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Schreibweisen

In dieser Arbeit werden entsprechend den Nomenklaturregeln des Human Genome Organisa-
tion Nomenclature Committee (Wain et al. 2002) die Gene des Menschen in GroRbuchstaben
abgekdirzt und kursiv geschrieben (SLC10A5) und die Proteine in GroRbuchstaben nicht kur-
siv gesetzt (SLC10A5). Die Gene der Maus und der Ratte werden entsprechend der Nomen-
klaturregeln des International Committee on Standardized Genetic Nomenclature for Mice
(www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/gene.shtml#ps) mit groBem Anfangsbuchstaben
und darauf folgenden Kleinbuchstaben (Slc10a5) abgekdrzt und kursiv geschrieben, die Ab-
kirzungen fiir Proteine in GrolRbuchstaben geschrieben und nicht kursiv gesetzt (SLC10A5).
Fir RNA-Transkripte werden dieselben Regeln wie fir die Gene verwendet. Eine Auflistung
der verwendeten Gen- und Proteinbezeichnungen findet sich im Anhang (Tab. 9.3).

Zur Kurzbezeichnung der Spezies wird ein Kirzel vor den Gen-/Proteinnamen gesetzt. Hier-
bei steht h fir Mensch, m fur Maus und r fir Ratte, beispielsweise hSLC10Ab.
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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Die Transporterfamilie SLC-10

Die Genfamilie der sogenannten Solute Carrier umfasst laut dem Human Genome Organisa-
tion (HUGO) Nomenclature Committee (HGNC) aktuell 52 Familien (SLC1 bis SLC52) mit
insgesamt 456 einzelnen Genen beim Menschen (Gray et al. 2015; www.genenames.org). Die
Familie SLC10, welche als ,,Familie der Na'-abhingigen Gallensauretransporter bezeichnet
wurde, umfasst sieben Mitglieder (SLC10A1 bis SLC10A7). Bei den zuerst entdeckten
Carriern Na*/Taurocholate Cotransporting Peptide (NTCP/SLC10A1) (Hagenbuch et al.
1991; 1994) und Apical Sodium-dependent Bile Acid Transporter (ASBT/SLC10A2) (Wong et
al. 1994; 1995) handelt es sich um Gallensduretransporter, die gemeinsam den entero-
hepatischen Kreislauf der Gallenséuren (siehe Kapitel 1.6) aufrechterhalten. Dabei sorgt
NTCP fir die Aufnahme der Gallenséduren aus dem Pfortaderblut in die Leberzellen, und
ASBT mit seiner hohen Expression im terminalen lleum resorbiert die mit der Galle in den
Dinndarm abgegebenen Gallensauren zurlck in die Enterozyten. Auch in den Tubuli der
Niere kann ASBT glomerulér filtrierte Gallensauren wieder aufnehmen (Alrefai et al. 2007,
Dawson et al. 2009).

Zu den weiteren Mitgliedern der SLC10-Familie z&hlen SLC10A4, ein in synaptischen Vesi-
keln von Nervenzellen lokalisierter Orphan Carrier (Geyer et al. 2008), und der Sodium-
dependent Organic Anion Transporter (SOAT/SLC10A6), ein Transporter fir sulfatierte Ste-
roide (Geyer et al. 2007). Zwei weitere Orphan Carrier, SLC10A3 und SLC10Ab5, haben eine
Sequenzidentitat von 33,9 % und eine Sequenzhomologie von 60,9 % auf Proteinebene und
entstammen einem gemeinsamen Vorldufergen. Das SLC10A3-Gen zeigt eine ubiquitdre Ex-
pression und eine auf eine ,,Housekeeper“-Funktion hinweisende CpG-Insel in seiner Promo-
torregion. Bislang wurden jedoch weder die subzelluldre Lokalisation noch die Funktion von
SLC10A3 aufgeklart (Alcalay et al. 1988; Geyer et al. 2006). SLC10A7 représentiert das phy-
logenetisch am weitesten von den anderen Familienmitgliedern entfernte Protein (Godoy et al.
2007). Sein Homolog in Candida albicans scheint eine Steuerfunktion in der Calcium-

homoostase von Hefezellen zu haben (Jiang et al. 2012; Alber et al. 2013).

1.2 SLC10A5

Das Transkript des SLC10A5-Gens wurde 2004 erstmals am Institut fur Pharmakologie und
Toxikologie der Justus-Liebig-Universitat Gieen beschrieben. Es wurde zundchst auf der
Suche nach homologen Sequenzen zu den SLC10A1- und SLC10A2-Genen in den Gendaten-
banken identifiziert und anschlieend experimentell aus RNA von Mensch, Ratte und Maus
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isoliert und kloniert. Aufgrund der Sequenzhomologie wurde SLC10A5 als Mitglied Num-
mer 5 in die SLC10-Familie eingeordnet (Fernandes et al. 2007).

Das SLC10A5-Gen besteht im Gegensatz zu den anderen Genen der SLC10-Familie nur aus
einem codierenden Exon. Basierend auf bioinformatischen Berechnungen wird von einer
Membrantopologie mit neun (Fernandes et al. 2007) bzw. sieben Transmembrandoménen
(Diss. Pellicoro 2008) und einem extrazelluldren N-Terminus und intrazellularen C-Terminus
ausgegangen.

Das humane SLC10A5-Protein besteht aus 438 Aminosduren, das der Ratte und der Maus aus
jeweils 434 Aminosauren. Die hochste Sequenzidentitat/-ahnlichkeit weist das humane
SLC10AS5-Protein gegentiber SLC10A3 mit 34 %/61 % auf. Die Proteine von Mensch, Ratte
und Maus sind zu Uber 70 % identisch. Die Radioimmunoprazipitation des FLAG-getaggten
SLC10A5-Proteins der Maus weist im Polyacrylamidgel eine Bande bei 42 kDa und eine
schwachere bei 84 kDa auf, die auf eine Homodimerisierung hindeutet (Fernandes et al.
2007).

SLC10A5 zeigt beim Menschen eine hohe mRNA-Expression in der Leber und eine geringere
in der Niere, wahrend bei Ratte und Maus die Leber und die Niere gefolgt vom Darmtrakt die
am stérksten exprimierenden Organe sind (Fernandes et al. 2007; Diss. Pellicoro 2008). Diese
Expression stimmt beim Menschen, bei der Ratte und bei der Maus jeweils mit dem Expressi-
onsprofil des Farnesoid-X-Rezeptors iberein, einem flr die Regulation der Gallensaurehomo-
ostase wichtigen Kernrezeptor (Zollner et al. 2006a). In der Ratte wurde ein dreimal hdheres
Slc10a5-Expressionslevel in Hepatozyten als in der Nicht-Hepatozytenfraktion der Leber ge-
funden, was klar auf eine Lokalisation in den Hepatozyten hindeutet (Diss. Pellicoro 2008).
Die Slc10a5-mRNA wurde bei der Ratte durch In-situ-Hybridisierung ebenfalls in Hepato-
zyten und in der Niere besonders in proximalen Tubuli nachgewiesen (Fernandes et al. 2007).
In vitro lasst sich SLC10A5 durch Chenodeoxycholsédure, einem FXR-Agonisten, stark herun-
terregulieren. Dies liel} sich in vivo an Gallengang-ligierten Ratten nachstellen, bei denen
Slc10a5 nach einer Woche genau wie Slcl10al herunterreguliert wird. SLC10A5-GFP ist in
HepG2-Zellen in intrazelluldaren membrandsen Strukturen und nicht in der Plasmamembran
lokalisiert (Diss. Pellicoro 2008). Auch in U20S-Zellen zeigte SLC10A5 eine intrazellulére
dem Golgi-Apparat &hnelnde Verteilung (Bijsmans et al. 2012).

Transportstudien im Xenopus laevis-Oozytenmodell konnten fiir die SLC10A5-Proteine von
Mensch und Maus keine Transportaktivitat fir die Gallensduren Cholat und Taurocholat so-
wie die Steroidsulfate Estron-3-Sulfat und DHEAS zeigen (Fernandes et al. 2007).
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1.3 Anatomie der Leber

Die Leber stellt eines der vielseitigsten Organe des Korpers dar. Einerseits bildet sie bendtigte
Stoffe flr den Gesamtorganismus, zum Beispiel Plasmaproteine, andererseits ist sie fur den
Metabolismus und/oder die Ausscheidung von korpereigenen Stoffen und Fremdstoffen zu-
standig. AulRerdem fungiert sie als exokrine Drise, indem sie die Galle produziert.

Die Leber ist tierartspezifisch unterschiedlich stark segmentiert und teilt sich in mehrere Lap-
pen auf. Den groBten Anteil am Leberparenchym nehmen die Hepatozyten ein, die durch
Cholangiozyten, Endothelzellen, Makrophagen (Kupfer-Zellen), Lymphozyten, Dendritische
Zellen und Sternzellen komplettiert werden.

Die Leber wird afferent von der Arteria hepatica und der Vena portae versorgt, welche aus
ihren letzten VVerzweigungen die zwischen den von Hepatozyten gebildeten Leberzellbalkchen
liegende Sinusoide mit arterio-vendsem Mischblut versorgen. Der vendse Abfluss erfolgt tiber
die Zentralvenen, die die kleinste Aufzweigung der Vena hepatis darstellt.

Die Leber kann modellhaft in Leberlappchen aufgeteilt werden, die nach histologischen oder
funktionellen Gesichtspunkten gebildet werden (Abb. 1.1). Beim Schwein kann im Gegensatz
zu den meisten anderen Saugern auch histologisch ein hexagonales Leberlappchen gesehen
werden, da die terminalen Portalvenen von ausreichend Bindegewebe begleitet werden. Mo-
dellhaft ist ein hexagonales Leberldppchen aus der Zentralvene und den diese umgebenen
Leberzellbalkchen aufgebaut (von der efferenten Seite her gesehen). An den Ecken dieser
Lappchen befinden sich die Glisson-Dreiecke, in denen die Lebertrias aus Vene, Arterie und
Gallengang liegen. Das periportale L&ppchen setzt den Gallengang in der Lebertrias in den
Mittelpunkt und soll sein Galleeinzugsgebiet abbilden.

Das Azinusmodell nach Rappaport geht von der afferenten Seite her aus und fasst in einen
Azinus den von einer terminalen Aufspaltung der Vena portae versorgten Teil zusammen. Der
Leberazinus kann von der afferenten zur efferenten Seite gesehen in drei Zonen (I, Il, I11) auf-
geteilt werden, in denen unterschiedliche Stoffwechselprozesse ablaufen. Die Konzentration
an Sauerstoff fallt von Zone | zu 1ll, genau wie die Konzentration an im Blut vorhandenen
Stoffen, wéhrend wieder andere Metaboliten von den Leberzellen in Zone | abgegeben wer-
den, die auf Zone 111 wirken (Kuhnel 2008; Grisham 2009; Liebich 2010).
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Abb. 1.1 Modelle der funktionellen Leberorganisation

Dargestellt sind die drei verbreiteten Modelle zur strukturellen und funktionellen Gliederung der Le-
ber: Das hexagonale Leberlappchen (durchgehende Linie), das periportale Leberldppchen (gepunktete
Linie) und der Leberazinus (gestrichelte Linie) mit den Zonen I, 11 und 11l

Trias = Lebertrias mit Gallengang, Arterie und Vene; ZV = Zentralvene

1.4 Physiologie der Gallensauren

Gallenséduren sind amphiphile Molekile mit einem Steroidgrundgerust, die sich vom Choles-
terin herleiten. Die Hauptgallenséuren der Saugetiere sind die C24-Gallensauren (Abb. 1.2 A,
B), wahrend auch C27-Gallensduren und -alkohole vorkommen. Das Spektrum der Gallensau-
ren ist stark speziesabhangig. Es setzt sich aus den priméren Gallensauren zusammen, die in
der Leber gebildet und durch bakterielle Fermentation im Darm zu sekundédren Gallensauren
verandert werden. Werden diese ruckresorbiert, konnen sie in den Leberzellen zu tertidren
Gallenséuren modifiziert werden. In den meisten Saugetierspezies werden Gallensauren nahe-
zu vollstandig konjugiert in die Galle abgegeben. Klassischerweise wird von konjugierten
Gallenséuren gesprochen, wenn die Konjugation von Taurin oder Glycin an C24 der Gallen-
sduren Uber eine N-Acyl-Amidation stattgefunden hat. Gallensduren kénnen aber beispiels-
weise auch an C24 glucoronidiert oder, vornehmlich an C3, sulfatiert werden. Ob eine Gal-
lensaure mit Taurin oder Glycin konjugiert wird, ist stark speziesspezifisch und hangt von der
lokalen Konzentration von Glycin und Taurin sowie der Substratspezifitat der Gallenséure-
Aminotransferase ab. Beim Menschen tritt die Konjugation mit beiden auf, wobei vermehrt
mit Glycin konjugiert wird, wéhrend bei Nagern fast ausschlielRlich Taurin-konjugierte Gal-
lensduren vorherrschen (Moschetta et al. 2005; Hofmann et al. 2008; Monte et al. 2009;
Hofmann 2009b; Hofmann et al. 2010).

Unkonjugierte Gallensdauren weisen einen pKs-Wert von etwa 5 auf, der durch die Konjugati-
on mit Glycin auf 4 und auf unter 2 durch Taurinkonjugation sinkt (Linnet 1983; Fini et al.
1987; Hofmann et al. 2008; Hofmann 2009b). Somit liegen die konjugierten Gallensduren bei

4
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physiologischem pH-Wert quasi vollstandig ionisiert vor. Aus diesem Grund werden die in
der Galle und dem Dinndarminhalt geldsten, ionisierten Gallensauren auch als Gallensalze
bezeichnet.

C Hydrophobe Seite
] lonisierte
Sauregruppe
des Taurins
30-OH 6a-OH 120-OH Carbonylamid
Hydrophile Seite
Gallensaure Abkilrzung R1 R2 R3 R4
Cholséure C a-OH H a-OH a-OH
Chenodeoxycholsaure CDC a-OH H a-OH H
a-Muricholsaure a-MC a-OH B-OH a-OH H
B-Muricholsaure B-MC a-OH B-OH [B-OH H
w -Muricholsaure w -MC a-OH a-OH B-OH H
Deoxycholsaure DC a-OH H H a-OH
7-oxo-Deoxycholsaure 7-oxo-DC | a-OH H (0] a-OH
Ursodeoxycholsaure ubC a-OH H B-OH a-OH
Hyodeoxycholsaure HDC a-OH a-OH H H
Lithocholsaure LC a-OH H H H

Abb. 1.2 Chemische Struktur der Gallensauren

(A) Allgemeines Schema einer C-24-Gallenséure
(B) Hauptgallens&uren von Mensch und Maus
(C) Kalottenmodell von Taurocholsédure in Seitenansicht (modifiziert nach Hofmann und Hagey 2008)

Durch ihren amphiphilen Charakter mit einer hydrophilen und -phoben Seite bilden Gallen-
sduren in einem bestimmten Konzentrationsbereich (Kritische Mizellare Konzentration) Mi-
zellen (Abb. 1.2 C). Physiologischerweise liegen sie in der Galle als gemischte Mizellen mit
Phospholipiden vor. In diese Mizellen kénnen Cholesterin, Lipide, Fettsduren, Monoglyzeride
und fettlosliche Vitamine integriert werden, wodurch sie den Birstensaumzellen des Dinn-
darms zugénglich sind und ihre Aufnahme in den Koérper erméglicht wird (Hofmann 1984,
Hofmann et al. 1984; Hofmann et al. 2008; Monte et al. 2009).

Die Gallensauren konnen in hydrophile und hydrophobe Gallensduren eingeteilt werden.
Hierfiir wird der Hydrophobizitatsindex (HI) verwendet. Dieser leitet sich aus der experimen-
tell ermittelten Retentionszeit bei der HPLC (High Pressure Liquid Chromatography/Hoch-
druckflissigkeitschromatographie) ab. Der HI von Taurocholat wird dabei als 0 und der von

Taurolithocholat als 1 gesetzt, und die Hydrophobizitatsindices der anderen Gallenséuren
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werden im Verhaltnis dazu berechnet. Gallenséduren mit einem negativen Hydrophobizitats-
index werden als hydrophil und mit einem positiven als hydrophob eingestuft (Tab. 1.1).
Durch die Konjugation mit Glycin und starker noch mit Taurin erhoht sich die Hydrophilie
der Gallensauren. Hydrophobe Gallensauren wie Deoxycholsaure weisen jedoch auch in ihrer

konjugierten Form einen positiven HI auf (Heuman et al. 1989; Heuman 1989; Posa 2014).

Tab. 1.1 Hydrophobizitatsindices der ionisierten Gallensduren bei pH 8,5
* (Posa 2014) # (Heuman et al. 1989)

Gallensaure unkonjugiert Taurin-konjugiert”  Glycin-konjugiert”
Ursocholsdure -0,82* -0,94 -0,89
a-Muricholsdure n.d. 0,84 0,79
B-Muricholsdure n.d. -0,78 -0,73
Ursodeoxycholsaure -0,33*/-0,31" -0,47 0,43
Hyocholséure -0,29* -0,39 -0,4
Hyodeoxycholsaure -0,25* -0,31 0,26
Cholséure +0,13** +0,0 +0,07
Chenodeoxycholséure +0,58*/+0,59" +0,46 +0,51
Deoxycholsédure +0,73*/0,72" +0,59 +0,65
Litocholséure n.d. +1,0 +1,05

Generell werden hydrophobe Gallensduren als zytotoxischer, lithogener und hepatotoxischer
eingestuft als hydrophile Gallensauren, weiterhin kénnen sie Cholestase induzieren. Hingegen
werden vor allem der hydrophilen Ursodeoxycholséure zytoprotektive Eigenschaften zuge-
sprochen (Attili et al. 1986; Galle et al. 1990; Carulli et al. 2000; Higuchi et al. 2004).

Die chronische Gabe von Ursodeoxycholsdure und B-Muricholsdure kann auBerdem zur Auf-
I6sung von Cholesterolgallensteinen eingesetzt werden (Tint et al. 1982; Wang et al. 2002).
Ursodeoxycholsdure ist als Wirkstoff in zahlreichen Medikamenten zur Auflésung von Cho-

lesterolgallensteinen und bei bilidrer Zirrhose zugelassen (www.gelbe-liste.de).
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1.5 Gallensauresynthese

Gallenséuren werden in der Leber tiber mehrere Zwischenreaktionen aus Cholesterin syntheti-
siert (Abb. 1.3). Der klassische (neutrale) Syntheseweg findet vollstandig nur in Hepatozyten
statt. Der geschwindigkeitshestimmende Schritt ist die 7a-Hydroxylierung des Cholesterins
durch die Cholesterol-7a-Hydroxylase (CYP7A1) im Endoplasmatischen Retikulum. Beim
alternativen (sauren) Syntheseweg erfolgt zundchst die Hydroxylierung der Seitenkette durch
die Sterol-27-Hydroxylase (CYP27A1) im Mitochondrium und danach die 7a-
Hydroxylierung im Endoplasmatischen Retikulum, in diesem Fall jedoch von CYP7B1. Die
folgenden Modifikationen laufen fir die Intermediate beider Synthesewege gleich ab. Das
Steroidgerist wird iiber die 3p-Hydroxy-C27-Steroid-Oxidoreduktase (HSD3B7) modifiziert.
Wird das entstehende 7a-Hydroxy-Cholesten-3-on durch die Sterol-12a-Hydroxylase
(CYP8B1) an C12 hydroxyliert, wird die Trihydroxy-Gallensaure Cholsaure gebildet, unter-
bleibt dieser Schritt, entsteht die dihydroxylierte Chenodeoxycholsdure. Die Aktivitat des
CYP8BL1 entscheidet also uber das Verhéltnis zwischen diesen beiden Gallensduren. An den
Zwischenprodukten erfolgen im Zytoplasma weitere Modifikationen am Steroidgrundgerust
iiber die A*-3-Ketosteroid-5-p-Reduktase (AKR1D1) und die 3a-Hydroxysteroid-Dehydro-
genase (AKR1C4). Intermediate aus dem klassischen Syntheseweg werden nun noch im Mi-
tochondrium der Hydroxylierung der Seitenkette (ber CYP27A1 unterzogen (Russell 2003;
Chiang 2004; Pellicoro et al. 2007; Hofmann et al. 2008; Thomas et al. 2008; Monte et al.
2009).

Fur die Umwandlung des C27- in ein C24-Geriist mittels B-Oxidation im Peroxisom muss
zunéchst die Kopplung der Di- oder Trihydroxy-Cholestansdure mit CoenzymA durch die
Gallensédure-CoenzymA-Ligase (SLC27A2) erfolgen (Russell et al. 1992; Pellicoro et al.
2007; Hofmann et al. 2008; Thomas et al. 2008).

Manche Arbeitsgruppen favorisieren auch eine Aktivierung mit CoA durch FATP2
(SLC27A2) oder FATP5 (SLC27A5) im Endoplasmatischen Retikulum und folgend einen
ATP-abhangigen Transport in das Peroxisom (Une et al. 2003; Ferdinandusse et al. 2009). Im
letzten Schritt wird Taurin oder Glycin unter CoA-Abspaltung durch die Gallensdure-
CoenzymA:Aminosdure N-Acyltransferase (BAAT = Bile acid coenzyme A:amino acid N-
acyltransferase/BAAT) konjugiert. Die beiden primdren Hauptgallensduren Cholséure und
Chenodeoxycholsdure liegen somit konjugiert als Tauro-/Glycocholat (TC/GC) oder Tauro-
/Glycochenodeoxycholat (TCDC/GCDC) vor. Nachdem sie tber bisher unbekannte Trans-

portmechanismen die Peroxisomen verlassen haben, kdnnen sie Uber BSEP (Bile Salt Export
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Pump/ABCB11) in die Gallekanélchen abgegeben werden (Russell et al. 1992; Russell 2003;
Pellicoro et al. 2007; Hofmann et al. 2008; Thomas et al. 2008).

Cholesterin
\, | CYP27A1
= CYP7TA1 N
E
7a-Hydroxycholesterin Zyj-lydroxycholesterin
' CYP7B1 A
P CYP27A1
7a-Hydroxysterol T
' [hspss7 | !
v \’
70-OH-4-Cholesten-3-on ' :
| Ncypegt |- — =77
3 o =7 l FATP2
: [12a-OH-Sterole /
: AKR1DT | 3a-7a (-12a)-OH-543-
| AKRIC4 || / Cholestanoyl-CoA
M MR b [ BaaT
5B-reduzierte- TC/TCDC
(120-OH)-Sterole / GCI/GCDC

l

Abb. 1.3 Schematische Ubersicht (iber die Neusynthese der Gallensauren

Die Neusynthese von Gallensduren geht vom Cholesterin aus und l&uft (iber den klassischen (gepunk-
tete Pfeile) und den alternativen Syntheseweg (gestrichelte Pfeile) mit gemeinsamen Endschritten zur
Taurin/Glycin-Konjugation (durchgehende Pfeile) ab.

1.6 Enterohepatischer Kreislauf der Gallensauren

Gallensdauren unterliegen einem ausgepragten enterohepatischen Kreislauf, bei dem beim
Menschen mehr als 95 % der in den Darm abgegeben Gallenséduren wieder riickresorbiert
werden. Der Gallenséurepool des Menschen wird so bei 2 bis 4 g und der Maus bei 4 mg ge-
halten. Wahrend einer Mahlzeit kénnen die Gallensduren mehrere Male rezirkulieren, sodass

beim Menschen bis zu 30 g/Tag und der Maus 20 mg/Tag riickresorbiert werden (Dawson et
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al. 2009). Der Grofiteil der Gallenséduren wird aus den Leberzellen gegen einen hohen Kon-
zentrationsgradienten tber BSEP (Gruppe der ATP-binding Cassette Transporter, ABCB11)
primar aktiv in die Galle transportiert. Eine untergeordnete Stellung nehmen MRP2 (Multi-
drug Resistance-associated Protein 2, ABCC2) und MDR1 (Multi Drug Resistance Protein 1,
ABCB1) ein, die aber auch seltenere oder sulfatierte Gallensaurespezies in die Gallekanalchen
transportieren konnen. Ein Transport auf die Blutseite ist Uber MRP3 (ABCC3) oder MRP4
(ABCC4) und OSTo/p (Organic solute transporter/SLC51A/SLC51B) mdglich und erfolgt
meist als kompensatorischer Mechanismus unter cholestatischen Bedingungen (Hofmann et
al. 2008; Dawson et al. 2009; Klaassen et al. 2010).

