut entweder schon begonnen hatte zu gerinnen oder die Pfortader
erschlafft und daher nicht mehr punktierbar war. In Tabelle 4-3 sind alle gemessenen
Gallensaurekonzentrationen aufgefihrt. Die héchsten Konzentrationen im Portalblut in allen
Mausgruppen wurden flir Taurocholat gemessen, gefolgt von den Isoformen der
Muricholsaure und deren unkonjugierten Formen. Glycin-Konjugate der Gallensauren waren
entweder nicht detektierbar oder in sehr geringen Konzentrationen vorhanden. Alle
gemessenen Werte wiesen hohe biologische Streuungen unabhangig von Geschlecht und
Genotyp auf. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen Slc10a5"* Wildtyp- und

Slc10a5" Knockout-Mausen konnten nicht nachgewiesen werden.
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Tabelle 4-3: Gallensaurekonzentrationen im Portalblut von Slc10a5** Wildtyp- und
Slc10a5" Knockout-Mausen

Aufgelistet sind die im Serum des Portalbluts gemessenen Gallensaurekonzentrationen in umol/L.
Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen der Taurin-konjugierten, Glycin-konjugierten und
unkonjugierten Formen der Gallenséduren bei mannlichen und weiblichen Slc10a5** Wildtyp- und
Slc10a57 Knockout-Mausen. Anzahl der Tiere in den einzelnen Gruppen: Slc10a5** Wildtyp ménnlich,
n=8; weiblich, n=4, Slc10a5 Knockout méannlich, n=8; weiblich, n=10.

Slc10a5** Slc10a5"
mannlich weiblich mannlich weiblich
MW SD MW SD MW SD MW SD
Taurin-Konjugate
T-w-MCA 3,955 3,249 2,053 1,916 3,261 3,241 6,937 12,182
T-a-MCA 2,639 3,348 4,180 3,789 2,570 2,988 6,570 12,043
T-B-MCA 7,480 8,403 8,368 5,356 5,616 4,337 17,841 30,844
THCA 0,030 0,035 0,048 0,045 0,143 0,178 0,211 0,411
TCA 29,150 37,757 27,300 19,196 38,185 43,621 60,102 100,034
TMDCA 0,224 0,201 0,460 0,438 0,386 0,412 0,970 1,613
TUDCA 0,774 0,982 1,193 0,559 0,545 0,533 2,877 4,890
THDCA 0,289 0,186 0,330 0,380 0,395 0,399 0,764 1,337
TCDCA 1,203 1,119 1,703 1,499 1,241 1,201 3,043 5,165
TDCA 0,968 0,839 3,098 2,554 1,408 1,564 4,281 7,018
TLCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Glycin-Konjugate
G-w-MCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
G-a-MCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
G-B-MCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GHCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GCA 0,076 0,079 0,090 0,049 0,073 0,043 0,113 0,144
GUDCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GHDCA 0,009 0,003 0,005 0,005 0,010 0,005 0,006 0,005
GCDCA 0,010 0,007 0,013 0,004 0,013 0,004 0,013 0,008
GDCA 0,013 0,008 0,013 0,011 0,011 0,003 0,008 0,006
GLCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Unkonjugiert n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
w-MCA 4,129 4,789 4,038 4,363 2,631 1,580 3,402 3,763
a-MCA 0,605 0,603 1,373 1,483 0,714 0,386 0,924 1,289
B-MCA 2,755 3,300 5,153 6,531 1,386 1,094 1,804 1,840
HCA 0,008 0,020 n.d. n.d. 0,055 0,078 0,032 0,049
CA 2,304 1,813 8,590 13,414 4,910 4,653 2,991 4,062
DHCA 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
MDCA 0,041 0,047 0,180 0,249 0,088 0,064 0,090 0,094
UDCA 0,373 0,406 1,293 1,951 0,298 0,216 0,492 0,530
HDCA 0,250 0,260 0,550 0,804 0,429 0,227 0,344 0,429
CDCA 0,113 0,117 0,355 0,558 0,030 0,069 0,125 0,172
DCA 1,264 1,747 3,193 3,052 4,459 2,034 2,265 2,589
LCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d n.d
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4.6.2 Gallensaurekonzentrationen in der Gallenflissigkeit

Uber das Portalblut gelangen die Gallensauren zur Leber, wo sie von unterschiedlichen
Transportsystemen aufgenommen und in Hepatozyten weiter prozessiert werden. Gemeinsam
mit den neu synthetisierten Gallensauren werden sie danach in die Gallenkanélchen
abgegeben, um aus der Gallenblase wieder in den Darm abgegeben werden zu kénnen. Die
Gallenflissigkeit wurde durch Punktion komplett aus der Gallenblase gewonnen und
anschlieRend analysiert. Bei 5 der 40 Mause war die Gallenblase leer und es konnte keine
Gallenflissigkeit entnommen werden. In Tabelle 4-4 sind alle gemessenen Konzentrationen
der Gallensauren in der Gallenflissigkeit aufgefuhrt. Die Galle bestand fast ausschlie3lich aus
Taurin-konjugierten Gallensauren. Auch hier war Taurocholat gefolgt von den Isoformen der
Muricholsaure in den héchsten Konzentrationen vertreten. Die unkonjugierten Formen, am
starksten vertreten durch Cholat und Muricholsaure, wiesen hohe Standardabweichungen auf.
Signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen zeigten sich bei den Konzentrationen von
Taurohyocholsidure und Taurodeoxycholsaure der maéannlichen Slc10a5"”" Wildtyp- und
Slc10a5” Knockout-Mause, wobei die Konzentrationen dieser Gallensauren bei den
Knockout-Mausen héher waren.
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Tabelle 4-4: Gallensaurekonzentrationen in der Gallenfliissigkeit von Slc10a5**
Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-Mausen

Aufgelistet sind die in der Gallenflissigkeit gemessenen Konzentrationen der Gallenséuren in pmol/L.
Nicht detektierte Gallenséuren sind mit n.d. gekennzeichnet. Gezeigt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen der Taurin-konjugierten, Glycin-konjugierten und unkonjugierten Formen der
Gallensauren bei mannlichen und weiblichen Slc10a5** Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-M&usen.
Anzahl an Tieren in den einzelnen Gruppen: Slc10a5**+ Wildtyp mannlich n=8, weiblich n=9, Slc10a5"
Knockout méannlich n=9, weiblich n=9. Statistische Unterschiede wurden innerhalb der Geschlechter
zwischen Slc10a5*+ Wildtyp- und Slc10a57 Knockout-Mausen durch einen individuellen t-Test fiir
jede Gallensaure berechnet. Werte, die sich signifikant unterscheiden, wurden hervorgehoben

(p<0,05).
Slc10a5** Slc10a5"
mannlich weiblich mannlich weiblich
Mw | sp Mw | sp MW SD Mw | sD
Taurin-Konjugate
T-w-MCA 3312,0 1616,9 2404,5 901,4 3050,6 745,0 2556,7 649,8
T-a-MCA 2658,0 801,7 3498,9 2892,7 3099,2 867,7 2904,8 621,6
T-B-MCA 7613,9 3602,6 6695,9 3176,8 6073,2 27213 6566,1 1302,6
THCA 56,7* 29,7 94,6 47,1 145,4* 48,7 109,9 28,8
TCA 17898,0 5334,1 | 16981,1 5849,4 | 25046,6 8791,9 | 194149 31974
TMDCA 369,3 418,3 769,2 620,4 534,1 217,7 543,4 162,6
TUDCA 1147,7 294,4 2151,1 898,4 1079,2 270,4 1717,0 480,5
THDCA 2929 150,6 284,7 143,4 493,8 142,0 438,5 120,1
TCDCA 924,7 219,5 12147 548,7 1143,6 231,9 1249,3 470,3
TDCA 771,6% 257,0 2269,4 655,2 1689,2* 562,5 2057,1 593,5
TLCA 3,5 15 10,7 5,8 8,0 4,2 10,4 4,8
Glycin-Konjugate
G-w-MCA 2,0 1.3 0,8 0,4 1,3 0,7 1,3 0,4
G-a-MCA 1,8 0,9 1,3 0,7 1,6 0,6 1,4 0,9
G-B-MCA 9,2 8,6 55 3,6 3,2 2,1 57 2,5
GHCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GCA 36,2 15,2 29,2 9,7 31,7 9,4 30,0 11,0
GUDCA 0,7 0,3 1,0 0,5 0,5 0,1 0,9 0,4
GHDCA 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,0 0,2 0,1
GCDCA 0,8 0,3 0,7 0,3 0,7 0,1 0,7 0,5
GDCA 0,2 0,1 0,5 0,2 0,4 0,2 0,5 0,2
GLCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Unkonjugiert
w-MCA 48,9 63,9 38,6 28,3 19,6 12,0 42,4 29,0
a-MCA 9,2 8,2 15,7 9,1 4,6 1,9 11,9 9,3
B-MCA 32,5 45,9 26,0 23,9 8,0 5,8 16,7 18,3
HCA 0,4 0,4 0,5 0,3 0,3 0,2 0,6 0,3
CA 53,6 62,7 75,1 77,7 34,7 24,3 59,8 53,0
DHCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
MDCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
UDCA 0,1 0,1 0,3 0,2 0,1 0,1 0,2 0,2
HDCA 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1
CDCA 0,1 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0 0,1 0,1
DCA 0,4 0,4 0,3 0,2 0,7 1,2 0,3 0,1
LCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
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4.6.3 Gallensaurekonzentrationen im Kot

Gallensauren, die wahrend der Darmpassage nicht riickresorbiert werden kdnnen, werden
Uber den Kot aus dem Korper ausgeschieden. Die Kotproben fir die Gallensaureanalytik
wurden direkt aus dem Enddarm der Mause entnommen. Die Gallenséuren wurden aus dem
Kot extrahiert und im Massenspektrometer analysiert. Kotproben konnten aus 38 der 40
Mause in ausreichender Menge gewonnen werden. Tabelle 4-5 zeigt die gemessenen
Konzentrationen der Gallensauren im Kot der Mause. Insgesamt war die Konzentration aller
Gallensauren im Kot (pmol/mg) im Vergleich zu den Konzentrationen in der Galle (umol/L)
sehr gering. Glycin-konjugierte Gallensauren wurden dabei fast gar nicht Uber den Kot
ausgeschieden. Auch bei den Taurin-Konjugaten waren Ausscheidungsmengen im niedrigen
picomolaren Bereich. Die unkonjugierten Gallensauren zeigten die héchsten Konzentrationen
im Kot der Mause. Hier waren w-Muricholsaure und Deoxycholsaure am starksten vertreten
gefolgt von den anderen Isoformen der Muricholsdure und Cholsaure. Statistisch signifikante
Unterschiede zwischen Wildtyp- und Knockout-Mausen traten bei den Gallensauren
Hyodeoxychols&ure und Deoxycholsdure in der ménnlichen Mausgruppe auf. In beiden Fallen
waren hohere Konzentrationen der beiden Gallensauren im Kot der Slc10a5" Knockout-

Mause zu finden.
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Tabelle 4-5: Gallensaurekonzentrationen in Kotproben von Slc10a5** Wildtyp- und
Slc10a5" Knockout-Mausen

Aufgelistet sind die Konzentrationen der Gallensauren (in pmol/mg) in den Kotproben aus dem
Enddarm. Nicht detektierte Gallensauren sind mit n.d. gekennzeichnet. Gezeigt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen der Taurin-konjugierten, Glycin-konjugierten und unkonjugierten Formen der
Gallensauren bei mannlichen und weiblichen Slc10a57" Knockout-Mausen und Slc10a5** Wildtyp
Mausen. Die Anzahl an Tieren in den einzelnen Gruppen ist: Slc10a5** Wildtyp méannlich n=10, Wildtyp
weiblich n=9, Slc10a5’ Knockout mannlich n=9, Knockout weiblich n=10. Statistische unterschiede
wurden zwischen Slc10a5”- Knockout- und Slc10a5** Wildtyp-Mausen durch einen individuellen t-test
fur jede Gallensdure berechnet. Werte, die sich statistisch signifikant unterscheiden, wurden
hervorgehoben (*p<0,05).

Slc10a5** Slc10a57
mannlich weiblich mannlich weiblich
MW SD MW SD MW SD MW SD
Taurin-Konjugate
T-w-MCA 3,53 3,42 2,94 2,71 5,04 7,16 4,33 4,57
T-a-MCA 0,89 1,00 2,12 2,18 2,69 4,69 2,22 3,34
T-B-MCA 4,28 3,30 4,30 3,67 7,52 11,09 6,83 7,88
THCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
TCA 9,72 4,74 15,67 8,68 21,17 16,15 10,99 6,17
TMDCA 0,20 0,17 0,14 0,14 0,24 0,21 0,52 0,51
TUDCA 0,21 0,08 0,53 0,39 0,37 0,20 0,60 0,42
THDCA 0,21 0,17 0,21 0,13 0,49 0,48 0,43 0,36
TCDCA 0,36 0,13 0,49 0,38 0,84 0,71 0,95 0,70
TDCA 0,40 0,33 2,22 2,51 1,18 0,94 2,21 2,06
TLCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Glycin-Konjugate
G-w-MCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
G-a-MCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
G-B-MCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GHCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GCA 0,28 0,27 0,48 0,49 0,38 0,35 0,22 0,22
GUDCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GHDCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GCDCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GDCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GLCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Unkonjugiert
w-MCA 749,95 352,40 | 1507,03 756,73 571,30 274,20 | 1060,83 164,09
a-MCA 120,33 53,92 436,23 247,10 123,58 70,36 361,41 108,58
B-MCA 106,12 79,74 363,70 237,05 50,10 51,24 155,78 99,83
HCA 14,34 6,52 43,66 36,40 22,14 10,28 41,43 13,18
CA 124,42 121,74 363,28 434,20 76,02 45,21 116,50 128,34
DHCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
MDCA 3,27 1,48 14,59 17,45 4,27 1,91 14,29 7,10
UDCA 5,22 3,11 23,95 19,99 5,74 2,23 12,00 5,70
HDCA 18,22* 8,14 43,83 30,31 38,94* 10,38 79,65 28,61
CDCA 0,96 0,87 7,92 6,90 0,61 1,36 2,35 3,12
DCA 153,63* 97,69 588,38 374,93 | 364,10* 97,05 464,16 102,19
LCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
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4.6.4 Gallensaurekonzentrationen im Blut des Korperkreislaufs

Ein geringer Anteil an Gallenséuren, der lber das Portalblut durch die Leber flief3t, gelangt
selbst unter physiologischen Bedingungen nicht in die Hepatozyten. Diese Gallensduren
lassen sich im Blut des Korperkreislaufs messen. Ausreichend grof3e Mengen Blut konnten bei
37 von 40 Mausen gewonnen werden. Das Serum wurde durch Zentrifugation von den
zellularen Bestandteilen des Blutes getrennt und massenspektrometrisch analysiert. In Tabelle
4-6 sind die gemessenen Gallensaurekonzentrationen dargestellt. Insgesamt waren die
Konzentrationen aller im peripheren Blut gemessenen Gallensduren geringer als im Portalblut
oder der Gallenflissigkeit. Die hdchste Konzentration hatte Taurocholsédure bei beiden
Geschlechtern und Genotypen, gefolgt von den Isoformen der Tauro-Muricholsaure. In der
Gruppe der unkonjugierten Gallensauren war Cholat am starksten vertreten gefolgt von
Muricholsaure, Cholsdure und Deoxycholsaure. Der Unterschied der Konzentrationen von
Deoxycholsédure war bei den mannlichen Méausen statistisch signifikant mit einer hdheren

Konzentration bei den Slc10a5" Knockout-Tieren.

Das Blut des Korperkreislaufs stellt den konstantesten Gallensduremesspunkt dar und ist
unabhangiger von Fitterungszeitpunkten als z.B. das Portalblut oder die Gallenfllissigkeit.
Deshalb ist hier eine Betrachtung aus verschiedenen Blickwinkeln besonders wichtig. Dazu
wurden, wie in Abbildung 4-19 zu sehen, die relativen Anteile der Taurin- und unkonjugierten
Gallensauren dargestellt. Hier zeigte sich, genau wie bei den absoluten Daten aus Tabelle 4-6,
dass Unterschiede ausschlieBlich bei den mannlichen Tieren auftraten. Bei den Taurin-
konjugierten Gallensauren war der Anteil von Taurodeoxycholsaure und Taurocholsdure in
den Slc10a5”" Knockout-Mausen héher als in den Wildtyp Tieren. Dem entgegen stand die
relative Abnahme des Muricholséaure-Anteils in den Slc10a5" Knockout-Tieren. Dieser Effekt
zeigte sich bei den unkonjugierten Gallensauren noch starker. Hatten die Muricholsauren in
den Wildtyp-Mé&usen einen Anteil von mehr als 50%, so sank dieser in den Slc10a5" Knockout-
Mausen auf etwa 35%. Diese Verschiebung wurde vor allem von Deoxycholsdure mit einem
Unterschied von 12% in den Wildtyp-M&usen zu 28% in den Slc10a5” Knockout-M&ausen
begleitet. Verglich man diese Verschiebung mit den absoluten Gallenséaurekonzentrationen
wurde klar, dass die Unterschiede der Deoxycholsdure-Menge urséchlich waren fur die
Verschiebung der Anteile, da diese eine statistische Signifikanz aufwiesen, wohingegen die

Abnahme der Murichols&ure-Konzentrationen lediglich tendenziell zu beobachten ist.
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Tabelle 4-6: Gallensaurekonzentrationen im peripheren Blut von Slc10a5** Wildtyp-
und Slc10a5” Knockout-Mausen

Aufgelistet sind die Konzentrationen der Gallensauren im Blut des Korperkreislaufs in pmol/L. Nicht
detektierte Gallensauren sind mit n.d. gekennzeichnet. Gezeigt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen der Taurin-konjugierten, Glycin-konjugierten und unkonjugierten Formen der
Gallensauren bei mannlichen und weiblichen Slc10a5” Knockout- und Slc10a5*+ Wildtyp-Mausen. Die
Anzahl an Tieren in den einzelnen Gruppen ist: Slc10a5** Wildtyp mannlich n=7, Wildtyp weiblich n=10,
Slc10a5” Knockout mannlich n=10, Knockout weiblich n=10. Statistische unterschiede wurden
zwischen Slc10a57 Knockout- und Slc10a5*+ Wildtyp-Mausen durch einen individuellen t-Test fir jede
Gallensaure berechnet. Werte, die sich statistisch signifikant unterscheiden, wurden hervorgehoben
(*p<0,05).

Slc10a5** Slc10a5"
mannlich weiblich mannlich weiblich
MW SD MW SD MW SD MW SD
Taurin-Konjugate
T-w-MCA 0,244 0,209 0,274 0,115 0,128 0,072 0,379 0,263
T-a-MCA 0,136 0,231 0,123 0,066 0,051 0,073 0,148 0,209
T-B-MCA 0,160 0,268 0,203 0,228 0,072 0,054 0,243 0,353
THCA 0,009 0,011 0,005 0,007 0,004 0,007 0,002 0,004
TCA 1,314 1,120 1,422 0,907 1,248 1,371 1,745 1,783
TMDCA 0,020 0,019 0,045 0,077 0,012 0,017 0,041 0,040
TUDCA 0,069 0,071 0,098 0,084 0,018 0,010 0,075 0,069
THDCA 0,017 0,010 0,031 0,028 0,028 0,026 0,044 0,042
TCDCA 0,050 0,071 0,093 0,133 0,031 0,025 0,066 0,058
TDCA 0,073 0,086 0,326 0,188 0,145 0,165 0,287 0,282
TLCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Glycin-Konjugate
G-w-MCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
G-a-MCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
G-B-MCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GHCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GCA 0,034 0,008 0,038 0,015 0,027 0,008 0,032 0,012
GUDCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GHDCA n.d. n.d. 0,008 0,004 0,008 0,004 0,007 0,005
GCDCA 0,017 0,008 0,020 0,006 0,016 0,008 0,013 0,005
GDCA n.d. n.d. 0,003 0,006 0,005 0,005 0,002 0,004
GLCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Unkonjugiert

w-MCA 0,357 0,174 1,045 0,533 0,262 0,152 0,975 0,359
a-MCA 0,040 0,015 0,195 0,146 0,037 0,013 0,172 0,077
B-MCA 0,203 0,138 0,797 0,548 0,103 0,081 0,352 0,251
HCA 0,00 0,00 0,00 0,00 0,002 0,004 0,009 0,012
CA 0,330 0,126 0,952 0,560 0,377 0,213 0,504 0,349
DHCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
MDCA 0,001 0,003 0,013 0,008 0,005 0,012 0,017 0,013
UDCA 0,074 0,041 0,242 0,129 0,040 0,030 0,150 0,090
HDCA 0,017 0,013 0,094 0,056 0,025 0,016 0,079 0,034
CDCA 0,013 0,013 0,036 0,026 0,009 0,010 0,013 0,017
DCA 0,142* 0,053 1,291 1,256 0,339* 0,173 0,793 0,240
LCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
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Abbildung 4-19: Verhdltnisse von Taurin- und unkonjugierten Gallensauren im
peripheren Blut von Slc10a5** Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-Mausen

Dargestellt sind die prozentualen Anteile der Gallensduren Cholsaure (blau), Muricholsauren (orange),
Deoxycholsaure (gelb) und alle Gbrigen (grau) in ihrer Taurin-konjugierten Form (obere Halfte) und
unkonjugierten Form (untere Halfte) im peripheren Blut. Unterschieden wird dabei zwischen méannlichen
und weiblichen Mausen sowie Slc10a5** Wildtyp-Mausen (A) und Slc10a5 Knockout-Mausen (B). Alle
Werte sind gerundete Prozentangaben.
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Abbildung 4-20: Konjugationsstatus des Gallensdurepools in der Galle, dem
peripheren Blut und dem Kot

Dargestellt sind die Mittelwerte der Prozentualen Anteile von Taurin-, Glycin- und unkonjugierter
Gallensauren am Gallensaurepool der Galle, des peripheren Bluts und des Kots. Gegenlibergestellt
sind die Daten fuir méannliche und weibliche Slc10a5** Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-Mé&use. In den
Diagrammen sind nur Werte Uber 10% angegeben die mathematisch gerundet wurden. Taurin-
konjugierte Gallensduren sind blau, Glycin-konjugierte Gallensauren orange und unkonjugierte
Gallensauren grau. Zur Berechnung der gezeigten Werte wurden fir jede Maus die
Gallensaurekonzentrationen der Taurin-, Glycin- und unkonjugierten Gallenséduren addiert und in
Prozent des Gesamten Gallensdurepools umgewandelt.

Eine weitere Mdoglichkeit der Darstellung von Verschiebungen der Verhéltnisse von
Gallensauren durch den Slcl0a5-Knockout ist der Fokus auf den Konjugationsstatus.
Abbildung 4-20 zeigt diese Art der Darstellung fir die Galle, das periphere Blut und den Kot.
Im peripheren Blut zeigen sich zu Uber 99% Taurin-konjugierte Gallensauren, im Kot zu tber
95% unkonjugierte Gallensauren. Diese Werte sind unabhé&ngig von Geschlecht und Genotyp
in allen Gruppen zu sehen. Im peripheren Blut ménnlicher Slc10a5” Knockout-M&use zeigt
sich eine leichte Erhohung der Anteile unkonjugierter Gallenséduren (3%) und eine
entsprechende Verringerung auf Seiten der Taurin-konjugierten Spezies. Bei den weiblichen
Mausen ist dieser Trend genau umgekehrt, lasst sich jedoch im Gegensatz zu den Werten der
mannlichen Tiere nicht mit statistisch signifikanten Daten aus Tabelle 4-6 in Einklang bringen.
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Abbildung 4-21: Hydroxylierungsstatus des Gallensaurepools in der Galle, dem
peripheren Blut und dem Kot

Dargestellt sind die Mittelwerte der konjugations-unabhangigen Anteile der Gallensduren
Muricholséuren (blau), Cholsaure (orange), Deoxycholsaure (grau) und sonstige Gallensauren (gelb)
im Gallensaurepool der Galle, des peripheren Bluts und des Kots. Diese beinhalten die Taurin-, Glycin-
und unkonjugierten Anteile der jeweiligen Gallensédure. Unter sonstige Gallensauren fallen
Hyocholsaure, Ursodeoxycholsaure, Hyodeoxycholsaure, Chenodeoxycholsaure und Litocholsaure. a-
und B- Muricholsdure wurden zu Muricholsduren zusammengefasst. Gegeniibergestellt sind die Daten
fur mannliche und weibliche Slc10a5** Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-M&use. Zur Ubersichtlichkeit
sind nur gerundete Werte der drei Gallensauren mit den grof3ten Unterschieden dargestellt. Im Anhang
ist eine komplette, tabellarische Darstellung fiir alle gemessenen Gallensduren verfligbar. Die
Berechnung der gezeigten Werte erfolgte durch Summierung der Konzentrationen der Taurin-, Glycin-
und unkonjugierten Formen jeder einzelnen Gallensaure. Diese Werte wurden dann in ihren
prozentualen Anteil am Gallenséurepool von Galle, peripherem Blut und Kot umgerechnet.