Die Gallensauren gelangen uber die Galle in den Dinndarm, von wo sie groftenteils wieder
riickresorbiert werden. Dies geschieht vor allem durch den ASBT, welcher in der apikalen
Membran der Enterozyten des terminalen Ileums besonders die konjugierten Gallensauren in
die Zellen aufnimmt. Auf der basolateralen Seite werden die Gallenséuren (ber das Trans-
porterdimer OSTa/OSTp in das Blut abgegeben. Bei der Maus, welche fast 100 % Taurin-
konjugierte Gallensduren besitzt, welche im Dunndarm vollstdndig ionisiert vorliegen und
passive Absorption verhindern, konnte mit der Slcl10a2-Knockout-Maus die praddominante
Rolle des ASBT in der Ruckresorption von konjugierten Gallensauren bestatigt werden
(Dawson et al. 2003; Dawson et al. 2009). Beim Menschen und anderen Spezies, die zusatz-
lich einen gréReren Anteil an Glycin-konjugierten oder auch unkonjugierten Gallensduren in
den Darm abgeben, liegen diese vermehrt protoniert, also ungeladen, vor und kénnen passiv
resorbiert werden. Auch weitere Transportsysteme, zum Beispiel Mitglieder der OATP-
Familie (Organic Anion Transporting Polypetide), sind vermutlich am intestinalen Gallensdu-
retransport beteiligt (Dawson et al. 2009).

Die Gallensduren gelangen uber das Pfortaderblut groftenteils an Plasmaproteine gebunden
wieder zurtick in die Leber, wo sie besonders in die periportalen Hepatozyten aufgenommen
werden (Hofmann et al. 2008; Hofmann 2009b). Hierflr dienen aktive Transporter. NTCP
transportiert Natrium-abhéngig vor allem konjugierte, geringer effektiv aber auch unkonju-
gierte Gallensduren in die Hepatozyten. Eine verminderte oder fehlende Transportfahigkeit
von NTCP — wie an einer Patientin mit funktionsbeeintrachtigendem Polymorphismus im
SLC10A1-Gen und der Slcl0al-Knockout-Maus gezeigt wurde — geht mit einem erhéhten
Plasmagallensdurenspiegel, aber keiner Unterbrechung der enterohepatischen Zirkulation ein-
her (Vaz et al. 2015; Slijepcevic et al. 2015). Denn auch Natrium-unabhéngiger Transport von
konjugierten und unkonjugierten Gallenséduren ber Organic Anion Transporter — wie
OATP1B1 beim Menschen und OATP1Al, 1A4, 1B2 und 1B4 bei der Maus — tritt auf
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(Dawson et al. 2009; Klaassen et al. 2010; Hagenbuch et al. 2013). Fur unkonjugierte Gallen-
séuren wird weiterhin die Aufnahme uber FATP5 mit gleichzeitiger CoenzymA-Kopplung
favorisiert. Fir Mono- und Dihydroxy-Gallensduren stellt die passive Aufnahme durch Flip-
flop durch die Membran eine weitere Mdoglichkeit des Eintritts in die Zelle dar (Hofmann
2009b).

1.7 Intrazellularer Gallensauretransport

Der intrazellul&re Transport von Gallenséuren sowohl in den Leber- als auch den Dinndarm-
zellen wurde bisher mit unterschiedlichen Methoden untersucht, konnte jedoch noch nicht
ausreichend aufgeklart werden. Nach ausfiihrlichen Studien in den 1990er Jahren wurden we-
nige neuere Untersuchungen publiziert (Meier 1995; Crawford 1996; Agellon et al. 2000;
Zwicker et al. 2013).

Als eine Mdoglichkeit wurde ein intrazelluldrer Mikrotubuli-abhangiger Vesikel-vermittelter
Transportweg von Gallensduren vorgeschlagen, der auf mikroskopischen Studien mit fluores-
zierenden Gallensduren (Kitamura et al. 1990; Wilton et al. 1994) und In-vivo-Transportstudien
in der Ratte beruht (Crawford et al. 1993; Crawford et al. 1994b). Dabei konnte gezeigt wer-
den, dass sich die Hemmung von Mikrotubuli mit Colchicin negativ auf den Gallensdure-
transport auswirkte.

Vor allem hydrophobe Gallensauren wie Lithocholat kdnnten diesen intrazellularen Weg ein-
schlagen (Wilton et al. 1994). Bei supra-physiologischen Konzentrationen wurde fir mehrere
Gallenséuren ein vesikularer Transport beobachtet. Ergebnisse, die unter Nutzung fluoreszie-
render Gallensduren zustande gekommen sind, missen jedoch sorgsam abgewégt werden,
weil sich Fluorophor-gekoppelte Gallensauren unter Umstanden anders in der Zelle verhalten
als nicht-modifizierte Gallensauren (Holzinger et al. 1997).

Vor allem fur konjugierte Trihydroxygallensduren — gezeigt fur Taurocholat — ist eine zyto-
plasmatische Verteilung via Diffusion wahrscheinlich (Aoyama et al. 1991; Alvaro et al.
1995; Meier 1995). Sie findet wahrscheinlich Protein-gebunden statt. Als Kandidaten gelten
Enzyme, die auch an der Gallenséuresynthese beteiligt sind wie die 3a-Hydroxysteroid-
Dehydrogenasen. Fir diese wurde neben der Féhigkeit, Gallensduren zu binden, auch ein
verminderter intrazelluldrer Transport von Glycocholat bei 3a-HSD-Hemmung durch Indo-
methacin gesehen (Takikawa et al. 1996; Jin et al. 2001). Auch flr Glutathion-S-Transferasen
wurden Gallenséurebindungseigenschaften nachgewiesen, jedoch ist eine physiologische Be-
deutung umstritten (Yamamuro et al. 1994; Dietrich et al. 1995). Aus der Familie der Fettsau-

rebindenden Proteine zeigen FABP1 (Fatty Acid Binding Protein 1) in der Leber und dem
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Dinndarm und ILBP (lleal Lipid Binding Protein, FABP6), das vor allem im lleum, aber
auch in Cholangiozyten und im Ovar exprimiert wird, Bindeaktivitat fur Gallenséuren. Fir
beide Proteine zeigten Experimente mit der entsprechenden Knockout-Maus eine Stérung der
Gallensédurehomoostase, die die Beteiligung der Proteine am intrazellularen Transport und
Metabolismus unterstreichen (Martin et al. 2005; Praslickova et al. 2012).

Neben dem Transport von der sinusoidalen zur kanalikuldren Seite der Leberzelle konnte eine
Akkumulation von radioaktiv oder fluoreszierend markierten Gallensdureanaloga im glatten
endoplasmatischen Retikulum und im Golgi-Apparat beobachtet werden (Suchy et al. 1983;
Crawford et al. 1994a; Crawford 1996). Bei kinetischen Studien mit Taurocholat in der Ratte
fiel auf, dass sich die Leber in ein schnelleres und langsameres Kompartiment aufteilen lief3,
was zu der Hypothese fiihrte, dass bei hohen Konzentrationen die Gallensdure in Organellen
gespeichert oder daran gebunden und dadurch langsamer eliminiert wird (Deroubaix et al.
1991). Das Einbeziehen von Organellen kénnte also entweder Teil eines auf Vesikeln basie-
renden Transportsystems sein oder eine Sackgasse, aus der sie wieder abgegeben werden
(Crawford 1996; Agellon et al. 2000).

1.8 Gallensauresynthese und Gallensaurepool der Maus

Wie bereits erwéhnt, ist das Vorkommen verschiedener Gallensduren im Gesamtpool stark
speziesabhéngig. Der Mensch besitzt als Hauptgallensauren Cholsédure und Chenodeoxy-
cholsdure, welche zu einem hohen Anteil Glycin- aber auch Taurin-konjugiert vorkommen
(Hofmann et al. 2008; Monte et al. 2009). Bei der Maus wird die Chenodeoxycholsdure hyd-
roxyliert zu a-Muricholséure, welche durch 7-OH-Epimerisierung in B-Muricholsédure umge-
wandelt werden kann. Die Konjugation erfolgt zu fast 100 % mit Taurin. Im Darm wird Chol-
sdure zu Deoxycholsaure, Chenodeoxycholsédure zu Lithocholsdure bzw. Ursodeoxycholséure,
a-Muricholsdure zu Murideoxycholsdure und B-Muricholsdure zu ®-Muricholséure bzw.
Hyodeoxycholsdure durch die bakterielle Flora umgewandelt (Agellon 2002; Martin et al.
2007; Fu et al. 2012).

Alnouti et al. (2008) fassten retrospektiv Daten zusammen, bei denen in neun Publikationen
eine Gesamtgallensdurekonzentration von 0,04 bis 1,2 mol/g bzw. 20 bis 618 g/g im Leber-
gewebe und in elf Studien Konzentrationen von 32 bis 200 pmol/ml bzw. 16 bis 102 mg/ml in
der Mausgalle gemessen wurden. Bei den von ihm untersuchten C57BL/6-Mannchen zeigte
sich eine Gallensédurezusammensetzung von 99,6 % Taurinkonjugaten, 0,1 % Glycinkonjuga-
ten und 0,4 % unkonjugierter Gallensduren, bei welchen mit 46 % Taurocholsédure und mit

49 % Murocholsaure dominierten. Entsprechend sind Taurocholsdure und Tauromurochol-

11



Einleitung

sauren die Hauptgallensauren der Maus, und somit ist der Gallenséurepool der Maus wesent-
lich hydrophiler als der des Menschen (siehe Kapitel 1.4) (Pawlikowska et al. 2004; Alnouti
et al. 2008; Zhang et al. 2011; Fu et al. 2012).

Die bei der Maus fast vollstandig als Taurinkonjugate vorliegenden Gallensduren weisen ei-
nen pKs-Wert von 2 auf. Gleichzeitig ist auch der pH-Wert im Darm der Maus wesentlich
niedriger als beispielsweise beim Menschen und liegt vom Diinn- bis zum Dickdarm konstant
zwischen pH 4 und pH 5. Dadurch liegen konjugierte Gallenséuren vorwiegend ionisiert vor,
wéhrend unkonjugierte Gallensduren — etwa Cholat — durch ihren pKs Wert von 5 bei einem
pH unter 5 eine Verschiebung des Gleichgewichts zur protonierten und damit ungeladenen
Form zeigen, wodurch die unkonjugierte Gallenséure passiv resorbiert werden kann (Cabral et
al. 1986; Fallingborg 1999; McConnell et al. 2008).

1.9 Intestinale Bakterienflora bei Mensch und Maus

Der Magen-Darm-Trakt von Sdugetieren wird von unzahligen Mikroorganismen bevélkert,
deren Anzahl ungefahr zehnfach die Gesamtheit aller Zellen des Korpers Ubersteigt. Mit vie-
len dieser Mikroorganismen besteht eine symbiotische Beziehung, da diese an der Verdauung
ansonsten unverdaulicher Pflanzenpolysaccharide mitwirken und essenzielle Aminoséuren
und Vitamine bereitstellen. Insbesondere Pflanzenfresser sind auf die Verdauung in ihren Bio-
reaktoren Vormagen oder Cacum angewiesen (Béckhed et al. 2005). Die Besiedlung des
Darms mit Bakterien nimmt mengenmafig vom Dinn- zum Dickdarm stark zu. So bevélkern
das menschliche Duodenum 10° Bakterien/ml, das Ileum 10° bis 10° und den Dickdarm 10
(Wilson 2005; Ridlon et al. 2006). Die Diversitat der Bakterien ist aber verglichen mit bei-
spielsweise der Bodenflora tiberschaubar und bildet sich quantitativ vor allem aus den Genera
Bacteroides, Chlostridia und Eubacterium (Backhed et al. 2005). Zur humanen Dickdarmflo-
ra tragen insbesondere Bacteroides, Eubacterium, Bifidobacterium, Ruminococcus, Pepto-
streptococcus, Propionibacterium, Clostridium, Lactobacillus, Escherichia, Streptococcus
und Methanobrevibacter bei. Den Diinndarm besiedeln Lactobacillus, Enterobacteria,
Enterococcus, Bacteroides, Chlostridium und Veillonella (Wilson 2005; Ridlon et al. 2006).
Auch die intestinale Flora der Maus setzt sich aus &hnlichen Gruppen zusammen. In allen
Teilen des Magen-Darm-Trakts kdnnen Bakterien der Stimme Bacteriodetes, Firmicutes und
Proteobacteria gefunden werden. Erste Untersuchungen wurden mit Anzuchtverfahren
durchgefuhrt. Dabei konnten Lactobazillen und anaerobe Streptokokken im gesamten Magen-
Darm-Trakt sowie Bacteroides und Chlostridia und in geringerer Anzahl Enterobacteria und

Enterococcus nachgewiesen werden (Schaedler et al. 1965; Dubos et al. 1965). Durch Analy-
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se von 16S-RNA konnte zusétzlich eine Vielzahl schlecht anzlichtbarer Bakterienspezies
nachgewiesen werden. In grober Ubersicht auf Ebene der Bakterienklassen waren die Bacilli
vor allem im Dlnndarm, die Bacteroidea tber den gesamten Darmtrakt und die Clostridia
vermehrt im Dickdarm angesiedelt. VVor allem im Magen und im Dinndarm lieBen sich auf
Familienebene Lactobacillaceae nachweisen, wéhrend hauptsachlich im Dickdarm Bacteroi-
daceae, Prevotellaceae, Rickenellaceae, Lachnospiraceae und Ruminococcaceae vorkamen.
Trotz der Verwendung von zusammen gehaltenen SPF-C57BL/6-Mdusen gab es in dieser
Studie starke interindividuelle Schwankungen in der Zusammensetzung der Flora (Gu et al.
2013).

1.10 Beeinflussung des Gallensaurepools durch die intestinale
Flora

Die bakterielle Besiedlung des Darms spielt eine entscheidende Rolle in der Zusammenset-
zung des Gallensaurepools. In Kapitel 1.4 wurde bereits erwahnt, dass sich der Gallenséau-
repool aus den priméren Gallensduren, die in der Leber synthetisiert werden, den sekundéren
Gallenséduren, die durch Modifikationen intestinaler Bakterien entstehen, und den tertidren
Gallenséuren, die durch weitere Umwandlungen in der Leber aus sekundéaren Gallensauren
entstehen, zusammensetzt. Die in die Galle abgegebenen konjugierten Gallensauren werden
zum grofiten Teil unverandert im Ileum vom ASBT reabsorbiert. Ein kleiner Teil unterliegt
aber der bakteriellen Transformation. Dieser Prozess beginnt schon im Dunndarm mit der
Dekonjugation der Gallensdauren. Bakterielle Gallensaure-Hydrolasen (BSH =Bile Salt
Hydrolase) beispielsweise aus Lactobacillus oder Bifidobacterium ssp. katalysieren dies.
Hydroxylgruppen kénnen bereits im Dunndarm, auch bei konjugierten Gallensduren, oxidiert
werden. Mit Zunahme der bakteriellen Flora im Dickdarm werden die quantitativ meisten
Transformationen dort durchgefiihrt. Dies betrifft die weitere Dekonjugation und die bereits
im Dinndarm begonnene Oxidation von Hydroxylgruppen an C3, C7 und C12 (ber bakteriel-
le 7a0/B-Hydroxysteroiddehydrogenasen (HSDH), die von zahlreichen Chlostridienspezies,
Bacteroides oder auch E. coli gebildet werden (Ridlon et al. 2006). Im anaeroben Milieu sind
die Oxidationsreaktionen besonders nahe der Schleimhautoberflache moglich, wo ein héheres
Redoxpotential vorherrscht (Wilson 2005). AusschlieBlich im Dickdarm und nur an bereits
dekonjugierten Gallensduren kann die 7a/pB-Dehydroxylierung stattfinden, bei der aus Cheno-
deoxycholsaure Lithocholsaure und aus Cholsaure Deoxycholséaure gebildet wird. Uber meh-
rere Zwischenschritte synthetisieren diesen Prozess Eubakterien und Chlostridienspezies
(Ridlon et al. 2006).
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Die Vorhersage der ablaufenden Prozesse gestaltet sich schwierig, da die verschiedenen Spe-
zies entweder die Fahigkeit sowohl zur Dekonjugation als auch Oxidation und 7-Dehydroxy-
lierung besitzen oder nur bestimmte Reaktionen davon auszufiihren kénnen. Zudem spiegeln
die in vitro bestimmten Metabolismuscharakteristika der Isolate nur zum Teil das Verhalten in
vivo wider. Das wurde durch Versuche mit gnotobiotischen Mausen gezeigt, die mit verschie-
denen Kombinationen von humanen in vitro charakterisierten Bakterien assoziiert wurden.
Dabei verdeutlichte sich auch das komplizierte Zusammenspiel verschiedener Bakterienspe-
zies (Narushima et al. 1999a; Narushima et al. 1999b; Narushima et al. 2006).

In vitro konnte fiir viele humane Isolate eine 7a-HSDH Aktivitat gezeigt werden, mit der aus
Cholsaure 7-oxo-Deoxycholséure entstent. Dazu gehoren Bacteroides, Chlostridia und
E. coli. Die Aktivitat schwankt zwischen den Isolaten und ist zum Teil wachstumsphasenab-
héngig oder kann durch Cholséure induziert werden (Fukiya et al. 2009).

Fir den Menschen wurden trotz der weit verbreiteten 7a-HSDH Aktivitat von Bakterien nur
wenige 7-oxo-Gallensduren im Cacum nachgewiesen (Hamilton et al. 2007). Mdgliche Ursa-
che kann die Kompetition mit der 7a-Dehydroxylierung als irreversibler und energetisch fiir
die Bakterien gunstigerer Schritt sein (Ridlon et al. 2006; Hamilton et al. 2007). Sekundére
Gallenséuren wie Deoxycholséure akkumulieren beim Menschen, weil sie in der Leber nicht
rehydroxyliert werden kdnnen (Ridlon et al. 2006). Somit weist Deoxycholsdure eine langere
Halbwertszeit auf und kann sich anreichern. Es wird diskutiert, ob andere Spezies wie die
Maus eventuell die Fahigkeit besitzen, es in der Leber zu Cholsdure zu rehydroxylieren
(Hofmann et al. 2010).

1.11 Regulation von Gallensaure- und Lipidhomdostase

Cholesterin-, Lipid- und Gallensaurehomdostase unterstehen einem umfassenden Regulati-
onsmechanismus. Hierbei spielen auf transkriptioneller Ebene verschiedene Kernrezeptoren
eine Rolle. Hierzu zédhlen der Liver X Receptor o (LXRa, NR1H3 ), der Farnesoid X Receptor
(FXR, NR1H4), der Pregnane X Receptor (PXR, NR112), der Constitutive Androstane Recep-
tor (CAR, NR1I3), der Hepatocyte Nuclear Factor 4o, (HNF40, NR2A1), der Small
Heterodimer Partner (SHP, NROB2), der Peroxisome Proliferative Receptor a (PPARa,
NR1C1) und der Vitamin-D-Rezeptor (VDR, NR1I1). Bis auf SHP und HNF4 a bilden alle
diese Kernrezeptoren Heterodimere mit dem Retinoid X Receptor (RXR, RXR) und binden an
entsprechende Response Elements in der Promotorgegend der Zielgene. HNF4a bildet Homo-

dimere, die auch Uber Response Elements mit der DNA interagieren. Hingegen besitzt SHP
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keine DNA-Bindeeigenschaften, sondern bindet andere Kernrezeptoren wie HNF4a und
hemmt deren stimulierende Wirkung am Promotor (Zollner et al. 2006a).

FXR, auch als Gallens&uresensor bekannt, ist der wichtigste und am besten untersuchte Kern-
rezeptor mit Wirkung auf die Gallensdurehomoostase. Vor allem seine Rolle als Regulator bei

der Cholestase wurde ausgiebig untersucht.

FXR

FXR wurde als ein mit RXR-interagierendes Protein entdeckt, das mit zahlreichen Hormone
Response Elements interagieren kann (Seol et al. 1995). Da Intermediate des Mevalonat-
Pathways — wie Farnesol — als erste Aktivatoren entdeckt wurden, wurde er Farnesoid-X-
Rezeptor genannt. Zur Aktivierung des FXR durch Gallensauren fassen Lefebvre et al. die
widersprichlichen Publikationen zusammen. Fur Chenodeoxycholsdure konnte mit verschie-
denen Methoden die FXR-Aktivierung nachgewiesen werden, wahrend Ursodeoxycholséure
und Murocholséure unwirksam sind. Cholsaure und konjugierte Gallensduren zeigten in zell-
freien Coaktivator-Rekrutierungs-Assays keinen Effekt, jedoch unter bestimmten Vorausset-
zungen in Transfektionsassays (Lefebvre et al. 2009). An CV-1-Zellen und humanen Hepato-
zyten angestellte Untersuchungen fiihrten zu der Einschatzung, dass Chenodeoxycholsaure >
Deoxycholséure > Lithocholsaure > Cholsdure FXR aktivieren (Parks et al. 1999; Makishima
etal. 1999; Liu et al. 2014).

Das NR1H4-Gen codiert bei Mensch und Maus fiir vier Isoformen, die als FXRal und FXRo2
und FXRA1 und FXRA2 bezeichnet werden. In C57BL/6J-Méausen wurde die hochste Expres-
sion von Fxralf in der Leber gefolgt vom lleum nachgewiesen, wéhrend in Niere, Magen,
Duodenum und Jejunum nur Fxrg und in der Nebenniere Fxra exprimiert wurden. In Herz,
Lunge und Fett wurde eine schwache Expression und in Gehirn, Milz und Skelettmuskulatur
keine Expression aller Isoformen nachgewiesen (Zhang et al. 2003). Studien am Menschen
zeigten eine dhnliche Verteilung mit mittleren Leveln von FXRo/f im Dinndarm, FXRa in
Leber und Nebenniere, FXRp in Niere und Dickdarm und keiner Expression in Gehirn, Herz,
Lunge und Skelettmuskel (Huber et al. 2002).

Eine Aktivierung von FXR erfolgt intrazellular in Hepatozyten oder Diinndarmzellen Uber
Gallensauren. Dabei entfaltet FXR seine Wirkung als stimulierender Faktor direkt durch Bin-
dung an den Promotor und dadurch eine erhéhte Transkriptionsrate. FXR wirkt stimulierend
auf die Expression der Lebereffluxtransporter, etwa BSEP, MRP2, MDR3 (Mensch) und
MDR2 (Maus) sowie auf den Aufnahmetransporter OATP1B3. Auch die Genexpression der
an Schritten zur Gallensaurekonjugation beteiligten Enzyme FATP5 und BAAT und des gal-
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lensaurebindenden Proteins FABP6 (iBABP/ILBP) im Dilinndarm werden stimuliert. Seine
hemmende Wirkung entfaltet FXR in der Leber und im Dinndarm indirekt tber die Hochre-
gulation von SHP. Dieser hemmt anschlieBend die Aktivierung der Promotoren durch stimu-
lierende Faktoren wie HNF4a und LHR, indem es an diese Transkriptionsfaktoren bindet. Auf
diese Weise bewirkt FXR indirekt eine Herunterregulierung der Gallensauresyntheseenzyme
wie CYP7Alund CYP8BL, der Gallensdureaufnahmetransporter NTCP und OATP1B1 in der
Leber und ASBTs im lleum (Goodwin et al. 2000; Kalaany et al. 2006; Zollner et al. 2006a).
Ein Zusammenspiel zwischen Gallensaurekonzentration in den Dinndarmzellen und Genex-
pression in der Leber findet zusatzlich statt. So flhrt der aktivierte FXR in den Dinndarmzel-
len zu einer Hochregulation von Fibroblast Growth Factor 15 (Maus) oder FGF19 (Mensch).
Uber das Portalblut gelangt FGF in die Leber und bindet dort unter Beteiligung des Kofaktors
B-Klotho an den FGF receptor isotype 4 (FGFR4), welcher zur Hemmung der CYP7AL-
Transkription fiihrt (Chiang 2009; Stroeve et al. 2010).

Eine vereinfachte Darstellung der FXR-vermittelten Regulationsvorgénge bei Gallenséure-
uberschuss wird in Abb. 1.4 gegeben.

PXR und CAR

Diese Kernrezeptoren werden als Xenobiotikasensoren angesehen. PXR kann aber auch durch
Lithocholat aktiviert werden. Beide sind hoch in der Leber und im Darm exprimiert und wei-
sen ein stark Uberlappendes Wirkspektrum auf. Sie induzieren Gene, die flr die Detoxifizie-
rung von Gallenséduren zustandig sind. Es kommt so zu einer vermehrten Proteinsynthese von
CYP3A4, das als Phase-1-Metabolismusenzym (ber eine Hydroxylierung von Gallenséuren
die renale Elimination verbessert. Auch Phase-11-Enzyme wie Sulfotransferasen (SULT) und
UDP-Glucuronosyltransferasen (UGT) werden hochreguliert, was zu einer vermehrten Deto-
xifizierung der Gallensauren durch Sulfatierung und Glucuronidierung fuhrt (Trottier et al.
2006).

PPARa

PPARa wird stark in Geweben exprimiert, die einen hohen Fettsduremetabolismus aufweisen.
Hierzu zahlen Leber, Niere, Herz, Darm und braunes Fettgewebe (Rakhshandehroo et al.
2010). Dieser Rezeptor wird durch die Anwesenheit von Fettsduren, Eicosanoiden und Leuko-
trienen aktiviert. Uber PPARa-Aktivierung wird die Taurinkonjugation gehemmt, indem die
BAAT herunterreguliert wird und Thioesterasen stimuliert werden, hingegen wird die Sulfa-
tierung und Glucuronidierung von Gallenséuren gefordert (Solaas et al. 2004; Trottier et al.
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2006). Auch die Ausscheidung von Phospholipiden in die Galle ber MDR2 (Maus)/
MDR3 (Mensch) wird stimuliert. Die Gallensaureneusynthese hingegen wird Uber eine
PPARa-vermittelte Hemmung der CYP7A1-Expression vermindert.

HNF4a

HNF4a stellt einen wichtigen basalen Transkriptionsfaktor dar, der fur die Differenzierung
und Erhaltung von Leberzellen essenziell ist. Er stellt bei vielen Genen die basale Transkrip-
tion sicher, unter anderem auch fiir Kernrezeptoren wie FXR, PXR oder RXRa (Trottier et al.
2006). HNF4o stimuliert die Genexpression der Enzyme der Gallensduresynthese wie
CYP7A1, CYP8B1 und CYP27ALl, der Gallensaurekonjugation (BACS, BAAT) sowie der
Gallenséuretransporter (NTCP) (Inoue et al. 2006; Zollner et al. 2006a). Reguliert werden
diese Gene héufig Uber andere aktivierte Kernrezeptoren wie etwa SHP, welche die Wirkung
von HNF4a am Promotor hemmen. Gallensduren konnen auch direkt die Transkription von
HNF40 hemmen oder — wie flir Chenodeoxycholsdure gezeigt — seine Aktivitdt am Promotor
senken (Zollner et al. 2006a).

LXRa

LXRa wird am hochsten in der Leber sowie im Darmtrakt, aber auch stark in Makrophagen,
Fettgewebe, Niere, Lunge und Milz exprimiert. Seine Aktivierung erfolgt tiber Oxysterole.
Dieser Kernrezeptor ist an der Regulation des Steroltransports sowie dem Katabolismus und
der Ausscheidung von Sterolen beteiligt. Zusammen mit LHR1 erhéht er die Cyp7al-Trans-
kription im Nager — nicht im Menschen — und vermindert so den Cholesterinspiegel im Orga-
nismus durch Umsetzung in Gallensduren. Zuséatzlich wird uber die Hochregulation des
Transporterdimers ABCG5/8 die direkte Ausscheidung von Cholesterol in die Galle unter-
stitzt, wahrend im Diinndarm die Aufnahme vermindert wird. LXRa spielt generell eine Rol-
le bei der Steuerung der Prozessierung und Speicherung von Fett in der Leber und beeinflusst
auch den Glukosestoffwechsel durch Regulation des Glukosetransporters GLUT4 im Fettge-
webe (Kalaany et al. 2006; Zollner et al. 2006a).

VDR

Neben seinem namensgebenden Liganden Vitamin D kann VDR auch durch Lithocholat akti-
viert werden. Fir keine andere Gallensédure wurde dies dartber hinaus nachgewiesen. VDR
erhoht die Genexpression der Lithocholat eliminierenden und detoxifizierenden Proteine
CYP3A4, MDR3 und Sulfotransferasen (Makishima et al. 2002; Zollner et al. 2006a).
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FGERA NTCP 4 OATP1B1
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Abb. 1.4 Regulation der Gallensdurehomdostase bei Gallensduretberschuss

Stark vereinfachte Darstellung der Regulationsvorgange, die bei vermehrter Gallensaurekonzentration
in Leber- und lleumzellen auftreten. Dargestellt ist dieser Prozess fiir die humane Situation. Steigende
Gallensaurekonzentrationen fiihren zu einer Aktivierung des Kernrezeptors FXR. Dieser entfaltet seine
Wirkung direkt als Heterodimer mit RXR als Transkriptionsfaktor und induziert die Expression von
ILBP in den Zellen des Ileums sowie von Effluxtransportern (MRP2, BSEP, MDR2), gallensaurekon-
jugierenden Enzymen (BACS, BAAT) und Phase-1- und Phase-l1-Metabolismusenzymen (CYP3A4,
SULTs, UGTs). Hemmende Wirkungen werden indirekt Uber die Hochregulierung von SHP vermit-
telt, welcher die Gallensaure-Aufnahmetransportergene der Leber (NTCP, OATP1B1) sowie die Ex-
pression von Schlisselenzymen der Gallensduresynthese (CYP7A1, CYP8B1, CYP27Al) herunterre-
guliert. Im Darm wird die Transkriptionsrate der fiir ASBT und OSTo/p codierenden Gene gesenkt.
Auch eine Aktivierung von FXR im lleum kann (ber den hochregulierten FGF19, der mit dem Pfort-
aderblut zur Leber gelangt, FGFR4 vermittelt die Expression von CYP7AL hemmen.
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1.12 Zielsetzung

Nachdem SLC10A5 in die SLC10-Familie eingeordnet wurde, galt er als einziger der zu die-
sem Zeitpunkt finf Orphan Carrier dieser Genfamilie als ein potenzieller Kandidat, Gallen-
séuren zu transportieren. Denn zusétzlich zu seiner hohen Sequenzhomologie zu den bekann-
ten Gallensauretransportern NTCP und ASBT deutete auch sein mit diesen berlappendes
Expressionsmuster darauf hin. Dass er im Gegensatz zu diesen beiden gut charakterisierten
Plasmamembrantransportern wahrscheinlich intrazellulér lokalisiert sein sollte, bestarkte die-
se Vermutung sogar eher, waren doch einige intrazelluldre Transportschritte noch nicht auf-
geklart worden.

SLC10A5 war im Rahmen ihrer Dissertation am Institut fir Pharmakologie und Toxikologie
der Justus-Liebig-Universitat GielRen von Dr. Carla Fernandes kloniert und seine Transportak-
tivitat in Xenopus laevis Oozyten untersucht worden, jedoch transportierte er dabei weder
Cholsaure noch Taurocholsdure (Diss. Fernandes 2007). Weitere Untersuchungen waren in
der Abteilung Gastroenterologie und Hepatologie des University Medical Center Groningen
von Dr. Antonella Pellicoro durchgefiihrt worden, die eine Funktion von SLC10Ab5 als per-
oxisomaler Transporter annahm, jedoch aufgrund von unspezifischen Antikdrpern keine ab-
schlieBenden Aussagen zur Lokalisation treffen konnte (Diss. Pellicoro 2008).

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit standen somit auf Basis dieses Wissenstands die um-
fassende Charakterisierung des SLC10A5 hinsichtlich seiner Lokalisation und Funktion, mit
dem Fokus darauf aufzukléren, ob es sich bei SLC10A5 um einen Gallenséuretransporter
handelt.

Die Genexpression bezogen auf ganze Organe war bereits bekannt und sollte durch In-situ-
Hybridisierungesexperimente bis auf Gewebe- und Einzelzellebene verfeinert und um die
SLC10A5-Proteinexpression, bestimmt in Western-Blot-Analysen und immunhistologischen
Untersuchungen, ergénzt werden. Flr die Untersuchung der subzelluldren Lokalisation wur-
den Doppelimmunmarkierungen mit SLC10A5-Antikoérpern und Organellenmarkern in trans-
fizierten Zellen und Gewebe geplant.

Zur Aufklarung der Funktion sollten In-vitro-Transportstudien am stabil SLC10A5-
transfizierten Zellmodell erfolgen. Gleichzeitig sollte die Slc10a5-Knockout-Maus als erstes
In-vivo-Modell etabliert werden. Hierfir wurde geplant, zunéchst eine allgemeine Phanotypi-
sierung vorzunehmen, durch eine Riickkreuzung ein kongenes Mausmodell zu generieren und

dieses dann hinsichtlich seines Gallensauretoffwechsels umfassend zu untersuchen.
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2 Material

2.1 Molekularbiologie

2.1.1 PCR-Primer

Name Sequenz 5‘—3¢ Tm | Verwendung
P5-PCR-wt-7-f GACCAACCAAACCCAGCTGTTAC 65 Genotvpisieruna der
P5-PCR-Wt-8 CAGCACTTTAGGATCCTCTA 56| oo ooe Krockodt.
P5-PCR-m_L-r CAAATGCTCCAGGGAGGTAGCCA 66 Maus
P5-PCR-m-Neo3a-f GCAGCGCATCGCCTTCTATC 63

UP7-F GGCTATCTCTTTGCTCTGCTTC 60 | Expression humaner
UP7-R GCTAAATTGGCCTTGGACTGTG 60 | SLC10A5

G3PDH-F1 ACGGGAAGCTCACTGGCATG 61 | GAPDH-Kontrolle
G3PDH-R4 CCACCACCCTGTTGCTGTAG 61 | (Housekeeper)
mP5_insituSonde_f ATACCAACCTATGGAGGTGCCAC 65 Maus In-situ-Sonde 1
mP5_insituSonde _r ATCGAGGTAGGCTCTCCTGGAAC 66 -
mP5_insitu_2 f CCGGATGGGACTAGTGTTTCTGAG 67 Maus In-situ-Sonde 2
mP5_insitu_2 r ATCTCCTCACCTCCCATGTCAAGC 67 —
mP5Insitu3_f CTGGGTAGGCACACATGGTT 60 Maus In-situ-Sonde 3
mP5Insitu3_r CAACGATGTTTTCTTCCGTCCTTG 64 -
mP5Insitu4_f CATTAAACACAAGATGCCTGCG 60 Maus In-situ-Sonde 4
mP5Insitu4_r CCAGAAGCCCCAATAGAAACAC 62 -
mP5 180bpfragment f | GGCTTAGCAGGTGCATTTCACG 64 | Expression muriner
mP5 180bpfragment_r | AGCCAAGTAGATGCCCACGAAC 64 | Slc10a5 (cDNA-Ebene)

2.1.2

Real-Time-PCR-Assays

Verwendete Gene Expression Assays (Applied Biosystems)

Genname

Taqg Man Assay Nummer

Exongrenze (NCBI Ref.Seq.)

Abcbla (Maus)
Abcbl1 (Ratte)
ACTB (Mensch)
Actb (Ratte)
Hprtl (Maus)
Osto, (Maus)
Ostf (Maus)
Slcolal (Maus)
Slc10al (Ratte)
Slc10a2 (Maus)
SLC10A5 (Mensch)
Slc10a5 (Maus)
Slc10a5 (Ratte)

2.1.3

MmO00440761_m1
Rn00582179_m1
Hs01060665_g1
Rn00667869_m1
MmO00446968_m1
Mm00521530_m1
MmO00619242_m1
MmO00649796_m1
Rn00566894_m1
MmO00488258_m1
Hs01049585_s1
Mm02345249_s1

Rn02585862_s1

DNA-Polymerasen

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
DyNAzymell DNA Polymerase
Taq DNA Polymerase (recombinant)
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2-3
4-5
6-7
1-2
2-3
2-3
1-2
1-2

Finnzymes, Espao, Fl
Finnzymes, Espao, FlI
Fermentas, St. Leon-Rot
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2.1.4 Restriktionsenzyme

Apal Buffer Blue Fermentas, St. Leon-Rot
Nco Tango Buffer Fermentas, St. Leon-Rot
Notl Buffer Orange Fermentas, St. Leon-Rot
Sacl Buffer Blue Fermentas, St. Leon-Rot
Sall Buffer Orange Fermentas, St. Leon-Rot

2.15 Vektoren

pcDNAS/FRT/V5-His-TOPO (Invitrogen, Karlsruhe)

A PCR Product A

Gesamtlénge: 5.094 bp

CMV-Promotor, T7-Promotor,
TOPO-Klonierungsstelle, V5-Epitop, E}é
Polyhistidin(6x His)-Region, BGH-PolyA, I
FRT-site, SV40 early PolyA, pUC origin,
bla-Promotor, Hygromycinresistenz,
Ampicillinresistenz

pcDNAS/FRT/
V5-His-TOPO"

Quelle: pcDNA5/FRT/V5-His TOPO® TA Expression Kit
User Manual, Invitrogen, Karlsruhe

PUC ori

pOG44 (Invitrogen, Karlsruhe)

Gesamtlénge: 5.785 bp

CMV-Promotor, synthetisches Intron,

Leserahmen der FIp Recombinase (FLP), SV40, PolyA,
pUC origin, bla-Promotor, Ampicillinresistenz

Quelle: pOG44 Flp-recombinase expression vector
designed for use with the Flp-7n™ System
User Guide, Invitrogen, Karlsruhe
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pcDNAS/FRT/TO (Invitrogen, Karlsruhe)

Gesamtlénge: 5.137 bp

CMV-Promotor, TATA-Box, 2x Tetracyclin-

Operon (TetO,), BGH PolyA, FRT site,

SV40 early PolyA, pUC origin,

bla-Promotor, Hygromycinresistenz, Ampicillinresistenz

Quelle: pOG44 Flp-recombinase expression vector
designed for use with the Flp-/n™ System
User Guide, Invitrogen, Karlsruhe

pGEM-T Easy Vector (Promega, Madison, USA)

Gesamtlénge: 3.015 bp Xmnl 1994
T7 RNA-Polymerase Promotor,

SP6 RNA-Polymerase Promotor,
Lac-Operon, Ampicillinresistenz

pGEM®-T
Vector

(3000bp)

Quelle: pGEM®-T and pGEM®-T Easy
Vector Systems
Technical Manual, Promega, USA
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pGEM-T Vector (Promega, Madison, USA)

Gesamtlange: 3.000 bp Xmnl 2009

T7 RNA-Polymerase Promotor, Scal 1890 Nael 2707
SP6 RNA-Polymerase Promotor,
Lac-Operon, Ampicillinresistenz

Apal 14
Aatll 20
Sphl 26
BstZ| 31
Ncol 37
ESI]ZI 43
_ t 43
PGEM®-TEasy  /acZ sacll | 29
Vector EcoRI | 52
(3015bp)

Spel 64
EcoRl 70
Notl 77
BstZI 77
Pstl 88
Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXl [118
Nsil 127

Quelle: pGEM®-T and pGEM®-T Easy
Vector Systems
Technical Manual, Promega, USA

e
jan
1473VADE_BA

T sps

2.1.6 Verwendete SLC10A5-/Slc10a5-Konstrukte
Die folgenden SLC10A5-/Slc10a5-Konstrukte wurden am Institut fir Pharmakologie und
Toxikologie der Justus-Liebig-Universitat Giel3en hergestellt.

hSLC10A5-pcDNAS/FRT/V5-His-TOPO (hSLC10A5-V5)

Der vollstandige Leserahmen des humanen SLC10A5 ohne Stopcodon wurde von Frau Ste-
phanie Schmidt aus dem hSLC10A5-pcDNAG.2/c-EmGFP-Plasmid in den pcDNA5/FRT/V5-
His-TOPO-Vektor subkloniert.

hSLC10A5-EmMGFP-pcDNAS/FRT/TO-TOPO (hSLC10A5-GFP)

Der vollstandige Leserahmen des humanen SLC10A5 inklusive EmMGFP wurde von Frau Ste-
phanie Schmidt aus dem hSLC10A5-pcDNAG.2/c-EmGFP-Plasmid in den pcDNA5/FRT/TO-
TOPO-Vektor subkloniert.

hSLC10A5-Flag-pcDNAS5/TO (hSLC10A5-Flag)

Uber eine gezielte Mutagenese wurde die Sequenz fiir das Flag-Epitop (DYKDDDDK) an das
3‘-Ende des hSLC10A5-Leserahmens angefiigt und in den pcDNA5/TO-Vektor kloniert (Diss.
Fernandes 2007).

rSlc10a5-Stopp-pcDNAS/FRT/V5-His-TOPO (rSlc10a5)

Der vollstandige Leserahmen des Slc10a5 der Maus inklusive Stoppcodon wurde von Frau
Dr. Carla Fernandes in den pcDNA5/FRT/V5-His-TOPO-Vektor kloniert.

mSIc10a5-pcDNAS/FRT/V5-His-TOPO (mSLC10A5-V5)

Der vollstandige Leserahmen des Slc10a5 ohne Stopcodon wurde von Frau Jessica Kahn aus
Leber-cDNA einer FVB-Maus in den pcDNA5/FRT/V5-His-TOPO-Vektor kloniert.
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2.1.7 Elektrophorese

10 x TAE-Puffer

Tris 400mM 48,49

Essigséaure 11,4 ml

0,25 M EDTA, pH 8,0 100mM  40ml

ddH,0 ad 11

LB-Medium

Trypton 109 pH 7 mit NaOH einstellen
NaCl 10 g vor Gebrauch Selektionsanti-
Hefeextrakt 59 biotikum zufiigen

ddH,0 ad 11

LB-Agar

LB-Medium 11 autoklavieren, bei 60 °C
Agar-Agar 20 g Selektionsantibiotikum

zufiigen, Platten gieRen

2.1.8 Kommerziell erhaltliche Kits und Materialien

HiYield PCR Clean-up / Gel Extraction Kit SLG, Gauting

QiaPrepSpin Mini Prep Kit Qiagen, Hilden

TriReagent Sigma, Taufkirchen

RNAlater Solution Ambion, Carlsbad, USA

RNase away Reagent Ambion, Carlsbad, USA

Agilent RNA 6000 Nano Kit Agilent Technologies, Waldbronn
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

SuperScriptlll First-Strand Synthesis System for RT-PCR Invitrogen, Carlsbad, USA
RNase-Free DNase Set Qiagen, Hilden

2.2 Zellkultur

Zelllinien

HEK Flp-In T-REX 293 (Invitrogen, Karlsruhe)

Bei den HEK Flp-In T-REX 293 Zellen handelt es sich um Human Embryonic Kidney Cells
293 (HEK293), die stabil integriert eine FRT-site (aus pFRT/lacZeo-Vektor) besitzen und
konstitutiv den Tet-Repressor (aus pcDNAG6/TR-Vektor) bilden. Die Zellen wachsen adharent

einschichtig und zeichnen sich durch wenig Zytoplasma und kurze Auslaufer aus. Sie kdnnen
mit Zeocin auf die FRT-site und mit Blasticidin auf das Tet-Repressorgen selektioniert wer-

den.

HepG2
Die HepG2-Zellen (Human Hepatoma Cell Line) wurden urspringlich 1979 aus dem hepato-

zellularen Karzinom eines funfzehn Jahre alten argentinischen Jungen isoliert (Aden et al.
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1979). Sie wachsen adhérent einschichtig sowie in kleinen Aggregaten und haben sich teil-
weise die Eigenschaften von Leberzellen erhalten. Die HepG2-Zellen wurden dem Institut fur
Pharmakologie und Toxikologie von Herrn Dr. Ayub Darji aus dem Institut fir Medizinische

Mikrobiologie der Justus-Liebig-Universitat Giel3en zur Verfligung gestellt.

Puffer und Medien
HEK293-Medium

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) 5mi
HepG2-Medium

DMEM (high glucose) 174 ml
Hams F12 87 ml
FKS 10 % 20 ml
L-Glutamin (200 mM) 4 mM 4 ml
Penicillin/Streptomycin 5mi

(10.000 U/ml, 10 mg/ml)

HEPES-Puffer

HEPES 18 mM 4,77 g pH 7,3 einstellen
NaCl 120mM 7,079
KCI 5mM 0,49
KH,PO, 04mM 0,069
Na,HPO4x7H,0 0,3mM 0,08¢g
Glucose 6 mM 19
Phenolrot 0,03mM 0,019
EDTA 1 mM 0,379
ddH,0 ad 11
Trypsinlésung

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

Trypanblau 4% 49

NaCl 0,9 % 09g¢
ddH,0 ad 100 ml

Beschichtungsmedium (HEK?293-Zellen)
Poly-L-Lysin 100 pg/ml
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Beschichtungsmedium (HepG2-Zellen)

Collagen (aus dem Rattenschwanz) 80 ul
Ethanol reinst 1920 pl
2.3 Proteinisolation

Proteo Extract Native Membrane Protein Extraction Kit
ProteoJet Mammalian Cell Lysis Reagent

Sucroselésung 1 M

Sucrose 1M 342,39
ddH,0 ad 1000 ml

TrissMOPS 0,1 M

Tris 0,1M 12,19
MOPS Xg
ddH,0 ad 1000 ml

EGTA/Tris0,1 M

EGTA 0,1 M 38,19
Tris X9
ddH,0 ad 1000 ml

Intrazellularpuffer 1B¢c

Sucroselésung 1 M 20 ml
TrissMOPS 0,1 M 10 ml
EGTA/Tris 0,1 M 1ml
ddH,0 ad 100 ml

2.4 Western Blot

Puffer

4x-L&mmli-Puffer

Glycerin 40 % 49
SDS 8 % 0,8¢g
Bromphenolblau 0,008% 0,8mg
1 M Tris (pH 6,8) 0,25 M 2,5ml
-Mercaptoethanol 20 % 2 mi

Transferpuffer
10x Tris-Tricine-SDS-Electrophoresis Buffer 50 ml

100 % Ethanol 100 ml
ddH,0 ad 500 ml
10x TBS

NaCl 1370mM 12,1g
Tris 100mM 1212¢g
ddH,0 ad 11

26

Calbiochem, La Jolla, USA
Fermentas, St. Leon-Rot

Tris in 500 ml H,O lésen
pH 7,4 mit MOPS einstellen

EGTA in 500 ml H,O lésen
pH 7,4 mit Tris einstellen
(pH-Papier-verwenden)

pH 8 mit HCI einstellen
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TBST

10x TBS 100 ml
ddH,0 900 ml
Tween20 0,05 % 500 pl

Blockierldsung

Milchpulver 5% 250
TBST ad 50 ml

Kommerziell erhaltliche Agenzien

Hybond ECL (Nitrozellulose Membran) GE Healthcare,
Buckinghamshire, GB
Rotilabo Blottingpapiere 0,35 mm Roth, Karlsruhe
Roti-Mark Western Marker Roth, Karlsruhe
Roti-Mark Western HRP-Konjugat Roth, Karlsruhe
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder SM1811 Fermentas, St. Leon-Rot
(10, 15, 27, 35, 55, 70, 100, 130, 250 kDa)
Rotilumin 1 und 2 Roth, Karlsruhe
Amersham Hyperfilm ECL GE Healthcare,
Buckinghamshire, GB
Rodinal B&W Film Developer (1 : 5 mit H,0) Agfa, Leverkusen
Hypam Schnellfixierer (1 : 25 mit H,0) lIford, Cheshire, GB

2.5 Mikroskopische Verfahren

25.1 Immunbhistologische Untersuchungen

Puffer

10x Tris-Puffer

Tris-Base 30,259 pH 7,6 mit HCI einstellen
NaCl 90¢g

ddH,0 ad 11

Waschpuffer

10x Tris-Puffer 100 ml Verdrangungspipette fir
ddH,0 900 ml Triton verwenden
Triton-X-100 250 pl