Neben der Auftrennung nach Konjugationsstatus des Gallensaurepools erfolgte eine
aquivalente Analyse mit Fokus auf den Hydroxylierungsstatus. Dabei werden die
Grundgallensauren zusammengefasst, ohne zwischen Taurin-, Glycin- oder unkonjugierte
Formen zu unterscheiden. In Abbildung 4-21 sind die Verhaltnisse fir die Grundgallensauren
Muricholsaure, Cholsaure, Deoxycholsdure und eine zusammengefasste Gruppe fur alle
anderen Gallensauren dargestellt. Im Verhaltnis der zusammengefassten Gallensauren sind
dabei in keiner Gruppe relevante Verschiebungen zu beobachten. Das Gleiche gilt insgesamt
fur den Gallensaurepool in der Galle. Im peripheren Blut steigt der Anteil an Deoxycholsaure
bei den mannlichen Sic10a5” Knockout-Méausen an, wohingegen die Anteile der
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Muricholsauren und Cholséure absinken. In den weiblichen Mausen zeigen sich im peripheren
Blut keinerlei relevante Verschiebungen. In den Kotproben ist der Anteil an Deoxycholsaure in
den maénnlichen Slc10a5” Knockout-M&usen fast verdoppelt und damit am starksten

verandert, begleitet von einem Anteiligen Verlust an Muricholsaure und Cholsaure.

4.7 Hydrophobizitatsindex

Um eine Briicke zwischen den bereits gezeigten absoluten und relativen Verschiebungen der
Gallensaureprofile der Slc10a5” Knockout-Maus unter Standardhaltungsbedingungen und
deren biologischer Relevanz zu schlagen, wurde fir die Gallensauren in der Galle, dem
peripheren Blut und dem Kot der Hydrophobizitatsindex berechnet. Der statistische Vergleich
erfolgte, wie auch bei den absoluten und relativen Gallensaureprofilen, ausschliefilich
geschlechterspezifisch, da die physiologischen Unterschiede des Gallensaurestoffwechsels
von mannlichen und weiblichen Mausen einem geschlechteriibergreifenden Vergleich
entgegenwirken. Bei den mannlichen Mausen zeigte sich sowohl in der Galle als auch im
peripheren Blut und den Kotproben eine signifikante Verschiebung des Hydrophobizitatsindex
in Richtung eines hydrophoberen Gallensaurepools (Abbildung 4-22). Der gréf3te Unterschied
stellte sich dabei in den Kotproben dar, gefolgt von peripherem Blut und Galle. Bei den
weiblichen Slc10a5** Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-Mausen zeigten sich in keinem der
Kompartimente tendenzielle oder signifikante Unterschiede der Hydrophobizitatsindizes. Eine
detaillierte Auflistung der Hydrophobizitatsindizes fiir jede Maus ist verfiigbar in Tabelle 7-1 im

Anhang.
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Abbildung 4-22: Vergleich der Hydrophobizitatsindizes von Slc10a5** Wildtyp- und
Slc10a5”" Knockout-Mausen.

Dargestellt sind die berechneten Hydrophobizitatsindizes nach Heuman (1989) in der Galle, dem
peripheren Blut und dem Kot von mannlichen und weiblichen Slc10a5* Wildtyp- und Slc10a5*
Knockout-Mausen. Die Hydrophobizitatsindizes setzen sich dabei jeweils aus den anteiligen Werten der
Einzelindizes jeder betrachteten Gallensdure zusammen. Das Minimum der Indexskala liegt auf der
hydrophilen Seite bei HI= -0,87 (a-Tauromuricholséure) und im hydrophoben Bereich bei HI= 1,13
(Lithocholsaure). Die Balken zeigen Mittelwerte und Standardabweichung. Statistisch verglichen
wurden die Unterschiede zwischen Slc10a5*+ Wildtyp- und Slc10a57 Knockout-Mausen getrennt nach
Kompartiment und Geschlecht mittels t-Test, bei signifikant unterschiedlichen Varianzen wurde der
Welch’s t-Test verwendet. Signifikante Unterschiede sind mit einem * markiert (p<0,05).
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5 Diskussion

5.1 Die Lokalisation von SLC10A5

Ziel dieser Arbeit war es, der vollstdndigen Charakterisierung des Orphan Carriers SLC10A5
Schritt fir Schritt naher zu kommen. Dazu gehort zum einen die subzellulare Lokalisation des
Proteins und zum anderen die Aufklarung der molekularen Funktion. Auf Grund der
Einordnung von SLC10A5 in die SLC10-Familie der Natrium-abhéngigen
Gallensauretransporter lag dabei der Fokus auf der Untersuchung einer potenziellen
Transportfunktion fur Gallensauren. Diese Einordnung erfolgte in erster Linie basierend auf
der Sequenzidentitdt von SLC10A5 zu den anderen Mitgliedern der Familie. Die hdchste
Sequenzidentitédt auf Aminosdureebene wurde dabei zwischen SLC10A5 und SLC10A3
(33,9%) festgestellt, zu NTCP und ASBT sind es 22%, zu SLC10A4 21,7% und zu SOAT
20,1% (Geyer et al., 2006). Alleine betrachtet sind diese Werte noch kein eindeutiger Hinweis
auf eine Beteiligung von SLC10A5 am Gallensaurestoffwechsel, zumal die Sequenzidentitat
zu SOAT, einem Transporter fiir sulfatierte Steroidhormone, nur knapp unter der von SLC10A5
zu NTCP und ASBT liegt (Geyer et al., 2006). In Kombination mit der Gewebeexpression von
SLC10A5 in Leber (gemeinsam mit NTCP), Darm und Nieren (gemeinsam mit ASBT)
(Fernandes et al., 2007) waren die Indizien jedoch sehr stark, dass auch dieses Protein am
Enterohepatischen Kreislauf der Gallensduren beteiligt sein kénnte. Dieser Verdacht wurde
vor allem durch die Ergebnisse, die mit Hilfe der Slc10a5” Knockout-Maus in
vorangegangenen Arbeiten erzielt wurden, erhartet (Aretz, 2015). Im Folgenden sollen die
Ergebnisse dieser Doktorarbeit detaillierter betrachtet und in den Kontext der bisherigen Daten

zu SLC10AS5 in der Literatur und in bestehenden Dissertationsschriften gesetzt werden.

5.1.1 Lokalisation im Gewebe

Auf zellularer Ebene und mit Fluoreszenz-markierten SLC10A5 Konstrukten sowie Antikorpern
gegen das native SLC10A5 Protein wurde in der Arbeit von Aretz (2015) bereits festgestellt,
dass SLC10A5 nicht wie NTCP oder ASBT in die Plasmamembran sortiert wird, sondern in
intrazellularen, vesikularen Strukturen und dem Golgi-Apparat zu finden ist. Eine Unsicherheit
blieb bei dieser Beurteilung jedoch, da an das SLC10A5-Protein angehéngte tags, in diesem
Fall ein V5-tag, auch immer zu Veranderungen in der Faltung, Sortierung und Lokalisation von
Proteinen fuhren konnen. Allerdings blieb SLC10A5 mit unterschiedlichen tags in diesen
Aspekten vergleichbar (Aretz, 2015). Zusatzlich fuhrt eine massive Uberexpression im
Zellkulturmodell in vielen Fallen zu einem zu hohen Angebot des Proteins und dadurch zu
Sortierungsartefakten, die unter physiologischen Bedingungen in dieser Form nicht auftreten.
Um diese Restunsicherheit zu adressieren, sollte der native SLC10A5 in Gewebeschnitten von

Méausen angefarbt werden. Da mit keinem der gegen SLC10A5 gerichteten kommerziell
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erhaltlichen Antikdrper bislang eine spezifische Farbung des Proteins erzielt werden konnte,
wurden eigene Antikérper im Kaninchen generiert. Das Ergebnis waren zwei aufgereinigte
Antikorper, die gegen zwei unterschiedliche Epitope des murinen SLC10A5-Proteins gerichtet
sind. Beide Antikérper wurden in Kryoschnitten von Lebern und Nieren von C57BL6/N-Mausen
getestet. Dabei zeigte der Antikbrper mit der Bezeichnung 7649, der gegen den C-Terminus
von SLC10A5 gerichtet ist, eine Fluoreszenzfarbung. Die Spezifitdt dieses Signals wurde
durch die parallele Farbung von Gewebeschnitten von Slc10a5” Knockout-Mausen, in denen
kein Fluoreszenzsignal sichtbar war, sichergestellt. Auch hier gab es keine Hinweise auf eine
Lokalisation des Proteins in der Plasmamembran der Zellen, sondern es zeigte sich ein strikt
intrazellular-vesikulares Muster. Dies bestatigte die Ergebnisse von Aretz (2015) zur
intrazellularen Lokalisation und vesikularen Struktur der Fluoreszenzsignale von SLC10A5 in
weiten Teilen. Anzeichen fir eine Lokalisation von SLC10A5 im Golgi-Apparat, wie z.B.
grolRere Strukturen in der Nahe des Zellkerns, gab es in der Farbung des nativen Proteins
nicht. Dies spricht dafir, dass die Farbung von SLC10A5 im Golgi-Apparat eher durch die
Uberexpression und einem damit verbundenen Riickhalt des Proteins bedingt war, als durch
eine tatsachliche funktionelle Lokalisation in diesem Kompartiment, wie von Aretz (2015) als
Moglichkeit diskutiert.

Die Untersuchungen an Gewebeschnitten wurden in der Leber und den Nieren der Mause
durchgefuhrt (Abbildung 4-5). In der Leber zeigte sich eine gleichmafiige Verteilung von
SLC10AS5 lber das im jeweiligen Schnitt sichtbare Lebergewebe, wobei die Intensitat von
Leberlappchen zu Leberlappchen variierte. Bezogen auf die Zellebene bedeutete dies, dass
grundsatzlich alle Hepatozyten ein mehr oder weniger starkes Signal fur SLC10A5 zeigten.
Diese Verteilung im Gewebe entspricht der Expression von NTCP in Hepatozyten (Stieger et
al., 1994). In der Niere waren die Farbemuster beschrankt auf angeschnittene Tubuli mit
isoprismatischem Epithel. Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen der in situ
Hybridisierung von SLC10A5, bei denen die Leber und proximale Tubuli der Niere angefarbt
waren (Fernandes et al., 2007). Zusatzlich dazu zeigten sich spezifische Farbemuster in feinen
Strukturen des Glomerularen Apparats. Um welche Strukturen es sich hier im Detail handelt,
ist jedoch allein durch die angefarbten Gewebeschnitte nicht konkret zu sagen und muisste mit
strukturspezifischen Antikorpern in der Kolokalisation gezeigt werden. Auf Grund des Musters
kommen dazu Proteine der verschiedenen Blatter der Bowmanschen Kapsel in Frage. Die
Farbung in Teilen des Glomerulums steht in Kontrast zu der Uberschneidung der
Expressionsprofile von SLC10A5 mit ASBT in der Niere. ASBT ist in der Niere ausschlief3lich
in der Membran der proximalen Tubuli zu finden (Hagenbuch und Dawson, 2004). Auch hier
ist jedoch eine Funktion in der Retention von Gallensduren und einer Minimierung der
Ausscheidung von Gallensauren tber den Harn von SLC10A5, wie fur ASBT beschrieben,

nicht ausgeschlossen.
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5.1.2 Kolokalisation im Zellkulturmodell

Das erfolgreiche Farben des nativen murinen SLC10A5 in Gewebeschnitten war ein erster
wichtiger Schritt in der Beschreibung einer finalen Lokalisation des Proteins, reichte aber allein
nicht aus, um eine fundierte Aussage uber die subzellulare Lokalisation treffen zu kdbnnen. Um
das vesikulare Verteilungsmuster des Proteins in der Zelle weiter zu charakterisieren, wurden
organellenspezifische, GFP-getaggte Fusionsproteine zusammen mit einem Fusionsprotein
aus SLC10A5 und mScarlet kolokalisiert. Die Kolokalisation wurde in verschiedenen Zelllinien
durchgefihrt, um die Expression von SLC10A5 in Leber (HepG2- und Huh-7-Zellen) und Niere
(HEK293-Zellen) abzubilden (Abbildungen 4-1, 4-2 und 4-3). AuRerdem wurden alle Versuche
an lebenden Zellen vorgenommen, um die dynamischen Prozesse, die vor allem in vesikularen
Zellstrukturen relevant sind, besser darstellen zu kénnen. Marker fir ER, Golgi-Apparat,
Peroxisomen, Mitochondrien, frihe Endosomen, spate Endosomen und Lysosomen
funktionierten sowohl in HEK293- als auch in Huh-7-Zellen. In HepG2-Zellen konnten friihe
Endosomen, spate Endosomen und Lysosomen angefarbt werden. Die Lokalisation von
SLC10A5 in Mitochondrien und Peroxisomen kann, bezogen auf die hier erzielten Ergebnisse,
ausgeschlossen werden. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Aretz (2015), bei denen
diese Organellen bereits als eher unwahrscheinliches Ziel der Sortierung von SLC10A5
beschrieben wurden. Starkere Uberlagerungen wurden im ER (39,58%) und dem Golgi-
Apparat (16,85%) festgestellt. Fur diese Teil-Uberlagerung konnte es verschiedene Grinde
geben. Zum einen wurde eine massive Uberexpression von SLC10A5-mScarlet Protein in den
Zellen durch den starken CMV-Promotor, der dem Gen auf dem Plasmid vorgeschaltet ist,
hervorgerufen. Dies konnte zur falschen Faltung und Fehlsortierung durch ein Uberangebot
an rekombinantem Protein flihren (Lisenbee et al., 2003). Dieser Effekt bezieht sich dabei nicht
nur auf das eigentliche Zielorganell, sondern auch auf fehlsortierte Proteine, die in
Kompartimenten zu finden sind, in denen sie physiologisch nicht auftreten. Ein anderer Grund
fir das Auffinden von SLC10A5-mScarlet im ER und dem Golgi-Apparat kann das
Fluoreszenz-tag sein. Durch die Gré3e von mScarlet (332 Aminosauren) wird die Gro3e des
humanen SLC10A5 (438 Aminosauren) fast verdoppelt. Dies kann ein Grund fir veranderte
Sortierungsmuster, das ,Hangenbleiben® von Protein in Zellkompartimenten und die sterische
Hemmung der richtigen Faltung von Proteinen sein. Auch wenn die Fluoreszenzsignale des
nativen SLC10A5 und die des Fusionsproteins sich rein optisch sehr dhneln, kann ein solcher
Einfluss nicht ausgeschlossen werden. Fur einen GFP-markierten SLC10A5 wurde der
negative Einfluss auf die korrekte Sortierung des Proteins schon von Pellicoro (2008)
beschrieben. Eine weitere Moglichkeit ist, dass das ER mit 39,58% Uberlagerung im Signal
das physiologische Ziel der Sortierung von SLC10A5 darstellt. Bislang konnte fiir diese
Theorie keine sichere Bestéatigung gefunden werden. Versuche, SLC10A5 im Gewebe von

Méausen mit einem Marker fir das ER gemeinsam zu farben, blieben bislang erfolglos. Im
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weiteren Verlauf der Diskussion wird die Lokalisation im ER im Kontext der Ergebnisse aus
der Slc10a5" Knockout-Maus als bislang wahrscheinlichste Lokalisation des Proteins

betrachtet.

Die starkste Uberlagerung zwischen SLC10A5-mScarlet und den Organellenmarkern waren
im endosomalen Apparat bis hin zu den Lysosomen zu finden. Mit den frihen Endosomen
betrug diese Uberlagerung 57,05%, mit den spaten Endosomen 79,60% und mit den
Lysosomen 74,46%. Diese Werte deuten auf eine Lokalisation von SLC10A5 in den
entsprechenden Kompartimenten hin, die auch zum rein optisch festgestellten vesikularen
Verteilungsmuster passen wirde. Es stellt sich jedoch auch hier die Frage, ob dies eine
physiologische Sortierung von SLC10AS5 in diese Organellen ist, oder ob es sich um Artefakte
der Uberexpression und des Fluoreszenz-Tags handelt. Deshalb wurde eine Kolokalisation
des nativen SLC10A5 im Mausgewebe mit dem gleichen lysosomalen Marker (LAMP-1)
durchgefuihrt. Das Lysosom lag hier vor allem durch die degradierenden Eigenschaften und
dem entsprechenden Bezug zur Uberexpression im Fokus. Das Ergebnis dieser Kolokalisation
war eine Uberlagerungsrate von durchschnittlich 23,76%. Dieser Wert wurde von der Software
des Mikroskops vermutlich sehr konservativ berechnet, da es bei den Farbungen mit 2
Antikdrpern einen, im Gegensatz zu den solitaren Farbungen von SLC10A5, wesentlich
starkeren Hintergrund gab. Der Grenzwert der Abgrenzung von Hintergrund zu realem Signal
wurde so relativ niedrig angesetzt. Bedingt durch das starke Hintergrundsignal ist es sehr
wabhrscheinlich, dass die physiologische Lokalisation von SLC10A5 nicht im Lysosom ist. Die
hohen Kolokalisationsraten mit dem Lysosom lassen sich somit eher durch die Uberexpression
und eine Degradierung des Proteins durch das Proteasom erklaren. Fluoreszenzproteine
kénnen auf Grund ihrer physikochemischen Eigenschaften in sauren Kompartimenten
akkumulieren und trotz des sauren Milieus ein Fluoreszenzsignal zeigen, wie es fir GFP als
Fusionsprotein bereits beschrieben wurde (Katayama et al., 2008), und fur strukturell &hnlich
aufgebaute Fluoreszenzproteine wie mScarlet ebenfalls sehr wahrscheinlich ist. Dies zeigt,
dass das Ergebnis der Lokalisationsuntersuchungen im Zellkulturmodell kritisch zu bewerten
ist und in Zukunft weitere Untersuchungen mit dem nativen SLC10A5 durchgefuhrt werden
sollten. Hierzu zéhlen zum Beispiel elektronenmikroskopische Untersuchungen des Proteins,
bei denen die Ultrastruktur der Zielorganellen prazise betrachtet werden kann. Neben der
starken Kolokalisation mit den Lysosomen zeigten auch fritlhe und vor allem spate Endosomen
starke Kolokalisationsraten. Auch hier spielt die kritische Betrachtung mdglicher
Degradierungsprozesse eine wichtige Rolle, denn die friihen und spaten Endosomen dienen
unter anderem als Transportweg von Proteinen, die fir das Recycling bestimmt sind.
Membranproteine werden dabei Ublicherweise durch Bildung von Autophagosomen
degradiert. Dabei werden die Organellen oder Endosomen von Lysosomen umschlossen und
so abgebaut (Jin et al., 2017).
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Ein weiterer wichtiger Aspekt ist, dass es keinen Marker flr Lysosomen gibt, der nicht auch
spate Endosomen detektiert. Das liegt hauptséchlich an der Eigenschaft des spaten endo-
lysosomalen Apparats, regelméaRig durch zeitlich begrenzte Fusions- und Trennungsprozesse
(-kiss and run®) Hybridorganellen zu bilden und Inhalt sowie Membranbesatz auszutauschen
(Vacca et al., 2016). Aus diesem Grund waren sowohl der verwendete Marker flr die spaten
Endosomen (Rab7-GFP) als auch der lysosomale Marker (Lamp-1-GFP) eher Marker fir
beide Substrukturen mit einigen Uberschneidungen. Im Zellkulturmodell wiirde diese Tatsache
die &hnlichen Prozentwerte der Uberlagerung von 79,60% mit dem Marker fur spate
Endosomen bzw. 74,46% mit dem lysosomalen-Marker erklaren. Uber Fluoreszenzfarbungen
oder Kolokalisationen ist diese Unsicherheit nicht aufzuklaren. Auch Fluoreszenzmarker, die
aus leicht basischen Aminen bestehen und so in sauren subzellularen Kompartimenten
akkumulieren, wie zum Beispiel der LysoTracker (Thermo Scientific), sind dafiir ungeeignet
und detektieren die beschriebene Mischfraktion. Eine Moglichkeit, wie dieses Problem in
Zukunft gelost werden konnte, ist Uber die physikalischen Eigenschaften der Lysosomen.
Diese haben eine wesentlich hdhere Dichte als die spaten Endosomen und lassen sich durch
subzellulare Fraktionierung Uber Gradientenzentrifugation voneinander trennen. Urspringlich
wurden spate Endosomen, vor ihrer Beschreibung als eigenstandige Funktionseinheit der
Zelle, als light lysosomes bezeichnet, da sie in den damals durchgefiihrten Experimenten zu

Lysosomen durch diese Eigenschaften auffielen (Bainton, 1981; Vacca et al., 2016).

Zusammengefasst bietet die Kombination aus den durchgefiihrten Kolokalisationen mit dem
SLC10A5-mScarlet Fusionsprotein und dem nativen SLC10A5 im Mausgewebe einen Hinweis
darauf, dass SLC10A5 im ER lokalisiert ist. Uberschneidungen mit dem endo-lysosomalen
Apparat sind am wahrscheinlichsten auf eine Uberexpression des Proteins und die daraus
folgende Degradierung zusammen mit einer Akkumulation des leicht basischen
Fusionsproteins mScarlet im sauren Milieu zu erklaren. Das vesikulare Verteilungsmuster von
SLC10AS5, das in dieser Arbeit sowohl in der Zellkultur als auch im Gewebe von M&usen
gesehen wurde, widerspricht einer Lokalisation im ER nicht. Bei einer ungleichmafiigen
Verteilung und Sortierung von SLC10A5 uber das ER in funktionell spezialisierten Bereichen
ist es durchaus denkbar, dass ohne Sichtbarmachung des ER der Eindruck einer vesikularen
Verteilung entsteht. Moglich ist jedoch auch eine Kombination der Lokalisation in aus vom ER
abgeschnirten Vesikeln und der Membran des ER, die das vesikulare Bild unter dem
Mikroskop entstehen lasst. Hier ware eine elektronenmikroskopische Untersuchung von
SLC10A5 moglicherweise aufschlussreich. Neue Betrachtungsweisen, die durch diese
Lokalisation im Hinblick auf die molekulare Funktion von SLC10A5 und die Relevanz im
Gallenséaurestoffwechsel mdglich werden, werden in den folgenden Kapiteln dieser Arbeit im

Kontext des Phénotyps der Slc10a5" Knockout-Maus diskutiert.
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5.2 Untersuchung der molekularen Funktion von SLC10A5

5.2.1 Transportmessungen lber die Plasmamembran

Die familiare Zuordnung zu beschriebenen Transportsystemen wie NTCP und ASBT rickte
schon frih eine Rolle als Transporter in den Fokus der Untersuchungen zur molekularen
Funktion von SLC10AS5. Erste in vitro Versuche in Xenopus laevis-Oozyten konnten keine
Transportaktivitat fir Cholat und Taurocholat sowie die sulfatierten Steroide Estron-3-Sulfat
und DHEAS zeigen (Fernandes et al., 2007). Daraufhin folgten weitere Transportversuche in
intakten und permeabilisierten HEK293-Zellen mit Cholat, Deoxycholat, Ursodeoxycholat,
Sarcosincholat, Taurocholat, Taurodeoxycholat, Tauroursodeoxycholat,
Taurochenodeoxycholat, Glycodeoxycholat, Glycoursodeoxycholat, Glycoursodeoxycholat
und Glycochenodeoxycholat, die ebenfalls negativ ausfielen (Aretz, 2015). Die verwendeten
Methoden beschrankten sich zu diesem Zeitpunkt auf Transportsysteme, die ideal mit
Plasmamembranproteinen funktionieren und deren Aktivitdt zuverlassig abbilden. Die
intrazellulare Lokalisation von SLC10A5 wurde dabei durch die Permeabilisierung der
HEK293-Zellen adressiert, wobei nicht endgiltig zu sagen ist, ob eine Transportaktivitét
dadurch Uberhaupt gezeigt werden konnte (Aretz, 2015).

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche Ansatze gewé&hlt, um einen
intrazellularen Transport von Gallensauren zu zeigen. Zuséatzlich wurde auf Grund der
Ergebnisse des Slc10a5" Knockout-Maus Versuchs von Aretz (2015), bei dem sich unter einer
Futterung von 0,5% Cholsaure ein massives Defizit Taurin-konjugierter Gallensauren zeigte,
Taurin als potentielles Substrat von SLC10A5 in Betracht gezogen. Der erste Ansatz war die
,Plasmamembran-optimierte“ Transportmessung in intakten HEK293-Zellen mit einer Chimare
aus SLC10A5 und dem C-terminalen Ende von NTCP. Dieses C-terminale Ende sollte eine
stabile Sortierung von SLC10A5 in die Plasmamembran ermdéglichen, ohne die grundlegende
Proteinstruktur zu stark zu beeinflussen. Dieses Prinzip wurde bereits erfolgreich fur eine
Chiméare aus SLC10A4 und dem C-terminalen Ende von NTCP beschrieben (Schmidt et al.,
2015). Die Plasmamembranexpression der Chiméare wurde durch Immunfluoreszenzfarbung
eines FLAG-Tags am C-Terminus des Proteins bestatigt und zeigte im Vergleich zur
entsprechenden NTCP Farbung eine dhnliche Intensitéat des Signals in der Plasmamembran.
Die SLC10A5ctNTCP-Chimare wurde stabil in HEK293 Zellen transfiziert und
Transportmessungen mit den Tritum-markierten Substraten Cholat, Deoxycholat,
Ursodeoxycholat, Taurocholat, Taurodeoxycholat, Tauroursodeoxycholat,
Taurochenodeoxycholat, Glycodeoxycholat, Glycoursodeoxycholat, Glycochenodeoxycholat,
Taurolithocholat und Taurin durchgefihrt. Aul3erdem erfolgte die Messung bei
unterschiedlichen pH-Werten (5,5 und 7,4) des Transportpuffers, um sich an die Bedingungen
der sauren Kompartimente anzunahern und unter Umstéanden einen pH-abhangigen Transport

abzudecken. Bei keinem der Substrate zeigte sich ein signifikanter Unterschied der
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gemessenen Zerfalle pro Minute und somit keine Transportaktivitat. Das gewahlte in vitro-
System beinhaltet allerdings auch einige Schwachpunkte, die keine endgultige Aussage Uber
die vorhandene bzw. nicht vorhandene Transportaktivitdt von SLC10A5 erlauben. Die
Verwendung einer Chimare und der raumliche Wechsel in ein anderes Zellkompartiment
bringen SLC10A5 in ein sehr artifizielles System, dass die eigentliche Funktion behindern
kann. AulRerdem konnte die Orientierung in der Membran, die Transportrichtung und die
korrekte Faltung der Tertiarstruktur der Chiméare und des nativen Proteins starke Unterschiede
aufweisen und die gewéhlte Methode negativ beeinflussen.

5.2.2 Transportmessungen in Membranvesikeln

Um diese Faktoren zu umgehen und einen realitatsndheren Versuchsaufbau zu gewahrleisten,
wurde als zweiter Ansatz die Transportmessung des nativen SLC10A5-Proteins in
Membranvesikeln gewahlt. Auch hier wurden die oben aufgelisteten Substrate zur Messung
verwendet und der Versuch bei unterschiedlichen pH-Werten durchgefiihrt. Die generelle
Funktionalitdt des Versuchsaufbaus wurde mit BSEP-Vesikeln und einem Transport von
Taurocholat unter Verbrauch von ATP bestatigt. SLC10A5 zeigte bei keinem der gemessenen
Substrate einen signifikanten Unterschied in der Aufnahme in die Vesikel und somit keine
Transportaktivitat. Eine grof3e Unsicherheit bei diesen Ergebnissen bleibt durch die fehlende
Bestétigung des Vorhandenseins von SLC10A5-Protein in den Vesikeln. Es konnte in keinem
der durchgefiihrten Western Blots ein Signal fir SLC10A5 gezeigt werden, wobei auch die
Positivkontrollen, in diesem Fall die Suspension der SLC10A5-HEK293 Zellen, aus der die
Vesikel generiert wurden, keinerlei Signale im Western Blot aufwiesen. Dadurch ist nicht zu
sagen, ob die generierten SLC10A5-Vesikel Uberhaupt das erwinschte Protein in
ausreichender Menge in den Membranen trugen. Zusatzlich waren auch bei diesem
Versuchsaufbau viele Variablen in Bezug auf die Transportbedingungen vorhanden. Fir
Taurin zeigte sich, im Gegensatz zu den gemessenen Gallenséuren, eine leichte Tendenz zu
einer Aufnahme in die Vesikel. Dies ist vor allem interessant, da Taurin in Kontrast zu den
Gallensauren sehr viel hydrophiler ist und Lipidmembranen ohne Hilfe nicht tiberwinden kann.
Beweis daflr sind die steigenden Hintergrundwerte der Messungen in den Vesikeln bei den
lipophileren Gallensauren wie Taurolithocholat (80.000 - 100.000 dpm) gegentiber Taurin (300
— 500 dpm). Die Tendenzen von 1,28:1 bei pH 7,4 und 1,49:1 bei pH 5,5 kdnnten somit Indizien
fur eine Interaktion von SLC10A5 und Taurin sein, wobei diese nicht unbedingt ein Transport
sein muss, sondern es sich auch um eine reine Bindung handeln kénnte. Um diese Ergebnisse
weiter zu untersuchen, musste ein stabileres und steuerbareres Transportsystem genutzt
werden. In Frage k&men hier zum Beispiel Messungen in Liposomen mit vorher aufgereinigtem
SLC10AS5, bei denen sich dann der Membranbesatz auf das gewiinschte Protein beschrénken

wirde.

125



Zusammen mit den Ergebnissen aus der Arbeit von Fernandes (2007) und Aretz (2015) deuten
die gewonnenen Daten dieser Arbeit nicht auf eine Transportfunktion von SLC10A5 fir die
gemessenen Gallensauren oder Taurin hin. Es bleibt jedoch eine Unsicherheit tbrig, durch die
eine Transportaktivitat nicht sicher ausgeschlossen werden kann. Unter Umstanden sind die
Bedingungen, die fur die korrekte Funktion von SLC10A5 nétig sind, nur bei der Betrachtung
eines komplexen Gesamtorganismus darzustellen. Deshalb sollte die Suche nach der
molekularen Funktion von SLC10A5 in den Kontext der intrazellularen Lokalisation von
SLC10A5 und vor allem den in vivo Daten aus der Slc10a5” Knockout-Maus gestellt werden.

5.3 Die Slc10a5’ Knockout-Maus

5.3.1 Vorangegangene Untersuchungen der Slc10a5" Knockout-Mauslinie

Die getrennte Betrachtung der Lokalisation und der molekularen Funktion von SLC10A5
erwies sich bislang als schwierig. Sowohl die Komplexitat des enterohepatischen Kreislaufs
der Gallensauren als auch die Expression des Proteins in unterschiedlichen Organen
erschwerten die Untersuchung. Fur die weitere Charakterisierung von SLC10A5 war es
deshalb unerlésslich, beides in Kombination zu betrachten. Aus diesem Grund wurde die
Slc10a5" Knockout-Maus generiert und geziichtet. Sie ermdglichte erstmals eine detaillierte
Betrachtung der Vorgénge im lebenden Organismus und machte Hoffnung auf Rickschlisse
zur Funktion und Lokalisation von SLC10A5. Doch zuerst musste die Frage geklart werden,
ob die sequenzbedingte Verwandtschaft und die tberlappenden Expressionsprofile mit NTCP
und ASBT nur Zufall waren oder ob in der Realitdt ebenfalls eine Beteiligung im
Gallensaurestoffwechsel zu finden ist. Ein weiterer Faktor, warum die Slc10a5 Knockout-Maus
fur die Untersuchung des Proteins wichtig war, waren die Ergebnisse zur Regulierung des
Kernrezeptors FXR von Pellicoro (2008), der das Bindeglied zwischen Gallensauren und deren
Regulierung darstellt. In vitro fihrte die Aktivierung von FXR durch Chenodeoxycholat namlich
zu einer massiven Herunterregulierung von SLC10A5 (Pellicoro, 2008). Die Aktivierung von
FXR durch Gallensauren fihrt auch bei NTCP (Matsubara et al., 2013) und ASBT (Modica und
Moschetta, 2006) zu einer Reduktion der Genexpression und stellt eine Schutzfunktion vor
einer zu starken Erhdhung der intrazellularen Gallensaurekonzentration dar (Matsubara et al.,
2013; Dawson, 2017).

Im Rahmen der Dissertation von Aretz (2015) wurde die Slc10a5" Knockout-Maus erstmals
untersucht. Unter Standardhaltungsbedingungen zeigte sich kein offensichtlicher Phénotyp
und auch die Zucht der Tiere wies normale Fertilitdtsparameter und insgesamt keine Belastung
der Mauslinie auf. Um einen ersten Anhaltspunkt der Auswirkungen von SLC10A5 auf den
Gallensaurestoffwechsel zu bekommen, wurde ein Pilotversuch mit mannlichen Slc10a5™
Knockout-Méausen durchgefuhrt. Dieser Versuch bestand aus einer einwdchigen Futterung

von 0,5% Cholsdure und anschlielender massenspektrometrischer Analyse der
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Zusammensetzung des Gallenséurepools. Unter Cholatfutterung zeigten die Slc10a5™
Knockout-Mause im Gegensatz zu den Kontrolltieren pathologische Verdnderungen des
Darmkonvoluts und die Gallensauremessungen ergaben eine Verschiebung des Pools
zugunsten lipophilerer unkonjugierter Gallenséaurespezies. Die Arbeit von Aretz (2015) zeigte
also zwei wichtige und grundlegende Fakten zur Slc10a5” Knockout-Maus auf. Zum einen
konnte die Slc10a5” Knockout-Maus unter Standardhaltungsbedingungen den Verlust des
Gens bzw. Proteins kompensieren, ohne sich im Verhalten, dem &uf3eren Erscheinungsbild
oder den Gallensaureprofilen von den Wildtyp-Mausen zu unterscheiden. Auf der anderen
Seite stand der massive Phanotyp der Slc10a5” Knockout-Maus unter Fiitterung einer Diét
mit 0,5% Cholat. Die Uberladung des Enterohepatischen Kreislaufs mit Cholat und die so
kinstlich herbeigefiihrte Cholestase fiihrte zu einem Versagen der Kompensation des Gen-
Knockouts und einem Defizit bei der Taurinkonjugation. Zuséatzlich zu den Ergebnissen der
Gallensaureanalytik waren die Slc10a5” Knockout-Mause schon zu Versuchsbeginn
signifikant leichter als die Wildtyp Tiere, was auf einen ver&nderten Energiestoffwechsel
hindeutete (Aretz, 2015). Diese Ergebnisse zeigten zum ersten Mal einen Effekt von SLC10A5
in vivo und bestitigten die Vermutung, dass das Protein eine Relevanz im

Gallensaurestoffwechsel hat.

Uber die prazise molekulare Funktion lieBen sich jedoch nur Uberlegungen anstellen,
keinesfalls jedoch eine finale Aussage treffen. Dies lag unter anderem daran, dass eine
Hyperamie des Darms, wie sie bei den Slc10a5” Knockout-Méusen unter Cholatfiitterung
beobachtet wurde, immer auch die physiologische Funktion und Barriereeigenschaften der
Darmmukosa beeintrachtigt. Fir Gallensauren bedeutet das, dass die Wiederaufnahme von
konjugierten Gallensduren gegebenenfalls eingeschrankt ist, wohingegen unkonjugierte,
lipophilere Gallensauren weiterhin passiv die Enterozyten passieren kdnnen. Diese
pathologische Interaktion von Gallensauren und der intestinalen Mukosa ist fur verschiedene
Krankheitsbilder beschrieben, unter anderem flr die Chrohn’sche Krankheit, ulzerative Colitis
und Tumoren des Darmtrakts, sowie allgemeine Steuerung entziindlicher Prozesse (Jahnel et
al., 2014; Guo et al., 2015; Gadaleta et al., 2017). Im Kontext der Ergebnisse des Slc10a5"
Knockout-Maus Versuchs von Aretz (2015) blieb so die Frage nach dem Ursprung der
Veranderungen. Es galt zu klaren, ob sich die erhéhten Konzentrationen unkonjugierter
Gallensauren primar durch eine Veranderung der intestinalen Reabsorption zeigten oder ob
das Konjugationsdefizit in den Hepatozyten Ursache fir die erhohte Konzentration
zytotoxischer Gallensduren und der beobachteten Pathologie war. Ein weiterer Faktor, der
einen Einfluss auf die Zusammensetzung der Gallensduren in diesem Versuch genommen
haben konnte, war das Mikrobiom der Mause. Die C57BL6N-Kontrolltiere wurden vom Zlichter
zugekauft, die Knockout-Tiere im eigenen Tierstall geziichtet. Somit bestand die Mdglichkeit,

dass sich das Mikrobiom der Mauslinien voneinander unterschied, was einen Einfluss auf die
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Gallensaureprofile haben kénnte. Wie von Aretz (2015) bereits beschrieben, war das
Konjugationsdefizit der Knockout-Mause zwar die wahrscheinlichste Erklarung, im Kontext der
Gewichtsunterschiede und moglicherweise signifikanter Abweichungen der Darmflora der
Mauslinien miissten jedoch weitere Untersuchungen der Slc10a5” Knockout-Maus folgen, um

diese Mdglichkeit zu prifen.

5.3.2 Energie und Stoffwechselbilanz der Slc10a5” Knockout-Maus

Gallensauren sind nicht nur essentielle Bestandteile der Verdauung von Lipiden, sondern
nehmen eine Vielzahl von weiteren Rollen im Stoffwechsel ein. Die Interaktion von
Gallensauren mit den Kernrezeptoren FXR oder dem G-Protein gekoppelten Rezeptor TGR5
ermdglichen die Regulierung von verschiedensten metabolischen Prozessen im Organismus.
Dazu zahlen unter anderem der Glucosestoffwechsel, Energieverbrauch, die Beteiligung an
der Regulation von Entziindungen und dem Auf- bzw. Abbau von Muskelmasse (Ma et al.,
2006; Kobayashi et al., 2007; Lefebvre et al., 2009; Benoit et al., 2017; Shapiro et al., 2018).
Viele der genannten Funktionen, inklusive der Lipidverdauung, haben einen direkten Einfluss
auf das Korpergewicht und die Effizienz der intestinalen Energieverwertung. Im Rahmen
dieser Arbeit sollten sowohl ein Einfluss von SLC10A5 auf den Energiehaushalt der Maus, als
auch die Gallensaureprofile in den Abschnitten des Enterohepatischen Kreislaufs unter
Standardfitterungsbedingungen untersucht werden. Dieser Ansatz basierte auf der
Vermutung, dass ein so massiver induzierbarer Phanotyp, wie von Aretz (2015) beschrieben,
moglicherweise nicht zu 100% kompensiert wird, sondern sich auch unter Normalbedingungen
die Auswirkungen des fehlenden Gens im Detail finden lassen. Um beide Endpunkte des
Versuchs gleichzeitig zu adressieren, bestand die Untersuchung der Mause aus zwei
Abschnitten: einer regelmaBigen Untersuchung der Stoffwechselparameter Gewicht,
Futteraufnahme und Kotabsatz sowie einer Bilanzierung des Energieverbrauchs Utber einen
Zeitraum von 6 Monaten. AbschlieRend folgte die Analyse von Gallensaurekonzentrationen im
Portalblut, Blut des Kdrperkreislaufs, Gallenflissigkeit und Kotproben aus dem Enddarm. Die
dazu gewahlte Mausepopulation bestand aus je zehn weiblichen und zehn mannlichen
Slc10a57Knockout-Mausen und einer gleich groRen Gruppe C57BL6/N Wildtyp-Mause zur
Kontrolle. Zusatzlich wurde darauf geachtet, dass die Elterntiere und die Tiere des Versuchs
im selben Raum der Tierhaltung gehalten und gezichtet wurden, um &hnliche
Voraussetzungen zur Entwicklung des Mikrobioms zu bieten. Auch wéahrend des
Beobachtungszeitraums von 6 Monaten wurden alle Kafige im selben Raum in direkter Nahe
zueinander platziert, um auch hier gleiche Vorrausetzungen und Umweltfaktoren zu schaffen.
Die Tiere wurden Uber den gesamten Zeitraum der Beobachtung, vom Absetzen bis Woche
26, zu je zwei Tieren pro Kéafig gleichen Geschlechts und gleichen Genotyps gehalten. Der

Zucht dieser Tiere war eine Analyse des genetischen Status und des nicht-rekombinierten
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Genbereichs vorausgegangen, um weitere Einflussfaktoren auf den Energiestoffwechsel oder

Gallensaurestoffwechsel auszuschlieRen.

5.3.3 Genetischer Status und nicht-rekombinierte Genbereiche der Slc10a5"
Knockout-Maus

Nicht-rekombinierte Genombereiche in Knockoutmaus-Modellen kénnen einen massiven
Einfluss auf den Phénotyp haben. Vor allem bei der Betrachtung des Energiehaushalts und
des Stoffwechsels kdnnen die Gene aus den Linien, in denen der Knockout generiert wurde
den Vergleich mit den Kontrolltieren massiv verfalschen (Lusis et al., 2007). Um den Einfluss
dieser passenger genes zu identifizieren und zu bewerten, wurden zwei Herangehensweisen
gewahlt. Die Ruckkreuzungen der Slc10a5” Knockout-Maus, beschrieben von Aretz (2015),
wurden im Rahmen der Erhaltung der Mauslinie im gleichen Stil weitergefiihrt und sollten im
Idealfall die Slc10a5” Knockout-Mauslinie soweit vereinheitlichen, dass bis auf die
Selektionskassette am Ort des Genknockouts das komplette Genom dem der C57BL6/N-Maus
entsprach. Der Fortschritt dieser Rickkreuzungen wurde mittels Speedcongenics, einer SNP
gestiitzten Kontrolle des Genoms, kontrolliert. Die Slc10a5” Knockout-Mause waren zum
Zeitpunkt dieser Arbeit bei einem Generationsdquivalent von NE8 bzw. einer
Ubereinstimmung des Genoms in Bezug auf die C57BL6/N von 99,77%. Die ersten 32
Millionen Basenpaare von Chromosom 3 konnten der C57BL6/N-Linie nicht zugeordnet
werden und beinhalteten noch genetisches Material der 129SvEvBrd Mauslinie. Um Uber
Ruckkreuzungen eine gezielte Rekombination dieser Genbereiche zu erzielen, missten rein
statistisch gesehen grof3e Mengen an Mausen in Inzuchtverpaarungen gezuchtet werden, um
das gewlinschte Ergebnis zu erreichen. Im Sinne des 3R-Prinzips war diese Vorgehensweise
nicht zu realisieren, da hunderte Tiere angefallen waren, die keinerlei Veranderung des
genetischen Status gezeigt hatten. Es wurde eine Auflistung der nicht-rekombinierten Gene
des 32 Millionen Basenpaare langen Beginns von Chromosom 3 erstellt, die alle Gene aul3er
Pseudogene und Genvorhersagen enthalt (Tabelle 4-2). Nur ein Gen ist im Hinblick auf den
Gallensaure- und Energiestoffwechsel ein passenger gene, das die Ergebnisse der
Slc10a5" Knockout-Maus verfalschen kénnte. Cyp7bl kodiert fiir das Enzym Oxysterol-7-
Alpha-Hydroxylase, welches Teil des alternativen Gallenséduresynthesewegs und daher
beteiligt an der de novo Synthese von Chenodeoxycholat ist (Chiang 2013). Die
Genexpression war in den méannlichen Tieren, bei denen die im weiteren Verlauf diskutierten
Unterschiede der Gallenséureprofile auftraten, nicht unterschiedlich. Bei den Slc10a5™
Knockout-Weibchen war die Expression des Cyp7bl1l-Gens nur leicht erhdht, ohne dass
signifikante Unterschiede in den Gallensdurekonzentrationen gezeigt werden konnten. Daher
ist ein Einfluss von Cp7bl auf den Gallensaurestoffwechsel beider Genotypen nicht zu

erwarten.
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5.3.4 Gewichtsentwicklung und Futteraufnahme

Gallensauren greifen an verschiedenen Stellen so in den Stoffwechsel ein, dass der
Energiehaushalt von Saugetieren moduliert wird (Zhang et al., 2011). Dazu z&hlt nicht nur die
Solubilisierung von Lipiden im Darm und der Einfluss auf den Cholesterinhaushalt, sondern
auch der Glukosestoffwechsel und eine hormon-ahnliche Wirkung auf die Schilddrise
(Watanabe et al., 2006; Di Ciaula et al., 2017; Shapiro et al., 2018). Die Gallensaure-bedingte
Regulation dieser Prozesse und die damit verbundene Einflussnahme auf den
Energiehaushalt des gesamten Organismus erfolgt Gber den Kernrezeptor FXR und den G-
Protein-gekoppelten Rezeptor TGR5 (Kawamata et al., 2003; Thomas et al., 2008). Zusatzlich
beeinflusst der mikrobielle Besatz des Darms das Verhaltnis der Gallensduren untereinander,
da Bakterien sowohl fir eine Dekonjugation von Taurin- bzw. Glycin-konjugierten
Gallensauren sorgen als auch verantwortlich sind fur die Entstehung sekundarer Gallenséuren
durch Veranderung von spezifischen Hydroxylgruppen (Ridlon et al., 2014). Im Hinblick auf
diese Faktoren zeigte sich SLC10A5 in der Arbeit von Aretz (2015) als relevantes Protein in
der Gallensaurehoméostase unter Fiitterung von Cholsaure. AuRerdem waren die Slc10a5"
Knockout-Mause schon vor Beginn der Futterung signifikant leichter als die entsprechenden
Wildtyp-Tiere. In Kombination mit der in vitro beobachteten, SLC10A5 bedingten Modulation
von FXR (Pellicoro, 2008) deutete vieles auf eine Beeinflussung des Energiehaushaltes hin.
Deswegen wurden in dieser Arbeit Uber einen Zeitraum von sechs Monaten verschiedene
Parameter untersucht, die Verschiebungen des Energiestoffwechsels anzeigen kénnen.
Neben einfachen klinischen Parametern wie der Futteraufnahme der M&use und dem
Korpergewicht, wurde auch der Energiegehalt des Kots betrachtet. Vor allem mit dem Einfluss
des Mikrobioms auf die Darmphysiologie und dem damit verbundenen Einfluss auf den
Gallensaurepool sollte die Analyse von Energie im Kot einen ersten Eindruck geben, ob der
Knockout von Slcl0a5 zu Veranderungen in diesem Bereich fiihrt. Daten zu den
Kdrpergewichten der Tiere und die Futteraufnahme pro Kafig wurden einmal wdchentlich beim
Umsetzen der Tiere in frische Kafige erhoben, um die Belastung der Tiere zu minimieren. Der

Kot wurde auf Grund des groRen Aufwands einmal pro Monat gesammelt und analysiert.

Es zeigten sich Uber die gesamte Dauer von sechs Monaten keinerlei signifikante
Unterschiede zwischen den Gewichten der mannlichen und weiblichen Slc10a5" Knockout-
Mause und denen der Wildtyp-Tiere. Auch die wdchentlich erhobenen Daten zur
Futteraufnahme der M&use zeigten keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Die
Ausschlage innerhalb der Futteraufnahmedaten einer Gruppe, wie zum Beispiel zwischen
Woche 11 und 13 der mannlichen M&use, lie3en sich dabei auf aulRere Einfliisse zurckfihren.
Diese waren meistens Umstrukturierungen der Haltungsraume wie in diesem Fall das
Anbringen eines neuen Schranks. Die Daten zeigen, dass eine vergleichbare Futteraufnahme

der Mauslinien zu vergleichbaren Gewichtsentwicklungen fiihren. Dies spricht fir einen
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unveranderten Energiestoffwechsel der Slc10a5” Knockout-Maus im Vergleich mit der
C57BL6/N-Maus. Ware die Energiehomoostase der Slc10a5” Knockout-Maus verandert,
wirde das entweder veranderte Gewichte nach sich ziehen und je nach Ausmald auch eine
Veranderung der Futteraufnahme bedingen, oder eine kompensatorisch hohere
Futteraufnahme. Zwei Faktoren, die mogliche genetisch bedingte Einfliisse verdeckt haben
koénnten, sind die ad-libitum Fitterung der Tiere oder die laborbedingten Umwelteinflisse.
Feine Unterschiede im Energiestoffwechsel kdnnten erst bei Nahrungsknappheit oder bei
niedrigeren Temperaturen zum Tragen kommen. Die Unterschiede in der
Gewichtsentwicklung der Slc10a5” Knockout-Maus in Bezug auf die Wildtyp-Tiere, die von
Aretz (2015) beschrieben wurden, lassen sich am wahrscheinlichsten tiber die Wurfgré3en fr
die jeweils beschriebene Population erklaren. In der Arbeit von Aretz (2015) kamen die
Slc10a5™ Knockout-M&use, die fiir den Versuch verwendet wurden, aus einem Wurf mit 11
Nachkommen und aus einem Wurf mit 15 Nachkommen. Die Wildtyp-Tiere kamen aus 2
Wiurfen mit jeweils 6 Nachkommen. Die Wurfgrof3e hat einen groRen Einfluss auf die
Gewichtsentwicklung der Nachkommen. Dies liegt vor allem an der Kapazitat des Gesauges
des Muttertiers und der damit verbundenen Nahrstoffversorgung der Welpen. Bis zu 11
Jungtiere kdnnen dabei nahezu vollstandig mit Milch in ausreichender Menge versorgt werden.
Bei groReren Wrfen wird die gleiche Menge an Milch auf die Jungtiere aufgeteilt, was sich in
einer langsameren Gewichtsentwicklung zeigt (Epstein, 1978; Agnish, 1997). Dieser Effekt ist
bei den Daten von Aretz (2015) und den beschriebenen Wurfgréf3en von 15 und 11 gegeniber
6 sehr wahrscheinlich. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb darauf geachtet, dass die
WurfgroBen eine Anzahl von 11 Tieren nicht Uberschreiten. Eine biologische Streuung ist
dabei trotzdem normal und auch sichtbar (Abbildung 4-10). Bei zuklinftigen Versuchen mit der
Slc10a5" Knockout-Maus kénnte man diesen Einfluss weiter minimieren, indem man nach der
Geburt die Mause einer Linie so auf die Muttertiere verteilt, dass man eine gleichmagige
Verteilung erreicht. Die Méause sollten dabei friihestens ab dem 4. Tag nach der Geburt
aufgeteilt werden und das Geschlechterverhaltnis sollte ebenfalls gleich gehalten werden
(Epstein, 1978). Trotz der biologischen Streuung zeigen die Gewichtsdaten der Mause in
dieser Arbeit jedoch eindeutig, dass der Energiestoffwechsel und die Futteraufnahme unter

den Versuchsbedingungen durch den Gen-Knockout nicht beeintrachtigt wurden.