Citratpuffer Stammldsung A

Citronenséure (CgHgO;xH,0) 2,19
ddH,0 100 ml

Citratpuffer Stammldsung B

Trinatriumcitrat (C¢HsO;Naszx2H,0) 7,359
ddH,0 250 ml

27



Citratpuffer

Material

Stammldsung A 7mi

Stammlésung B 41 ml

ddH,0 ad 500 ml

Kommerziell erhéltliche Agenzien

Vecstatin Elite ABC Kit Vector Laboratories,
Burlingame, USA

Peroxidase—Substratkit AEC Biologo, Kronshagen

DAKO-Pen DAKO Denmark, Glosturp, DK

Polyclonal Goat Anti-Rabbit DAKO Cytomatic, Glosturp, DK

Immunoglobulins/Biotinylated E 0432

2.5.2 Immunfluoreszenzuntersuchungen an Cryoschnitten

Puffer

4%iges PFA (Paraformaldehyd)

Paraformaldehyd 4% 49 PFA in 60°C heillem ddH,0O

ddH,0 90 ml unter NaOH-Zugabe l6sen

10x PBS 10 ml pH 7 einstellen mit HCI

Sucroselésung

Sucrose 20¢

0,1 M Phosphatpuffer ad 100 ml

Phosphatpuffer Stocklésung A

NaH,PO4xH,0 0,2 M 27,6 ¢

ddH,0 ad 11

Phosphatpuffer Stocklésung B

Na,HPO4x7H,0 0,2 M 53,6 9

ddH,0 ad 11

0,1 M Phosphatpuffer

Stocklosung A 720 ml

Stockldsung B 280 ml

ddH,0 1000 ml

Blockierlsung

0,1 M Phosphatpuffer 4,5 ml

Serum (aus Spezies des 2.AK) 10 % 500 pl

Triton-X100 0,3% 15 pl

Antikdrperldsung

0,1 M Phosphatpuffer 4,9 ml

Serum (aus Spezies des 2.AK) 2% 100 pl

Triton-X100 0,1% 5ul
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Kommerziell erhaltliche Agenzien

Ziegenserum Sigma-Aldrich, Steinheim
Eselserum Sigma-Aldrich, Steinheim
2.5.3 Immunfluoreszenzuntersuchungen an Zellen

10x PBS

NaCl 80¢g pH 7,4 mit HCI einstellen,
KCI 29 autoklavieren
Na;HPO4x7H,0 26,8 g

KH,PO, 2,44 als 1x Gebrauchslsung
dd H,O ad 11 verwenden

2%iges PFA (Paraformaldehyd)

Paraformaldehyd 2% 29 PFA in 60°C heillem ddH,0O
ddH,0 90 ml unter NaOH Zugabe l6sen,
10x PBS 10 mi pH 7 einstellen mit HCI
Puffer A

1x PBS 100 ml

Glycin 150,2 mg

Puffer A + 0,2 % Triton X-100 (je 24-Well-Platte)

Puffer A 10 ml Verdrangungspipette flr
Triton-X-100 20 pl Triton verwenden

Blockierlosung (je 24-Well-Platte)

Puffer A 22 mi
BSA 1% 220 mg
Serum (Spezies des 2. AK) 4% 880 pl

DAPI/Methanol 1 : 5000

DAPI (Img/ml ddH,0) 1:5000 10l
Methanol 50 ml

Digitonin-Permeabilisierungspuffer

Kaliumacetat 75 mM 147 ug
Magnesiumacetat 25mM 11 ug
Calciumchlorid 1.8mM  5ug
HEPES 25 mM 119 pg
Digitonin 1,2 mg
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2.6 Primarantikorper
Name Epitop gegen Spezies Hersteller
rSLC10A5-Ak C-Terminus, Ratte Ratte polyklonal | Eurogentec,
CKRPLLSTENEKAPLV Kaninchen | Seraing, B
(Auftrags-Ak)
SLC10AS5 antibody | 4. intra-zelluldrer Loop bis | Mensch polyklonal | Aviva Systems
C-terminal region 9. TMD Kaninchen | Biology, San
(hSLC10A5-AK) Diego, USA
Anti-SLC10A5 2. Halfte N-Terminus und | Mensch polyklonal | Sigma-Aldrich,
(hSLC10A5-AK) 1. TMD Kaninchen | St. Louis, USA
Anti-ATP Synthase B | intakte Rattenmito- Mensch, monoklonal | Sigma-Aldrich,
antibody chondrien Ratte, Maus | Maus St. Louis, USA
(ATP-Synthase-AK)
Anti-Calnexin C-Terminus humanes Mensch, polyklonal | Sigma-Aldrich,
(Calnexin-Ak) Calnexin (AS 573-592) Ratte, Maus, | Kaninchen | St. Louis, USA
Hund
Anti Catalase Clone aufgereinigte humane Mensch, monoklonal | Sigma-Aldrich,
CAT505 Erythrozytenkatalase Ratte, Maus, | Maus St. Louis, USA
(Katalase-Ak) Rind
Anti-COX IV —mito- | aufgereinigter mitochond- | Mensch, monoklonal | Abcam, Cam-
chondrial loading rialer Komplex IV Rind Ratte, Maus, | Maus bridge, GB
control Rind,
(COX IV-AK) Hamster
Giantin Golgi-Marker | Ratten-Giantinprotein Mensch, monoklonal | Abcam, Cam-
(Giantin-Ak) Ratte Maus brige,GB
Mouse anti-Human humaner Transferrinrezep- | Mensch, monoklonal | Invitrogen,
Transferrin Receptor | tor Ratte, Maus, | Maus Camarillo,
(TfR-AK) AS 3-28 Huhn, Chin. USA
Hamster
Anti-GAPDH C-Terminus Mensch, polyklonal | Sigma-Aldrich,
(GAPDH-AK) HQVVSSDFNSDT Maus, Hund | Ziege St. Louis, USA
Anti-Flag DYKDDDDK Flag-Tag polyklonal | Sigma-Aldrich,
(Flag-Ak) Kaninchen | St. Louis, USA
Anti-GFP rekombinantes GFP GFP-Tag monoklonal | Roche, Mann-
(GFP-AKk) Maus heim
Anti-V5 GKPIPNPLLGLDST V5-Tag monoklonal | Invitrogen,
(Maus-V5-Ak) Maus Camarillo,
USA
Anti-V5 antibody GKPIPNPLLGLDST V5-Tag polyklonal | Sigma-Aldrich,
(Kaninchen-V5-AK) Kaninchen | St. Louis, USA
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2.7 Sekundarantikorper

Name gegen Spezies Hersteller

Alexa Fluor 488 Kaninchen IgG (H+L) | polyklonal | Invitrogen, Karlsruhe
Ziege-anti-Kaninchen Ziege

Alexa Fluor 488 Maus 1gG (H+L) polyklonal | Invitrogen, Karlsruhe
Ziege-anti-Maus Ziege

Alexa Fluor 555 Kaninchen IgG (H+L) | polyklonal | Invitrogen, Karlsruhe
Ziege-anti-Kaninchen Ziege

Cy3 Kaninchen IgG (H+L) | polyklonal | Dianova, Hamburg
Ziege-anti-Kaninchen Ziege

Cy3 Maus IgG (H+L) polyklonal | Dianova, Hamburg
Ziege-anti-Maus Ziege

Esel-anti-Kaninchen Kaninchen 1gG Esel GE Healthcare, Buckinghams-
HRP-gekoppelt hire, UK

Schaf-anti-Maus Maus 1gG Schaf GE Healthcare, Buckinghams-
HRP-gekoppelt hire, UK
Kaninchen-anti-Ziege Ziege 1gG (H+L) polyklonal | Zymed Laboratories, Invitro-
HRP-gekoppelt Kaninchen | gen, Carlsbhad, USA
Ziege-anti-Maus Peroxi- | Maus 1gG polyklonal | Rockland, Gilbertsville, USA
dase gekoppelt Ziege

Ziege-anti-Kaninchen Kaninchen 1gG polyklonal | Rockland, Gilbertsville, USA
Peroxidase gekoppelt Ziege

DAPI Zellkernfarbung Farbstoff Roche Diagnostics, Mannheim

2.8

In-situ-Hybridisierung

Polymerasen/Ribonukleasen

SP6 RNA-Polymerase
T7 RNA- Polymerase

Promega, Madison, USA
Promega, Madison, USA

mit 5 x Transkriptions-Puffer und 10 mM DTT

Ribonuklease A aus bovine pancreas (RNase A)
Ribonuklease T1 aus Aspergillus oryzae (RNase T1)

Puffer
DEPC-H,O

DEPC
ddH,0

0,1%

1 M MgCl,

MgClz
DEPC-H,0

PBSM

PBS-Tablette (Sigma)
DEPC-H,0
1 M MgCl,

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

1 ml Uber Nacht riihren,
11 autoklavieren

81,49
400 ml

200 ml
1 ml
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20x SSC

Natriumcitrat
NaCl

ddH,0
DEPC-H,0O

10x TNMT

Tris-HCL
NaCl

MgC'Z
ddH,0O
Triton-X-100

SX NTB

Tris-HCI
NaCl
ddH,0

IXNTB

5x NTB
ddH,0
1 M MgCl,

4%ige Paraformaldehydldsung

Paraformaldehyd

1x PBSM
4 N NaOH
Proteinase K

Proteinase K
1x PBSM

RNAse A / RNAse T1 Stammldsung

2x SSC

RNAse A (25 mg/1 ml)
RNAse T1 (10° I. E./1 ml)

1M Levamisol

Levamisol
1x NTB

Material

88,23 ¢
175,29 ¢
ad 11

1 ml

121,19
58,4 g
4,17 ¢
ad 11
5ml

60,59
29,2 g
ad 11

20 ml
75 ml
5 ml

209
500 ml
tropfenweise

10 mg
2,5ml

10 ml
120 pl
1l

249
10 ml
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pH 9,6

bei 70 °C rihren,
NaOH zugeben,
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aliquotieren
-20°C



Material

2.9 Radioaktive Transportmessungen

Verwendete radioaktiv-markierte Gallensduren

Substanz spezifische Aktivitat [ Konzentration |fmol/dpm
(Ci/mmaol) (UM)
[’H]Cholat 30 33,33 0,01515
[*H]Deoxycholat 38 26,3 0,011962
[*H]Glycochenodeoxycholat 14 71,43 0,03247
[*H]Glycodeoxycholat 29 34,48 0,01567
[*H]Glycoursodeoxycholat 14 71,43 0,3247
[*H]Sarcosincholat 10 100 0,045455
[*H]Taurochenodeoxycholat 10 100 0,045455
[*H]Taurocholat 30 33,33 0,01515
[*H]Taurodeoxycholat 29 34,48 0,01567
[*H]Tauroursodeoxycholat 14 71,43 0,3247
[*H]Ursodeoxycholat 12 83,33 0,03788

Die verwendeten Tritium-markierten Gallensauren wurden zur Verfiigung gestellt durch
Herrn Prof. Dr. Alan F. Hofmann, University of California, San Diego, USA.

Verwendete Gallensauren

Cholat (freie Gallensédure)

Sigma, St. Louis, USA

Deoxycholat (freie Gallensdure) Sigma, St. Louis, USA
Glycochenodeoxycholat (Na-Salz) Sigma, St. Louis, USA
Glycodeoxycholat (freie Gallenséure) Sigma, St. Louis, USA
Glycoursodeoxycholat (Na-Salz) Sigma, St. Louis, USA
Taurochenodeoxycholat (Na-Salz) Sigma, St. Louis, USA

Taurocholat (Na-Salz)
Taurodeoxycholat (Na-Salz)

Roth, Karlsruhe
Sigma, St. Louis, USA

Tauroursodeoxycholat (Na-Salz) Sigma, St. Louis, USA

Ursodeoxycholat (Na-Salz)

Calbiochem, La Jolla, USA

Puffer zur Messung an Digitonin-permeabilisierten HEK293-Zellen

Intrazellularpuffer

Kaliumtartrat
Glukose

BSA
Kalziumchlorid
Ascorbinsaure
PIPES

ddH,0O

Digitonin-Puffer

Digitonin
Intrazellularpuffer

110mM  4,139¢g
5mM 0,198 g
0,2 % 0,400 g
200 uM 5,80 mg
1 mM 35,2 mg
20 mM 1,20 g

ad 200 ml

15 uM 0,461 mg in 500 pl Ethanol vorgeldst
ad 25 ml
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Transportpuffer

Mg-ATP 5 mM 42,5 mg

Intrazellularpuffer 16 ml

CaCl,-L6sung

CaCl, 200mM 0,294 g pH 7,4 einstellen mit KOH
ddH,0 10 ml

Puffer zur Messung an intakten HEK293-Zellen
Na'-haltiger Transportpuffer

NaCl 1429 mM 8,35
KCI 47mM 0,35¢g
MgSO4x7xH,0 1,2mM 0,296 g
KH,PO, 12mM 0,163 g
HEPES 20 mM 47779
CaCl; (200mM Losung) 1,8mM  9mi

Na'-freier Transportpuffer

Cholinchlorid 1429 mM 19,95¢
KClI 47mM  035g
MgSO4x7xH,0 1,2mM 0,29 g
KH,PO, 1,2mM 0,163 g
HEPES 20mM 47779
CaCl; (200 mM-L6sung) 1.8mM  9ml

Lyse und Proteinbestimmung

Lysepuffer

NaOH 1N 40,01 g
SDS 0,1% 19
ddH,O ad 11

Losung C (je 96-Well Platte)

4% Na,CO3 20 ml
1% CuSOq, 0,8 ml
2% K-Na-Tartrat 0,8 ml

Folin-Losung (je 96-Well Platte)

Folin Ciocalteu‘s phenol reagent 1ml
ddeO 3ml

2.10 Fluoreszierende Gallensauren

Cholsdaure-NBD (S3732) Marion Hoechst Roussel,
Frankfurt a. M.
Taurocholsaure-NBD (S4148) Marion Hoechst Roussel,

Frankfurt a. M.
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NBD = 4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol
Absorptionsmaximum: 464 nm, Emissionsmaximum: 512 nm

2.11 Versuchstiere

2.11.1 Mause

C57BL/6Nx129SvEVBrd F1 TIGM, College Station, TX, USA

B6.129S5-Slc10a5™ - eigene Zucht, Zentrales Tierlabor,
Justus-Liebig-Universitat GielRen

C57BL/6NTac Taconic, Lille Skensved, DK

Die Méause wurden im Zentralen Tierlabor (ZTL) der Justus-Liebig-Universitat und in der
Tierhaltung des Biomedizinischen Forschungszentrums (BFS) unter SPF-Bedingungen gehal-
ten. Die Haltung erfolgte in einem zwolfstindigen Hell-/Dunkel-Zyklus bei 22 °C und 50 %
relativer Luftfeuchtigkeit. Wasser und Futter (1324 Ratte/Maus Haltung 10 mm Pellets, Alt-
romin) stand den Mé&usen ad libitum zur Verfligung.

Die Galleausscheidungsversuche wurden vom Regierungsprésidium Gielien unter dem Ak-
tenzeichen GI118/11 Nr 99/2012 genehmigt.

2.11.2 Ratten

Bei dem fur die Immunhistologie verwendeten Rattengewebe handelte es sich um Gberschis-
siges Material von erwachsenen Wistar-Ratten, die in genehmigten Versuchen des Instituts
fir Veterindrphysiologie der Justus-Liebig-Universitat eingesetzt wurden. Dort wurden die
Tiere in Polykarbonat-TyplV-Kéfigen bei 22,5°C, 50 % relativer Luftfeuchtigkeit und zwdlf-
stindigem Hell-/Dunkel-Rhythmus gehalten. Futter (Altromin 1320, Altromin) und Wasser
standen ad libitum zur Verfligung.

Lebergewebealliquots von 200 bis 250 g schweren Sprague-Dawley-Ratten nach Gallen-
gangligatur oder LPS-Behandlung wurden bereits von Frau Stephanie Schumacher in ihrer
Dissertation auf Lebertransporterexpression untersucht und freundlicherweise von Herrn Dr.
Markus Donner aus der Klinik fiir Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie der Hein-

rich-Heine-Universitat Disseldorf zur Verfiigung gestellt (Diss. Schumacher 2011).

2.11.3  Genotypisierung der Slc10a5-Knockout-Maus

DNA-Isolation

Lysepuffer 10x

NaOH 250mM  1g¢g als 1x verwenden
EDTA-Na 2mM 74,46 mg

ddH,0 ad 100 ml
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Neutralisationspuffer 10x

Tris-HCI
ddH,0O

400 mM

2.11.4

Ketamin 100 mg/ml
Xylazin 2 %

PTFE-Schlauch 0,2 mm x 0,4 mm
Multivette 600 (EDTA-Blutréhrchen)
20 G und 25 G Kantile

1 ml Spritze

2.12 Verbrauchsmaterialien

12,5-cm?-Kulturschalen

24-Well-Zellkulturplatten
25-cm?-Kulturschalen
75-cm?-Kulturschalen
96-Well-Mikrotiterplatten
CryoPure Gefalle, 2 ml
Deckglaschen, 12 mm
Einmalhandschuhe

Einmalspritzen

Einwegkantlen

Einwegskalpell

Filterpapier

MicroAmp Optical 96 Well Reaction Plate
Minivial (PonyVial (H/I)
Nitrilhandschuhe

Objekttréger

Objekttrager Superfrost Plus
Parafilm

Pasteurpipetten, Glas
Pasteurpipetten, Plastik
PCR-tubes, 0,2 ml

Petrischalen

Pipettenspitzen

Reaktionsgeféle (1,5; 2; 15; 50 ml)
Serologische Einmalpipetten (5; 10; 25 ml)
Sterilfilter, 0,22 um

UVetten

Zellschaber, 25 cm

6,39
ad 100 ml
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als 1x verwenden

Galleausscheidungsversuch Slc10a5-Knockout-Maus

CP-Pharma, Burgdorf
Ceva, Dusseldorf

Bola, Griinsfeld

Sarstedt, Nimbrecht

Henke Sass Wolf, Tuttlingen
Braun, Melsungen

BD Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, USA
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Sarstedt, NUmbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Braun, Melsungen

Henke Sass Wolf, Tuttlingen
Megro, Wesel

Roth, Karlsruhe

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

Roth, Karlsruhe

Menzel, Braunschweig

Roth, Karlsruhe

MAGYV, Rabenau

Brand, Wertheim

Nerbe Plus, Winsen/Luhe
Nerbe Plus, Winsen/Luhe
Nerbe Plus, Winsen/Luhe
Sarstedt, NUmbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, NUmbrecht
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nimbrecht
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2.13 Chemikalien

Acrylamid Rotiphorese Gel 30

Agar-Agar

Agarose, Ultra Pure

Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

Bromphenolblau

Bovines Serumalbumin (BSA)
Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl,x2H,0)
Citronenséure-Monohydrat (CgHgO7xH,0)
Collagen (aus dem Rattenschwanz)

4’ 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Deionisiertes Formamid

Denhardt’s Solution 50x (BFP)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dextransulfat

D-Glucose
Dinatriumhydrogenphosphat-Heptahydrat
(NazHPO4X7H20)

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Essigséaure

Essigsaureanhydrid

Ethanol (99,5 %)
Ethidiumbromid

Fetales Kalberserum (FKS)

Folin & Ciocalteu's Phenol Reagenz
Formamid

Gel Red

Gentamicin

Glycerin

Glycin

Hams F12 Nutrient Mixture

Hefeextrakt

Hefe-tRNA (Ribonucleic acid, transfer from
baker's yeast S. cerevisiae, 10 mg/ml)
HEPES

Immersionsol fur die Mikroskopie
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Isopropanol

Kaisers Glyceringelatine

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO4)
Kaliumhydroxid (KOH)
Kalium-Natrium-Tartrat (C4H;KNaOg)
Kupfer(Il)sulfat-Pentahydrat (CuSO4x5H,0)
Lachssperma-DNA (Deoxyribonucleic acid,

single stranded from salmon testes, 9-11 mg/ml)
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Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Carlsbad, USA
Serva, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Serva, Heidelberg
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Fluka, Buchs, CH
Serva, Heidelberg
Roche, Mannheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Gibco (Life Technologies),
Paisley, GB

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Biotium, Hayward, USA
Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Gibco (Life Technologies),
Paisley, GB

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe
Leica, Wetzlar
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
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L-Glutamin (200mM)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCIx6H,0)
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgCIx7H,0)
Methanol

Milchpulver

Natriumcarbonat (Na;COg)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs,
Natriumhydroxid (NaOH)

NBT-BCIP

Opti-MEM | Reduced Serum medium

Paraformaldehyd

PBS-Tabletten

Penicillin/Streptomycin (10000 I. E./ml / 10 mg/ml)
Poly-L-Lysin hydrobromid

Ponceau S Solution

ProLong Gold Antifade

Protease Inhibitor Cocktail

RNA-later

RNAse away

Rotiszint 22 eco Szintillatorol

Salzsaure (HCI)

SOC-Medium

Sodiumdodecylsulfat, SDS

R-Mercaptoethanol

Stickstoff, flussig

TEMED, N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Triethanolamin

Trinatriumcitrat-Dihydrat (CgHsNazO7x2H,0)
Tri Reagent

Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)
Tris-HCI

Triton-X-100

Trypanblau

Trypsin

Tryptone/Peptone

Tween 20, Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
Wasser fir die Molekularbiologie

X-Gal, 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-R-D-Galaktosid

2.14 Verwendete Gerate

7300 Real Time PCR System
Autoklav Sanoclav

Autoklav Systec 3150 EL
Benchmark Microplate Reader
BioPhotometer

Brutschrank

CO,-Inkubator Nuaire US AutoFlow
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PAN Biotech, Aidenbach
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

KPL, Gaithersburg, MD, USA

Gibco (Life Technologies),
Paisley, GB

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
PAN Biotech, Aidenbach
Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Ambion, Austin, USA
Molecular Bio Products,
San Diego, USA

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Carlsbad, USA
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Messer, Griesheim
Serva, Heidelberg
Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fluka, Seelze

Gibco, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot

Applied Biosystems, Darmstadt

Wolf, Geislingen
Systec, Wettenberg
Bio-Rad, Minchen
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau

Integra Biosciences, Ziters, CH
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CO,-Inkubator

Divac 2.4L Vakuumpumpe
Einbettautomaten EG1160
Electrophoresis Power Supply EPS600

Elektrophorese-Kammer 14,5 cm x 6,5 cm
Elektrophorese-Kammer 35,5 cm x 11,0 cm
Fluoreszenz Mikroskop DM5500B mit

Software LAS AF 6000 mit 3D Deconvolution fur
S/W-Kamera DFC340FX sowie

Filter A4 UV (Ex: BP 360/40, BS: 400, Em: BP 470/40)

Filter L5 (Ex: BP 480/40, BS: 505, Em: BP 527/30)
Filter Y3 (Ex: BP 545/30, BS: 565, Em: 610/75)
Objektiv N PLAN 5x/0.12

Objektiv HCX PL FL 10x/0.25 PH1

Objektiv HC PLAN APO 20x/0,70

Objektiv HCX PL APO 40x/0,85 CORR, 0,11-0,23
Software LAS V3.8 flr Farbkamera DFC320
Flussigkeitsszintillationszéhler Wallac 1409
Gefriermikrotom HM-500-0

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

HI1 221 Calibration Check Microprocessor pH Meter
Homogenisator Ultraturrax T25

Image Master

Sterilwerkbank, Clean Air, Typ DLF-REL 6
Sterilwerkbank, DanLAF VFR 1806
Sterilwerkbank, NU-437-500-E
Magnetrihrer IKAMAG RCT

Mikroskop Fluovert

Mikroskop M3Z

Neubauer Zéhlkammer

Operationsbesteck

PerfectBlue Semi Dry-Blotter Sedec M 20 cm x 20 cm

PerfectBlue Doppelgelsystem Twin L, 20 cm x 20 cm
PerfectBlue Doppelgelsystem Twin S, 10 cm x 10 cm
Pipetten (2, 10, 20, 100, 200, 1000, 5000 pl)

Pipettierhilfe Pipettboy Acu
Potter-Elvehjem PTFE Homogenisator 8 ml
Rotationsmikrotom RM 2123 RT
Spannungsgeber (0-200 mA, 1 kV, 150 W)
Spannungsgeber EPS 3500
Streckwasserbad TFB 45

Taumler Heidolph Polymax 1040
Thermocycler PeqStar 2x Gradient
Thermocycler Primus 96 advanced gradient
Thermomixer comfort
UV-Transilluminator