5.3.5 Kalorimetrische Untersuchungen

Zusatzlich zur Erhebung der Gewichtsdaten und der Futteraufnahme wurde die Energie, die
durch das Futter aufgenommen wurde, mit der Energie im ausgeschiedenen Kot verglichen
und bilanziert. Die Daten wurden dabei immer von einem Kafig erhoben und stellten
Mittelwerte von 2 Mausen dar. Diese Werte waren somit immer nur eine Annéherung an die
einzelne Maus, da innerhalb der Kéafige die Gewichte stark variierten und davon auszugehen

war, dass die schwerere der beiden Mause auch die dominantere bei der Futteraufnahme war.
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Beim Vergleich der Trockengewichte der Kotmengen zeigte sich nur bei den weiblichen Tieren
ein signifikanter Unterschied. Die Slc10a5” Knockout-Weibchen schieden dabei groRere
Mengen an Kot aus als die Wildtyp-Weibchen. Eine rein makroskopische Betrachtung der
Kotproben beim Einsammeln zeigte keinerlei Unterschiede. Der Hauptgrund fir die
Veranderung von Kotmengen ist eine verlangsamte bzw. beschleunigte Darmpassagezeit.
Eine langsamere Darmpassage fuhrt zu einer geringeren Menge an ausgeschiedenem Kot,
da die Resorptionszeit hoher ist, eine schnellere Darmpassage steigert hingegen die
ausgeschiedene Kotmenge. Modulator der Passagezeit ist dabei hauptsachlich die
Darmmotilitat (Li et al., 2006). Bei den weiblichen Slc10a5" Knockout-Mausen bedeutet das,
dass die Darmmotalitat im Gegensatz zu den Wildtyptieren erhdht gewesen sein konnte, was
Uber den Zeitraum von sechs Monaten insgesamt zu einer hoheren Menge an
ausgeschiedenem Kot fihrte. Ursachen fur eine Veranderung der Darmmaoitilitat sind vor allem
Unterschiede in der Zusammensetzung der aufgenommenen Nahrung und die daraus
resultierende Anpassung der mikrobiellen Darmflora. Der Prozess der Anpassung der
mikrobiellen Flora ist kein schneller Vorgang, sondern eine stetige Anpassung an die zur
Verfligung stehende Nahrung (Kashyap et al., 2013; Mduller et al., 2018).

Fur Gallensauren wurde ein direkter Einfluss auf das Mikrobiom beschrieben. Dieser spiegelt
sich nicht in einer Veranderung der Anzahl vorhandener Bakterienspezies wider, sondern ist
gekennzeichnet durch Verschiebungen der Verhaltnisse der dominanten Bakterienspezies
und somit einer Veranderung innerhalb des Bakterienprofils des Darms (Just et al., 2018). Die
erhohte Kotmenge bei den weiblichen Slc10a5” Knockout-Mausen konnte somit ein Hinweis
auf eine Verschiebung des Gallensaureprofils sein, die reflektorisch eine Anpassung der
mikrobiellen Flora nach sich zieht. Bei der Betrachtung der verdaulichen Energie, also der
aufgenommenen Energie abzlglich der im Kot gemessenen Energie, zeigte sich bei beiden
Geschlechtern kein signifikanter Unterschied zwischen Slc10a5” Knockout-Méusen und
Wildtyp Tieren. Dieses Ergebnis war ein Indiz dafir, dass trotz schnellerer Darmpassage die
Resorption der Nahrstoffe identisch blieb. Ein Grund dafir war vermutlich die ad libitum
Futterung der Mause und damit die Nahrungszufuhr, die weit Gber dem bendétigten Minimum
lag. Ob eine Standardfiitterung der Slc10a5”" Knockout-Maus durch eine veranderte
Beeinflussung des Mikrobioms auch einen Einfluss auf die Energieaufnahme und Verwertung
der Maus hat, lie3e sich nur Gber eine Fitterung herausfinden, die den Erhalt der minimal
bendtigten Kalorienzufuhr gewadhrleistet. So wirden potentielle Einflisse starker bzw.
Uberhaupt erst zum Tragen kommen. Im Falle der vorliegenden Arbeit scheint der Effekt jedoch
SO gering zu sein, dass er zum einen nur in weiblichen Tieren auftritt und zum anderen vom
Kdrper nicht kompensiert werden muss. Ein weiteres Indiz fur eine leichte Veranderung in der
Verdauung der Mause zeigte sich in den Regressionsdaten zwischen Futteraufnahme und

Kotmenge bzw. aufgenommener Energie und Energie im Kot. Die erwartete Korrelation
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zwischen der Aufnahme von Nahrung und der Abgabe von nicht verdauten Anteilen liel3 sich
vor allem bei den mannlichen Tieren durch Koeffizienten gré3er 8,5 in beiden Mauslinien
darstellen (Abbildung 4-14). Diese Korrelation war bei den weiblichen C57BL6/N-Mausen
etwas schlechter (Pearson Koeffizient ca. 8) aber immer noch aussagekraftig. Die Pearson
Koeffizienten der weiblichen Slc10a5” Knockout-Mause waren schlechter (0,6249 beim
Vergleich der Energie und 0,6425 beim Vergleich der absoluten Mengen). Diese Ergebnisse
sprechen dafiir, dass das Verdauungssystem der weiblichen Knockout-Mause anders als das
der mannlichen Knockout-Mause auf den Verlust von Slc10a5 reagiert hat.

5.3.6 Unterschiede in den Gallensaureprofil von Slc10a5” Knockout- und Slc10a5"*
Wildtyp-Mausen

Am Ende der sechsmonatigen Beobachtungsphase der Mause sollte der
Gallensaurestoffwechsel der Slc10a5”" Knockout Maus unter Standardfiitterungsbedingungen
detailliert betrachtet werden. Grund dafiir waren die Ergebnisse von Aretz (2015), die einen
massiven induzierbaren Phanotyp dieser Mauslinie zeigten und die Vermutung aufkommen
lieBen, dass bei einer so starken Auswirkung des Gen-Knockouts unter cholestatischen
Bedingungen ein Phanotyp in abgeschwachter Form auch ohne Fitterung von Cholsaure der
Mause zu finden sein muss. AulRerdem sollten in der vorliegenden Arbeit beide Geschlechter
untersucht werden. Alle Proben wurden zu Beginn der 26. Lebenswoche der Mause postmortal
entnommen. Diese Probenentnahme erfolgte immer zwischen 9.00 Uhr und 12.00 Uhr, da die
Gallensaurehomoostase einem ausgepragten, meist fltterungsbedingten, circadianen
Rhythmus unterliegt und die Uhrzeit der Betrachtung von Gallensaureprofilen mitunter einen
grofRen Unterschied machen kann (Govindarajan et al., 2016; Eggink et al., 2017; Zhang et
al., 2018). Entnommen wurden nach cervikaler Dislokation zuerst systemisches Blut aus dem
Herzen oder dem retrobulbéren Venenplexus, Portalblut aus der Pfortader mit der Kanule in
Richtung Leber gefiihrt, Gallenfliissigkeit durch Punktion der Gallenblase und Kotproben aus
dem Enddarm. Durch diese Kombination aus Proben konnte der Enterohepatische Kreislauf
der Gallensauren fast komplett abgedeckt werden. Lediglich Urinproben konnten aus
versuchsbedingten Griinden nicht auf ihren Gehalt an Gallensduren Uberpruft werden und
stellen eine Licke in der Betrachtung dar. Zukiinftige Experimente sollten auf Grund der
Expression von Slc10a5 in den Nieren (Fernandes et al., 2007) nach Mdglichkeit auch Urin
analysieren, um diese Unsicherheit zu adressieren. Zusatzlich zur Gallensdureanalyse wurden

Proben des Lebergewebes entnommen und fiir die Genexpressionsanalyse aufbereitet.

Im Situs der Slc10a5" Knockout-Mause zeigten sich keinerlei Veranderungen der inneren
Organe und des Darmkonvoluts. Dieser Befund entsprach den Ergebnissen von Aretz (2015),

bei denen nur Slc10a5" Knockout-Mause unter Fitterung von 0,5% Cholséure pathologische
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Veranderungen des Darms zeigten, nicht jedoch die Tiere unter Standardfutterung. Diese
Kompensation des Gen-Knockouts unter Standardfitterungsbedingungen lie3 sich auch
mikroskopisch in HE gefarbten histologischen Schnitten bestatigen. In den untersuchten
Geweben zeigten sich keine Unterschiede zwischen Slc10a5” Knockout-Mausen und Wildtyp-

Tieren.

Gallenséuren im Portalblut

Im Portalblut der Mause stellten sich keine signifikanten Unterschiede in den
Gallensaurekonzentrationen zwischen weiblichen oder mannlichen Slc10a5” Knockout-
Mausen und Wildtyp-Tieren dar. Die Standardabweichungen der Portalblutproben sind, wie
die Daten in Tabelle 4-3 zeigen, im Vergleich zu den anderen Proben sehr hoch. Die Pfortader
ist die erste Anlaufstelle fur Gallensauren, nachdem diese aus dem Darm resorbiert werden.
Die Ausschittung der Gallensauren und damit auch die Gallensaurekonzentrationen im
Portalblut sind daher stark abhangig vom Futterungsstatus der Tiere. Postprandial werden
wesentlich hdhere Konzentrationen erzielt als im nichternen Zustand (Angelin et al., 1982).
Die Ursache fiur die hohen Standardabweichungen in den vorliegenden Daten war somit
wahrscheinlich der Fltterungsstatus der Mause vor der Probenentnahme. Etwa 15 bis 60
Minuten nach der Futteraufnahme erreichen die Gallensaurekonzentrationen im Portalblut ein
Maximum und fallen daraufhin wieder (Angelin et al., 1982). Zusatzlich sind sie noch
tageszeitabhangigen Schwankungen unterworfen (Zhang et al., 2011). Wie bereits
beschrieben, wurde die Tageszeit der Probenentnahme bei allen M&usen gleich gewéhlt, um
Schwankungen zu minimieren. Auch in diesem Punkt gabe es fir zukinftige Untersuchungen
noch Verbesserungsmaoglichkeiten. Um maoglichst hohe Konzentrationen zu erzielen, misste
man die Proben zum Ende der Aktivitatsphase bzw. Dunkelphase der Mause gewinnen (Zhang
et al., 2011). Um den weitaus groReren Einfluss des Fitterungsstatus der Mause zu
minimieren, sollten in Zukunft die Mause vor der Probenentnahme zwei Stunden nlichtern
gehalten werden, um dann einen auf das Koérpergewicht angepassten Futterbolus per Gavage
zu bekommen. Sechzig Minuten nach der Gabe des Bolus sollte dann die Enthahme der
Proben erfolgen. Die Ergebnisse der Gallensaurekonzentrationen im Portalblut in der
vorliegenden Arbeit lassen durch die hohen Standardabweichungen keine finale Aussage Uber
Einflisse des Slcl0a5"-Knockouts zu. Auch eine Bilanzierung, die in Bezug auf
Konzentrationen aus anderen Abschnitten des Enterohepatischen Kreislaufs durchgefiihrt

wurde, war durch die hohen Differenzen innerhalb der Gruppen nicht statistisch signifikant.

Gallenséuren in der Galle und Kotproben
Aus dem Portalblut gelangen die Gallensduren in die Hepatozyten, werden dort rekonjugiert
und erneut in die Gallenfliissigkeit abgegeben. Da die Gallenblase einen Zwischenspeicher

fur aus der Leber kommende Gallensauren darstellt, waren die erreichten Konzentrationen in

134



diesem Abschnitt des Enterohepatischen Kreislaufs, wie zu erwarten, am hdchsten.
Konjugierte Gallensauren erreichten hier Werte im millimolaren Bereich. Im Gegensatz zu den
gemessenen Konzentrationen im Portalblut waren die Standardabweichungen bei den Werten
in der Gallenblase niedriger und die Daten somit stabiler. Dies lag hauptsachlich daran, dass
die Gallenblase durch die enorm hohen Gallensaurekonzentrationen und deren Akkumulation
unabhangiger vom Fitterungszustand der Tiere ist. Die Galle wird unter normalen
Bedingungen nicht komplett entleert, sondern es werden phasenweise kleinere Mengen in den
Darm abgegeben (Howard et al., 1991). Das Portalblut hingegen ist, wie schon beschrieben,
eine Momentaufnahme und ermoglicht keine Akkumulation. Die Gallenflissigkeit entsprach in
ihrer Zusammensetzung in diesem Versuch dem, was fir Mause beschrieben ist: Gber 97%
Taurin-konjugierte Gallensauren und wenig unkonjugierte Formen (Falany et al., 1997; Alnouti
et al., 2008). Bei den weiblichen Tieren traten keinerlei signifikante Unterschiede zwischen den
Gallenséaurekonzentrationen der Slc10a5"* Wildtyp- und Slc10a5" Knockout-M&ausen auf. Die
mannlichen Slc10a5” Knockout-Mause hingegen hatten im Vergleich mit den Wildtyp-Tieren
signifikant erhdhte Konzentrationen an Taurohyodeoxycholat und Taurodeoxycholat in der

Gallenflussigkeit.

Diese Ergebnisse passten zu den Gallensduremessungen der Kotproben, denn auch hier
zeigten sich ausschlielich bei den mannlichen Mausen signifikante Unterschiede in den
Gallensaurekonzentrationen. Im Kot waren Hyodeoxycholat und Deoxycholat, also die
dekonjugierten Formen der in der Galle erhéhten Gallenséduren, bei den mannlichen

Slc10a5" Knockout-Méusen im Gegensatz zu den Wildtyp-Tieren erhoht.

Gallensauren im Blut des Koérperkreislaufs

Neben den Hauptkompartimenten des Enterohepatischen Kreislaufs, Leber, Darm und
Pfortader, wurden die Gallensauren zudem im Serum des peripheren Korperkreislaufs
gemessen. Die Gallensaurekonzentration sind zwar, genauso wie im Portalblut, abhangig vom
Futterungsstatus der Tiere, der Effekt ist in der Peripherie jedoch wesentlich geringer und tritt
verzogert ein (Angelin et al., 1982). Deshalb stellen die Daten und Verdnderungen der
Gallenséaureprofile, die aus dem peripheren Blut gewonnen werden konnten, eine Art
Langzeiteffekt des Slc10a5" Knockouts dar. Obwohl die beteiligten Transportsysteme sehr
effektiv Gallensauren aus dem Portalblut in die Hepatozyten aufnehmen, ist diese Absorption,
genau wie die des ASBT in den Enterozyten, unvollstandig (Angelin et al., 1982; Zhang et al.,
2011). Bezogen auf die Daten, die in der vorliegenden Arbeit erhoben wurden, gab es einen
Unterschied in der Konzentration der sekundaren Gallensédure Deoxycholat. Die Deoxycholat-
Konzentrationen waren im peripheren Blut der Slc10a5" Knockout-Mause signifikant héher

als in den Wildtyp-Tieren. Dieses Ergebnis passt ebenfalls zu den Erhdéhungen von

135



Taurodeoxycholat in der Galle und Deoxycholat im Darm, da dies zu héheren Mengen an im
Darm rlckresorbiertem Deoxycholat fuhrt und dadurch zu groBeren Mengen dieser

Gallensaure, die die Leber passieren und in das periphere Blut gelangen. Die Ergebnisse der

Gallensaureanalyse ist in Abbildung 5-1 zusammengefasst.

de-novo Synthese
Gallenséure-Konjugation
Transportsysteme

Leber T '

THDCA #/ — s \J

TDCA #
“‘ " \ Peripheres Blut

\ DCA #

N

Mikrobiom HDCA #
Transportsysteme DCA f

Abbildung 5-1: Veranderungen der Gallensaureprofile mannlicher Slc10a5” Knockout-
Mause im Gegensatz zu C57BL6N Wildtyp-Tieren

Zusammenfassend dargestellt sind die Ergebnisse der Gallensaurekonzentrationsmessungen in Darm,
Galle und Blut der mannlichen Slc10a5’ Knockout-Mause im Gegensatz zu den Wildtyp-Tieren. In der
Gallenflussigkeit waren die konjugierten sekundaren Gallensauren Taurohyodeoxycholat (THDCA) und
Taurodeoxycholat (TDCA) erhéht, im Darm deren dekonjugierte Formen Hyodeoxycholat (HDCA) und
Deoxycholat (DCA) und im peripheren Blut Deoxycholat. In Rot dargestellt sind die hauptsachlichen
Einflussfaktoren auf die Gallensdurekonzentration im jeweiligen Abschnitt.
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5.3.7 Konjugations- und Hydroxylierungsstatus des Gallensaurepools von Slc10a5™"
Knockout-Maus

Bei der Betrachtung der Anteile verschiedener Gallensauren und Gruppen von Gallensauren
werden die beschriebenen Veranderungen im Gallensaurepool der Slc10a5" Knockout-Maus
noch deutlicher. Die Trennung der Gallenséduren nach Konjugationsstatus in Taurin-, Glycin-
und unkonjugierte Gallenséuren zeigt insgesamt nur geringe Unterschiede (Abbildung 4-20).
Insgesamt werden durch diesen Vergleich historische Daten der Gallensaurekonjugation in
Méusen bestatigt. In der Galle liegen tber 99% der Gallenséuren Taurin-konjugiert vor und im
Kot Uber 90% unkonjugiert (Alnouti et al., 2008) Der Slcl0a5-Knockout &ndert an diesen
physiologischen Verhéltnissen nichts. Im peripheren Blut der mannlichen Slc10a5" Knockout-
Mause zeigt sich der bereits beschriebene signifikante Anstieg einiger unkonjugierter
Gallensauren in einem leichten Anstieg des gesamten Anteils unkonjugierter Gallensauren.
Bei den weiblichen Slc10a5” Knockout-Mausen hingegen sinkt der Anteil unkonjugierter
Gallensauren im Blut. Diese Verschiebung ist in den absoluten Konzentrationen jedoch auf
Grund hoher Standardabweichungen nicht signifikant. Eine weitere Madoglichkeit der
Gruppierung der Gallensauren ist die Zusammenfassung der Konzentrationen jeder
.Kerngallensaure® unabhangig von ihrem Konjugationsstatus. Dies ermdglicht einen direkten
Vergleich des Hydroxylierungsstatus der Gallensauren. In Abbildung 4-21 zeigt sich deutlich
der Fokus der Verschiebungen im Gallensaurepool der mannlichen Slc10a5” Knockout-
Mause auf Deoxycholat. Sowohl in der Galle und dem peripheren Blut als auch dem Kot steigt
der prozentuale Anteil von Deoxycholat an. Auf dieses Ergebnis wird im Zusammenhang mit

der Rehydroxylierung im weiteren Verlauf der Diskussion noch einmal eingegangen.

5.3.8 Geschlechtsunterschiede der Gallensaureveranderungen der Slc10a5™"
Knockout-Maus

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten der Slc10a5” Knockout-Maus bieten den ersten
Datensatz, der eine geschlechtsabhangige Betrachtung der Auswirkungen des Verlusts von
SLC10A5 zulassen. Diese Daten zeigen, wie in vorangegangenen Kapiteln bereits
beschrieben, signifikante Verschiebungen der Konzentrationen von Deoxycholat,
Hyodeoxycholat und deren Taurinkonjugaten ausschlieBlich in mannlichen Slc10a5"
Knockout-M&ausen. In den weiblichen Slc10a5” Knockout-Tieren ist fir die gleichen
Gallensauren sogar ein entgegengesetzter Trend zu beobachten. Auf der anderen Seite zeigte
sich nur bei den weiblichen Slc10a5” Knockout-Tieren eine signifikant gesteigerte Kotmenge,
die, wie in Kapitel 5.3.5 beschrieben, auf Verschiebungen der mikrobiellen Flora oder weiteren
Einflissen des Gen-Knockouts hinweisen konnte. Die Frage, warum sich der Verlust von
SLC10A5 in mannlichen und weiblichen Mausen so unterschiedlich uf3ert, kann, basierend

auf den erhobenen Daten, nicht final geklart werden. Hier wéare eine Untersuchung der Mause
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unter Fitterung von Cholséaure, dhnlich wie in der Arbeit von Aretz (2015), hilfreich, um die
Reaktion des Gallensaurestoffwechsel weiblicher Slcl10a5” Knockout-M&ause unter

Extrembedingungen zu untersuchen.

Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Funktion und Expression von Genen des Energie-
und Gallensauremetabolismus sind ausfihrlich beschrieben (Geer und Shen, 2009; Sheng et
al.,, 2017). Diese Unterschiede greifen bereits auf der Ebene der Regulation des
Gallensaurestoffwechsels beim Kernrezeptor FXR (Sheng et al., 2017). Fxr” Knockout-Mause
beider Geschlechter wurden auf eine fettreiche Diat gesetzt und die Zusammensetzung des
Mikrobioms sowie Expression verschiedener Gene sowie Leberparameter untersucht.
Mannliche Fxr” Knockout-M&use entwickelten eine wesentlich massivere Fettleber als
weibliche Tiere. Zusatzlich wurden weitere FXR-abhéngige Gene geschlechtsspezifisch
unterschiedlich reguliert und auch die Verschiebungen der Bakterienprofile des Mikrobioms
zeigten unterschiedliche Verédnderungen in mannlichen und weiblichen Ma&usen. Alle
Veranderungen liel3en sich dabei auf eine geschlechtsspezifische Reaktion auf den Verlust
von FXR zuruckfuhren (Sheng et al, 2017). Ein weiteres Beispiel fur eine
geschlechtsspezifische Expression und Regulation ist NTCP. Fir NTCP wurde eine
Abhéngigkeit fir Geschlechtshormone gezeigt. Ostradiol filhrt zu einer Verringerung der
Expression von Ntcp in ménnlichen Ratten, eine Ovariektomie fuhrt in weiblichen Ratten zu
einer gesteigerten Ntcp-Expression (Simon et al, 2004). Auch OATPs als
Gallensaureaufnahmetransporter  zeigen  geschlechtsspezifische  Regulations-  und
Expressionsmuster (Rost et al., 2005). Diese Vergleiche zeigen, dass der Lebermetabolismus,
die Gallensdurehomdostase und die hormonabhangige Regulation involvierter Gene stark
abhangig vom Geschlecht sind und somit eine effektivere Kompensation des Verlusts von
Slcl0a5 in weiblichen Mausen nicht verwunderlich ist. Basierend auf den genannten
Unterschieden im Gallensaurestoffwechsel mannlicher und weiblicher S&ugetiere wurde
entschieden, dass in dieser Arbeit kein statistischer Vergleich zwischen diesen Gruppen
gezogen wird. Die Ergebnisse solcher Vergleiche waren basierend auf den hier erhobenen

Daten und der Stichprobenzahl schwer zu interpretieren und in ihrer Aussagekraft fragwuirdig.

5.4 Mdogliche Ursachen der Unterschiede im Gallenséaurepool von
mannlichen Slc10a5” Knockout-Mausen

Die Ursache fir erhdhte Konzentrationen Taurodeoxycholat und Taurohyodeoxycholat in der
Galle, erhéhte Konzentrationen Deoxycholat im Kot und dem peripheren Blut und erhdhte
Konzentrationen Hyodeoxycholat im Kot kénnen durch unterschiedliche Faktoren ausgeldst
werden. Dazu z&hlen die Transportsysteme, die am Enterohepatischen Kreislauf beteiligt sind,
die de novo Synthese von Gallensauren, Konjugations- und Umbauprozesse von
Gallensauren in der Leber und die mikrobielle Darmflora. Auch denkbar wéare naturlich eine
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Kombination dieser Faktoren. Die einzelnen Madoglichkeiten sollen im Folgenden naher

beschrieben und in den Kontext eines Verlusts des Slc10a5-Gens der Maus gestellt werden.