Vortex VF 2
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New Brunswick Scientific,
Edison, USA

Leybold, Kdln

Leica, Wetzlar

Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, GB
Werkstatt MZI, GieRRen
Werkstatt MZI, GieRRen
Leica, Wetzlar

Pharmacia, Freiburg
Microm, Walldorf
Werkstatt MZI, Giellen
Hanna Instruments, Kehl am Rhein
IKA, Staufen

Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, GB

Heraeus, Hanau

Claus Damm, Fredensborg, DK
Nuaire, Plymouth, USA

IKA, Staufen

Leica, Wetzlar

Wild, Heerbrugg

Roth, Karlsruhe

diverse

PegLab, Erlangen

PeqLab, Erlangen

PegLab, Erlangen

Gilson, Middleton, USA, oder
Sartorius (Biohit), Rosbach
Integra Biosciences, Ziters, CH
Sigma, Steinheim

Leica, Wetzlar

Werkstatt MZI, Giellen
Pharmacia Biotech, Uppsala, SE
Medite Medizintechnik, Burgdorf
Heidolph, Schwabach

PegLab, Erlangen

PegLab, Erlangen

Eppendorf, Hamburg

Bachofer, Reutlingen

Janke und Kunkel, Staufen



Material

Vortexer MS3 Ika, Staufen

Waage AE 240 Delta Range Mettler-Toledo, GielRen
Waage C-30 Microbalance Cahn Instruments, Cerritos, USA
Waage Precisa 3000C-6000D DAK-Qerlikon, Zirich, CH
Wérmeplatte LKB, Bromma, SE
Warmeplatte Werkstatt MZI, Giellen
Wasserbad Memmert, Schwalbach
Wasserbad SW21 Julabo, Seelbach
Zentrifugen:

Kihlzentrifuge 5471 R Eppendorf, Hamburg
Tischzentrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg

2.15 Bioinformatische Programme

Programme fur die Vorhersage der Sortierung von Proteinen

CELLO (Yu et al. 2006)
http://cello.life.nctu.edu.tw

Euk-mPLoc 2.0 (Chou et al. 2010)
www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/euk-multi-2/

Y-Loc (Briesemeister et al. 2010a; 2010Db)

http://abi.inf.uni-tuebingen.de/Services/YLoc/webloc.cgi

Target Signal Predictor
http://www.peroxisomedb.org/Target_signal.php

PSORTII (Nakai et al. 1992)
http://psort.hgc.jp/
MultiLoc (Hoglund et al. 2006)

http://abi.inf.uni-tuebingen.de/Services/MultiLoc

Programme fir die Signal-Peptidvorhersage

SignalP 4.0 (Petersen et al. 2011)
www.cbs.dtu.dk/services/SignalP

PrediSi (Hiller et al. 2004)
www.predisi.de

TargetP 1.1 (Nielsen et al. 1997,
www.cbs.dtu.dk/services/TargetP Emanuelssonet al. 2007)

Programme fir die Sequenzauswertung

BLAST ,,protein blast™, NCBI (Altschul et al. 1990)
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

DNAStar Version 8.0.2 (MegAlign, EditSeq) Lasergene, Madison, USA
Oligo 4.0 Wojciech Rychlik, Oslo, NO
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) kdnnen spezifische DNA-Abschnitte amplifiziert
werden. Dabei werden zum gewiinschten DNA-Abschnitt komplementére Primer angelagert,
von denen aus eine DNA-abhéngige DNA-Polymerase einen komplementaren DNA-Strang
aus im Puffer vorhandenen dNTPs synthetisiert. PCR-Reaktionen wurden zur Amplifikation
von DNA-Abschnitten fir die Klonierung verwendet (siehe 3.1.5). Hierfiir wurde die Phusion
High-Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes) mit ,,Proof Reading“-Funktion (5‘—3°-Exo-
nucleaseaktivitat) fiir eine geringere Fehlerquote gemalR Herstelleranleitung eingesetzt. Zur
Kontrolle der Genexpression und flr die Genotypisierung der Slc10a5-Knockout-Maus (siehe

3.8.3) diente eine Tag-Polymerase (Taq DNA Polymerase (recombinant), Fermentas).

Auswahl der Primer

Die Primer wurden mit dem Computerprogramm Oligo 4.0 ausgewdhlt. Dabei wurde darauf
geachtet, dass die Primer eine L&nge von 20 bis 25 bp aufwiesen, am 3°-Ende ein G oder C
trugen, der GC-Gehalt zwischen 50 und 60 % und die Schmelztemperatur T, im Bereich von
55 bis 65 °C lag. Primer mit moglichst geringen komplementéren Abschnitten zu sich selbst
oder dem Partnerprimer wurden bevorzugt, um die Bildung von stabilen Dimeren und Loops
zu verhindern. Die Primer wurden entweder von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) oder

Metabion (Martinsried) synthetisiert.

3.1.2 Real-Time-PCR

Zur Bestimmung der Genexpression von Zelllinien und Geweben wurde die quantitative Real-
Time-PCR benutzt. Beim Applied Biosystems 7300 Real-Time-PCR-System und der Ver-
wendung von Gene Expression Assays wird folgendes Prinzip angewendet: Die verwendeten
Assays enthalten zwei genspezifische Primer wie in einer konventionellen PCR, durch die es
zu einer Vervielfaltigung des umspannten DNA-Abschnitts kommt. Zusatzlich ist eine kurze
DNA-Sonde enthalten, die am 5°-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fam und am 3°-Ende
mit einem nicht-fluoreszierenden Quencher markiert ist. Solange sich der Fluoreszenzfarb-
stoff und der Quencher durch die Sonde verbunden in raumlicher Néhe zueinander befinden,
wird die Anregungsenergie auf den Quencher Ubertragen und die Fluoreszenz unterdriickt.
Sowohl Primer als auch Sonde binden an den komplementdren DNA-Strang der Probe. Bei

der Elongation vom angelagerten Primer ausgehend, baut die DNA-Polymerase durch ihre
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5‘—3°-Exonuklease-Funktion die Sondennukleotide ab. Dabei wird der Fluoreszenzfarbstoff
Fam vom Quencher getrennt und emittiert nach Anregung eine rote Fluoreszenz, die vom
Real-Time-PCR-Gerét gemessen werden kann. Die Stérke des Fluoreszenzsignals steigt dabei
proportional mit der Vervielfaltigung der DNA an. Wird die Fluoreszenz als Funktion zur
Zyklenzahl grafisch dargestellt, steigt nach einer gewissen Latenzphase die Fluoreszenz ex-
ponentiell an (Verdopplung der Fluoreszenz je Zyklus) bis zu einer Plateauphase, in der kein
weiterer Fluoreszenzzuwachs detektiert werden kann. Im exponentiellen Abschnitt des Gra-
phen wird ein definiertes Fluoreszenzlevel festgelegt und die Zyklenzahl bestimmt, bei der
dieses Level erreicht wird. Diese Zyklenzahl wird als Signal Threshold Cycle (C+) bezeichnet
und ist umgekehrt proportional zur Expression des Gens.

Bei der Methode der relativen Quantifizierung wird der Cr-Wert des Zielgenes auf den C+-
Wert eines endogenen Kontrollgens bezogen. Diese relative Expression wird dargestellt
durch:

ACt= Crt Zielgen — Cyendogenes Kontrollgen

Die ACt-Werte lassen sich schlecht direkt miteinander vergleichen, sodass sie vor ihrer Dar-
stellung meist transformiert werden. Die einfachste Transformation ist die Berechnung des
2°“T_Wertes. Hierdurch werden die ACt-Werte linearisiert und kénnen leicht untereinander
verglichen werden. Sollen die Werte mit einem Kalibrator (am niedrigsten exprimiertes Gen
oder Organ mit der niedrigsten Expression) verglichen werden, kann der AACt Wert be-
stimmt werden, indem der ACt-Wert des Kalibrators vom ACt-Wert des Zielgens abgezogen

wird. Nach einer Transformation durch 244¢T

ergibt sich die relative Expression des Zielgens
als die x-fache Expression des Kalibrators.
Die Bestimmung der relativen Expression wurde im 96-Well-Format auf dem Abi Prism 7300

durchgefiihrt. Die synthetisierte cDNA wurde 1 : 5 verdinnt und folgendem Reaktionsansatz

zugegeben:

TagMan Gene Expression Master Mix 12,5 ul
ddH,0 6,25 pl
TagMan Gene Expression Assay 1,25 ul
cDNA 5 ul

Im TagMan Gene Expression Mastermix sind bereits Puffersubstanzen, MgCl,, dNTPs, die
DNA-Polymerase und der Fluoreszenzfarbstoff ROX als interner Standard enthalten. Die
TagMan Gene Expression Assays enthalten die Primer und die Sonde als 20-faches Konzen-

trat.
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Die 96-Well-Platte wurde nach dem VerschlieRen mit einer Klebefolie gevortext, kurz anzent-

rifugiert und die PCR im ABIPrism7300 nach folgendem Schema durchgefihrt:

Denaturierung 10 min 95 °C
Denaturierung 155 95 °C
Primer-Anlagerung/Fluoreszenzdetektion 1 min 60 °C } 40x

Die Auswertung der relativen Quantifizierung erfolgte wie oben beschrieben und wurde teil-
weise mit der 7300 System SDS RQ Study Software (Applied Biosystems) durchgefiihrt.

3.1.3 Agarose-Gelelektrophorese

Mit der Agarose-Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente ihrer GroRe nach aufgetrennt
und kénnen nach deren Anfarbung durch einen interkalierenden Farbstoff beurteilt oder fir
weitere Schritte aus dem Gel extrahiert werden. Die Elektrophorese wurde in 0,9%igen
(>1.000 bp) bis 2%igen (<500 bp) Agarosegelen durchgefihrt. Hierflr wurden 0,9 bis 2 ¢
Agarose pro 100 ml 1x TAE-Puffer eingesetzt, durch Aufkochen geldst, und nach leichtem
Abkihlen wurde das Gel im Gelschlitten gegossen. Das erhértete Gel wurde in die mit 1x
TAE-Puffer beflllte Gelkammer eingesetzt, und die Proben wurden mit 6x Ladepuffer ver-
setzt aufgetragen. Als GroRenstandard wurde der Gene Ruler DNA Ladder Mix (Fermentas)
aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte mit 5 bis 10 V/cm, bis die Bromphenolfront zweli
Drittel bis drei Viertel des Gels durchlaufen hatte. Danach wurden die Gele fiir 5 bis 20 min
in Ethidiumbromid (1 pg/ul) gefarbt und fir die gleiche Zeit gewassert oder in GelRed-
Losung (Biotium) inkubiert. Die Visualisierung erfolgte mit dem Geldokumentationssystem

Image Master.

3.14 Gel-Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Die Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen erfolgte mit dem HiYield PCR Clean-up/Gel
Extraction Kit (SLG). Hierfir wurde das 0,9%ige Gel nach fiinfmindtiger Farbung auf den
UV-Transilluminator gelegt, und es wurden die DNA-Banden sichtbar gemacht. Die ge-
wiinschte Bande wurde mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein 2-ml-Reaktionsgefal
uberflhrt. Nach Zugabe von 500 ul DF-Puffer erfolgte die Auflésung der Agarose flr 15 min
bei 60 °C im Wasserbad. 800 pl wurden auf ein Bindesdaulchen des Kits tUbertragen und fur
30 s zentrifugiert. Es folgte ein Waschschritt mit 400 pl W1-Puffer und 600 pl Waschpuffer,
der nach 1 min Inkubation ebenfalls 30 s abzentrifugiert wurde. Das Trocknen des Filters er-

folgte durch 30s Zentrifugation. AnschlieBend wurden 40 pl Elutionspuffer dazugegeben,
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2 min inkubiert und 2 min in ein 1,5-ml-Reaktionsgefal durch Zentrifugation eluiert. Alle

Zentrifugationsschritte wurden bei 16.100 g ausgefiihrt.

3.1.5 DNA-Klonierung

3.151 TA-DNA-KIlonierung

Bei der TA-Klonierung verwendet man einen linearisierten Vektor, an dessen Enden sich 3°T-
Uberhénge befinden. Inkubiert man diesen zusammen mit einer DNA-Ligase und mit einem
PCR-Produkt, welches A-Uberhange aufweist, findet eine Ligation zwischen den Uberhingen
statt.

Zur Erzeugung der A-Uberhange wurden 10 pl gelaufgereinigtes PCR-Produkt mit 11,5 pl
ddH,O verdunnt und mit 0,5l 10-mM-dATPs, 2,5l 15-mM-Puffer und der DNA-
Polymerase Dynazyme Il (Finnzymes) 20 min bei 72 °C im Wasserbad inkubiert.

Fur die Ligationsreaktion wurden 2 pl aus diesem Ansatz mit 1 pl ddH,0, 5 ul Rapid Ligati-
on Buffer, 1 pl T4 Ligase und dem pGEMT (Easy) Vector (Promega) vermischt und fir 1 h

bei Raumtemperatur inkubiert.

3.15.2 Transformation

Um die E. coli TOP10 Bakterienzellen zu transformieren, wurden die 50 pl Zellsuspension in
ihrem Schraubdeckelgefal fur 5 min auf Eis angetaut und dann mit 2 pl Ligationsansatz ver-
setzt. Nach 30 min Inkubation auf Eis erfolgte der Hitzeschock fiir 45 s bei 42 °C im Wasser-
bad gefolgt von 2 min Abkuhlen auf Eis. Dann wurden 250 pl SOC-Medium dazugegeben,
und die Suspension wurde fir 1 h bei 37 °C mit 220 rpm im Inkubator geschiittelt. LB-Platten
mit 100 pg/ml Ampicillin wurden mit 20 pul 50 mg/ml XGal und 100 pl 100mM IPTG pro
Platte vorbehandelt und auf 37 °C vorgewarmt. Jeweils 50 pl oder 150 pl Transformationsan-
satz wurden darauf ausplattiert und die Platten bei 37 °C im Brutschrank tber Nacht inku-
biert.

Da der Vektor ein Ampicillinresistenzgen tragt, konnen Bakterien, die erfolgreich transfor-
miert wurden, auf den Ampicillin-haltigen Agarplatten wachsen. Gleichzeitig tragt der Vektor
die codierende Sequenz der B-Galaktosidase, welche durch den Einbau des PCR-Produkts
unterbrochen wird. Bakterienkolonien, die den Leervektor tragen, konnen also mithilfe der
B-Galaktosidase XGal zu einem blauen Farbstoff (5,5'-Dibromo-4,4'-Dichloro-indigo) um-
wandeln. Wurde jedoch ein PCR-Produkt in den Vektor ligiert, erscheinen die Kolonien weil}
(sogenanntes Blue-White-Screening). Es wurden mehrere weie Kolonien in Ubernachtkultu-

ren in LB-Medium mit Ampicillin (1 pl/ml) fir eine Mini-DNA-Préparation angesetzt.
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3.1.6 Mini-Praparation von Plasmiden

Die Plasmidpréparation im MinimaRstab dient dazu, die in den Bakterienzellen vermehrten
Plasmide zu isolieren und aufzureinigen. Hierflr wurde das QiaPrepSpin Mini Prep Kit (Qi-
agen) verwendet, bei dem die Bakterienzellwande zunéchst durch eine alkalische Lyse aufge-
schlossen werden und anschlielend die Plasmid-DNA an eine Silikamembran gebunden wird.
Die Minipraparation wurde streng nach Protokoll durchgefiihrt. 2 ml Bakteriensuspension
wurden in einem 2-ml-ReaktionsgefaR bei 7.500 g 3 min zentrifugiert, der Uberstand verwor-
fen und das Bakterienpellet in 250 pl P1+RNAse resuspendiert. Nach Zugabe von 250 pl P2
und sofortigem sechsmaligen Invertieren, folgte die Neutralisation mit 350 pl N3 auch unter
sechsmaligem Invertieren. Zelldetritus wurde bei 15.700 g fir 10 min abzentrifugiert und der
Uberstand auf ein Saulchen gegeben und bei voller Geschwindigkeit (16.100 g) 1 min zentri-
fugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Analog hierzu erfolgte das Waschen der im S&ul-
chen befindlichen Silikamembran jeweils durch Zugabe von 500 pl PB und dann 750 ul PE.
Das leere Saulchen wurde fur 1 min trockenzentrifugiert und die Plasmid-DNA mit 50 pl EB
oder ddH,0O in ein 1,5-ml-Reaktionsgefal} durch Zentrifugation eluiert und bei —20°C gela-
gert.

3.1.7 Nukleinsdure-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde photometrisch mit dem BioPhotometer (Eppen-
dorf) bestimmt. Hierzu wurde die zu messende Probe mit ddH,O oder 10 mM Tris-Ldsung
verdiinnt und die optische Dichte bei 260 nm gemessen. Die Konzentration wurde daraus
nach folgender Formel ermittelt:

OD,40 * E * Verdiinnungsfaktor
1000 pl

Konzentration [ug/pl] =

E = Extinktionskoeffizient, Epna = 50 pg, Erna =40 pg

Die Reinheit der Nukleinsauren kann tber den Quotient OD,0/OD2go bestimmt werden. Fir
reine DNA liegt er bei 1,8 und fir RNA bei 2,0.

3.1.8 Sequenzierung

Zur Sequenzierung von Plasmiden wurden 1 bis 3 pg Plasmid-DNA auf 30 pl Gesamtvolu-
men verdunnt und in einem 1,5-ml-Reaktionsgefall an GATC Biotech, Konstanz versendet.
Sequenzierprimer in einer Konzentration von 10 pmol/ul wurden mitgeschickt oder aus den
bei GATC vorratigen Primern ausgesucht. Die Ergebnisse wurden elektronisch im FASTA-
Format und als Chromatogramme bezogen und mit den Programmen DNA-Star und Finch-

TV ausgewertet.
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3.1.9 Isolation von totaler RNA

Die Isolation von totaler RNA aus Zellen und Gewebe wurde mit TRI-Reagent durchgefuhrt.
Hierbei handelt es sich um eine einphasige Loésung, die Phenol und Guanidinthiocyanat ent-
hélt und nach Zugabe von Chloroform drei Phasen ausbildet. So lassen sich aus einer Probe
RNA, DNA und Proteine isolieren.

Zum Isolieren von RNA aus Zellen wurden finf Millionen Zellen ausgezéhlt, bei 960 g fir 5
min pelletiert und danach in 1 ml TRI-Reagent durch auf- und abpipettieren lysiert. Zum Iso-
lieren von RNA aus Gewebe wurden 50 bis 200 pug Gewebe in 2 ml TRI-Reagent mit dem
Rotor-Stator Ultraturrax in einem 15-ml-Reaktionsgefa® homogenisiert und in ein 2-ml-
Reaktionsgefa® umgefullt. Bei beiden Protokollen wurden unldsliche Bestandteile bei
12.000 g fur 10 min bei 4 °C herunterzentrifugiert und je 1 ml Uberstand in ein 2-ml-
Reaktionsgefal uberfuhrt. Die Zelllysate wurden flr 5 min stehen gelassen, um Nukleo-
Proteinkomplexe dissoziieren zu lassen. Nun wurde 0,2 ml Chloroform dazugegeben, 15 s
geschiittelt, und die Proben wurden fiir 10 min (Zellen) oder 4 min (Gewebe) stehen gelassen.
Zur Phasentrennung erfolgte die Zentrifugation bei 12.000 g fur 15 min bei genau 4 °C. Die
obere klare wassrige Phase enthdlt die RNA. Diese wurde in ein neues RNAse-freies 2-ml-
Reaktionsgefal tberfuhrt. Die in der mittleren weiRen Schicht enthaltene DNA wurde ver-
worfen und die unterste organische Phase bei —80°C eingefroren zur spateren Proteinisolation.
In die wéssrige Phase wurden 0,5 ml Isopropanol je 1 ml TRI-Reagent dazupipettiert, kréftig
geschuttelt und 10 min stehen gelassen. Der folgende Zentrifugationsschritt bei 12.000 g fur
10 min bei 4 °C pellettiert die geféllte RNA. Das Pellet wurde dann mit 2 ml 75%igem Etha-
nol gewaschen, das Ethanol abgezogen und das Pellet luftgetrocknet und in DEPC-Wasser (10
bis 50 ul je nach Grole) gelost. Die Konzentration wurde photometrisch bestimmt (siehe Ka-
pitel 3.1.7.).

3.19.1 Aufreinigung der RNA und DNAse-Verdau

RNA, die fir Applikationen wie die Arrayanalyse oder die c-DNA-Synthese mit anschlieRen-
der Real-Time-PCR eingesetzt werden soll, muss besonders rein und frei von Verunreinigun-
gen wie Phenol oder DNA sein. Besonders bei Genen, die wie SLC10A5 nur ein codierendes
Exon enthalten, kann genomische DNA sonst zu falsch positiven Ergebnissen fiihren, da die
Real-Time-PCR-Sonden nicht Uber die Exon-Grenzen gesetzt werden kénnen. Um dies zu
gewahrleisten, wurde ein séulchenbasiertes Aufreinigunssystem (RNeasy Mini Kit, Qiagen)

verwendet.
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Zunéchst erfolgte die DNAse-Digestion mit DNAse | aus dem RNase-Free DNase Set (Qi-
agen), bei dem 1500 Kunitz Units in 550ul RNAse freiem Wasser gelost wurden. Dazu wur-
den ungeféhr 50 pg RNA in 87,5 pl Volumen mit 10 pl RDD Puffer und 2,5 pl RNAse L6-
sung vermischt und bei Raumtemperatur 10 min inkubiert.

Zu diesem Ansatz wurden 350 pl RLT-Puffer (mit 1% B-Mercaptoethanol) und 250 pl
100%iger Ethanol gegeben, gemischt und sofort auf die S&ulchen gegeben und mit 11.500 g
zentrifugiert. Die Sdulchen wurden darauf zweimal mit 500 ul RPE-Puffer gewaschen
(11.500 g) und danach fir 2 min trockenzentrifugiert. Das Sammelréhrchen wurde gegen ein
neues getauscht und noch einmal 1 min zentrifugiert und einige Minuten offen stehen gelas-
sen, um sdmtliche Pufferreste zu entfernen.

Die reine RNA wurde mit 2 x 20 ul RNAse-freiem Wasser (2 min l6sen lassen, 1 min zentri-
fugieren mit 11.500 g) eluiert. Die Konzentration und Reinheit wurden photometrisch be-

stimmt, und die RNA wurde bis zur Verwendung bei —80 °C gelagert.

3.1.9.2 Qualitatskontrolle der RNA

Die Qualitat der RNA wurde mit dem Bioanalyzer (Agilent), einem Kapillarelektrophorese-
gerat, unter Verwendung des RNA 6000 Kits bestimmt. Wie bei einem klassischen RNA-Gel
kann das Bandenmuster der RNA als Gelbild dargestellt werden oder die RNA mit den zweli
typischen Peaks der 18S- und 28S-RNA als Chromatogramm gezeigt werden. So lasst sich
erkennen, ob die RNA intakt oder degradiert vorliegt. Zusétzlich wird (ber den RIN-Wert
(RNA Integritdtsnummer), eine nach einem bestimmten Algorithmus automatisch berechnete
Kennzahl, ein vergleichbarer Wert fir die Integritat der RNA geliefert (Schroeder et al. 2006).
Die Analyse wurde strikt nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Zunachst wurden dazu 65 pl-
Gelalliquots durch Zentrifugation der RNA-Gel-Matrix durch ein mitgeliefertes Filterrohr-
chen bei 1.500 g fiir 10 min hergestellt. Diese wurden mit 1 pl auf Raumtemperatur erwarm-
tem RNA-dye-Konzentrat vermischt. Der Chip wurde dann durch inverses Pipettieren blasen-
frei mit 9 pl des Gels beladen, welches durch Uberdruck aus einer Spritze in der Chip Pri-
ming Station in die Kapillaren des Chips gepresst wird. Weitere zwei Wells wurden mit 9 pl
Gel befillt. In die Wells fir die Proben und die RNA-Leiter wurden danach je 5 pl RNA
Marker geflllt und dann 1 pl RNA-Leiter oder RNA dazu gegeben. Die RNA wurde vorher
auf unter 0,5 pg/ul verdinnt und bei 70 °C fiir 2 min hitzedenaturiert. Nach Vortexen fur
1 min bei 2.400 rpm auf dem IKA MS3 Vortexer erfolgte direkt die Analyse auf dem Bioana-
lyzer mit der Agilent 2100 Expert Software und dem Programm ,,Eukaryote Total RNA Na-
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no“. Die RNA wurde danach nach dem RIN-Wert klassifiziert und in gut (Uber 8), mittel (6
bis 8) und schlecht (unter 6) eingeteilt (Abb. 3.1).

[FU] [FU]
250
200 15 : 10
150 10
100 5

50 A - !
0 x : : \Ip . 0 / . ; Tz:— - 0=t ; < \!r:\’ oy
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
20 25 30 35 40 45 50 55 60 [s] 20 25 30 35 40 45 50 55 60 [s] 20 25 30 35 40 45 50 55 60 [s]

Abb. 3.1 Qualitatstiberprifung der RNA

Die RNA wird ihrer GroRe nach durch die Kapillarelektrophorese aufgetrennt. Die Ergebnisse werden
im Elektropherogramm als Fluoreszenzeinheit gegen die Zeit aufgetragen oder in ein Gelbild umge-
wandelt. Beispielhaft sind aufgetragen eine RNA guter Qualitit mit RIN 9,4 (A), eine mittlere mit RIN
7,0 (B) und eine schlechte mit RIN 5,5 (C).

3.1.10 cDNA-Synthese

Die hergestellte RNA wurde mithilfe des SuperScriptlll First-Strand Synthesis System for RT-
PCR (Invitrogen) in cDNA umgeschrieben, welche dann in klassische PCR- oder Real-Time-
PCR-Reaktionen eingesetzt wurde. Die Verwendung unspezifischer Random Hexamer Primer
erlaubt es, ungerichtet die totale RNA in cDNA zu kopieren, sodass der Gehalt der cDNA-
Transkripte dem der Ausgangs-RNA entspricht.

Die RNA-Konzentration wurde vor dem Umschreiben auf 1 ug RNA in 8 ul ddH,O einge-
stellt. Dazu wurden 1 pul Random Hexamer Primer und 1 pl 10mM dNTP-Mix gegeben und
fiir 5 min bei 65 °C im Wasserbad inkubiert. Nach Abschrecken auf Eis erfolgte die Zugabe
von 2 pl 10x RT-Puffer, 4 pl 25 mM MgCl,, 2 pl 0,1 M DTT, 1 pl RNAse Out und 1 pl Su-
perScript 111 Reverse Transkriptase (200 I. E./ul). Im Wasserbad wurde daraufhin fiir 10 min
bei 25 °C, 50 min bei 50 °C und 5 min bei 85 °C inkubiert. Nicht umgeschriebene RNA-Reste
wurden durch einen Verdau mit 1 pul RNAse H fir 20 min bei 37 °C abgebaut.

3.2 Genexpressionsanalyse mittels genomweiter Array-
Analyse

Um die Genexpression der Slc10a5-Knockout-Maus im Vergleich zur Wildtyp-Maus und
Genregulationen durch die Futterung mit 0,5 % Chols&ure zu untersuchen, wurde mit der Le-
ber-RNA eine Arrayanalyse durchgefihrt. Die Arrayanalyse wurde von Herrn Dr. Dittrich-
Breiholz in der Zentralen Forschungseinrichtung ,,Transcriptomics* der Medizinischen Hoch-

schule Hannover durchgefiihrt. Die isolierte und aufgereinigte RNA wurde dort zunéchst auf
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dem Bioanalyzer (Agilent) auf ausreichende Qualitat geprift. Das SurePrint G3 Mouse GE
8x60K Microarray Kit (Agilent Technologies) wurde fiur die Analyse verwendet. Mit diesem
Microarray werden 39.430 Entrez Gene RNAs sowie 16.251 lincRNAs bestimmt. Somit kon-
nen Aussagen Uber alle bekannten Gene sowie nicht charakterisierte RNA-Abschnitte ge-
macht werden. Die Synthese der Cy3-markierten cRNA wurde mit dem Quick Amp Labeling
kit one color (Agilent Technologies) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Auch
cRNA-Fragmentierung, Hybridisierung sowie die Waschschritte erfolgten streng nach dem
Herstellerprotokoll. Es wurde nach dem One-Color Microarray-Based Gene Expression Ana-
lysis Protocol V5.7 verfahren, mit der Modifikation, dass 1000 ng von jeder cRNA fiir die
Hybridisierung verwendet wurde. Die Microarray-Slides wurden auf einem Agilent Micro
Array Scanner G2565CA (Pixel Auflésung 3 um, Bit-Tiefe 20) gescannt. Die Datenextraktion
mit der Feature Extraction Software VV10.7.3.1 wurde unter Verwendung des ,,extraction pro-
tocol file: GE1_107_Sep09.xml* durchgefihrt.

Die prozessierten Intensititswerte des Griinkanals (,,gProcessedSignal® oder ,,gPS*) wurden
durch global linear scaling normalisiert. Dabei wurden alle gPS-Werte einer Probe mit einem
Array-spezifischen Skalierungsfaktor multipliziert. Der Skalierungsfaktor wurde berechnet,
indem ein Referenz-75.-Perzentil-Wert (fur alle auf 1.500 gesetzt) durch den 75.-Perzentil

Wert des Microarrays (Array;) geteilt wurde:
normalisiertes gPSarray i = gPSarmayi X (1.500 / 75.-Perzentil array i)

Ein unterer Intensitatsschwellenwert wurde definiert als 1 % des Referenz 75.-Perzentil-Wert
(= 15). Alle normalisierten gPS-Werte, die niedriger als diese Intensitatsgrenze lagen, wurden
mit dem Surrogatwert 15 ersetzt. Die bedeutet, dass wenn keine Expression eines bestimmten
Gens vorliegt, wird nicht der Wert 0 angegeben, sondern 15. Berechnungen zu relativen Gen-
expressionen zwischen den Proben wurden Uber Excelmakros durchgefiihrt. Die erhaltenen
normalisierten Fluoreszenzwerte sind linear verteilt und konnten so auch direkt miteinander
verglichen und mit dem Programm Graph Pad Prism 5 dargestellt und statistisch ausgewertet

werden.

3.3 Zellkultur

Die verwendeten HEK293- und HepG2-Zelllinien wurden nach Regeln des sterilen Arbeitens
im Zellkulturlabor kultiviert. Ihre Anzucht erfolgte bei 37 °C, 95 % Wasserdampfsattigung
und 5% CO; im Brutschrank. Alle Arbeiten wurden unter einer Sterilwerkbank mit sterilem

oder desinfiziertem Gerét durchgefiihrt.
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Je nach Bedarf wurden die Zellen bei 90 % iger Konfluenz gesplittet. Dafiir wurden die in
75-cm?-Schalen wachsenden Zellen zunachst mit 10 ml PBS gewaschen, dann mit 1 ml
Trypsinlésung versetzt und bei 37 °C inkubiert, bis die Zellen begannen sich abzuldsen, was
durch Anschlagen der Zellschale beschleunigt wurde. Die Reaktion wurde mit 2 ml Medium
abgestoppt, und es wurden durch Hoch- und Herunterpipettieren Zellaggregationen vereinzelt.
Dann wurden die Zellen entweder 1 : 10 verdiinnt in neue Kulturschalen tberfuhrt und auf
10 ml Volumen mit Medium aufgefullt oder in der Neubauer-Zahlkammer nach Trypanblau-
farbung ausgezahlt und je nach geplantem Versuch in 6- oder 24-Well Zellkulturplatten aus-

gesat.

3.3.1 Einfrieren und Auftauen

Zum Einfrieren der Zellen wurden 900 pl Zellsuspension nach dem Abtrypsinieren mit 100 pl
DMSO als Frostschutzmittel in einem Cryovial vermengt und in einer Styroporbox fiir 24 h
bei —80 °C heruntergekihlt und dann in flissigem Stickstoff gelagert. Zum Auftauen wurden
die Cryovials bei 37 °C im Wasserbad erwarmt, die Zellsuspension wurde in ein 2 ml Reakti-
onsgefal tberfihrt und bei 300 g fur 3 min pelletiert und das DMSO-haltige Medium abge-
saugt. Die Zellen wurden in frischem Medium resuspendiert und in eine 25-cm?’-

Zellkulturschale tberfuhrt und auf 5 ml Gesamtmedium aufgefiillt.

3.3.2 Transfektion

Um die Lokalisation und die Funktion von Proteinen im Zellkulturmodell untersuchen zu
kénnen, werden diese in Zellen exprimiert. Hierzu wird ein Expressionsplasmid, welches eine
Promotorsequenz und die codierende Sequenz des Zielgens beinhaltet, in die Zelle einge-
bracht, in welcher das Gen abgelesen und in ein Protein translatiert werden kann. Wird das
Plasmid nur kurzfristig in die Zelle eingebracht, spricht man von transienter Transfektion. Bei
der stabilen Transfektion hingegen wird das Konstrukt in das Genom der Zelle integriert und

kann so an die Tochtergenerationen weitergegeben werden.

Transiente Transfektion

Die transienten Transfektionen wurden mithilfe der Lipofektion durchgefihrt, bei der die
Plasmid-DNA in Liposomen eingeschlossen wird, welche von den Zellen aufgenommen wer-
den. Hierzu wurde das Transfektionsreagenz Lipofectamine 2000 (Invitrogen) verwendet.

Die Zellen wurden auf Poly-L-Lysin (HEK293-Zellen) oder Kollagen (HepG2-Zellen) be-
schichteten 24-Well-Zellkulturplatten mit oder ohne Glasdeckgldschen ausgesét und 24 h spa-
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ter bei 60 bis 70 % Konfluenz transfiziert. Hierzu wurde das Zellkulturmedium durch
0,5 ml/Well Antibiotika-freies Zellkulturmedium ersetzt. Die Plasmid-DNA und das Trans-
fektionsreagenz wurden zundchst getrennt in Opti-MEM | verdunnt und nach 5 min
zusammmengefihrt. Nach 30 min, in denen sich die Liposomen formten, wurde die Mischung
tropfenweise auf die Oberflache des Mediumspiegels gegeben und die Zellkulturplatte in ho-

rizontaler Richtung vorsichtig geschittelt.

je Well (24-Well-Platte) HEK?293 HepG2
Plasmidmenge 1 ug 1ug
Lipofektaminmenge 2 ul 3ul
Opti-MEM | je Ansatz ad 50 pl ad 50 pl

Stabile Transfektion

Die HEK293-SLC10A5-V5-Zelllinie wurde mittels stabiler Transfektion erstellt. Hierfir
wurde das Flp-In System (Invitrogen) verwendet. Die Flp-In T-REx 293 Zelllinie tragt eine
stabil integrierte FRT-site (Flippase recognition target), welches die Zielsequenz fiir die Flp-
Rekombinase darstellt. Das verwendete Expressionsplasmid pcDNASFRT/VS5-His-TOPO
(Invitrogen) ist auch mit einer FRT-site sowie der Hygromycinresistenzkassette ausgestattet,
hinter die der Leserahmen des humanen SLC10AS5 einkloniert wurde. Bei Cotransfektion des
Expressionsplasmids mit dem Plasmid pOG44, welches fur die Flp-Rekombinase codiert,
kommt es zu einer homologen Rekombination am Genort der FRT-site und somit zu einem
gerichteten Einbau von Selektionskassette und SLC10A5-Leserahmen. Gleichzeitig wird die
Hygromycinresistenz ausgebildet.

Fur die stabile Transfektion wurden die Flp-In-Zellen in 6-Well-Zellkulturplatten ausgesat
und bis zu einer Konfluenz von etwa 70 % wachsen gelassen. Danach wurde je Well 1 pg des
Plasmids SLC10A5-pcDNASFRT/V5-His-TOPO mit 7 ug pOG44 gemischt und auf 50 pl
Volumen mit Opti-MEM 1 aufgefullt. Gleichzeitig wurde 24 ul Lipofectamine 2000 (Invitro-
gen) mit 26 pl Opti-MEM | gemischt, nach 5 min zusammengefiihrt und nach 20 min Inkuba-
tionszeit tropfchenweise auf die Oberflache des Mediums gegeben.

Die Zellen wurden tber Nacht mit dem Transfektionsreagenz im 37 °C-Brutschrank inkubiert.
Am néchsten Tag wurde das Medium gewechselt und einen Tag spater mit 500 pl Trypsin
abgel6st, es wurden 1,5 ml Zellkulturmedium dazugegeben und je 1 ml davon in mit Poly-L-
Lysin beschichtete Petrischalen mit 9 ml Medium tberfiihrt. Nach dem Anwachsen der Zellen
erfolgte die Zugabe des Selektionsantibiotikums Hygromycin B mit einer Endkonzentration
im Zellkulturmedium von 150 pg/ml, um nicht stabil transfizierte Zellen abzutéten. Nach et-

wa zwei Wochen konnten einzelne Zellklone gepickt werden, die in eine 24-Well-
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Zellkulturplatte ausgeséat wurden. Die Einzelklone wurden vermehrt und mittels Immuncyto-
logie mit dem Maus-V5-Antikorper (Invitrogen) auf Starke und Konstanz der Proteinexpres-
sion Uberprift. Hierbei zeigte der Klon 1a die stabilste Proteinexpression sowie gute Wachs-
tumseigenschaften und wurde fur alle weiteren Versuche verwendet.

Die eingesetzte Zelllinie HEK293-NTCP-Flag wurde am Institut fiir Pharmakologie und To-
xikologie der Justus-Liebig-Universitat Gielien auf gleiche Weise hergestellt. Das verwendete
Plasmid NTCP-FLAG-pcDNAS/FRT/TO (Invitrogen) tragt zwischen dem CMV-Promotor
und dem NTCP-Leserahmen zwei Tetracycline-Operator-Sites. Da die Flp-In-T-REx293-Zell-
linie durch das stabil integrierte Plasmid pcDNAG6/TR konstitutiv den Tetracyclin-Repressor
exprimiert, der das Ablesen des NTCP verhindert, wird erst nach Zugabe von Tetracyclin die
Transkription gestartet.

3.4 Proteinmethoden

34.1 Extraktion von Membranproteinen

Aus dem Rattengewebe wurden mit dem Proteo Extract Native Membrane Protein Extraction
Kit (Calbiochem) Proteine isoliert. Dabei werden in einem ersten Schritt zunéchst 1ésliche
zytoplasmatische Proteine und in einem zweiten integrale Membranproteine und Membran-
assoziierte Proteine isoliert.

Etwa 150 pl Gewebe wurde in kleinen Stlickchen in ein 2-ml-Reaktionsgefal3 eingeftllt und
drei Mal gewaschen, indem 2 ml eiskalter Waschpuffer zugesetzt und fir 2 min bei 100 g bei
4 °C zentrifugiert wurde. Danach wurde das Gewebe mit 2 ml Extraktionspuffer 1 und 10 pl
Protease Inhibitor Cocktail in einem 15-ml-Potter-Elvehjem-Homogenisator mit zehn St6Ren
homogenisiert. Das wieder in ein 2-ml-Reaktionsgefall uberfuhrte Homogenat inkubierte flr
10 min bei 4 °C auf dem Drehrad. Danach erfolgte ein Zentrifugationsschritt fir 15 min bei
16.000 g und 4 °C. Der Uberstand (E1), welcher die I6slichen Proteine enthalt, wurde abge-
zogen, alliquotiert und bei -80 °C aufbewahrt. Das Pellet wurde in 1 ml Extraktionspuffer 2
mit 5 pl Protease Inhibitor Cocktail resuspendiert und 30 min bei 4 °C auf dem Drehrad in-
kubiert. Nach Zentrifugation fiir 15 min bei 16.000 g bei 4 °C wurde der Uberstand (E2) mit

den Membranproteinen abgezogen, ebenfalls alliquotiert und bei -80°C gelagert.

3.4.2 Gesamtproteinextraktion
Gewebe
Die Gesamtproteine aus Gewebe wurden mit ProteoJet Mammalian Cell Lysis Reagent (Fer-

mentas) extrahiert. Hierflir wurden circa 150 mg Gewebe mit 1 ml Lysepuffer und 5 pl Pro-
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tease Inhibitor Cocktail im Potter-Elvehjem-Homogenisator homogenisiert und in einem 1,5-
ml-Reaktionsgefall bei 1.000 rpm fiir 10 min in einem Schdittler inkubiert. Nach einem Zentri-
fugationsschritt fiir 15 min bei 16.000 g und 4°C wurde der Uberstand abgezogen, alliquotiert
und bei -80°C aufbewahrt.

Zellen

Um die Gesamtproteine aus Zellen zu isolieren, wurden die Zellen in 6-Well-
Zellkulturschalen kultiviert. Je Well wurden 400 pl Lysepuffer aus dem ProteoJet Mammali-
an Cell Lysis Reagent (Fermentas) zugegeben und auf dem Schdttler fir 10 min inkubiert.
Das Lysat wurde danach in ein 1,5-ml-ReaktionsgefaR tberfuhrt und fur 15 min bei 16.000 g
und 4 °C zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde abgezogen, alliquotiert und bei

—80 °C gelagert.

343 Mitochondrienisolierung

Zur Isolierung von Organellen wurde in Anlehnung an ein Protokoll zur Isolation von Mito-
chondrien aus Lebergewebe und Fibroblasten (Frezza et al. 2007) ein einfaches Zentrifuga-
tionsprotokoll verwendet. Die Zellen oder das mit der Schere grob zerkleinerte Gewebe wur-
den in 1,5 ml IB¢ suspendiert und im Potter-Elvehjem-PTFE-Homogenisator durch vierzig
Schiibe aufgebrochen. Die grofien Bruchstiicke (Zellmembran und Zellkerne) wurden durch
zwei Zentrifugationsschritte fir 10 min bei 50 g (Pellet 1) sowie 600 g (Pellet 2) pelletiert.
Der Uberstand wurde in ein neues 1,5-ml-ReaktionsgefaR uberfihrt und bei 7.000 g fiir
10 min zentrifugiert. Das entstehende Pellet wurde mit 200 ul 1Bc gewaschen und noch ein-
mal zentrifugiert. Alle Schritte wurden bei 4 °C oder auf Eis durchgefihrt. Das Pellet (Mito-
chondrienfraktion) und der Uberstand wurden bei —80 °C aufbewahrt.

344 Proteinkonzentrationsbestimmung

Um eine definierte Menge Gesamtprotein in den Western Blot einsetzen zu kénnen, musste
zundachst der Gesamtproteingehalt der Proteinlésung bestimmt werden. Hierfur fand das BCA
Protein Assay Kit (Novagen) Verwendung. Zundchst wurde eine Standardreihe mit 0 bis
1.000 pg BSA im verwendeten Extraktionspuffer vorbereitet, um Beeinflussungen der Extink-
tion durch die Puffersubstanzen herauszurechnen. Von den Standards und den Proben wurden
25 pl in Dreifachbestimmung in die Wells einer 96-Well-Platte gegeben und mit jeweils
200 ul BCA-Losung und 4 pl 4%igem Kupfersulfat gemischt. Nach 30 min Inkubation bei
37 °C wurde die Farbintensitat bei 570 nm im ELISA-Reader bestimmt. Hierbei diente die 0O-
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Hg-Standardprobe als Leerwert. Aus den Werten der Standardreihe konnte eine Standardgera-

de ermittelt werden, anhand derer die Probenwerte errechnet wurden.

345 Western Blot

Bei dieser Methode wird zundchst eine denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
durchgefuhrt, bei der die Proteine ihrer GroRe nach aufgetrennt werden. Die Proteine werden
aus dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran tbertragen, und dort werden mittels Antikor-
perbindung spezifische Proteine markiert, die durch eine folgende Chemielumineszenzreak-
tion auf einem Rotgenfilm sichtbar gemacht werden kénnen.

Die Auftrennung erfolgte im Doppelkammersystem PeqlLab PerfectBlue. Hierfir wurde zu-
néchst ein 12%iges Polyacrylamidtrenngel gegossen, das mit Isopropanol tberschichtet aus-
polymerisierte. Dartiber wurde ein Sammelgel gegossen, in das der Gelkamm eingesetzt wur-
de. Nach dessen Erstarren wurde das Gel in die Pufferkammer eingesetzt und diese mit 1x
Tris-Tricine-SDS-Elektrophoresis Buffer (Fermentas) gefiillt.

Es wurden zwischen 20 und 40 ug Protein je Gelslot aufgetragen. Hierflir wurde die Protein-
I6sung im Verhdltnis 1:4 mit 4x-La&mmli-Puffer vermischt und entweder fir 5 min auf
100 °C erhitzt oder direkt eingesetzt. Als GroRenstandard wurden 5 pl des farbigen Markers
PageRuler Prestained Protein Ladder Plus (Fermentas) und 5 pl des RotiMark Western Mar-
ker (Roth) verwendet.

Durch das Anlegen einer Spannung von 120 V fur ungeféhr 1 h liefen die Proteine in das
Sammelgel ein und trennten sich unter 40 V lber Nacht im Trenngel auf. Das Trenngel wurde
vom Sammelgel abgeldst. Es wurden sechs Filterpapiere sowie die Hybond ECL Nitrocellulo-
se Membran (GE Healthcare) auf dieselbe Groflie zugeschnitten und fir 10 min in Transfer-
puffer geschwenkt. Danach wurden zunéchst drei Filterpapiere auf den PerfectBlue Semi-Dry-
Elektroblotter (PeglLab) aufgelegt und darauf die Nitrozellulosemembran, das Gel und drei
weitere Filterpapiere aufgebracht. Diese Schichten wurden durch Anrollen mit einem 50-mi-
Reaktionsgefall von Uberschiissigem Puffer und Luftblasen befreit. Nachdem der Deckel des
Elektroblotters aufgelegt und festgezogen war, wurde an den Elektroblotter eine Spannung so
angelegt, dass der Deckel die Kathode und der Boden die Anode darstellte. Die negativ gela-
denen Proteine wanderten somit in Richtung der Anode aus dem Gel auf die darunter liegende
Nitrozellulosemembran und banden dort. Das Blotten wurde mit 3 mA/cm? Gelflache fir 1 h

durchgefuhrt.
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Die erfolgreiche Ubertragung der Proteinbanden wurde durch Anfarben der Membran mit
Ponceau S Solution (Sigma) uberprift. Nach dem Waschen der Membran in TBST wurden
fur 1 h in 5%iger Blockierlosung die unspezifischen Bindungsstellen abgeséttigt. Danach er-
folgte die Inkubation des Primérantikorpers in 5%iger Blockierlésung tiber Nacht bei 4 °C auf
dem Schiittler. Die Membran wurde mit TBST abgespult und dann 1x 15 min und 3x 5 min in
TBST gewaschen. Der ECL-HRP-gekoppelte Sekundarantikorper sowie das ECL-Konjugat
zur Detektion des RotiMark Western Marker wurden 1 : 5000 in TBST fir 1 h bei Raumtem-
peratur auf dem Schittler dazugegeben. Es folgten wieder die Waschschritte mit TBST. Roti-
luminl und Rotilumin2 (Roth) wurden 1 : 1 gemischt und 1 ml/10 cm? Membran fiir 1 min
auf die auf Filterpapier abgetupfte Membran gegeben. Nach Abtropfen der Membran wurde
diese in eine Folie gelegt und in einer ROontgenkassette mit passend zugeschnittenem Amer-
sham Hyperfilm ECL-Film (GE Healthcare) belegt, welcher zwischen 1 und 10 min belichtet
wurde. Das im Rotilumin enthaltene Luminol wird von der Meerrettich-Peroxidase, die an
den Sekundéarantikorper gekoppelt ist, umgesetzt und emittiert daraufhin Licht, welches den
Rontgenfilm belichtet. Der Rontgenfilm wurde danach in Rodinal B&W Developer (Agfa)
entwickelt, die Reaktion mit 2%iger Essigsaure gestoppt, in Hypam Schnellfixierer (llford)

fiir 2 min fixiert, anschlielend gewéssert und getrocknet.

3.5 Mikroskopische Verfahren

35.1 Antikorperbasierte Proteindetektion

Mit antikorperbasierten Verfahren kdnnen Proteine im Gewebe oder in Zellen sichtbar ge-
macht werden. Hierfir werden die Proben mit einem gegen ein Epitop des Zielproteins ge-
richteten Antikorper (Primarantikorper) markiert. Bei der indirekten Immunmarkierung wird
dann ein gegen den Primérantikorper gerichteter Sekundarantikrper eingesetzt, der entweder

mit einem Fluorophor oder einem Enzym, das ein Farbsubstrat umsetzt, gekoppelt ist.