5.4.1 Gallensauren und das Mikrobiom

Die durch das genetische Defizit von Slcl0a5 ausgelésten Verédnderungen in den
Gallensaureprofilen der Mause beschranken sich auf die zwei Gallensauren Deoxycholat und
Hyodeoxycholat sowie deren Taurin-Konjugate. Die sekundaren Gallensduren Deoxycholat
und Hyodeoxycholat, die durch bakterielle Modifikationen im Darm entstehen, basieren nicht
auf der gleichen primaren Gallensaure. Deoxycholat entsteht durch bakterielle 7a-
Dehydroxylierung von Cholat. Entsprechende Aktivitaten konnten fur Bakterien der Gattungen
Eubacterium, Clostridium, Bacteroides und Lactobazillus gemessen werde (Bjorkhem et al.,
1989; Hylemon et al.,, 1991). Das Ausgangsmolekil der bakteriellen Bildung von
Hyodeoxycholat hingegen ist [(-Muricholat. Diese Umwandlung wird durch 7pB-
Dehydroxylierung und die Epimerisierung der Hydroxylgruppe an Position 6 von B zu a erzielt.
Dabei ist denkbar, dass die 73-Hydroxylgruppe zuerst in die a- Position epimerisiert und dann
von den oben bereits genannten Bakterienspezies dehydroxyliert wird, da eine 7a-
Dehydroxylierungsaktivitdt haufiger bei Bakterien zu beobachten ist als die 7p3-
Dehydroxylierung (Eyssen et al., 1999). Es gibt jedoch auch Bakterien der Gattungen
Eubacterium und Clostridium, die in der Lage sind, eine 73-Dehydroxylierung vorzunehmen
(Eyssen et al., 1999). Eine enzymatische Umwandlung von Deoxycholat zu Hyodeoxycholat

oder anders herum ist bislang nicht beschrieben.

In den letzten Jahrzehnten wurde, bedingt durch die rasante technische Entwicklung und den
medizinischen Fortschritt, der massive Einfluss der mikrobiellen Besiedlung des Darms auf
den Gallensaurestoffwechsel immer deutlicher. Diese Symbiose beeinflusst sowohl die
physiologische Funktion des Darms und die effektive Verwertung von Nahrung, als auch die
Entstehung von Krankheiten und metabolischen Ungleichgewichten (Turnbaugh et al., 2007;
Human microbiome project, 2012; Ursell et al., 2012). Dementsprechend grof3 ist auch der
Einfluss der bakteriellen Zusammensetzung des Mikrobioms auf die Zusammensetzung des
Gallensaurepools und den Gallensauremetabolismus (Ridlon et al., 2014; Ramirez-Pérez et
al., 2017). Durch das human genome project wurden ungefahr 20000 Gene aufgedeckt, die
fur Proteine im menschlichen Organismus codieren (Turnbaugh et al., 2007). Im menschlichen
Mikrobiom wurden bislang mehr als 3,3 Millionen nicht redundante Gene aufgedeckt (Qin et
al., 2010). Dieser Vergleich zeigt die unglaubliche Komplexitat der Variation innerhalb der
mikrobiellen Population: Zwei Menschen stimmen in 99,9% ihres Genoms Uberein (Wheeler
et al., 2008), unterscheiden sich gleichzeitig aber zu 80-90% in der Zusammensetzung ihres
Mikrobioms (Turnbaugh et al., 2009). Die Unterschiede in den Gallensaurekonzentrationen

der mannlichen Slc10a5”" Knockout-M&ause und Wildtyp-Tiere kénnten also, basierend auf
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dieser hohen Variabilitat, auf Unterschieden in den Bakterienspezies beruhen, welche die
Dehydroxylierung von Cholat und B-Muricholat vermitteln. Bei den Mausen, die in der Arbeit
von Aretz (2015) zur Untersuchung des Gen-Knockouts verwendet wurden, ist dieser Einfluss
vermutlich noch gré3er gewesen als bei den Mausen in dieser Arbeit. Die C57BL6N-Tiere
wurden direkt vom Ziichter bezogen, die Slc10a5" Knockout-Mause im eigenen Tierstall
gezulichtet. Die Umwelteinflliisse unterschiedlicher Tierhaltungen, die fir eine Individualisierung
des Mikrobioms bezogen auf den Standort sorgen, kdnnten so auch zu einem Teil der
Veranderungen in der Arbeit von Aretz (2015) gesorgt haben (Parker et al., 2018). Auf der
anderen Seite ist es unwahrscheinlich, dass die massive Beeintrachtigung der Konjugation
von Gallensduren und die damit verbundenen pathologischen Veranderungen des
Darmkonvoluts allein auf Unterschieden der mikrobiellen Flora beruhen, da die Diskrepanz
zwischen diesem Phénotyp und den Wildtyp-Kontrolltieren mit einer kompletten Kompensation
der grol3en Mengen Cholsdure sehr grol3 ist. Eine endgultige Aussage dartiber wéare nur durch
eine Mikrobiomanalyse mdéglich. Allerdings ist es durch die gegenseitige Beeinflussung von
Gallensaurestoffwechsel und Mikrobiom nicht einfach zu klaren, welche Verénderung jeweils
zuerst eingetreten ist. FUr die vorliegende Arbeit wurde daher ein Augenmerk auf eine Zucht
der Knockout- und Wildtyp-Tiere in der gleichen Umgebung gelegt. Sowohl die Elterntiere als
auch die Tiere, mit denen die Untersuchungen durchgefiihrt wurden, wurden im gleichen
Raum gehalten, nicht gesondert behandelt und den gleichen Umwelteinflissen ausgesetzt.
Dieses Vorgehen sollte nach Méglichkeit die Variabilitat des Mikrobioms eingrenzen. Von einer
Zucht heterozygoter Tiere wurde aus Tierschutzgriinden im Sinne des 3R-Prinzips abgesehen.
Eine solche Zucht hatte zwar ermdglichen kénnen, dass die Knockout- und Wildtyp Tiere
Wurfgeschwister sind, wirde aber auch zu einer sehr gro3en Anzahl an Tieren fihren, die auf
Grund eines heterozygoten Genotyps keine weitere Verwendung in der Erforschung von
SLC10A5 hatten finden konnen. Die Mdoglichkeit, dass die in dieser Arbeit gemessenen
Unterschiede in den Konzentrationen sekundarer Gallenséuren in der Slc10a5” Knockout-
Maus auf Unterschiede des Mikrobioms zurtickzufiihren sind, besteht also. Im Rahmen dieser

Arbeit konnte jedoch keine Sequenzierung des Mikrobioms durchgefuhrt werden.

Auf der anderen Seite spricht jedoch auch viel dafiir, dass die gezeigten Ergebnisse auf den
veranderten Genotyp der Mause zuriickzufilhren sind. Dazu zdhlen die antimikrobiellen
Eigenschaften von Deoxycholat. Diese sind etwa um den Faktor 10 hoher als die
antimikrobiellen Eigenschaften von Cholat und wiirden zusammen mit der FXR-vermittelten
Bildung von antimikrobiellen Peptiden zu einer lebensfeindlicheren Umgebung fir Bakterien
fuhren (Begley et al., 2005; Inagaki et al., 2006). Dass dieser Effekt durch die Bakterien alleine
ausgeldst wird, die sich damit selber behindern wirden, ist unwahrscheinlicher als ein
genetischer Einfluss von Slcl10a5. Zusatzlich kann die Verschiebung der Zusammensetzung

des Mikrobioms auch ein sekundarer Effekt sein. Wenn die héhere Menge konjugierter
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sekundarer Gallensduren in der Galle ihre Ursache im Gallensaurestoffwechsel der
Hepatozyten hat, kénnte das zu einem Selektionsdruck auf das Mikrobiom fihren.
Bakterienspezies, die Taurodeoxycholat und Taurohyodeoxycholat nutzen und verarbeiten
kénnen, wuirden dadurch bevorzugt und eine solche sekundare Verschiebung der
Zusammensetzung des Mikrobioms kdnnte entstehen. Daher wird der genetische Einfluss von
SLC10A5 in dieser Arbeit als Hauptfaktor der Veréanderungen in der Konzentration von
Gallenséuren betrachtet. Zukunftige Versuche mit der Slc10a5” Knockout-Maus sollten den
Einfluss des Mikrobioms auf die Ergebnisse der Mauslinie durch die Sequenzierung des
Mikrobioms untersuchen, um dieser Unsicherheit auf den Grund zu gehen. Es wird durch die
komplexe und unmittelbare Interaktion von Wirtsorganismus und Mikrobiom jedoch schwer

bleiben, dieses ,Henne-Ei-Problem* zu l6sen.

5.4.2 De novo Synthese von Gallenséuren

Die erste Mdglichkeit, wie es zu einem erhdhten Auftreten von sekundaren Gallensauren
kommen kann, ist ein Eingriff in die de novo Synthese von Cholat, Chenodeoxycholat bzw.
den Muricholsduren in der Maus und einem daraus resultierenden Anstieg sekundéarer
Gallensaurespezies. Voraussetzung dafur ist jedoch eine erhdhte Menge unkonjugierter
primérer Gallensauren, da Taurocholat bzw. Tauromuricholat effektiv im lleum von ASBT
resorbiert werden. Auf3erdem wirden die geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme der
Gallensauresynthese eine gesteigerte Expression aufweisen. Die Ergebnisse der
Expressionsanalyse zeigen jedoch, dass diese Enzyme in den ménnlichen M&ausen, in denen
auch die veréanderten Gallensdurewerte zu messen waren, nicht signifikant verandert sind.
Allerdings ist diese erwartete erhohte Expression dieser Enzyme in diesem Fall
selbstlimitierend. Deoxycholat ist neben Chenodeoxycholat einer der starksten Agonisten des
Kernrezeptors FXR (Sepe et al., 2016). Eine gesteigerte Menge an Deoxycholat bedeutet also
auch eine Steigerung der FXR Aktivitat und eine damit verbundene Senkung der Expression
der Enzyme der Gallensauresynthese (Zollner et al.,, 2006). FXR jedoch wies in der
Genexpressionsanalyse keine signifikanten Unterschiede zwischen Slc10a5” Knockout-
Mausen und Wildtyp-Tieren auf. Ein Einfluss von SLC10A5 auf die de novo Synthese von
Gallensauren durch SLC10A5 ist somit in dieser Arbeit mit Mausen unter
Standardhaltungsbedingungen sehr unwahrscheinlich. Dafiir spricht vor allem, dass neu
synthetisierte Gallensduren unter physiologischen Bedingungen nur einen Anteil von etwa 5%
am gesamten Gallensaurepool ausmachen (Dawson et al., 2009) und somit eine gesteigerte
de novo Synthese nicht zu signifikant erhohten Mengen an Deoxycholat oder Hyodeoxycholat
im Gallensaurepool fihren wirden, zumal eine massiv gesteigerte Verfligbarkeit an primaren
Gallenséauren, wie von Aretz (2015) gezeigt wurde, in Wildtyp-Mausen ohne Probleme durch

Konjugation entgiftet werden konnte.
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5.4.3 Transporter des Enterohepatischen Kreislaufs

Als weitere Moglichkeit fiir Verschiebungen des Gallensaureprofils der Slc10a5" Knockout-
Mause kommen Verschiebungen in der Funktionalitdt der Transportsysteme des
Enterohepatischen Kreislaufs in Frage. SLC10A5 konnte als Co-Faktor, eigenstandiger
Transporter oder auch Bindungsprotein Einfluss nehmen. Um einen Vergleich zwischen der
Slc10a5" Knockout-Maus in Bezug auf andere Transporter herzustellen, sollen in der Literatur

beschriebene Knockout Maus Modelle dieser Transporter herangezogen werden.

Vergleich mit den Ntcp (Slc10al”) und Asbt (Slc10a2”) Mauslinien

NTCP ist mal3geblich an der Natrium-getriebenen Aufnahme von konjugierten Gallensauren
aus dem Pfortaderblut an der Basalmembran der Hepatozyten und somit der
Aufrechterhaltung des Enterohepatischen Kreislaufs beteiligt (Kosters und Dawson, 2015). In
vitro zeigten primédre Hepatozyten, isoliert aus Lebern von Slc10al”™ Knockout-M&usen,
keinerlei Transportaktivitat fir die entsprechenden Substrate und die Vermutung lag nahe,
dass der Knockout in vivo erhéhte Serum-Gallensaurekonzentrationen durch Unterbrechung
des Enterohepatischen Kreislaufs in der Leber mit sich bringen wiirde. Uberraschenderweise
waren bei etwa 70% der Slc10al”™ Knockout-Mause die Gallensédurekonzentrationen im
Serum im Normalbereich. Nur die Ubrige Subpopulation an Tieren zeigte, unabhangig vom
Geschlecht oder anderer Parameter, erhdhte Konzentrationen konjugierter Gallensauren im
Blut. AuRerlich waren alle Mause, bis auf Verzégerungen in der Gewichtsentwicklung einiger

Méause, unauffallig (Kosters und Dawson, 2015; Slijepcevic et al., 2015).

Diese Ergebnisse zeigen, dass sogar der Verlust eines hochaktiven Membrantransporters wie
Ntcp bis zum Ausbleiben eines Phénotyps kompensiert werden kann. Ursache fir diese
Kompensation sind die hepatozellularen Transporter der SLCO-Familie (Oatplal, Oatpla4,
Oatplb2, Oatp2bl), welche unter physiologischen Bedingungen unkonjugierte Gallensauren
in die Leberzellen transportieren kdnnen (Hagenbuch und Meier, 2004; Kosters und Dawson,
2015; Slijepcevic et al., 2015). Die Mause der Slc10al” Knockout-Gruppe mit erhéhten
Gallensaurekonzentrationen im Serum zeigen allerdings auch, dass die Aufnahme von
Gallensauren in die Leber in den Slc10al” Knockout-M&usen eine Kapazitatsgrenze erreicht
hat und nicht in jedem Individuum eine komplette Kompensation gewéhrleistet werden kann.
Im Vergleich der Slc10al” und Slc10a5” Knockout-Mause finden sich viele Unterschiede,
aber auch einige Parallelen. Beiden gleich scheint eine effektive Kompensation des Verlusts
eines Proteins im Organismus durch entsprechende Redundanzsysteme zu sein. Der grofite
Unterschied zwischen den Mauslinien ist die Art der erhdhten Gallensduren. Bei der
Slc10al™” Knockout-Maus steigen die Konzentrationen eines breiten Spektrums konjugierter
Gallenséduren im Serum an, bei der Slc10a5” Knockout-Maus hingegen ist es nur die

sekundare Gallensdure Deoxycholat. Dies spricht dafiir, dass NTCP und SLC10A5 zwar im
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gleichen Gewebe exprimiert werden, aber nicht in die Weiterverarbeitung der gleichen Klasse
von Gallenséuren eingreifen. Ein weiterer Unterschied zwischen den Mauslinien ist das
AusmaR der Gallensaureerhéhungen im Serum. Bei der Slc10a5” Knockout-Maus sind die
Deoxycholat-Konzentrationen etwa um den Faktor 2 erhoht, wohingegen bei den Slc10al”
Knockout-Mausen die Gesamtgallensaurekonzentration im Serum jenseits der 1000 uM
Marke liegt (1-20 uM sind normal) (Slijepcevic et al., 2015). Dies spricht im Falle des
Slc10a5™ Knockouts fiir eine Akkumulation kleiner Mengen Deoxycholat {iber einen langeren
Zeitraum oder einen sehr geringen akuten Effekt.

Der zweite Transporter aus der SLC10-Familie, der den Erhalt des Enterohepatischen
Kreislaufs sicherstellt, ist ASBT. ASBT transportiert Gallenséuren tber die apikale Membran
der Enterozyten im terminalen lleum und verhindert somit den Verlust der Gallensauren tber
den Kot (Shneider, 2001; Dawson et al., 2009). Dieser vermutete Verlust bestatigte sich bereits
bei humanen Patienten mit einem seltenen hereditaren SLC10A2-Defekt. Symptome sind
Malabsorption von Gallensauren, unstillbare Sauglingsdurchfalle und Wachstumsstérungen
(Dawson et al., 2003). AuRerlich zeigt die Slc10a2”- Knockout-Maus, genau wie Slc10a1” und
Slc10a5” Knockout-M&use sowie im Gegensatz zu den humanen Patienten, keine Hinweise
auf den genetischen Verlust eines Proteins, bis auf vereinzelte Verzdgerungen in der
Gewichtsentwicklung junger Tiere (Dawson et al., 2003; Aretz, 2015; Slijepcevic et al., 2015).
Bei genauerer Betrachtung der Gallensaureprofile im Kot bestétigte sich die Vermutung eines
erhdhten Verlusts von Gallensauren, gepaart mit einer erhdhten Ausscheidung von Lipiden
Uber den Darm. Die Gallensaurekonzentrationen im Kot waren dabei um das bis zu 24-fache
erhoht. Die Zusammensetzung der Gallenflissigkeit verschob sich dabei drastisch zugunsten
von Taurocholat. Als Kompensationsmechanismen des Gallensdureverlusts zeigten sich eine
erhbhte de novo Synthese von Gallensduren und das Auftreten von gréReren Mengen

unkonjugierter Gallensauren, hauptsachlich Deoxycholat, im Darm (Dawson et al., 2003).

Im Vergleich von Slc10a2” und Slc10a5" Knockout-Mé&usen fallen die Parallelen in der
Verschiebung der Gallensaurekonzentrationen im Kot auf. In beiden Knockout Mauslinien
gewinnt der Gallensaurepool, zumindest bei der Betrachtung der Gallensduremetaboliten im
Kot, insgesamt an Hydrophobizitat, bedingt durch die Verschiebung von B-Muricholat zu
Taurocholat (Slc10a2-Knockout) und dem erhdhten Anfallen von Deoxycholat (Slc10a2- und
Slc1l0a5-Knockout). Hauptursache hierfiir dirfte vor allem Deoxycholat sein. Die Ursache
dafiir scheint in der Slc10a2” Knockout-Maus jedoch klar die fehlerhafte Reabsorption
konjugierter Gallensduren zu sein, die dann bakteriell zu sekundaren Gallensauren
dekonjugiert werden, wohingegen in der Slc10a5” Knockout-Maus kein direkter Hinweis auf
die Herkunft der hoheren Mengen Deoxycholat zu finden ist. Wie auch in der Slc10al™
Knockout-Maus muss aber auch dieser Vergleich mit Vorsicht gezogen werden. Im Gegensatz

zu den Verschiebungen im Gallenséaureprofil der Slc10a2” Knockout-M&use sind die
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Verschiebungen in den Slc10a5” Knockout-Méausen zwar signifikant, aber wesentlich
geringer. Umso erstaunlicher bleibt es, dass keine der Mauslinien einen offensichtlichen

auReren Phanotyp preisgibt.

Betrachtet man diese drei familiar verkniipften SLC10-Proteine gemeinsam, so féallt auf, dass
die Mechanismen eines Genknockouts von Slcl0al und Slcl0a2 jeweils spezifisch im
jeweiligen Expressionsgewebe zum Tragen kommen. Der Verlust von SLC10A5 hingegen
zeigt sowohl in Galle und Darm als auch dem peripheren Blut Veranderungen, was fir eine
organiibergreifende Funktion von SLC10A5 zusammen mit den daraus resultierenden
Veranderungen spricht.

Vergleich mit der Slcola/l1b” Mauslinie

Die Aufnahme von Gallensauren lber die basolaterale Membran von Hepatozyten erfolgt wie
bereits beschrieben fir konjugierte Gallensauren unter physiologischen Umstanden Uber
NTCP (Monte et al., 2009). Unkonjugierte Gallensauren hingegen gelangen entweder passiv
oder durch Natrium-unabh&ngigen Transport von Mitgliedern der OATP1-(Mensch) / Oatpl-
(Tier)-Subfamilie in Leberzellen (Hagenbuch und Meier, 2004). OATP1A/Oatpla- und
OATP1B/Oatplb-Proteine transportieren nicht nur unkonjugierte Gallenséuren, sondern ein
breites Spektrum an Xenobiotika, Steroid- und Tyroidhormonen und deren Konjugate sowie
Bilirubin in Leber, Dinndarm und den Nieren (Hagenbuch und Meier, 2004; Niemi, 2007).

Um das komplexe Zusammenspiel und Funktionsspektrum dieser Transporter zu untersuchen,
wurde die Slcola/lb” Knockout-Mauslinie generiert. Dieser Mauslinie fehlen alle funf Leber-
relevanten Slcola- und Slcolb-Gene, wodurch Kompensations- und
Redundanzmechanismen, die innerhalb dieser Genfamilie auftreten konnten, minimiert
werden (van de Steeg et al., 2010). Die Slcola/lb” Knockout-M&ause waren vital und zeigten
keinen offensichtlichen pathologischen Phanotyp, au3er einer sich in Gelbsucht au3ernden
Hyperbilirubinamie. Neben den gesteigerten Bilirubin Konzentrationen im Serum waren auch
die Konzentrationen unkonjugierter Gallensduren um das etwa 13-fache erhéht (van de Steeg
et al., 2010) .

Wie auch in der Slcl0a5” Knockout-Maus zu beobachten, sind die gesteigerten
Konzentrationen unkonjugierter Gallensauren im Serum der Slcola/lb” Knockout-Mause,
bezogen auf den gesamten Gallensaurepool, verschwindend gering. Dennoch fallt hier, bei
isolierter Betrachtung der Auswirkungen auf das periphere Blut, die starke Parallelitdt der
beiden Mauslinien auf. Grofdter Unterschied ist gleichzeitig das Spektrum der erhghten
Gallensauren, mit einer sehr spezifischen Erhéhung einer einzelnen Gallenséure (DCA) im
Serum der Slcl0a5” Knockout-Maus gegeniiber der gleichméRigen Erhéhung aller
unkonjugierten Gallenséurespezies in der Slcola/lb” Knockout-Maus (van de Steeg et al.,

2010). Auch hier spricht vieles dafiir, dass die Hepatozyten der Slc10a5” Knockout-Maus
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Uberfordert sind mit der Aufnahme, Prozessierung oder Elimination von gréf3eren Mengen
Deoxycholat bzw. bei der Betrachtung des gesamten Enterohepatischen Kreislaufs auch von

Hyodeoxycholat.

Vergleich mit der Abcb11” Knockout-Maus und der Osta’” Knockout-Maus

In der apikalen Membran von Hepatozyten ist hauptsachlich der ABC-Transporter BSEP
verantwortlich fir den Efflux von Gallensduren in die Galle (Gerloff et al.,, 1998). Sein
Gegenstlick in Enterozyten ist der heterodimere Transporter Osta/Ostf, der den
Gallensauretransport Gber die Basalmembran in das Pfortaderblut vermittelt (Ballatori et al.,
2005). In der Abcb11” Knockout-Maus manifestiert sich eine progressive Cholestase durch
intrahepatische Akkumulation von Gallensauren zusammen mit einer breiten Verschiebung
der Genregulation des Lebermetabolismus (Zhang et al., 2012). Die Osta™ Knockout-Maus
hingegen fihrt zu einer Verringerung des gesamten Gallensaurepools durch eine
Akkumulation von Gallensauren in den Enterozyten und eine dadurch bedingte, FXR-
vermittelte Herabregulierung der Gallenséduresynthese (Soroka et al.,, 2010). In beiden
Knockoutmauslinien entsprechen die Anderungen der intrazellularen Gallensaureprofile nicht
den Veranderungen, den der Knockout von Sicl0a5 in Bezug auf Deoxycholat und
Hyodeoxycholat mit sich fuhrt. Sowohl BSEP als auch OSTa/OSTp transportieren ein sehr
breites Spektrum an Gallensauren und die gezeigten Effekte in den Knockout Mauslinien
beschranken sich nicht auf einzelne Gallensauren. Somit ist davon auszugehen, dass die
Funktion von SLC10A5 in keiner Relation zum Gallensdure-Efflux in Hepatozyten oder
Enterozyten steht.