35.2 Immunhistologische Untersuchungen

Bei der Immunhistologie werden spezifische Zielproteine in Gewebeschnitten sichtbar ge-
macht. Um die zelluldre Lokalisation des SLC10A5 Proteins in Menschen-, Ratten- und
Mausgewebe zu untersuchen, wurde ein modifiziertes Protokoll nach dem Institut fir Veteri-

néranatomie, -histologie und -embryologie der Justus-Liebig-Universitat Giel3en verwendet.

55



Methoden

Probenvorbereitung

Far die Immunhistologie wurden Paraformaldehyd-fixierte Organe verwendet. Diese wurden
entweder durch Immersionsfixierung der Organe einer frischtoten Maus in 4%iger
Paraformaldehydldsung tber 24 h oder Uber eine Perfusionsfixierung der Ratte oder Maus mit
anschlieender Nachfixierung gewonnen.

Bei der Perfusionsfixierung wurde die Maus zunéchst in eine tiefe Narkose mithilfe intraperi-
tonealer Injektion eines Gemisches aus Xylazin (16 bis 24 mg/kg KGW) und Ketamin (100
bis 120 mg/kg KGW) versetzt. Die ausreichende Narkosetiefe wurde tber den vollstandigen
Ausfall von Schwanz-, Zwischenzehen-, Lid- und Kornealreflex Uberpruft. Hatte die Maus
das Toleranzstadium erreicht, wurde sie in Rickenlage fixiert und die Bauch- und die Brust-
hohle in der Medianen erdffnet. Zligig wurde das Perfusionsbesteck mit aufgesetzter Spritze
in die linke Herzkammer eingefiihrt und mit einer Pinzette fixiert. Anschlielend wurde der
rechte Vorhof eréffnet und gleichzeitig langsam physiologische Kochsalzlésung in die linke
Herzkammer injiziert, um das Blut aus dem Gefal3system zu entfernen. Nach dem Spulen mit
physiologischer Kochsalzlosung wurde phosphatgepufferte 4%ige Paraformaldehydldsung
zur Fixierung perfundiert. Die Organe wurden zlgig entnommen und fur zwolf Stunden in
phosphatgepufferter 4%iger Paraformaldehydlésung nachfixiert. Danach wurden sie in
70%igen Alkohol tberfiihrt.

Die Organe wurden im Einbettautomaten EG1160 (Leica) des Instituts fiir Veterindranatomie,
-histologie und -embryologie derJustus-Liebig-Universitat GieRen in Paraffin eingebettet.
Von Paraffinbléckchen wurden 4 bis 5 um dicke Schnitte auf dem Rotationsmikrotom ange-
fertigt und auf Superfrost Plus Objekttrager aufgezogen. Im 50 °C heiRen Wasserbad wurden
die Schnitte gestreckt und tber Nacht bei 37 °C getrocknet. Die positiv geladene Oberflache
der Objekttrager flihrt zu einer elektrostatischen Anziehung der Schnitte und der Ausbildung

kovalenter Bindungen zwischen dem formaldehydfixierten Gewebeschnitt und dem Glas.

Immunhistologie

Die Objekttrager wurden zunéchst entparaffinisiert durch Inkubation in Xylol fir 3x 7 min. Es
folgte die Rehydratisierung in der absteigenden Alkoholreihe mit jeweils 3 min in 100, 96, 80,
70 und 50%igem Ethanol und doppeltdestilliertem Wasser.

Danach wurden die Schnitte hitzedemarkiert, um die durch die Fixierung vernetzten Protein-
strukturen wiederherzustellen und die Antigenitét zurtickzuerlangen. Hierfur wurden die Ob-
jekttrager in 500 ml Citratpuffer in der Mikrowelle erhitzt und dann fiir 15 min auf der Heiz-
platte in 97 °C heifem Puffer inkubiert. Der Ciratpuffer wurde im kalten Wasserbad herunter-
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gekuhlt, und die Objekttrager wurden danach 5 min in Waschpuffer in der Kivette auf einem
Schuttler gewaschen.

Zum Blockieren der endogenen Peroxidasen, die ansonsten mit dem Farbsubstrat reagieren
und unspezifische Farbreaktionen auslosen koénnen, erfolgte die Inkubation in Waschpuffer
mit 30 % zugesetztem Wasserstoffperoxid fur 30 min auf dem Schittler. Nach dreimaligem
Waschen in Waschpuffer fir 3 min folgte die Permeabilisierung und Blockierung in Wasch-
puffer mit 1 g bovinem Serumalbumin je 70 ml und 1 : 20 eingesetztem Ziegenserum. Die
Inkubation mit dem spezifischen Primarantikérper wurde auf dem Objekttrédger durchgefihrt.
Hierfur wurde der Schnitt mit einem Wachsstift eingekreist. Von dem in Blockierlésung ohne
Ziegenserum verdinnten Antikorper wurden 50 bis 100 pl auf den Schnitt aufgetragen. Sollte
eine Peptidblockierung durchgefuhrt werden, wurde die Antikérperlosung vorher mit dem
Immunisierungspeptid in 100-fach molarem Uberschuss versetzt und fiir 1 bis 2 h bei Raum-
temperatur auf dem Drehrad inkubiert. Die Reaktion mit dem Primarantikdérper erfolgte in
einer mit feuchten Tulchern ausgelegten Kammer bei 4 °C (iber Nacht.

Nach dreimaligem 5-minutigen Waschen erfolgte die Inkubation mit dem entsprechenden
biotinylierten Sekundarantikorper Ziege-anti-Kaninchen 1 : 200 fir 1 h bei Raumtemperatur.
Viermaliges Waschen von je 5 min Dauer entfernte nicht gebundenen Antikdérper. Die ABC-
Losung (Avidin/biotinylierte Peroxidase-Komplex) wurde 30 min vor Gebrauch mit 5 ml PBS
und je 2 Tropfen Losung A und B angesetzt. Die Schnitte wurden damit betropft, 1 h in der
feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert und danach drei Mal 5 min gewaschen.
Durch Auftropfen des Chromogens AEC (3-amino-9-ethylcarbazole), wovon kurz vor der
Anwendung ein Tropfen unter 300 pl Substratpuffer gemischt wurde, bildete sich durch die
Peroxidaseraktion ein roter Farbstoff. Der Fortschritt der Umsetzung des Farbstoffs wurde
makroskopisch und unter dem Mikroskop UGberwacht und durch Spulen in destilliertem Was-
ser abgestoppt. Es folgten noch die Kernfarbung mit verdiinntem Hamatoxilin fir 20 s und ein
Stoppen und Waschen fir jeweils 5 min in Leitungswasser und destilliertem Wasser. Danach

wurden die Schnitte mit erwarmter Glycerolgelatine eingedeckelt.
Mikroskopie

Die Schnitte wurden danach unter dem Lichtmikroskop Leica DM 5500 B mit dem Programm
LAS V3.8 unter Verwendung der Farbkamera DFC320 fotografiert.
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3.5.3 Immunfluoreszenzuntersuchungen an Cryoschnitten
Probenvorbereitung

Organe aus frischtoten Tieren wurden fur sechs Stunden in phosphatgepufferter 4%iger Para-
formaldehydlésung fixiert und tGber Nacht in 20%ige Sucroseldsung uberfuhrt. Danach wur-

den die Organe in pulverisiertem Trockeneis schockgefroren und bei —50 °C aufbewahrt.

Schneiden
Im Institut fiir Veterindr-Physiologie und -Biochemie der Justus-Liebig-Universitat Giellen
wurden am Gefriermikrotom (Microm HM-500-0) von den Organen 10 bis 20 um dicke

Schnitte angefertigt und auf Poly-L-Lysin-beschichtete Objekttrager aufgezogen.

Immunfluoreszenzfarbung

Zunéchst wurden die Schnitte drei Mal jeweils 5 min in Phosphatpuffer rehydriert. Dann wur-
den die Schnitte auf dem Objekttrager mit Wachsstift eingekreist und 1 h bei Raumtemperatur
in Blockierlosung die unspezifischen Bindungsstellen abgesattigt und gleichzeitig durch Tri-
ton-X-100 auch permeabilisiert. Die Inkubation des priméren Antikorpers erfolgte entspre-
chend in Antikdrperlésung tber Nacht bei 4 °C. Kontrollen ohne den Primarantikdérper wur-
den mitgeflihrt. Nach dreimaligem Waschen fiir 5 min in Phosphatpuffer konnte der korres-
pondierende Sekund&rantikOrper fir 2 h bei Raumtemperatur inkubieren. Es folgten drei
Waschschritte von jeweils 5 min Dauer in Phosphatpuffer und die Kernfarbung mit DAPI
1:1.000 fur 5 min. Nach erneutem dreimaligen jeweils finfminitigen Waschen wurden die

Objekte mit Prolong Gold Antifade (Invitrogen) eingedeckelt.

Mikroskopie
Die Schnitte wurden mit dem Mikroskop Leica DM 5500 B und der S/W Kamera DFC340
FX und der Software LAS AF 6000 (Leica) ausgewertet.

354 Immunfluoreszenzuntersuchungen an Zellen
Zum Nachweis der erfolgten stabilen Transfektion und der Aufklarung der subzelluldren Lo-
kalisation von SLC10A5 in nativ exprimierenden und SLC10A5-transfizierten Zellen wurde

die Immunfluoreszenz gewabhlt.
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Vorbereitung der Zellen

Die Zellen wurden in 24-Well-Platten auf Poly-L-Lysin oder Collagen-beschichteten Deck-
glaschen ausgesat und tiber ein bis zwei Tage wachsen gelassen.

Immunfluoreszenzfarbung

Zunéchst wurde das Zellkulturmedium abgesaugt, und die Zellen wurden 5 min in PBS auf
dem Schuttler gewaschen. Danach erfolgte die Fixierung mit 4%iger Paraformaldehydldsung
fir 15 min. Nach zwei Mal 5 min Waschen in PBS wurde die Reaktion mit glycinhaltigem
Puffer A fiir 5 min abgestoppt, und die Zellen wurden in Puffer A + 0,2 % Triton-X-100 flr
5 min permeabilisiert. Wenn nur die Zellmembran permeabilisiert werden sollte, wurden die
Zellen mit Digitonin-Permeabilisierungspuffer (Digitonin 60 pg/ml) fur 5 min auf Eis per-
meabilisiert. Um unspezifische Bindungsstellen abzuséttigen, erfolgte die Inkubation mit Blo-
ckierlésung fir 30 min.

Der Priméarantikdrper wurde in Blockierlésung verdinnt und tiber Nacht bei 4 °C inkubieren
gelassen. Nach dreimaligem jeweils funfminitigen Waschen mit PBS wurde der Sekundéran-
tikorper in Blockierlosung verdiinnt und fiir 1 bis 2 h inkubiert. Auch dieser wurde drei Mal
jeweils 5 min mit PBS abgewaschen. Die Kernfarbung erfolgte mit DAPI 1 : 5000 in Metha-
nol verdinnt fir 5 min. Gewaschen wurde 5 min mit purem Methanol. Danach wurden die

Deckglaschen luftgetrocknet und mit Prolong Gold Antifade (Invitrogen) eingedeckelt.

355 Hamatoxillin-Eosin-gefarbte Schnitte

Die histologischen Untersuchungen der Mausgewebe wurden in Kooperation mit Herrn Dr,
Kernt Kohler am Institut fur Veterinar-Pathologie der Justus-Liebig-Universitat GieRen
durchgefuhrt. Das fixierte Mausgewebe wurde dort zunéchst in Paraffin eingebettet, und da-
nach wurden 4 bis 6 um dicke Schnitte angefertigt, die schlie3lich mit Hamatoxilin-Eosin
nach Standardmethode gefarbt wurden. Die Photografie der Gewebeschnitte erfolgten dann
am Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie der Justus-Liebig-Universitat GieRen mit dem
Lichtmikroskop Leica DM 5500 B mit dem Programm LAS V3.8 unter Verwendung der
Farbkamera DFC320.

3.5.6 Fluoreszierende Gallensauren

Der Einfluss der SLC10A5-Expression in Zellen auf die intrazellulére Verteilung und den
Transport von Gallenséauren sollte mit fluoreszierenden Gallensduren sichtbar gemacht wer-
den. Hierzu wurden die NBD(4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol)-gekoppelten Gallensauren Tau-

rocholat und Cholat verwendet.
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Zunéchst wurde durch einen Aufnahmeversuch in stabil NTCP exprimierende Zellen (ber-
prift, ob die Gallensdauren noch stabil und leuchtkraftig waren. Dann wurden sowohl
HEK?293-Zellen als auch stabil hSLC10A5 exprimierende HEK293-Zellen in einer 24-Well-
Platte mit 100.000 Zellen je Well ausgesat und zwei Tage darauf mit hNTCP-V5-His trans-
fiziert, damit die Gallenséuren Uber die Plasmamembran aufgenommen werden konnten. Ne-
gativkontrollen ohne Plasmidtransfektion wurden mitgefihrt. Drei Tage spater wurden die
Zellen in 1 pM Cholat-NBD oder Taurocholat-NBD in Medium fiir 10 min inkubiert, ein Mal
mit PBS gewaschen und dann wieder mit Zellkulturmedium versetzt und im CO,-Inkubator
aufbewahrt. Nach 10, 30, 60 und 120 min sowie 17 und 41 h wurde die Verteilung der Gal-
lensaurefluoreszenz mit dem inversen Mikroskop Leica DMI 6000 B begutachtet.

3.6 In-situ-Hybridisierung

Bei der In-situ-Hybridisierung werden gegen die gesuchte RNA komplementdre Sonden be-
nutzt, die im Gewebe (= in situ) die Verteilung der mRNA aufzeigen. Um die Gewebevertei-
lung der Slc10a5-RNA zu bestimmen, wurden Digoxigenin-markierte, einige hundert Basen-
paare lange RNA-Sonden verwendet, weil diese Methode eine hohe Sensitivitat mit Spezifitat
kombiniert. Es wurde auf Grundlage eines von Herrn Prof. Dr. Klaus Steeger in der Veteri-
naranatomie etablierten Protokolls ein an die Sonden und das Gewebe angepasstes Protokoll
erarbeitet und am Institut fur Institut fur Veterindr-Anatomie, -Histologie und -Embryologie

der Justus-Liebig-Universitat GieBen durchgefihrt.

Sondenherstellung

Zunéchst wurde ein Abschnitt des mSlc10a5-Gens zur Sondenherstellung ausgewahlt und in
den Vector pGEMT oder pGEMT Easy (Promega) kloniert. Dieses Plasmid besitzt vor dem
Insert den T7- und revers den SP6-Promotor, von dem aus die RNA-Polymerase die klonierte
Sequenz in RNA umsetzt. Um die Elongation hinter dem Insert zu stoppen, wird durch ein
Restriktionsenzym auf der promotorabgewandten Seite geschnitten. Dabei entstehen die Sen-
se-Sonde, die die gleiche Sequenz wie die mRNA hat und deswegen nicht bindet, und die

Antisense-Sonde, die komplementér zur mRNA ist und mit dieser hybridisieren kann.

Restriktionsverdau
1 ug Plasmid wurde im 20 pl Ansatz mit dem entsprechenden Restriktionsenzym nach Her-
stellerangaben verdaut. Hierfir wurde aus der Konzentration des Plasmids die bendétigte Men-

ge in pl berechnet, um 1 pg in den Verdau einzusetzen. Die Plasmidldsung wurde in einem
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1,5-ml-Reaktionsgefall mit 1 pl Restriktionsenzym und 2 ul Restriktionspuffer versetzt, der
Ansatz mit ddH,0 auf 20 pl aufgefillt und fur 4 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert.
In-vitro-Transkription

Fur die In-vitro-Transkription wurden 1 bis 2 pl Verdau mit 4 pl 5x-Transkriptionspuffer,
2 ul 100x-DTT, 2 pl 10x-DIG-RNA-Labeling-Mix und 2 pul RNA Polymerase (SP6 oder T7)
in einem RNAse-freien Reaktionsgefal gemischt und auf 20 pl mit DEPC-Wasser aufgefullt.
Das Gemisch wurde fur 1 bis 2 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert, dann 20 min mit DNAse
(2 1. E./ml) bei 37 °C das DNA-Template verdaut. Durch Zugabe von 0,5 ul 0,5M EDTA
wurde die Polymerase deaktiviert, durch 1,2 pl LiCl die RNA-Sonde von nicht eingebauten
Digoxigenin-Nukleotiden gereinigt und durch 70,7 pul 96%igen Ethanol (—20 °C) die RNA
uber Nacht bei —80 °C gefallt. Die RNA wurde bei 18.000 g fiir 20 min bei 4 °C pelletiert. Im
Anschluss an das Waschen mit 200 pl 70%igem Ethanol wurde das Pellet noch einmal fiir
15 min zentrifugiert. Nach Absaugen des Alkohols trocknete das Pellet an der Luft und wurde

mit 50 pl DEPC-Wasser resuspendiert.

In-situ-Hybridisierung

Die Schnitte wurden wie fur die Immunhistologie beschrieben angefertigt (siehe Kapitel
3.5.2). Gewebe von Wildtyp- und Knockout-M&usen wurde nebeneinander auf den Objekitra-
gern aufgezogen, um gleiche Bedingungen zu schaffen. Bei der In-situ-Hybridisierung muss
auf striktes RNAse-freies Arbeiten geachtet werden, um den Abbau der RNA zu verhindern.
Deshalb miussen hitzesterilisierte Gerate und DEPC-behandeltes Wasser benutzt werden. Das
Trocknen der Schnitte erfolgte deswegen bei 60 °C.

Das Entparaffinisieren erfolgte 5 min in Xylol bei 60 °C und zwei Mal 5 min bei Raumtempe-
ratur. Dann wurde eine absteigende Alkoholreihe mit zwei Mal 5 min 100%iges, 5 min
96%iges und 5 min 70%iges Ethanol durchlaufen. Die Schnitte wurden in einen hitzesterili-
sierten Stander umgesetzt und dann fiir 5 min in DEPC-H,0 und 20 min in 0,2 N HCI inku-
biert. Fir 15 min wurden die Schnitte in 2x SSC bei 70 °C inkubiert und mit PBSM bei
Raumtemperatur gewaschen. Um das Gewebe fir die Sonde durchlassig zu machen und
RNAsen abzubauen, wurde fur 30 min bei 37 °C mit Proteinase K (10 pug/ml) behandelt und
die Reaktion mit 0,2%igem Glycin in PBSM gestoppt. Dann erfolgte die Acetylierung entwe-
der fiir 20 s in 20%iger Essigsaure bei 4 °C (Sonde 1, 2)oder in 0,25%iger Essigsdureanhyd-
rid-10nM-Triethanolamin-L6ésung (Sonde 3, 4). Nach Waschen in PBSM, Nachfixation in
4%iger Paraformaldehydldsung und einem weiteren Waschschritt begann die Prahybridi-

sierung in 20%iger Glycerollosung fur 1 h.
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Die Objekttrager wurden kurz in 2x SSC getaucht, 10 min bei 70 °C auf der Heizplatte erhitzt
und auf einem Kuhlakku (-20 °C) abgeschreckt, um Sekundéarstrukturen in der RNA aufzul6-
sen. Gleichzeitig wurden 4 bis 8 pl (1: 50 bis 1 : 100) RNA-Sonde mit 4 pl Salmon Sperm
DNA und 8 ul Yeast t-RNA gemischt und mit DEPC-H,0 auf 10 ul aufgefullt und ebenfalls
bei 70 °C flr 10 min inkubiert und auf Eis abgeschreckt. Der Hybridisierungspuffer aus 52 pl
DEPC-H,0, 40 pl 20x SSC, 80 pl Dextransulfat (auf 70 °C erhitzt), 8 ul Denhardt-Reagenz
und 200 pl deionisiertem Formamid wurde angesetzt und mit der Sondenmischung vermengt.
50 bis 100 pl davon wurden auf die Schnitte gegeben und mit einem sterilen Deckglaschen
abgedeckt. Die Objekttrager wurden in einer mit in Formamidlésung getrankten Tuchern aus-
gelegten Hybridisierungskammer ber Nacht bei 37 bis 50 °C inkubiert.

Am néchsten Tag wurden die Objekttrager vier Mal jeweils 10 min bei Raumtemperatur in 4x
SSC gewaschen und dann 30 min mit RNAseA/RNAseT1 bei 37 °C inkubiert, um nicht voll-
stdndig gebundene RNA-Sonden zu verdauen. Durch stringente Waschung in unterschiedli-
chen Konzentrationen von SSC-Puffer (Tab. 3.1) wurden weiter nicht korrekt gepaarte Son-
den entfernt.

Tab. 3.1 Hybridisierungs- und Waschprotokoll bei der In-situ-Hybridisierung

Hybridisierungs-/Waschtemperaturen

Protokoll Sonde 1 Sonde 2 Sonde 3 Sonde 4
Hybridisierung tber Nacht 37°C 48 °C 40 °C 42 °C
vier Mal 5 min 4x SSC 37°C 37°C 40 °C 40 °C
20 min 2x SSC 60 °C 60 °C + 20 % Formamid 63 °C 63 °C
20 min 0,2x SSC 42 °C 42 °C + 30 % Formamid 45°C 45 °C

5 min 0,1x SSC RT RT RT RT

5 min 2x SSC RT RT RT RT

Die gepaarten Sonden wurden uber eine Immunhistochemie mit einem Digoxigeninantikorper
nachgewiesen. Hierzu wurde zunéchst 10 min in TNMT bei Raumtemperatur, danach 1 h in
3%iger BSA-Blockierlosung und dann tber Nacht bei 4 °C in 1%iger BSA in TNMT-L6sung
mit 1 : 500 Anti-DIG-AP-Antikorper inkubiert.

Ungebundener Antikdrper wurde am néchsten Tag zwei Mal jeweils 10 min in TNMT abge-
waschen, und die Schnitte wurden dann 5 min in 1X NTB und 5min in IXx NTB+05% 1 M
Levamisol inkubiert. Danach wurde mit frisch filtrierter NBT-BCIP-L6sung als Substrat flr
die Alkalische Phosphatase im Dunklen inkubiert, bis sich bei mikroskopischer Kontrolle eine
Lilafarbung erkennen lieR. Die Objekttréger wurden sodann noch einmal fur 5 min in der Le-
vamisollésung inkubiert und in ddH,O gewaschen. Das Eindeckeln erfolgte mit Glycerolgela-

tine.

62



Methoden

3.7 Radioaktive Transportmessungen

Um aufzukléren, ob der humane SLC10A5 eine Transportaktivitat im Zellkulturmodell auf-
weist, wurden Transportstudien an permeabilisierten und ganzen HEK?293-Zellen durchge-
fihrt. Hierfir wurden die stabil transfizierten Zelllinien HEK-SLC10A5-V5 und HEK-NTCP-
Flag sowie die untransfizierte Ausgangszelllinie HEK293 als Kontrolle verwendet.

Die Zellen wurden in Poly-L-Lysin-beschichteten 24-Well-Zellkulturplatten ausgesat und bis
zur Konfluenz wachsen gelassen. Bei den HEK-NTCP-Flag-Zellen wurde durch Zugabe von
1 pg/ml Tetrazyklin zwei Tage vor dem Transportversuch die NTCP-Proteinbildung indu-
ziert. Die Zellkulturplatten wurden mit Hilfe eines heiRen Drahts in Streifen von je vier Wells

geschnitten.

3.7.1 Transportmessung an Digitonin-permeabilisierten
HEK?293-Zellen

Fur die Messung an Digiton-permeabilisierten Zellen wurde ein von Frau Stephanie Schmidt
am Institut fur Pharmakologie und Toxikologie der Justus-Liebig-Universitat GielRen auf
Grundlage der Publikation von Erickson et al. (1992) etabliertes Protokoll verwendet. Aus der
radioaktiven Heilsubstanz und der in DMSO vorgeldsten Kaltsubstanz wurde eine kon-
zentrierte Stocklosung hergestellt, mit der die gewiinschte Konzentration im Transportpuffer
eingestellt wurde. Um unter der zytotoxischen Schwelle des DMSO fiir die HEK293-Zellen
zu bleiben, betrug die Endkonzentration weniger als 0,5 %. Die eine Halfte des Transportpuf-
fers wurde im Wasserbad auf 37 °C gewarmt, die andere auf Eis gekihlt.