Der Vergleich der Slc10a5” Knockout-Maus mit anderen Mauslinien lasst in keinem Fall einen
eindeutigen Rickschluss auf die Funktionsweise des Proteins zu. Die gezeigten Erh6hungen
der Konzentrationen von Deoxycholat und Hyodeoxycholat weisen auf einen sehr speziellen
Mechanismus hin. Die beschriebenen Knockout-Mauslinien der Transportsysteme des
Enterohepatischen Kreislaufs zeigen immer einen Einfluss auf ein breiteres Feld an
Gallensauren. Der interessanteste Vergleich gelingt mit der Slc10al” Knockout-Maus und der
Oatpla/lb” Knockout-Maus. Bei diesen beiden Mauslinien zeigt sich, dass beim Verlust eines
dieser Gene eine sehr effektive Kompensation in Kraft tritt, die dafir sorgt, dass der jeweilige
Knockout maskiert werden kann. Umso erstaunlicher ist es in der Slc10a5” Knockout-Maus,
dass trotz voller Funktionsfahigkeit dieser Transportsysteme in der Leber eine signifikant
hohere Menge Deoxycholat die Leber passieren kann und in die Peripherie gelangt. Im Detail
scheint der Einfluss von SLC10A5 unter physiologischen Bedingungen stark genug, um

Kompensationsmechanismen an ihre Grenzen zu bringen.
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5.4.4 Einfluss auf die Konjugation von Gallensauren in der Leber

Die Schlussfolgerung der Arbeit von Aretz (2015) in Bezug auf die Funktion von SLC10A5 war
eine Beteiligung an der intrahepatischen Konjugation von Gallensauren. Grundlage fir diese
Hypothese lieferten die Ergebnisse der ersten Gallensaureuntersuchungen in der Slc10a5™
Knockout-Maus unter Fotterung von 0,5% Cholsédure. Die Mause wiesen eine massive
Verschiebung des Gallensaurepools zu Gunsten unkonjugierter Gallensauren auf
(Aretz, 2015). Im Folgenden soll ein Konjugationsdefizit basierend auf den in dieser Arbeit
gezeigten Verschiebungen der Gallensaureprofile mannlicher Slc10a5” Knockout-M&use

diskutiert werden.

Bei der Konjugation muss zwischen de novo synthetisierten Gallensauren und der Konjugation
rezirkulierender Gallensauren unterschieden werden, da diese Vorgange innerhalb der Zellen
in unterschiedlichen Kompartimenten stattfinden (Hubbard et al., 2006; Falcon et al., 2010).
Eine fehlerhafte Konjugation von neu synthetisierten Gallensauren wirde sich auf die primaren
Gallensauren Cholat und Chenodeoxycholat beschranken und zu héheren Konzentrationen
dieser Gallensauren im Gallens&urepool filhren. Dies konnte in den Slc10a5” Knockout-
Mausen bislang nicht beobachtet werden. Allerdings macht die Menge an neu synthetisierten
Gallensauren nur etwa 5% der Gesamtmenge zirkulierender Gallensauren aus (Hofmann und
Roda, 1984), weshalb ein Defizit an dieser Stelle moglicherweise nicht sichtbar ware. Klaren
lieBe sich das nur durch die Bestimmung von Gallensdurevorlaufern wie Dihydroxy- und
Trihydroxykoprostanséure, welche bei einer fehlerhaften CoA-Aktivierung im ER erhdht waren,
oder den nachgeschalteten Vorlaufermolekilen, die im Peroxisom synthetisiert werden.
Dagegen spricht allerdings, dass in den Arbeiten von Pellicoro (2008), Aretz (2015) und der
vorliegenden Arbeit kein Hinweis auf eine peroxisomale Lokalisation von SLC10A5 gefunden

werden konnte.

Ein Beispiel fur eine effektive Kompensation an dieser Stelle liefert die Slc27a2” Knockout-
Maus, welche kein FATP2 exprimiert. Fur FATP2 wird eine Thioesteraseaktivitat fiir die
Gallensaurevorlaufer Dihydroxy- und Trihydroxykoprostansaure beschrieben. Neben den
Effekten auf den Fettsaurestoffwechsel, die durch die Funktion von FATP2 als Transporter
dieser Fettsauren zu erklaren sind, zeigten sich Kkeinerlei Unterschiede in den
Gallensaureprofilen und dem Cholesterinstoffwechsel der Mause (Falcon et al., 2010). Dies
liegt vermutlich an der Uberschneidung der Expressionsmuster von FATP2 und FATP5 in der
Leber. FATP2 ist in Leberzellen in den Peroxisomen und der Plasmamembran lokalisiert
(Falcon et al., 2010), FATPS5 in der Plasmamembran und dem ER (Steinberg et al., 2000).
Durch diese Uberschneidung wird das Fehlen von FATP2 in der Knockout Mauslinie durch
FATP5 komplett kompensiert (Falcon et al., 2010).
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Im Gegensatz dazu lasst sich in Slc27a5" Knockout-M&usen, welche kein FATP5 exprimieren,
ein wesentlich drastischerer Einfluss auf die Gallensaurekonjugation darstellen. In dieser
Mauslinie zeigt sich unter Standardfiitterungsbedingungen eine Umkehr des physiologischen
Verhaltnisses zwischen konjugierten und unkonjugierten Gallenséuren. In den Slc27a5"
Knockout-Mausen liegen 83% der Gallensauren unkonjugiert vor und nur 17% in ihrer
konjugierten Form (Hubbard et al., 2006). Gleichzeitig wurde festgestellt, dass die Konjugation
de novo synthetisierter Gallenséuren unbeeintréchtigt bleibt, wodurch der Fokus der Funktion
von FATPS eindeutig auf rezirkulierende Gallensauren gelegt werden kann (Hubbard et al.,
2006).

Am interessantesten ist aber die Betrachtung von Deoxycholat und Hyodeoxycholat, den
Gallensauren, die in der Slc10a5”" Knockout-Maus unter Standardfiitterungsbedingungen
signifikant héher waren als in Kontrolltieren. Deoxycholat und Hyodeoxycholat liegen in der
SIc27a5" Knockout-Maus ausschlieBlich unkonjugiert vor und scheinen somit in ihrer
Konjugation, anders als andere Gallenséuren, komplett abhéangig von der Aktivierung durch
FATPS5 zu sein. Allerdings war sowohl die Gré3e des gesamten Gallensaurepools als auch die
absolute Menge an Deoxycholat und Hyodeoxycholat identisch zwischen Knockout und
Wildtyp Mausen (Hubbard et al., 2006). Bei einem Vergleich der Slc10a5” Knockout-Maus
und der Slc27a5”" Knockout-Maus fallen somit in Bezug auf die sekundaren Gallenséauren
Deoxycholat und Hyodeoxycholat starke Uberschneidungen auf, die darauf hindeuten
konnten, dass beide Proteine mdglicherweise in ahnliche Schritte der Konjugation
rezirkulierender Gallensauren eingreifen. Basierend auf den Ergebnissen aus der
Kolokalisation in der Zellkultur, die eine Uberlagerung von Endoplasmatischem Retikulum und
SLC10A5 von 39,58% gezeigt haben (Abbildung 4-4), Gberschneiden sich die intrazellularen
Expressionsprofile von SLC10A5 und FATPS5 (Steinberg et al., 2000; Fernandes et al., 2007)
somit im ER von Leberzellen. In Abbildung 5-2 ist die Konjugation rezirkulierender
Gallensauren und eine mogliche Beteiligung von SLC10A5 schematisch dargestellt:
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Abbildung 5-2: Potentieller Einfluss von SLC10A5 auf die Konjugation rezirkulierender
Gallenséuren

In der basalen und apikalen Membran der Hepatozyten sind die wichtigsten hepatozellularen
Transporter fir konjugierte (T/S—G) und unkonjugierte (GS) Gallensauren abgebildet. Mdgliche
Passage-Wege durch Hepatozyten konjugierter Gallenséuren sind entlang der blauen Linien dargestellt,
die entsprechenden Passage-Wege unkonjugierter Gallensduren in griin. Gestrichelte Linien zeigen
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eine potentielle Diffusion iber Membranen ohne Einfluss eines Transportsystems. In orange sind Wege
der Gallensduren gezeigt, die mdglicherweise durch den Verlust von SLC10A5 in den Fokus riicken.
Das ,Fragezeichen® bei FATP5 in der Membran des ERs verdeutlicht, dass die CoA-Kopplung im
Gegensatz zur Kopplung an der Plasmamembran auf der N-terminalen Seite des Proteins stattfinden
musste. Diese Unsicherheit wird im Text weiter thematisiert.
A — Unter physiologischen Umstanden gelangen Gallenséuren, die nicht an der Plasmamembran zu
GS-CoA aktiviert werden, teilweise passiv in das ER, wo sie durch FATP5 aktiviert werden. Ein bislang
unbekanntes Transportsystem, welches SLC10A5 sein konnte, bringt die CoA-gekoppelten
Gallensauren dann in das Zytosol, wo diese von BAAT konjugiert werden kdnnen um dann aktiv in die
Gallenkanalchen gepumpt zu werden.

B — In der Slc10a5”" Knockout-Maus kann der Transport von CoA-gekoppelten Gallensauren aus dem
ER in das Zytosol nicht mehr stattfinden. Durch Thioesterasen, die der Gallenséureaktivierung von
FATP5 entgegenwirken, kénnen unkonjugierte Gallensauren das ER passiv verlassen und gelangen
entweder direkt in die Gallenkanédlchen oder werden vermehrt durch das plasmamembranstandige
FATPS5 aktiviert und im Zytosol konjugiert. Dadurch kommt es Uber einen langeren Zeitraum zu einer
Akkumulation konjugierter und unkonjugierter sekundarer Gallensauren in den verschiedenen Teilen
des Enterohepatischen Kreislaufs.

Der Grolteil aller Gallensauren gelangt Uber Transporter aus dem Portalblut in die
Leberzellen. NTCP transportiert hauptsachlich konjugierte Gallensduren (Hofmann und
Hagey, 2008) und die unspezifischere Aufnahme Kkonjugierter und unkonjugierter
Gallensauren wird durch die OATP1A/1B Transporter vermittelt (Dawson et al., 2009).
Unkonjugierte Gallenséauren gelangen auf Grund ihrer physikochemischen Eigenschaften
auch passiv per Diffusion Uber die Plasmamembran. Ein Teil der unkonjugierten Gallensauren
wird direkt an der Plasmamembran von FATP5 an CoA gekoppelt. Untersuchungen zum
Fettsauretransport von FATP5 zeigen, dass weitere Oberflachenproteine, wie zum Beispiel
CD36, als Co-Faktor fur FATPS dienen. CD36 ,fangt* Substrate dazu fur FATP5 ein, um einen
Transport zu erméglichen (Doege und Stahl, 2006). Die Tatsache, dass CD36 oder andere
Proteine als Co-Faktor fir die CoA Kopplung durch FATP5 dienen, ist so durchaus denkbar.
Bislang wurde fiir SLC10A5 keine Lokalisation in der Plasmamembran gezeigt (Pellicoro,
2008; Aretz, 2015) und auch in dieser Arbeit wurde immer ein streng intrazellulares
Expressionsmuster beobachtet. Dadurch ist es unwahrscheinlich, dass SLC10A5 an den

plasmamembranstandigen CoA-Kopplungen beteiligt ist oder dort einen Transport vermittelt.

Messungen von Gallensaurekonzentrationen im Lebergewebe von Ratten zeigen deutlich,
dass nicht alle unkonjugierten Gallensauren, darunter Deoxycholat und Hyodeoxycholat, an
der Plasmamembran abgefangen werden kénnen, um an CoA gekoppelt zu werden, sondern
dass ein Teil der Gallenséuren frei im Zytosol vorliegt (Setchell et al., 1997). Unkonjugierte
Gallensauren konnen sich durch ihre lipophilen Eigenschaften relativ frei in der Zelle und tGber
innere Zellgrenzen bewegen. Gallensauren, die so in das Endoplasmatische Retikulum
gelangen, werden dort in der Theorie durch FATP5 an CoA gekoppelt und sind dadurch allein
durch ihre GroRRe schwer membrangangig. Zusatzlich verédndert sich der LogP-Wert der

Gallensauren. Am Beispiel von Cholat zu Choloyl-CoA betrachtet, verschiebt sich der LogP-
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Wert von 2,02 (lipophil) auf -4,3 (hydrophil). Die Reihenfolge der Lipophilie einzelner
Gallensauren ist dabei: DCA > CDCA > CA > HCA > UDCA > HDCA > UCA (Roda et al.,
1990). Das zeigt vor allem, dass Deoxycholat sich frei in der Zelle bewegen kann und die CoA

Kopplung in der Zelle benétigt wird, um das Molekil zu binden.

Die CoA-Kopplung durch FATPS im ER ist jedoch auch gleichzeitig die gréf3te Schwache
dieser Hypothese, denn die Orientierung bezogen auf die Transportrichtung von FATP5 in der
Membran des ERs, ware genau entgegengesetzt der Ausrichtung von FATPS5 in der
Plasmamembran der Zelle. Allerdings kdnnte die CoA-Kopplung durch FATP5 unabhangig
von der Transportrichtung sein und auch in dieser Ausrichtung funktionieren. Eine weitere
Erklarung wére, dass bislang in diesem Zusammenhang unbekannte Enzyme die Kopplung
von CoA an Gallensauren im ER durchfiihren.

Fur den Fettstoffwechsel ist beschrieben, dass die Kopplung von Fettsduren an CoA immer in
einem Gleichgewicht mit der Trennung beider Molekile durch Thioesterasen steht. Dieser
Mechanismus wird von Zellen zur Kontrolle des intrazellularen Lipidhaushalts genutzt (Hunt
und Alexson, 2002). Fettsauren, die nicht CoA gebunden sind, kdnnen nicht weiterverarbeitet
werden und sind somit aus Sicht des Energiestoffwechsels ,entkoppelt®. Eine Gruppe von
Proteinen, die ausschliellich als Thioesterasen dienen, ist die Gruppe der Acyl-CoA-
Thioesterasen (ACOTSs) (Brocker et al., 2010; Tillander et al., 2017). In den Peroxisomen
konkurriert BAAT mit der Thioesterase ACOT 8 (PTE-2) um die vorhandenen
CoA-gekoppelten Gallensauren. Bedingt durch die Lokalisation im Peroxisom handelt es sich
bei diesen Gallensduren hdchstwahrscheinlich um CoA-gekoppelte Vorlaufer von
Gallensauren, die auf dem Weg der Neusynthese entweder von BAAT an Taurin oder Glycin
konjugiert oder durch ACOT 8 von CoA getrennt werden (Hunt und Alexson, 2002). Auch in
mikrosomalen Fraktionen von Zellen wurden bereits Thioesterasen beschrieben. Sowohl im
ER von aus Ratten gewonnenen Enterozyten (Lehner und Kuksis, 1993) als auch im ER von
Rattenleberzellen (Kawashima et al., 1981) und Rattennierenzellen (Tsujita und Okuda, 1993)
wurde die Aktivitat von Thioesterasen beschrieben. In der Leber ist das die Carboxylesterase
4 (ES-4) (Alexson et al., 1993; Robbi et al.,, 1996). Dieses Enzym ist im Lumen des ERs
lokalisiert, wird nicht durch Nahrungseinflisse oder peroxisomale Einflliisse reguliert und ist
unter Thyroxin Behandlung oder nach einer Thyroidektomie herabreguliert (Hunt und Alexson,
2002). Deshalb wird fir ES-4 keine Rolle im Abbau von Fettsduren vermutet und eine genaue
Funktion im ER konnte bislang lediglich gemutmalf3t, jedoch nicht beschrieben werden (Hunt
und Alexson, 2002). Zuséatzlich zeigt ES-4 eine Steuerung durch den Kernrezeptor RXR
(Jones et al.,, 2013), einem Kernrezeptor, der als Heterodimer aus FXR und RXR ein
Steuerelement in der Gallensdurehomdostase darstellt (Li und Chiang, 2013). ES-4 kdnnte
somit CoA-gebundene, rezirkulierende Gallensduren im ER der Leber wieder entkoppeln und

somit entgegen der Funktion von FATP5 arbeiten. Ein weiteres Protein, welches diese
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Funktion Ubernehmen koénnte, ist ACOT11 (Desai et al., 2017). Die Expression dieser
Thioesterase ist hauptsachlich im braunen Fettgewebe, ein signifikanter Anteil wird jedoch
auch im ER der Leber exprimiert. ACOTL11 reagiert auf den Fettstoffwechsel und tber Nahrung
zugefihrte Fette (Desai et al., 2017) und kdnnte so eine Briicke zum Gallensaurestoffwechsel
schlagen. Weder fur ES-4 noch fir ACOT11 wurde bislang eine Thioesteraseaktivitat fur

Gallensauren untersucht.

Zusammengefasst stellt sich durch das Zusammenspiel von FATP5 und Thioesterasen im ER
ein Gleichgewicht aus freien Gallensduren und CoA-gekoppelten Gallenséuren ein. Der
wahrscheinlichste Nutzen dieses Mechanismus ist der Schutz des ERs vor einer zu grol3en
Menge an CoA-gekoppelten Gallensauren. Die CoA-gekoppelten Gallensauren kénnten das
ER, wie bereits beschrieben, nicht mehr durch Diffusion verlassen, sondern benétigen ein
bisher unbekanntes Transportsystem. Diese Funktion kdnnte durch SLC10A5 in der Membran
des ERs ausgeiibt werden. Die durch SLC10A5 ausgeschleusten Gallenséauren kénnten dann
von der zytosolisch lokalisierten BAAT an Taurin oder Glycin konjugiert und tber BSEP in die
Galle ausgeschieden werden.

Wenn CoA-gekoppelte Gallenséduren das Endoplasmatische Retikulum durch den Verlust von
SLC10A5 nicht mehr verlassen konnen, wirde das bedeuten, dass ausschlielich
Gallensauren, die bereits an der Plasmamembran durch FATP5 aktiviert wurden, von BAAT
konjugiert werden kénnen. Gallensauren, die das Endoplasmatische Retikulum erreichen,
wuirden dieses nur noch in ihrer freien Form und nicht konjugiert verlassen und ihre
Konzentration wirde durch eine ineffiziente CoA-Kopplung intrazellular ansteigen. Dieser
leichte intrazellulare Anstieg wirde mit der Zeit durch eine gesteigerte Ausscheidung dieser
Gallensauren zu einem Anstieg der Anteile der unkonjugierten Gallensauren im gesamten
Gallensaurepool fuhren. Durch die Rekonjugation dieser Gallensduren bei jeder Zirkulation
wirden dann mehr Taurodeoxycholat und Taurohyodeoxycholat in den Hepatozyten gebildet
und damit, wie von den gemessenen Konzentrationen gestitzt, auch in der Galle. Dies fihrt
zur vermehrten bakteriellen Dekonjugation im Darm und zu den dort gemessenen erhdhten
Mengen an Deoxycholat und Hyodeoxycholat, die dann zu einer vermehrten Ausscheidung
und auch Resorption im Gegensatz zu den Wildtyp Tieren fuhren wirden. Bei einer hoheren
Menge Deoxycholat im Portalblut steigt auch die Wahrscheinlichkeit, dass diese Gallensaure
die Leber passiert und in die Peripherie gelangt, wie es die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
zeigen. Die Veranderungen durch ein Fehlen eines Transportes von aktivierten Gallenséauren

aus dem ER in das Zytosol sind in Abbildung 5-2 dargestellt.

Die Theorie einer fehlerhaften Konjugation von rezirkulierenden Gallensauren in der Leber
birgt jedoch eine Reihe von offenen Fragen, die nicht geklart werden kénnen. Eine davon ist

zum Beispiel, wie bereits erklart, die Funktionsweise und Ausrichtung von FATP5 im ER.
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Zusatzlich lassen sich die gemessene Erhéhung der Taurodeoxycholat und
Taurohyodeoxycholat Konzentrationen in der Galle nur indirekt erklaren. Bei einer fehlerhaften
CoA-Kopplung rezirkulierender Gallensauren und der daraus folgenden Steigerung der
intrazellularen Konzentration dieser Gallensauren ware zu erwarten, dass diese potentiell
zytotoxische Situation durch die vermehrte Abgabe dieser unkonjugierten Gallensauren in die
Galle gelost werden wirde. Dies kénnte durch die effektive passive Reabsorption von
Deoxycholat und Hyodeoxycholat im Darm zwar sekundar auch zu einer gesteigerten Menge
der Taurinkonjugate dieser Gallenséuren fihren, ein Anstieg der konjugierten Formen ohne
einen Anstieg der unkonjugierten Formen, wie er in der Slc10a5” Knockout-Maus in dieser
Arbeit beobachtet wurde, ist jedoch unwahrscheinlich und lasst sich durch diese Theorie nicht
vollstéandig erklaren. Zusatzlich widerspricht die Regulation von SLC10A5 Uber FXR dem, was
fur andere Leberenzyme gilt. Im Grundsatz fuhrt eine erhéhte Expression von FXR zu drei
Reaktionen:  Herunterregulierung der de novo Synthese von Gallensauren,
Herunterregulierung von NTCP und weniger Aufnahme von Gallensauren aus dem Portalblut
sowie Steigerung der Expression von BSEP in der apikalen Membran fiir einen gesteigerten
Gallensaure-Efflux (Song et al, 2008). Kurz gesagt wird die Gallensaurezufuhr
heruntergefahren und die Ausschleusung gesteigert. In der hier aufgezeigten Theorie wéare
der Transport CoA-gekoppelter Gallensduren aus dem ER als Ausschleusungsmechanismus
angesehen und eine gesteigerte Expression wirde zu einer gesteigerten ,Entgiftung® und
einem Schutz der Zelle fuhren. In vitro zeigt SLC10A5 jedoch eine entgegengesetzte
Regulation, also eine Senkung der Expression durch FXR (Pellicoro, 2008). Dies ware die

einzige Ausnahme dieser Art und wiirde der Funktion der Regulation Uber FXR widersprechen.

Zusammengefasst lasst sich das durch die Cholatfitterung in der Slc10a5” Knockout-Maus
festgestellte Konjugationsdefizit (Aretz, 2015) in dieser Arbeit nicht zufriedenstellend erklaren.
Moglicherweise ist eine Funktion von SLC10A5 in der Leber alleine zu isoliert in der
Betrachtung und nur die Untersuchung des Zusammenspiels von SLC10A5 in der Leber, dem

Darm und den Nieren kénnen hierflr eine Losung bieten.

5.4.5 Einfluss auf die Rehydroxylierung von Gallensauren

Eine Besonderheit des Gallensaurestoffwechsels ist die Rehydroxylierung sekundarer
Gallensauren in der Leber. Dieser Mechanismus dient dazu, primare Gallensauren, die durch
intestinale Bakterien zu sekundéaren Gallensduren dehydroxyliert wurden, in der Leber durch
eine Rehydroxylierung wieder zu primaren Gallensauren zu machen und somit zu entgiften
(Hofmann und Hagey 2008). Im Fokus steht dabei die Hydroxylgruppe am siebten
Kohlenstoffatom des Steroidgerists. Durch die bakterielle 7a-Dehydroxylierung wird Cholat zu
Deoxycholat und Chenodeoxycholat zu Litocholat umgebaut. Diese sekundaren Gallensauren

koénnen in einigen Spezies durch eine enzymatische 7a-Hydroxylierung wieder in ihre primaren
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Formen umgebaut und damit entgiftet werden (Hofmann, 2004; Hofmann and Hagey, 2008).
Der Mensch ist zwar nicht in der Lage, Deoxycholat oder Litocholat zu rehydroxylieren und
muss auf andere Mechanismen der Entgiftung, wie zum Beispiel die Sulfatierung und
Ausscheidung Uber den Darm, zuriickgreifen (Yamashita et al., 1989; Hofmann und Hagey,
2008). Allerdings gibt es eine effektive Rehydroxylierung von Deoxycholat in Ratten
(Bergstroém et al., 1954), Mausen (Danielsson et al., 1959), Prariehunden (Cohen et al., 1983),
Meerschweinchen (Cantafora et al., 1986) und dem Hamster (Yamashita et al., 1989). In vitro
Untersuchungen haben gezeigt, dass die 7a-Hydroxylierung mikrosomal lokalisiert ist, eine
NADPH-Abhangigkeit zeigt und die Enzymaktivitat durch Phenobarbital gesteigert werden
kann, was zusammengenommen auf die Enzymklasse der Cytochrom P450 Oxidasen
hinweisen konnte (Trilzsch et al., 1973). Da die Enzyme CYP7A1 und CYP8BL1 bereits fur
Cholesterin eine 7a-Hydroxylaseaktivitat bei der de novo Synthese von Gallensauren zeigen
und beide Enzyme im ER lokalisiert sind (Davis et al., 2002; Henkel et al., 2017), ist es
durchaus denkbar, dass auch die 7a-Hydroxylierung rezirkulierender Gallenséduren von einem
dieser Enzyme durchgefiihrt wird. Mitglieder des Cyp3-Genclusters bei Mausen wurden fur die
Funktion der Rehydroxylierung bereits ausgeschlossen (Wahlstrom et al., 2017). Ein weiterer
Punkt, der im Zusammenhang der Rehydroxylierung sekundarer Gallenséuren bereits geklart
wurde, ist die Praferenz der CYP-Oxidasen fir bereits Taurin- oder Glycin-konjugierte

Gallensauren (Yamashita et al., 1989).

Fur die Maus bedeutet das unter physiologischen Umstanden, dass sekundéare Gallensauren
passiv oder aktiv in die Hepatozyten gelangen und dort in das ER diffundieren. Im ER werden
sie durch FATPS5 aktiviert (Steinberg et al., 2000) und anschlieRend durch die BAAT an Taurin
konjugiert (Kase und Bjorkhem, 1989). Diese Taurin-konjugierten Gallensauren kénnen dann
von CYP7AL, CYP8B1 oder in diesem Zusammenhang bislang unbekannten Cytochrom P450
Oxidasen 7a-hydroxyliert wieder in das Zytosol abgegeben werden. Dieser Vorgang ist in
Abbildung 5-3 am Beispiel von Deoxycholat und Taurodeoxycholat dargestellt. Dasselbe
Prinzip gilt jedoch auch fir Hydeoxycholat und Taurohyodeoxycholat.
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Abbildung 5-3: Potentieller Einfluss von SLC10A5 auf die Rehydroxylierung von
sekundéren Gallensauren

In der basalen und apikalen Membran der Hepatozyten sind die wichtigsten hepatozellularen
Transporter fur konjugierte (T/S—G) und unkonjugierte (GS) Gallensduren abgebildet. Mdgliche
Metabolismusswege fir konjugierte Gallensduren sind entlang der blauen Linien dargestellt, die
entsprechenden Umsetzungen unkonjugierter Gallensauren in griin. Gestrichelte Linien zeigen eine
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potentielle Diffusion Glber Membranen ohne Einfluss eines Transportsystems. In orange sind Wege der
Gallensauren gezeigt, die moglicherweise durch den Verlust von SLC10A5 in den Fokus riicken.

A — Unter physiologischen Bedingungen gelangen sekundére Gallensauren aktiv iber OATP1A/1B oder
passiv in die Hepatozyten und diffundieren in das ER. Im ER werden diese sekundaren Gallensauren
dann durch FATP5 aktiviert und durch BAAT konjugiert. Eine Cytochrom P450 Oxidase vermittelt dann
in der Membran des ER, méglicherweise mit Hilfe von SLC10A5, die Rehydroxylierung der sekundéren
Gallensauren zu ihren primaren Formen. Diese kdnnen dann tber BSEP in die Gallenkanéalchen
abgegeben werden.

B — In der Slcl10a5” Knockout-Maus kénnen die im ER konjugierten sekundaren Gallensauren
mdglicherweise nicht mehr rehydroxyliert werden. Als alternative Entgiftungs-Route fiir sekundare
Gallensauren bleibt nur die Aktivierung und Konjugation der sekundaren Gallensauren im Zytosol mit
anschlieBendem Transport in die Gallenkanalchen. Die Folge ist ein Anstieg der Konzentrationen dieser
konjugierten sekundaren Gallensauren in der Gallenflissigkeit und damit verbunden ein Anstieg der
unkonjugierten Formen in Darm und Blut.

Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass CYP7Al oder CYP8B1 die Rehydroxylierung alleine
katalysieren konnen. Bereits fur die Hydroxylierung von Cholesterin zu 7a-Hydroxycholesterol
wird diskutiert, ob CYP7A1l diesen Vorgang eigenstandig katalysieren kann oder ein
Interaktionspartner benttigt wird (Tempel et al.,, 2014). CYP7Al besitzt eine
Transmembrandoméne und ist ungeféhr zur Halfte in die Lipiddoppelschicht der ER-Membran
eingebettet. Die Interaktionsdomane des Proteins fir Substrate befindet sich auf der der
Lipidmembran zugewandten Seite und kann von dort Substrate aufnehmen. Fir Cholesterin
als normaler Bestandteil einer Lipidmembran ist es denkbar, dass ein einfacher Ubertritt, zum
Beispiel durch flip-flop, in die Interaktionsdoméne von CYP7A1 ohne die Hilfe eines weiteren
Proteins stattfindet (Tempel et al.,, 2014). Fir die Gallensauren Taurodeoxycholat und
Taurohyodeoxycholat ist der selbststandige Ubertritt durch die Lipidmembran auf Grund ihrer
Grol3e und der durch die Aminierung entstandenen Ladung undenkbar. An dieser Stelle ist es
maglich, dass SLC10A5 die konjugierten sekundaren Gallensauren bindet, eine Interaktion mit
CYP7AL1 stattfindet und die Gallensauren so in die Interaktionsdoméane des Enzyms gelangen.
Eine weitere Mdglichkeit, die zum gleichen Ergebnis fuhren wirde wére, dass SLC10A5 die
konjugierten, sekundéren Gallenséuren bindet, durch die Membran auf die zytosolische Seite
bringt, mit CYP7A1 interagiert und das Substrat von auf3en in die Interaktionsdomé&ne bringt.
Das Ergebnis der unterschiedlichen Interaktions- bzw. Funktionsvarianten ist jedoch immer
das Gleiche: Als Produkt der Reaktion gelangt Taurocholat in das Zytosol und kann von BSEP
in die Galle transportiert werden. Eine potentielle Art der Interaktion von CYP7Al oder
CYP8B1 mit SLC10AS5 ist schematisch in Abbildung 5-4 gezeigt.

155



7a-Hydroxycholesterol

\
\
\
\
\\ 7a-Hydroxilierung

\
\
CYP7A1 (CYP8B1) \\ \f
»

\ SLC10A5

\
A

!

Cholesterin

Abbildung 5-4: Hypothese zur Interaktion von SLC10A5 mit Cytochrom P450 Oxidasen
in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums

Eine Funktion von Cyp7al ist die Hydroxylierung von Cholesterin zu 7a-Hydroxycholesterol als Beginn
der Synthese von Gallensauren auf dem klassischen Weg. CYP8B1 vermittelt die Hydroxylierung einer
Zwischenstufe der Gallensaduresynthese und entscheidet Uber das Verhdltnis der primaren
Gallensauren. Cholesterin kann als physiologischer Bestandteil von Membranen durch flip-flop in das
aktive Zentrum der Oxidasen gelangen. Konjugierte sekundare Gallenséuren kénnen die Membran auf
Grund ihrer Ladung und Hydrophilie nicht eigenstandig passieren. Fir eine Rehydroxylierung dieser
Gallensauren kénnte SLC10A5 den Transport Uber die Membran bzw. in das aktive Zentrum der
Oxidase vermitteln und somit die effektive Rehydroxylierung von Gallensauren unterstiitzen. Grundlage
fur die Orientierung und Funktionsweise von CYP7AL in dieser Abbildung ist die Veréffentlichung von
Tempel et al. (2014).

Fir die Slc10a5” Knockout-Maus wiirde das bedeuten, dass CYP7A1, CYP8B1 oder bislang
nicht identifizierte Enzyme Taurin-konjugierte sekundare Gallensauren nicht mehr
rehydroxylieren kénnen. Die theoretischen Folgen einer fehlenden Hydroxylierung von
Deoxycholat in der Maus sind in Abbildung 5-3 dargestellt. Deoxycholat wird entweder aktiv in
die Hepatozyten aufgenommen oder gelangt passiv tUber die Basalmembran. Durch die hohe
Lipophilie kann Deoxycholat innerhalb der Zelle frei diffundieren und gelangt in das ER. Dort
wird Deoxycholat durch das membranstéandige FATP5 aktiviert (Steinberg et al., 2000) und
durch BAAT im Lumen des ER an Taurin konjugiert (Styles et al., 2016). Das entstandene
Taurodeoxycholat kann durch die fehlende Expression von SLC10A5 nicht mehr durch
Cytochrom P450 Oxidasen in der Membran des ER rehydroxyliert werden und es gelangt somit
kein Taurocholat mehr in das Zytosol, welches dann durch BSEP in die Galle ausgeschuttet
werden kann. Die Zelle besitzt als einzige Alternative die Konjugation von Deoxycholat an
Taurin im Zytosol und die Ausscheidung von Taurodeoxycholat. Das gleiche Prinzip gilt fur
Hyodeoxycholat, welches nicht mehr zu Taurohyocholat rehydroxyliert wird, sondern als

Taurohyodeoxycholat vermehrt in die Galle abgegeben werden muss. Auf diese Weise lassen
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sich die Erh6hungen der Konzentrationen von Taurodeoxycholat und Taurohyodeoxycholat in
der Gallenfliissigkeit, die in den Slc10a5” Knockout-M&ausen im Rahmen dieser Arbeit
gemessen wurden, erklaren. Auch die daraus folgenden Veranderungen in den anderen
Bereichen werden durch diese Theorie abgedeckt. Die groReren Mengen Taurodeoxycholat
und Taurohyodeoxycholat werden im Darm dekonjugiert und fihren zu hoheren
Konzentrationen dieser Gallensauren im Kot. Die resorbierte Menge dieser Gallenséauren ist
ebenfalls groRer, was im weiteren Verlauf des Enterohepatischen Kreislaufs zu einer grof3eren
Menge Deoxycholat fuhrt, die in der Leber nicht aus dem Portalblut gefiltert werden kann,
sondern in die Peripherie gelangt. Dadurch, dass Hyodeoxycholat im Vergleich zu Deoxycholat
weniger lipophil ist, lieRe sich auch erklaren, warum diese Gallenséure in der Peripherie nicht
signifikant erhoht ist. Die geringere Lipophilie erméglicht eine etwas effektivere Aufnahme in
Hepatozyten und eine etwas geringere Wiederaufnahme in Enterozyten, sodass die
Akkumulation von Hyodeoxycholat in der Peripherie weniger stark ausgepragt wére. Durch die
Theorie einer fehlerhaften Rehydroxylierung in der Slc10a5” Knockout-Maus lassen sich alle
in dieser Arbeit gemessenen Unterschiede der Gallensaurekonzentrationen mannlicher
Mause erklaren. Vor allem durch den Vergleich der Gallensauren im Hinblick auf ihren
Hydroylierungsstatus (Abbildung 4-21) wird diese Theorie in den maénnlichen Slc10a5”
Knockout-Mausen unterstrichen. In der Galle, dem peripheren Blut und dem Kot zeigte sich
ein Anstieg der Kerngallensaure Deoxycholat. Eine Moglichkeit, solch eine Rehydroxylierung
in Abhangigkeit von SLC10A5 zu untersuchen, waren primare Hepatozyten aus Slc10a5”
Knockout-Mausen mit Zellen aus Wildtyp Tieren als Kontrolle. Unterschiede im Umsatz von
NADP+/NADPH+H* kdnnten dabei auf einen Unterschied in der Aktivitat von Cytochrom P450

Oxidasen hinweisen und damit indirekt auf eine Beteiligung von SLC10A5.

Durch die Ergebnisse, die mit Hilfe der Slc10a5”" Knockout-Maus generiert wurden, und der
Hypothese einer Beteiligung von SLC10A5 an der Rehydroxylierung sekundéarer
Gallensauren, bleibt jedoch die Frage zur Funktion des Proteins im Menschen, der unter
physiologischen Bedingungen keine Rehydroxylierung in der Leber zeigt (Hansen und
Williams 1971). Die Frage zur Funktion von SLC10A5 im Menschen und weiteren Spezies soll
im Folgenden phylogenetisch betrachtet werden.

5.4.6 Phylogenetische Betrachtung von SLC10A5

Die Zusammensetzung der Galle verschiedener Spezies zeigt starke Variationen. Der
komplexe Mechanismus, der die Zusammensetzung der Galle jeder einzelnen Spezies
bestimmit, ist bislang nicht aufgeklart. Einflussfaktoren sind zum Beispiel Spezies-spezifische
Substrataffinitdten der Kernrezeptoren wie FXR und PXR, die Lange der Seitenkette der
Gallensauren oder, wie bereits beschrieben, die Fahigkeit zur Rehydroxylierung sekundérer

Gallensauren und damit deren Entgiftung (Hofmann et al. 2010). Auch die Expression von
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SLC10A5 im Reich der Saugetiere ist variabel und deutet auf einen Einfluss von SLC10A5 auf
die Zusammensetzung der Galle hin (Abbildung 5-5). Der Mensch und verwandte Primaten
zeigen grundsatzlich ein intaktes SLC10A5 Gen, sind, bezogen auf die im vorherigen Absatz
hypothetisierte Funktion von SLC10A5, unter physiologischen Umstanden jedoch nicht in der
Lage, eine 7a-Hydroxylierung der sekundaren Gallensduren Deoxycholat und Lithocholat
durchzufihren. Ein Teil dieser Gallensauren wird sulfatiert Uber die Nieren ausgeschieden, fur
Deoxycholat ist dieser Mechanismus jedoch minimal (Hanson und Williams, 1971).
Untersuchungen an zirrhotischen Lebern zeigen jedoch, dass der Mensch einen
Rehydroxylierungsmechanismus besitzen muss, der bei einer Schadigung der Leber zum
Tragen kommt (Hanson wund Wiliams, 1971). Eine Erhohung der totalen
Gallensaurekonzentration im Serum wird als Biomarker einer Leberschadigung diskutiert. Bei
der Betrachtung individueller Gallensauren fallt jedoch bei Deoxycholat ein Sinken der
Konzentration bei Leberschadigung auf (Luo et al, 2018). Ohne einen
Rehydroxylierungsmechanismus mussten die Deoxycholat-Konzentrationen durch die
Steigung der Cholat-Konzentration ebenfalls ansteigen. SLC10A5 kdnnte beim Menschen
somit eine Rolle bei der Rehydroxylierung von Deoxycholat bei Leberschadigungen spielen.
Ein weiterer Hinweis darauf ist, dass SLC10A5 im Menschen bei einer Leberschadigung
hochreguliert wird (Ahmad et al., 2012). Um diese Theorie fur den Menschen zu beweisen,

bedarf es allerdings weiterer Daten und Genanalysen aus geschadigtem Lebergewebe.

In einigen Spezies liegt der Anteil von Deoxycholat am gesamten Galleséaurepool bei tber
50%. Zu diesen Spezies zahlen das Hauskaninchen (88%) und auch Strauchkaninchen (55%),
einige Primatenspezies wie der Sudliche Schweinsaffe (69%), Pottwale (79%) und das
Walross (53%) (Hofmann et al., 2010). Wie in Abbildung 5-5 gezeigt, codiert das Slc10a5-Gen
bei Primaten fir ein vollstdndiges Protein im gleichen Langenbereich wie beim Menschen und
den Labornagetieren. Hier ist der Riuckschluss naheliegend, dass SLC10A5 eine ahnliche
Funktion wie beim Menschen einnimmt. Beim Kaninchen hingegen codiert der Genbereich von
SLC10AS5 fir ein unvollstéandiges, nur 115 Aminoséuren langes Protein, welches dadurch sehr
wahrscheinlich funktionslos ist. In den lagomorphen Spezies koénnte ein Fehlen von SLC10A5
also dazu gefiihrt haben, dass hohere Deoxycholatkonzentrationen im Gallensaurepool

moglich sind.

Aufféllig ist zudem, dass keine der Uberpriften landlebenden carnivoren Spezies ein full-length
SLC10AS5 Protein translatieren zu kénnen scheint, was auf ein Pseudogen hindeutet. Grund
dafur kdnnte zum einen sein, dass es andere Mechanismen gibt, wie Deoxycholat in diesen
Spezies entgiftet wird. Zum anderen kdnnte eine hdhere Toleranz gegeniber lipophileren
Gallensauren oder die erndhrungsbedingte Notwendigkeit fir einen lipophileren
Gallensaurepool zur effektiven Nutzung einer carnivoren Lebensweise urséchlich sein.

Hinweise dafir liefern Untersuchungen an Hunden, bei denen die Gallens&ureprofile unter
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einer Trockenfutterdiat mit denen einer Fitterung von gekochtem Fleisch verglichen wurden.
Die Futterung von Fleisch fuihrte zu signifikant hdheren Deoxycholat-Konzentrationen begleitet
von hdheren Ursodeoxycholat-Konzentrationen. Das zeigt zum einen, dass carnivore Spezies
bedingt durch eine protein- und fettreiche Lebensweise natlrlicherweise héhere Deoxycholat-
Konzentrationen im Organismus tolerieren bzw. benétigen. Zum anderen sind fir
Ursodeoxycholat eine Reihe von zytoprotektiven Eigenschaften beschrieben und eine hdhere
Konzentration dieser Gallensaure koénnte ein alternativer Schutzmechanismus gegen

Deoxycholat oder andere lipophilere Gallensduren sein (Herstad et al., 2018).

Zusammengefasst liefert auch eine Betrachtung anderer Saugetierspezies im Hinblick auf die
Gallensaurezusammensetzung und eine Expression von SLC10A5 Hinweise auf eine

Beteiligung des Proteins an der Rehydroxylierung.

Ldnge des Leserahmens

Grizzlybar 130 (Pseudogen)
Eisbar 130 (Pseudogen)
Hawaii-M&nchsrobbe 120 (Pseudogen)
Carnivora Hund 103 (Pseudogen)
Walross 70 (Pseudogen) «<—— 53% DCA
Katze 229 (Pseudogen)
Sibirischer Tiger 229 (Pseudogen)
. Maus 434
Rodentia Ratte 434
Lagomorpha 4| Kaninchen 115 (Pseudogen) «—— 88% DCA
Pferd 437
Rind 438
Artyodactyla / Perissodactyla — Schaf 438
Schwein 438
Breitmaulnashorn 437
Mensch 438
Schimpanse 439
Gorilla 438
Primates Sudlicher Schweinsaffe 443 69% DCA
Rhesusaffe 443
Pavian 443
Weilblschelaffe 444
Zwergwal 438
Cetacea Pottwal 438 79% DCA
Weilstreifendelfin 438
carnivor
Erndhrung: herbivor

omnivor

Abbildung 5-5: Vergleich der translatierten SLC10A5-Leserahmen verschiedener
Spezies

Der humane SLC10A5-Leserahmen wurde mit dem Onlineprogramm BLAST den genomischen
Sequenzen anderer Tierarten gegeniibergestellt, deren Sequenz in der Datenbank vorhanden ist. Die
Sequenzen der Tierarten wurden dann mit dem ORFfinder auf den langsten Leserahmen tberprift und
translatiert. Die Lange des translatierten Leserahmens ist in der Anzahl der Aminosauren angegeben.
Die Sortierung der Tierarten erfolgte nach ihrer jeweiligen Ordnung. Aul3erdem wurden die Tierarten
nach ihrer vorwiegenden Erndhrung (carnivor, herbivor oder omnivor) eingeteilt. Kurze Leserahmen
wurden als Pseudogene gekennzeichnet. Bei diesen Tierarten ist davon auszugehen, dass kein full-
length SLC10A5-Protein exprimiert wird.
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5.5 Auswirkungen der erhéhten Konzentrationen sekundarer
Gallensauren

Der in der vorliegenden Arbeit gezeigte Phanotyp der Slc10a5” Knockout-Maus besteht aus
erhdhten Konzentrationen an Taurodeoxycholat und Taurohyodeoxycholat in der Galle und
den unkonjugierten Formen dieser Gallensauren im Kot und dem peripheren Blut
(Deoxycholat) bzw. dem Kot (Hyodeoxycholat) in mannlichen Tieren. Direkte Auswirkungen
dieser vergleichsweise geringen Steigerung der Gallensaurekonzentrationen konnten nicht
festgestellt werden. Es bleibt also die Frage nach der Relevanz von SLC10A5 fir die Funktion
des Organismus und der Gallensaurehomdostase unter physiologischen Bedingungen. Unter
cholestatischen Bedingungen, wie sie durch die Fltterung von Cholsaure simuliert wurden,
scheint eine zytoprotektive Funktion von SLC10A5 durch einen Einfluss auf die effektive
Konjugation von Gallensduren und damit deren Entgiftung offensichtlich (Aretz, 2015).
Evolutionar betrachtet macht der Erhalt eines solchen Gens durchaus Sinn, da die
Uberlebenswahrscheinlichkeit bei natiirlicherweise auftretenden Cholestasen, zum Beispiel
bedingt durch extrahepatische bakterielle Infektionen, erhéht werden (Wagner et al., 2009). Im
Folgenden sollen die negativen Einfliisse von Deoxycholat auf den Kdrper naher betrachtet

werden, um eine mogliche Relevanz von SLC10A5 aufzuzeigen.

5.5.1 Der Hydrophobizitatsindex der Slc10a5”" Knockout-Maus

Einen ersten Hinweis darauf, dass die in dieser Arbeit gezeigten Veranderungen biologisch
relevant sind, ist der Hydrophobizitatsindex nach Heuman (1989). Der Hydrophobizitatsindex
ermdglicht, eine Analyse der Verschiebungen einzelner Gallensauren wie Deoxycholat und
Hyodeoxycholat in Bezug zum gesamten Gallensaurepool zu stellen. Die berechneten
Hydrophobizitatsindizes der Gallenflussigkeit der Slc10a5** Wildtyp-Mause (Mannchen -0,25
+ 0,04; Weibchen -0,21 £ 0,05) bewegen sich in einem ahnlich hydrophilen Bereich wie der fur
Ratten ermittelte Wert von -0,31 + 0,06 (Heuman 1989) oder der fiur die C57/BL6-Maus
ermittelte Wert von -0,49 + 0,04 (Thakare et al., 2018). Die leichten Unterschiede sind
vermutlich bedingt durch die Berechnungsweise des Hydrophobizitatsindex. In der
vorliegenden Arbeit wurden die unkonjugierten Gallenséduren in die Berechnung mit
einbezogen, da diese nicht nur fir die Galle erfolgte, die zu 99,9% aus konjugierten
Gallensauren besteht, sondern auch das periphere Blut und den Kot, wo das Verhaltnis anders
ist. Bei Thakare et al. (2018) wurde die Berechnung analog zur Berechnung von Heuman
(1989) nur fur die Galle durchgefiihrt, wodurch unkonjugierte Gallensduren nicht betrachtet

wurden.

Die statistisch signifikanten Unterschiede der Hydrophobizitatsindizes von maénnlichen
Slc10a5"" Wildtyp- und Slc10a5” Knockout-Mausen (Abbildung 4-22) geben einen direkten

Hinweis darauf, dass die signifikanten Unterschiede einzelner Gallenséuren, wie sie in der
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Slc10a5" Knockout-Maus zu beobachten sind, den gesamten Gallenséurepool beeinflussen.
Unabhangig von der Wirkung einzelner Gallensauren auf die Regulation von Genen und die
Gallensaurehomoostase, fihrt der durch den Knockout des Slcl0a5-Gens entstandene
hydrophobere Gallensédurepool zwangslaufig zu einer gesteigerten Toxizitat im Gewebe. Unter
Standardhaltungsbedingungen kann der Organismus der Maus diese Effekte noch
kompensieren, die pathohistologischen Veranderungen im Darm der Slc10a5” Knockout-
Mause, wie sie von Aretz (2015) beschrieben wurden, zeigen jedoch auch, dass unter
cholestatischen, extremeren Bedingungen diese Kompensation an ihre Grenze gerét. Im
Umkehrschluss lasst sich also sagen, dass SLC10A5 in der Maus an der Aufrechterhaltung
eines maglichst hydrophilen Gallensaurepools beteiligt ist.

5.5.2 Deoxycholat als Karzinogen

Bereits 1940 wurde fur Deoxycholat erstmals eine karzinogene Wirkung beschrieben, seiner
Zeit der erste experimentell induzierte Tumor mit einer Substanz, die vom Kdrper selbst in
signifikanten Mengen gebildet wird (Cook et al., 1940). In den folgenden Jahrzehnten wurde
fur eine Vielzahl von Gallensduren eine Forderung der Tumorbildung beschrieben, wenn diese
mit bekannten karzinogenen Substanzen in Kombination appliziert wurden (Bernstein et al.,
2005). Inzwischen ist jedoch bekannt, dass speziell Deoxycholat im Menschen nicht nur in
Kombination mit anderen Substanzen die Entstehung von Tumoren férdert, sondern selbst
einen wichtigen Risikofaktor in der Entstehung von Tumoren des Verdauungstraktes darstellt.
Bereits Konzentrationen von Deoxycholat, die sich im hohen physiologischen Bereich
bewegen, reichen aus, um signifikant zur Tumorentstehung beizutragen (Bernstein et al.,
2009). Dabei ist es wichtig, zwischen dem Menschen und Labornagetieren zu unterscheiden.
Ein direkter Zusammenhang zwischen der Entstehung von Tumoren und Deoxycholat wurde
bislang hauptséchlich im Menschen beschrieben (Bayerdorffer et al., 1993). In Mausen und
Ratten konnte bislang in vielen Studien nur eine Wirkung als Tumorpromotor und nicht als
Karzinogen gezeigt werden (Bernstein et al., 2005). Frihe Studien an Mausen und Ratten
wurden allerdings mit einer intra-rektalen Applikation verschiedenster Gallensauren
durchgefuhrt, zusatzlich wurden keimfreie Mause ohne funktionierendes Mikrobiom
verwendet. Mit einer Zufuhr von Deoxycholat tber die Nahrung wurde inzwischen auch fir
konventionelle Mause gezeigt, dass Deoxycholat nicht nur als Promotor fiir Tumoren, sondern
auch als Karzinogen wirken kann (Bernstein et al., 2011). Grund fur diese unterschiedlichen
Ergebnisse ist vermutlich hauptsachlich die Expositionsdauer. Tumoren des Dickdarms, fir
die Deoxycholat als Faktor beschrieben ist, treten beim Menschen im Durchschnitt in einem
Alter von 60 Jahren auf, die Forschung in Ratten und Méausen ist durch die Lebenserwartung
dieser Spezies hingegen beschrankt auf etwa 2,5 bis 3,5 Jahre (Wynder und Shigematsu,
1967; Bernstein et al., 2005). Bezogen auf die durchschnittliche Lebenserwartung erneuert

sich das Epithel des Colons von Ratten und Mausen schatzungsweise etwa 356 Mal, beim
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Menschen liegt diese Zahl bei 5110 Erneuerungen (Bernstein et al., 2005). Dies bedeutet eine
wesentlich héhere Chance fir Entartungen von Darmzellen bezogen auf die Lebensdauer.
Mause, in denen eine kanzerogene Wirkung von Deoxycholat nachgewiesen werden konnte,
wurden zehn Monate mit einer Deoxycholat-angereicherten Diat geflttert (Bernstein et al.,
2011).

Die potentielle Kanzerogenitat hoher Deoxycholat Konzentrationen wird verursacht durch die
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Diese entstehen zum Beispiel durch die Wirkung
von Gallenséduren auf membranstandige Enzyme wie die Phospholipase A2, die bei ihrer
Aktivierung Arachidonséure freisetzt. Cyclooxygenasen und Lipoxygenasen setzen dann beim
Abbau von Arachidonsaure ROS frei, die wiederum zu einem DNA-Schaden fuhren kénnen,
welcher repariert werden muss. Fehler bei dieser Reparatur kdnnen dann zu Mutationen

fuhren, die eine Entartung der Zelle verursachen (Bernstein et al., 2005).

Beim Menschen ist die Konzentration sekundérer Gallensauren im Darm hauptséchlich von
der aufgenommenen Nahrung abhangig. Eine vermehrte Aufnahme von Fetten steigert die
Konzentration von Deoxycholat im Darm, wohingegen eine faserreiche Erndhrung die
Konzentration vermindert (Bianchini et al., 1989). Im Fokus der Untersuchungen steht beim
Menschen die western diet, die angelehnt an die Erndhrungsweise in Industrielandern
gekennzeichnet ist durch eine hohe Zufuhr gesattigter Fettsduren, Zucker, tierischem Protein
und Alkohol gepaart mit wenig Ballaststoffen (Bernstein et al., 2011; Statovci et al., 2017) . Die
Folge sind hohere Inzidenzen chronischer Krankheiten des Verdauungstraktes wie Tumoren,
Ulzerative Colitis und Morbus Crohn (Statovci et al., 2017). Die grof3te Rolle spielt in diesem
Zusammenhang das Mikrobiom, dass durch die Erndhrung beeinflusst wird und so unter
anderem zu hoheren Deoxycholat Konzentrationen im Darm fiihren kann (Dermadi et al.,
2017). Die Erh6éhung der Deoxycholat-Konzentration im Kot, die im Menschen durch eine
western diet induziert werden kann, bewegt sich dabei im Bereich eines Faktors von 2 (Reddy
et al., 1980; Stadler et al., 1988). Die gleichen Erhthungen faecaler Deoxycholat
Konzentrationen sind auch fur die Mause beschrieben, die bei einer 0,2% Deoxycholat-
Futterung eine erhdhte Tumorinzidenz nach 10 Monaten aufwiesen und damit eine

kanzerogene Wirkung der Substanz bestatigten (Bernstein et al., 2011).

Auch in dieser Arbeit wurden in den mannlichen Slc10a5” Knockout-Mausen etwa um den
Faktor 2 erhohte Deoxycholat-Konzentrationen im Kot gemessen (Tabelle 4-5). Dies lasst den
Riickschluss zu, dass die Slc10a5” Knockout-Maus Linie eine héhere Inzidenz fur Tumore
des Colons aufweisen miisste. Weder in der Arbeit von Aretz (2015) noch bei den Slc10a5"
Knockout-M&usen der vorliegenden Arbeit wurden offensichtliche Anzeichen fir derartige
Tumore gefunden. Allerdings wurde bei keiner dieser Untersuchungen der Fokus auf diesen

Bereich gelegt. AuRerdem waren die Tiere im Falle der Arbeit von Aretz (2015) 12 Wochen
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alt, die Tiere in dieser Arbeit wurden mit einem Alter von 6 Monaten final untersucht. Basierend
auf den Ergebnissen von Bernstein et al. (2011) ist es sehr wahrscheinlich, dass die
Expositionsdauer zu kurz war. Um eine erhéhte Tumorinzidenz bei der Slc10a5" Knockout-
Maus zu untersuchen, wére ein Langzeitexperiment unter Standardhaltungsbedingungen
sinnvoll, welches eine Dauer von zehn Monaten Uberschreiten misste. So kdnnte eine
mdgliche protektive Wirkung von SLC10A5 fur den Darm, im Hinblick auf die Entstehung von

Tumoren, gezeigt werden.

Zusatzlich wiirden Untersuchungen an Slc10a5” Knockout-Mausen, die eine western diet
gefittert bekommen, Aufschlisse dartiber geben, inwieweit ein Fehlen von SLC10A5 durch
nahrungsbedingte Schwankungen in der Zufuhr von Fetten die Zusammensetzung der Galle

beeinflussen wirde.

5.5.3 Hormonelle Wirkung von Deoxycholat tiber TGR5

Die Entdeckung eines G-Protein gekoppelten Rezeptors fur Gallensauren TGR5 (Maruyama
et al, 2002) und der damit verbundenen Beschreibung einer neuen Klasse von
Gallensaurerezeptoren (Foord et al., 2005), ertffnete eine vollig neue Blickweise auf die
Funktionen von Gallensduren. TGR5 wird in einer Vielzahl von Geweben exprimiert, unter
anderem in endokrinem Driisengewebe, Adipozyten, Muskulatur, Milz, Lymphknoten, ZNS und
dem Nervensystem des Darms (Duboc et al., 2014). Neben Taurolitocholat und Litocholat
zahlen Taurodeoxycholat und Deoxycholat zu den potentesten Liganden fir TGR5 (Kawamata
et al., 2003; Reich et al., 2017). Die Bindung von Gallenséuren an den in der Plasmamembran
lokalisierten Rezeptor fuhrt zu einer vermehrten Bildung von cAMP und der Aktivierung
nachgeschalteter Signalkaskaden. Dadurch entsteht ein breites Spektrum an Reaktionen im
gesamten Organismus, die auf die hormonartige Wirkung von Gallensauren auf3erhalb des
Enterohepatischen Kreislaufs zurlickzuftihren sind (Duboc et al., 2014; Zhou und Hylemon,
2014).

Zu den Wirkungen gehdren immunsuppressive, anti-inflammatorische Effekte von
Gallensauren tber TGR5 in Makrophagen. Durch die Aktivierung von TGR5 kommt es zu einer
Inhibierung des pro-inflammatorischen nuclear factor-kB (Wang et al., 2011). Zusatzlich
beeinflusst die Aktivierung von TGR5 die Differenzierung von dendritischen Zellen zu Zellen
mit einem anti-inflammatorischen Phé&notyp (Ichikawa et al., 2012). In der Leber wird TGR5 in
Cholangiozyten und dem Epithel der Gallenblase exprimiert und vermittelt dort eine
Sensorfunktion fur den Fullungszustand der Gallenblase und eine Steuerung der biliaren
Chlorid-Sekretion (Keitel et al., 2009; Lavoie et al., 2010). Eine weitere wichtige Funktion von
TGR5 ist die Gallensaurenabhéngige Steuerung der Energiehomdoostase (Duboc et al., 2014).

Im braunen Fettgewebe und der Skelettmuskulatur fiihrt die Aktivierung von TGR5 durch
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Gallensauren zu einer Freisetzung des Enzyms lodothyronin-Deiodinase, welches die
Umwandlung von inaktivem Thyroxin (T4) zu aktivem Triiodothyronin (T3) katalysiert, wodurch
der grundlegende Energiehaushalt der Zelle verandert wird (Watanabe et al., 2006). Zusatzlich
ist ein Einfluss von TGR5 auf den Glukosestoffwechsel durch eine Freisetzung des glucagon-
like peptides 1 im Darm (Thomas et al 2009) und eine cAMP bedingte Insulinfreisetzung in
den Inselzellen des Pankreas beschrieben (Kumar et al. 2012). Tgr5” Knockout-M&use zeigen
einen gesunden, fertilen und &auferlich unauffilligen Phénotyp (Vassileva et al 2006).
Unterschiede zeigten sich geschlechtsspezifisch in der Gewichtsentwicklung weiblicher
Tgr5" Knockout-M&use. Diese setzten unter einer hochkalorischen Diét im Gegensatz zu den
Wildtyp Tieren oder mannlichen Tgr5” Knockout-M&usen signifikant mehr Fett an, was auf
einen verringerten Energiestoffwechsel hindeutet (Maruyama et al., 2006). Zusatzlich
verringerte der Verlust des Gens die Insulin-Sensitivitdt der ménnlichen Tiere und steigerte sie
in weiblichen Tieren (Vassileva et al., 2010).

Es zeigt sich also, dass die durch den Verlust von SLC10A5 in den méannlichen Slc10a5"
Knockout-Méausen entstandenen Erhdéhungen der Konzentrationen von Deoxycholat,
Hyodeoxycholat und deren Taurin-Konjugaten nicht nur lokalen Einfluss auf die
Gallensaurehomoostase durch ihre physikochemischen Eigenschaften oder die Interaktion mit
Kernrezeptoren wie FXR haben, sondern im gesamten Organismus Auswirkungen tiber TGR5
haben kénnen. Im Fokus stehen hier die erhéhten Deoxycholat-Konzentrationen im peripheren
Blut des Korperkreislaufs, Gber die diese hormonartige Wirkung vermittelt werden kann. Die
Untersuchungen des Energiestoffwechsels der Slc10a5” Knockout-Maus ergaben in der
vorliegenden Arbeit weder bei den mannlichen noch bei den weiblichen Tieren signifikante
Unterschiede. Das konnte unter anderem an den Haltungsbedingungen und der Erndhrung
der Tiere mit einem Standardfutter liegen. In den weiblichen Tgr5” Knockout-Méausen zeigten
sich erst Unterschiede im Fettansatz unter einer hochkalorischen Diat (Maruyama et al., 2006).
Hier ware ein Versuch mit Slc10a5” Knockout-M&ausen, denen eine hochkalorische western
diet geflttert wird, angebracht, um mdgliche Unterschiede im Energiestoffwechsel
darzustellen. Denkbar wéare auch eine entgegengesetzte, kalorienrestriktive Fitterung, um

einen Einfluss von SLC10A5 auf die Kompensation von Nahrungskarenzen zu untersuchen.

5.6 Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe molekularbiologischer Methoden,
Fluoreszenzfarbungen und der Slc10a5" Knockout-Maus die Lokalisation und Funktion von
SLC10AS5 weiter eingegrenzt werden. Um eine Lokalisation des Proteins im ER zu bestétigen,
sollte eine Kolokalisation von SLC10A5 und einem ER-spezifischen Protein im Gewebe von
Mausen angestrebt werden. Zusétzlich kdnnten elektronenmikroskopische Untersuchungen

von SLC10A5 Einblick in die Lokalisation des Proteins geben. Im Kontext der beschriebenen
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Hypothese zu einer Funktion von SLC10A5 in der Rehydroxylierung von Gallenséuren kdénnten
Kolokalisationen des Proteins mit verschiedenen ER-standigen Cytochrom P450 Oxidasen
sowohl eine teilweise Bestéatigung der Theorie als auch eine Aussage Uber die Oxidase, die
an der Rehydroxylierung beteiligt ist, liefern. Die funktionelle Beteiligung an der
Rehydroxylierung kénnte Uber den NADPH Verbrauch von primaren Hepatozyten aus
Slc10a5" Knockout-Mausen und C57BL6N Wildtyp Tieren néher untersucht werden.

Fir die Slc10a5” Knockout-Maus konnte in  dieser Arbeit auch unter
Standardfiitterungsbedingungen eine Verénderung des Gallensaurestoffwechsels gezeigt
werden. Zuklnftige Untersuchungen an dieser Mauslinie sollten eine Sequenzierung des
Mikrobioms priorisieren, um einen gréReren Einfluss haltungsbedingter Faktoren auf den
Gallensaurestoffwechsel  auszuschlieen. Im  Hinblick auf geschlechtsspezifische
Unterschiede, die in dieser Arbeit aufgezeigt wurden, sollte eine erneute Fitterung von
Cholsaure, wie sie bereits Aretz (2015) beschrieben hat, durchgefihrt werden. Diese
Ergebnisse konnten Einblick in die Kompensationsfahigkeit des Knockouts weiblicher Mause
liefern. AuRerdem konnten durch weitere Spezialfitterungen, wie zum Beispiel eine western
diet oder eine kalorienrestriktive Fitterung, der Einfluss von SLC10A5 auf den Energie- und

Fettstoffwechsel untersucht werden.

Die wohl interessanteste Fragestellung, die sich aus der hier aufgezeigten Theorie zu einer
Funktion von SLC10A5 bei der Rehydroxylierung sekundarer Gallensauren ergibt, ist die
Ubertragbarkeit auf andere Tierarten und den Menschen. Fur den Menschen kénnten Proben
von zirrhotischen Lebern auf eine erhdhte Expression von SLC10A5 untersucht werden. So
konnte gezeigt werden, ob SLC10A5 bei einer Leberschadigung als zusatzlicher
Schutzmechanismus vor reaktiven Gallenséurespezies genutzt wird. Das Gleiche gilt fur alle
Spezies, die ein intaktes SLC10A5-Gen besitzen, unter physiologischen Umstanden jedoch
keine nennenswerte Rehydroxylierung sekundarer Gallenséuren zeigen. Zusatzlich wére eine
Untersuchung von SLC10AS5 in carnivoren Spezies interessant. Basierend auf den bekannten
Sequenzen scheinen diese Tiere, wie in Abbildung 5-5 gezeigt, ein nicht mehr intaktes
Slc10a5-Gen zu besitzen. Diese Tierarten missen evolutiondar gesehen also andere
Mechanismen zum Schutz vor der Toxizitat von speziellen Gallensauren entwickelt haben. Ein
eindeutiger Ausreil3er bei dieser Einordnung ist das Kaninchen. Hier lie3en sich physiologisch
hohe Deoxycholatkonzentrationen teilweise auch durch ein nicht vorhandenes Slc10a5-Gen
klaren. Warum Kaninchen im Gegensatz zu den Labornagetierspezies diesen Mechanismus

jedoch so entwickelt haben kdnnten, bleibt offen.
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5.7 Zusammenfassung

Seit mehr als einem Jahrzehnt ist SLC10A5 nun Mitglied der Familie der natriumabhéngigen
Gallensauretransporter. Diese Verwandtschatt liel3, basierend auf den Griindungsmitgliedern
der SLC10 Familie NTCP und ASBT, schon friih die Hypothese aufkommen, dass SLC10A5
ebenfalls ein Protein der Gallensaurehomdostase ist. Die favorisierte Funktion war dabei die

eines Gallensauretransporters.

Die erste Bestatigung dieser Theorie lieferte die Regulation von SLC10A5 durch den
Kernrezeptor FXR, der das Haupt-Steuerglied der Gallensaurehoméostase ist. Eine Funktion
von SLC10A5 als Transportprotein fur Gallensauren konnte bislang nicht gezeigt werden. In
dieser Arbeit wurde eine potentielle Transportfunktion von SLC10A5 weiter untersucht. Dazu
wurden zum einen Zellen genutzt, die eine stabil transfizierte Chiméare aus SLC10A5 und dem
C-Terminus von NTCP in das Genom eingebaut hatten und dadurch eine
Plasmamembranlokalisation von SLC10A5 ermobglichten. Zum anderen wurden
Membranvesikel aus stabil transfizierten SLC10A5 Zellen generiert, in denen ein Transport
gezeigt werden sollte. Aber auch in diesen Messungen konnte keine Transportaktivitdt von

SLC10AS5 fur die untersuchten Gallensauren gezeigt werden.

Der zweite Teil der De-Orphanisierung von SLC10A5 war die subzellulare Lokalisation. Bereits
in vorangegangenen Experimenten und Arbeiten zeigte sich ein streng intrazellulares
Expressionsmuster des Proteins, das der Expression bereits beschriebener Mitglieder der
SLC10-Familie widersprach. In der vorliegenden Arbeit wurde dieses intrazellulare
Expressionsmuster in Leber- und Nierenschnitten von M&usen durch die Verwendung eines
speziell gegen den C-Terminus von SLC10A5 generierten Antikdrpers bestétigt. Die Spezifitat
dieses Antikérpers konnte in Schnitten von Slc10a5” Knockout-Mausen verifiziert werden. Die
subzellulare Lokalisation von SLC10A5 sollte durch Kolokalisation des Proteins mit
organellenspezifischen Markern in der Lebendzellmikroskopie untersucht werden. Hier zeigten
sich die groRten Uberschneidungen der Signale im endo-lysosomalen Apparat und dem ER.
Eine Anreicherung des fluoreszenzmarkierten SLC10A5 im endo-lysosomalen Apparat war
vermutlich auf die physikochemischen Eigenschaften des Fusionsproteins und die artifizielle
Uberexpression und Degradierung im Zellkulturmodell zuriickzufilhren. Im Kontext
vorangegangener Arbeiten und dem intrazellularen Gallensaurestoffwechsel ist die

Lokalisation im ER die favorisierte physiologische Lokalisation von SLC10AS5 in dieser Arbeit.

Aufbauend auf dem Pilotversuch mit der Slc10a5” Knockout-Maus von Aretz (2015), der einen
massiven Einfluss von SLC10A5 auf die Entgiftung des mit Cholsdure Uberladenen
Enterohepatischen Kreislaufs der Gallensduren zeigte, sollte in der vorliegenden Arbeit eine
Funktion von SLC10A5 unter physiologischen Bedingungen und ein Anteil am
Energiestoffwechsel gezeigt werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass in der
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mannlichen  Slc10a5” Knockout-Maus unter  Standardhaltungsbedingungen die
Konzentrationen der konjugierten Gallensauren Taurodeoxycholat und Taurohyodeoxycholat
in der Galle und deren dekonjugierte Formen im Darminhalt signifikant erhéht waren.
Zusatzlich waren hdhere Deoxycholat-Konzentrationen im Blut des peripheren Kreislaufs
messbar. In den weiblichen Mausen traten keine signifikanten Unterschiede der
Gallensaureprofile auf. Diese Ergebnisse deuten zumindest in den mannlichen Tieren darauf
hin, dass SLC10A5 gemeinsam mit Cytochrom P450 Oxidasen an der Rehydroxylierung
sekundéarer Gallensauren im ER von Leberzellen beteiligt sein konnte. Eine Beeintrachtigung
des Energiestoffwechsels der Slc10a5” Knockout-Maus konnte nicht gezeigt werden.
Verschiebungen der Hydrophobizitatsindizes des Gallensaurepools in der Galle, dem
peripheren Blut und dem Kot zeigen jedoch, dass der Verlust von SLC10A5 auch unter
normalen Bedingungen einen Einfluss auf die physiologische Balance des
Gallensaurestoffwechsels von Maéausen hat und erdffnet ein breites Spektrum an
Untersuchungsmadoglichkeiten fur zuktinftige Arbeiten mit SLC10A5

5.8 Summary

More than a decade ago SLC10AS5 was introduced as a new member of the family of sodium
dependent bile acid transporters. The sequence homology, which was based on the two first
described SLC10 family members NTCP and ASBT, led to the hypothesis of SLC10A5 as a
protein relevant for bile acid homeostasis. At this time the favored molecular function was a

transport function for bile acids.

The first evidence for this theory was the connection between SLC10A5 and the nuclear bile
acid receptor FXR, which is the main regulatory protein of the bile acid homeostasis. A
transport function of SLC10A5 for bile acids has not been shown yet. In the present work a
transport function was investigated with two different methods, a chimera of SLC10A5 and the
c-terminal end of NTCP localized in the plasma membrane as well as membrane-vesicles
made by ultracentrifugation of stably transfected SLC10A5 cells. Neither method showed a
transport of the tested bile acids by SLC10A5.

The second part of deorphanizing SLC10A5 was finding the subcellular localization of the
protein. Previous experiments and dissertations already indicated a strict intracellular
expression pattern, contradicting the plasma membrane localization of described members of
the SLC10 family. The intracellular expression pattern was confirmed by fluorescent staining
of mice liver and kidney tissue with a custom-made antibody, directed against the c-terminus
of SLC10A5. The specificity of this antibody was verified by the absence of a fluorescent signal
in the tissue of Slc10a5” knockout-mice. To investigate the subcellular localization of

SLC10A5, the protein was colocalized with fluorescent cell-organelle markers via live-cell-
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imaging. In these experiments the biggest overlaps of the sighals were seen in the endo-
lysosomal compartments and the ER, although the colocalization of SLC10AS5 in the endo-
lysosomal compartment was mainly based on the protein’s physicochemical properties and
the effects of in vitro protein-overexpression and degradation. Taken together, the results of
preceding thesis and the intracellular bile acid metabolism lead in this dissertation to the
conclusion that SLC10A5 is localized in the ER.

On the basis of the Slc10a5” knockout-mouse pilot study by Aretz (2015), which showed a
massive impact of SLC10A5 on the detoxification of the cholate-overloaded enterohepatic
circulation, the function of SLC10A5 under normal feeding- and environmental conditions was
investigated in the present work. The results indicated that taurodeoxycholic acid and
taurohyodeoxycholic acid levels were elevated in the bile, and the unconjugated forms of these
bile acids were elevated in the feces of male Slc10a5" knockout-mice under standard
conditions. Additionally, serum levels of deoxycholic acid were increasd. Comparable
observations in female Slc10a5” knockout-mice could not be observed. In male Slc10a5”
knockout-mice this leads to the possibility of SLC10A5 as a co-factor in rehydroxylation of
secondary bile acids in the liver ER. An impact of the gene-knockout on energy expenditure
could not be observed. The differences in the calculated hydrophobicity indices of bile, serum
and feces detected in the present work show a direct influence on the physiological balance of
the bile acid metabolism of mice and lead to a variety of potential assays and methods to
further investigate SLC10AS5.
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7 Anhang

Tabelle 7-1: Hydroxylierungsstatus der Gallensauren in der Galle, dem peripheren Blut

und dem Kot

Die konjugations-unabhangigen Anteile der einzelnen Gallensauren sind tabellarisch getrennt
fur méannliche und weibliche Slc10a5"* Wildtyp- und Slc10a5" Knockout-Mause dargestellt.

Angegeben sind jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung in Prozent.

Berechnung der gezeigten Werte erfolgte durch Summierung der Konzentrationen der Taurin-
, Glycin- und unkonjugierten Formen jeder einzelnen Gallensdure. Diese Werte wurden dann
in ihren prozentualen Anteil am Gallensaurepool von Galle, peripherem Blut und Kot

umgerechnet.

Méannchen Weibchen
Gallensauregruppe Slc10a5** | Slc10a5™ Slc10a5** Slc10a5™"
MW | SD MW | SD MW SD MW SD

a-MCA 9 4 8 3 10 6 8 1

B-MCA 23 4 16 6 19 3 19 2

HCA 0 0 0 0 0 0 0 0

CA 57 5 64 5 51 4 57 4

% UDCA 4 1 3 1 6 1 5 1

© HDCA 1 0 1 0 1 0 1 0

CDCA 3 1 3 1 4 1 4 1

DCA 2 0 5 2 7 2 6 1

LCA 0 0 0 0 0 0 0 0

a-MCA 5 3 3 1 6 1 7 2

B-MCA 13 2 7 4 16 5 13 5

HCA 0 0 0 1 0 0 0 0

g CA 63 6 | 62 7 | 41 10 | 45 8

§ UDCA 5 2 2 1 5 2 5 2

% HDCA 2 1 3 1 2 1 3 1
o

CDCA 3 1 3 1 2 1 2 0

DCA 9 4 20 6 27 11 25 8

LCA 0 0 0 0 0 0 0 0
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Kot

a-MCA

B-MCA

HCA

CA

UDCA

HDCA

CDCA

DCA

LCA

23

20

21

28

10

17

53

11

23

20

16

34

12

29

12

38
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