Zur Vorbehandlung der Zellen wurde das Zellkulturmedium abgesaugt, und die Zellen wur-
den drei Mal mit Intrazellularpuffer gewaschen. Danach erfolgte die Permeabilisierung der
Zellen mit 15 uM Digitonin-Puffer flr 10 min bei 37 °C. Dieses fihrt zu einer selektiven
Permeabilisierung der Zellmembran, lasst jedoch die Organellenmembranen intakt.

Der Transport fand Gber 15 min bei 37 °C auf der Warmeplatte oder 4 °C auf Eis in 300 pl
Transportpuffer statt. Er wurde durch finfmaliges Waschen in eiskaltem PBS gestoppt.

3.7.2 Transportmessung an intakten HEK293-Zellen

Aus der radioaktiven Heillsubstanz und der in DMSO vorgelosten Kaltsubstanz wurde eine
konzentrierte Stocklosung hergestellt, mit der die gewiinschte Konzentration im Na*-haltigen
und Na'-freien Transportpuffer eingestellt wurde. Um unter der zytotoxischen Schwelle des
DMSO fir die HEK293-Zellen zu bleiben, betrug die Endkonzentration weniger als 0,5 %.
Die Transportpuffer wurden im Wasserbad auf 37 °C gewdrmt. Zur Vorbehandlung der Zel-
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len wurde das Zellkulturmedium abgesaugt, die Zellen wurden drei Mal mit PBS (37 °C) ge-
waschen und fiir 15 min bei 37 °C in Na'-haltigen oder Na*-freien Transportpuffer vorinku-
biert. Nach Abziehen des Puffers begann der Aufnahmeversuch durch Zugabe von 300 pl des
entsprechenden Transportpuffers mit geldster Gallensdaure. Der Transport fand tber 30 min
bei 37 °C auf der Warmeplatte statt und wurde durch flinfmaliges Waschen in eiskaltem PBS

gestoppt.

3.7.3 Bestimmung von Radioaktivitat und Proteingehalt

Die vollstandig getrockneten Zellen wurden durch Zugabe von 400 ul Lysepuffer je Well
Uber Nacht bei 37 °C lysiert. 250 ul des Lysats wurden in Minivials Uberfihrt, mit 3 ml Szin-
tillationsol versetzt und im Flissigszintillationscounter die Zerfalle des Tritiums gemessen.
Zur Bestimmung des Proteingehalts wurde eine modifizierte Proteinbestimmung nach Lowry
durchgefuhrt (Lowry et al. 1951). Daflr wurde aus jedem Well drei Mal 20 pl in eine 96-
Well-Mikrotiterplatte Uberflihrt. Eine Standardreihe aus bovinem Serumalbumin (0 bis
800 pg/ml) wurde in Dreifachbestimmung mitaufgetragen. 200 pl Lésung C wurden jeweils
dazugegeben. Nach einer Wartezeit von 15 min wurden 40 ul Folinlésung zugefigt, und es
wurde fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Farbreaktion wurde bei 655 nm im ELISA-Reader gemessen. Aus den Extinktionen der
Standardreihe liel? sich mittels linearer Regression eine Eichgerade errechnen, anhand derer
die Proteinkonzentration der einzelnen Proben bestimmt werden konnte. Der Gehalt an Gal-
lensaure in den Zellen bezogen auf die Gesamtproteinmenge (pmol/mg Protein) wurde durch
Einbeziehen des prozentualen HeilRanteils und substanzspezifischer Umrechnungsfaktoren

errechnet.

3.8 Versuchstiere

3.8.1 Die Slc10a5-Knockout-Maus

Die Slc10a5-Knockout-Maus wurde von TIGM (Texas A&M Institute for Genomic Medici-
ne) als zwei heterozygote B6x129S5 (C57BL/6Nx129SvEVBrd) Zuchtparchen bezogen. Bei
dieser Maus ist durch einen gezielten Austausch (Gene targeting Strategie) des einen codie-
renden Exons des Slc10a5 gegen eine LacZ/Neomycinresistenzkassette der proteincodierende
Teil des Slc10a5-Gens volistandig entfernt worden. Somit kommt es zu einem kompletten
Ausfall der Bildung des SLC10A5-Proteins.
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3.8.2 Ruckkreuzung

Die Riickkreuzung einer Hybridmaus auf einen der beiden Elternstamme dient dazu, einen
kongenen Mausstamm zu erzeugen. Bei diesem handelt es sich um einen Inzuchtstamm, der
sich nur an einem genetischen Locus, in diesem Fall dem ausgeknockten Gen, unterscheidet.
Dadurch kdnnen phéanotypische Unterschiede allein mit dem Fehlen des Gens und nicht mit
mausstammspezifischen Unterschieden korreliert werden. Die erste Generation des Hybrid-
stammes wird als F1 (Filialgeneration 1) bezeichnet. Werden diese Tiere zurlickgekreuzt, so
werden die folgenden Generationen in N (Nummer der Riickkreuzungsgeneration) angegeben.
Ab Generation N10 spricht man von einem kongenen Stamm, ab N5 werden die Tiere als
inzipient kongen bezeichnet.

Da die Slc10a5-Knockout-Maus als Hybridtier zwischen C57BL/6N und 129SvEvBTrd erstellt
wurde, erfolgte die Ruckkreuzung auf den C57BL/6N Stamm. Bei der Ruckkreuzung wurde
in der ersten Anpaarung ein B6x129S5-Weibchen mit einem B6-Ménnchen verpaart, um das
Y-Chromosom des B6-Stamms zu fixieren. Danach erfolgten jeweils Anpaarungen der
B6x129S5-Mannchen mit B6-Weibchen (Abb. 3.2).

Um den Prozess der Rickkreuzung zu beschleunigen, kann auf Speed Congenics-Programme
zuriickgegriffen werden. Hierbei werden in der Regel die ménnlichen Nachkommen einer
Rickkreuzungsrunde mithilfe von Einzelnukleotidpolymorphismen- oder Mikrosatellitenana-
lyse auf ihren Verwandschaftsgrad zum Rezipientenstamm (Inzuchtstamm, auf den zurlickge-
kreuzt wird) untersucht. Die verwendeten Marker sind dabei gleichmaRig tber die verschie-
denen Chromosomen verteilt, um sowohl die Kontamination an gekoppelten (gleiches Chro-
mosom) als auch ungekoppelten Genloci (anderes Chromosom) detektieren zu kénnen. Wéh-
rend sich der Donoranteil von Genen, die nicht auf dem gleichen Chromosom liegen, schnell
vermindern lasst, knnen Genabschnitte auf dem selben Chromosom nur durch Crossing over
wéhrend der Meiose ausgetauscht werden. Somit spielen in spateren Rickkreuzungsrunden
vor allem die Marker eine Rolle, die nahe am Genort des ausgeknockten Gens liegen.
Wahrend der Zucht und der Riickkreuzung der Slc10a5-Knockout-Maus wurde dreimal das
Speed Congenics-Programm von Taconic verwendet (1449 Marker SNP for Speed Congenics,
Taconic, Rensselaer, NY, USA), bei dem 1449 Einzelnukleotidpolymorphismen getestet wer-
den. Dafiir wurde jeweils die Schwanzspitze der Maus in 70 % Ethanol in einem 0,65-ml-
Reaktionsgefal versendet. Die Ergebnisse der Analyse wurden als Exceltabelle fur die einzel-
nen SNPs zur Verfiigung gestellt, die Ubereinstimmung mit dem Rezipientenstamm in % und
ebenfalls das Generationsequivalent (NE) waren angegeben. Zusatzlich wurden die zwei ge-
eignetesten Mannchen flr die nachste Ruckkreuzungsrunde benannt.
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QO Mannchen < 129SvEvBrd-Genhintergrund
O weibchen @ C57BI/6N-Genhintergrund

Abb. 3.2 Schematische Darstellung der Rickkreuzung der Slc10a5-Knockout-Maus

Es wurden zundchst die weiblichen F1-Hybriden mit einer mannlichen C57/BL6NTac-Maus verpaart
und in den kommenden Generationen die M&nnchen mit C57BL/6NTac-Weibchen verpaart. Die Ge-
nerationen der Rickkreuzung sind als F1 bis N9 angegeben und zusétzlich das aus der Speed Conge-
nics SNP Analyse bestimmte Generationsaquivalent NE. Zwischen N7 und N8 erfolgte eine heterozy-
gote Anpaarung der Mduse, um homozygote Slc10a5-Knockout-Méause zu erzeugen. Homozygote
Weibchen wurden danach auch verwendet, um die Ruckkreuzung fortzufuhren.
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3.8.3 Genotypisierung der Slc10a5-Knockout-Maus-Linie

Um die Slcl0a5-Knockout-Maus-Linie zu genotypisieren, musste zundchst DNA aus
Schwanzspitzen oder Ohrstanzen gewonnen werden. Hierfur wurde eine alkalische Lyse unter
Hitzeeinwirkung mit anschlieBender Neutralisierung gewéhlt. Das Protokoll wurde auf
Grundlage der Methode von Truett etabliert (Truett et al. 2000).

Hierbei wurde das Gewebestlick in einem 1,5-ml-Reaktionsgefal? mit 75 pl Lysepuffer be-
deckt und fur 45 min bei 96 °C im Thermoschuttler bei 300 rpm inkubiert. Die Probe kuhlte
kurz auf Eis ab, bevor 75 pul Neutralisationspuffer zugegeben und gemischt wurde.\VVon die-

sem Gewebelysat wurden 3 ul in die Genotypisierungs-PCR eingesetzt.

Genotypisierungs-PCR

Die Genotypisierungs-PCR wurde in zwei getrennten Reaktionsansatzen durchgefiihrt. Zum
Nachweis des Wildtyp-Allels wurden die Primer P5-PCR-wt-7-f und P5-PCR-wt-8 eingesetzt,
die ein 335 bp langes Fragment der Slc10a5-DNA amplifizieren. Das Knockoutallel wurde
mit den Primern P5-PCR-m-Neo3a_f und P5-PCR-m_L-r nachgewiesen, die 363 bp der Tar-
geting Vector-Sequenz nachweisen (Abb. 3.3).

A

7 8
> <«

Slc10a5 Exon 1

B Neo3a L
> <«

LacZ/Neo

Abb. 3.3 Schematische Darstellung des Slc10a5-Genlocus bei Knockout- und Wildtyp-Maus

(A) Das Slc10a5-Gen setzt sich aus einem codierenden Exon mit kurzem 5°-UTR und lédngerem 3°-
UTR zusammen. Bei der Wildtyp-PCR bindet der Vorwértsprimer 7 im 5°-UTR und der Rlckwarts-
primer 8 am Anfang des Exon 1.

(B) Bei den Slc10a5-Knockout-Mé&usen ist das codierende Exon des Slc10a5-Gens sowie ein Teil des
3‘-UTR durch eine LacZ/Neomycin-Selektionskassette ausgetauscht worden. Bei der Knockout-PCR
bindet der VVorwértsprimer Neo3a in der Selektionskassette und der Ruckwartsprimer im verbliebenen
Abschnitt des 3°-UTRs.
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Fur die PCR wurde folgender Reaktionsansatz mit der Tag DNA Polymerase (Fermentas)

verwendet:

10x Taq Puffer ((NH4)2SOy,)

10 mM dNTPs

25 mM MgCI

Primer vorwarts

Primer rickwérts

Taq DNA Polymerase 5 I. E./ul
ddH,0

Schwanzlysat

4 ul
1l
3,2ul
2 ul

2 ul
0,2 ul
24,6 pl
3ul

Die Genotypisierungs-PCR wurde auf dem Primus 96 advanced gradient Thermocycler

(PegLab) nach folgendem Schema durchgefuhrt:

Denaturierung 2 min 95 °C

Denaturierung 17s 98 °C

Primer-Anlagerung 155 69 °C -1 °C/ZykKlus }
Elongation 15s 72 °C bx
Denaturierung 17s 98 °C

Primer-Anlagerung 15s 60 °C

Elongation 155 72 °C }35X
finale Elongation 7 min 72 °C

Kihlung 0 8°C

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte mittels Gelelektrophorese in 1,9%igem Agarose-

gel.

3.84 Galleausscheidungsversuch Slc10a5-Knockout-Maus
Das Gallensaureprofil der Slc10a5-Knockout-Maus im Vergleich zur Wildtyp-Maus sollte

durch Analyse der Gallensduren in Blut und Galle bestimmt werden. Um potenzielle Kom-

pensationsmechanismen auszuhebeln, wurde vorher eine Woche gallenséurehaltiges Futter

gegeben. Die Zuteilung zu den Fitterungsgruppen erfolgte tber die VVergabe von Zufallszah-

len.
Genotyp

Slc10a5-Wildtyp Slc10a5-Knockout
0,5 % Cholsaurefutter 0,5 % Cholsaurefutter

= n=4 n=4

utterung Slc10a5-Wildtyp Slc10a5-Knockout

Kontrollfutter Kontrollfutter
n=4 n=4
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Fur den Versuch eingesetzt wurden inzipient kongene Slc10a5-Knockout-Méuse (B6.129S5-
Slc10a5™¥) der Riickkreuzungsgeneration N7 (99,4 bis 99,5 % B6). Als Kontrolltiere dien-
ten zugekaufte C57BL/6NTac-Mause (Taconic, Ddnemark). Es wurden nur mannliche Tiere
eingesetzt. Zu Versuchsbeginn hatten die Mause ein Alter von flinfzehn Wochen.

Die Mause wurden wahrend des Versuchszeitraums einzeln in 1VC-Kafigen (IVC-System
Blue Line, Tecniplast) gehalten und tiber eine Woche entweder mit Kontrolldiat (1324 Rat-
te/Maus Haltung 10-mm-Pellets, Altromin) oder gallensdurehaltigem Futter mit 0,5 % Ge-
wichtsanteil Cholsdure (1324 Ratte/Maus Haltung mit 0,5 % Cholséure, Altromin) ad libitum
gefiittert. In dieser Phase wurden die Tiere einmal taglich nachmittags gewogen.

Am siebten Tag wurden die Mduse jeweils vormittags mit 100 mg Ketaminhydrochlorid/kg
KGW und 16 mg Xylazin/kg KGW in Narkose gelegt und nach Erreichen des Toleranzstadi-
ums in Rickenlage fixiert, der Bauch wurde mit einer Schere geschoren und desinfiziert.
Durch einen etwa 1cm langen Schnitt in der Medianen kaudal des Sternums wurde die
Bauchhohle eréffnet und der proximale Dinndarm vorgelagert. Der Gallengang wurde dann
auf Hohe seiner Mundung in das Duodenum mit einem Faden ligiert. Die Gallenblase wurde
mit einem PTFE-Schlauch (Bola) der GroRe 0,2 mm x 0,4 mm Katheterisiert und die Galle in
einem 0,65-ml-Reaktionsgefal tber 30 min gesammelt. Danach wurde die maximal mogliche
Blutmenge mittels Herzpunktion entnommen und die Maus durch cervikale Dislokation geto-
tet.

Das EDTA-Blut wurde bei 2.000 g fir 10 min zentrifugiert, das Plasma abgezogen und bei
—20 °C gelagert. Die Gallemengen wurden durch Wiegen bestimmt und die Galleproben da-
nach bei —20 °C gelagert. Die Organe wurden gewogen und aufgeteilt fiir die RNA-Isolation
und die histologischen Untersuchungen. Zur spateren RNA-Isolation wurde das Gewebe in
kleinen Stuckchen in 1 ml RNA-later Solution (Ambion) tberflhrt, bei 4 °C gelagert und
nach ein bis zwei Tagen das RNA-later abgezogen. Die Proben wurden bei —80 °C bis zur
Verwendung eingefroren. Die Gewebeproben flr die Histologie wurden in 4%iger PFA-
Losung fur 24 h fixiert und dann in 70%iges Ethanol tberfhrt.

3.85 Gallensaureanalytik

Die Analyse der Galleproben wurde von Herrn Dr. Diran Herebian im Stoffwechsellabor der
Universitatsklinik Dusseldorf durchgefiihrt. Dabei wurden die Gallensduren mittels UHPLC-
MS/MS analysiert. Verwendet wurde ein UPLC-H-Class-System (Waters, GB) gekoppelt an
ein Xevo TQ-S oder TQD triple quadruple Massenspektrometer (Waters, GB). Die Electro-
spray-lonisierung erfolgte im negativen lonisierungsmodus. Fir die chromatographische Auf-
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trennung wurde eine BEH-Saule (2,1 x 100 mm, 1,7 um) verwendet. Die mobile Phase be-
stand aus Wasser mit 0,1 % Ameisensaure und 5 mM Ammoniumacetat (Eluent A) und Ace-
tonitril (Eluent B). Die Analyten wurden (ber eine Gradientenelution aufgetrennt. Bei einer
Saulentemperatur von 40 °C wurden 5 pl injiziert. Der Nachweis der Gallenséauren erfolgte im
Selected Reaction Monitoring Mode.

Cholséure, Deoxycholséure, Chenodeoxycholsédure, 7-oxo-Deoxycholséure, Lithocholséure,
Lithocholsduresulfat, Ursodeoxycholsaure, Hyodeoxycholsdure, Muricholsdure, Glycochol-
saure, Glycochenodeoxycholséure, Glycodeoxycholséure, Glycolithocholsdure, Glycourso-
deoxycholsdure, Glycohyodeoxycholsaure, Taurocholsdaure, Taurochenodeoxycholsaure, Tau-
rodeoxycholséure, Taurolithocholséure, Tauroursodeoxycholsdure, Taurohyodeoxycholséure
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen) wurden als Standardsubstanzen verwendet. Die deuterierten
Gallenséuren d4-Cholsaure, d4-Glycocholsdure und d4-Glycochenodeoxycholséure (Ster-
aloids, Newport, USA) dienten als interne Standards. Taurinkonjugierte o- und -
Muricholséure wurden Uber Standards (Steraloids) bestatigt, aber nicht auf der UPLC-S&ule
aufgetrennt und als Tauromuricholsdure zusammengefasst. Fir die glycinkonjugierte a-, B-
und o-Muricholséure und Tauro-7-oxo-Deoxycholsaure waren keine Standardsubstanzen er-

héltlich, sie wurden aus der m/z-Retentionszeit und dem Fragmentierungspattern abgeleitet.

3.9 Statistische Auswertung

Das Erstellen von Graphen und die statistischen Berechnungen wurden mit dem Programm
Graph Pad Prism 5 (Graph Pad Software, Inc.) durchgefiihrt. In der Planung des Galleaus-
scheidungsversuchs wurde ein a-Fehler von 0,05 und B-Fehler von 0,2 zugrundegelegt. Die
Auswertung der vier Gruppen des Galleausscheidungsversuches wurde mittels zweifaktoriel-
ler Anova mit Bonferroni-Post-Test mit den Faktoren Fitterung und Genotyp vorgenommen.
Die Normalverteilung der untersuchten Parameter wurde angenommen, konnte aber aufgrund
der StichprobengrélRe von n = 4 nicht untersucht werden. Die Homogenitat der Varianzen
konnte nicht immer eingehalten werden.

Bei Auswertungen, bei denen zwei Gruppen miteinander verglichen wurden, kam der zweisei-
tige t-Test zur Anwendung. Die Werte werden standardmé&Rig als Mittelwert mit Standardab-
weichung (MW + SD) angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 SLC10A5-Expression und Lokalisation
411 Expressionsprofil in verwendeten Zelllinien

Von den in der vorliegenden Arbeit fur In-vitro-Versuche eingesetzten Zellen wurde die Ex-
pression der SLC10A5-mRNA bestimmt. Hierfur wurde sowohl eine konventionelle Reverse-
Transkriptase-PCR als auch eine quantitative Real-Time-PCR durchgefiihrt (Abb. 4.1). Es
konnte damit gezeigt werden, dass in den HEK293-Zellen, obwohl diese embryonale Nieren-
zellen darstellen, keine SLC10A5-mRNA nachweisbar war. In den HepG2-Zellen, einer von
Hepatomzellen abgeleiteten Zelllinie, konnte hingegen eine moderate Expression detektiert
werden. Die stabil transfizierten HEK-SLC10A5-V5-Zellen bildeten — wie erwartet — eine
grol’e Menge SLC10A5-mRNA.
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Abb. 4.1 Expression von SLC10A5 in HEK-SLC10A5-V5-, HepG2- und HEK293-Zellen

(A) In einer RT-PCR wurde die Expression von SLC10A5 auf RNA-Ebene in den stabil transfizierten
HEK-SLC10A5-V5-Zellen sowie in nicht transfizierten HepG2- und HEK293-Zellen Uberpriift. Die
isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben, amplifiziert und auf einem 1%igen Agarosegel aufge-
tragen. In den HepG2- und den HEK-SLC10A5-V5-Zellen konnte das erwartete Amplifikat von
527 bp nachgeweisen werden, wéhrend in den HEK293-Zellen keine Bande auftrat. Als endogene
Kontrolle wurde GAPDH eingesetzt und eine Kontrolle ohne cDNA mitgefiihrt.

(B) Zur Bestatigung der Ergebnisse wurde cDNA der drei Zelltypen in die Real-Time-PCR eingesetzt.
Die relative Expression des humanen SLC10A5 wurde mit der 2**““Methode bestimmt und als
MW £ SD der Dreifachbestimmung angegeben. Als Kontrollgen (Housekeeper) diente ACTB. Eine
140-fach hohere Expression wurde in den HEK-SLC10A5-V5-Zellen im Vergleich zu den HepG2-
Zellen gefunden. In den HEK293-Zellen konnte bis Zyklus 40 kein SLC10A5-Transkript detektiert
werden.
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4.1.2 Slcl0a5-Gewebeexpression in der Maus

Um die Slc10a5-Expression der Maus von einem definierten Mausstamm, dem genetischen
Hintergrundstamm der in der Arbeit verwendeten Slc10a5-Knockout-Maus, zu zeigen, wurde
eine quantitative Real-Time-PCR aus Geweben der C57BL/6NTac-Maus durchgefiihrt (Abb.
4.2). Hierbei konnten Leber und Niere als die am hochsten exprimierenden Organe bestatigt
werden. Es konnte aber auch eine hohe Expression im gesamten Darmtrakt (Diinn- und Dick-

darm) gezeigt werden sowie eine moderate Expression in Magen, Lunge und Hoden.

6000

Relative Expression Sic10a5

Abb. 4.2 Expressionsprofil der Slc10a5-RNA in verschiedenen Mausgeweben

Totale RNA wurde aus C57BL/6NTac-Mausgewebe isoliert, aufgereinigt, in cDNA umgeschrieben
und in Dreifachbestimmung in die quantitative Real-Time-PCR eingesetzt. Es wurde auf den
Housekeeper Hprt normalisiert und die relative Expression mittels 2**“'-Methode mit dem Herzen als
Kalibrator berechnet. Dargestellt sind die MW + SD aus n =4 Mausen flr Leber, Niere, Dickdarm,
Cacum und Diinndarm bzw. der MW der technischen Replikate einer Maus fur die weiteren gezeigten
Organe.

4.1.3 Lokalisation auf RNA-Ebene mittels In-Situ-Hybridisierung

Die In-situ-Hybridisierung an Mausgewebe sollte ergdnzend zur Expressionsanalyse des
Slc10a5 mittels Real-Time-PCR zeigen, in welchen Zelltypen die Slc10a5-mRNA exprimiert
wird. Fur die Ratte wurde in einer In-situ-Hybridisierung gezeigt, dass Hepatozyten sowie die
Zellen der proximalen Nierentubuli Slc10a5-RNA exprimieren (Fernandes et al. 2007). Nun
sollten diese Daten durch Untersuchungen in der Maus komplettiert werden, wobei durch

Verwendung von Gewebe der Slcl0a5-Knockout-Maus verglichen mit dem der Wildtyp-
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Maus mdogliche Signale auf ihre Spezifitat hin Oberpruft werden sollten. Fir die In-situ-

Hybridisierung kamen verschiedene in Abb. 4.3 gezeigte Sonden zum Einsatz.

10 20 30 40 50 a0
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GAGTCTTTTGGTTTTTACTAAAACTGGGTAGGCACACATGGTTTGTTTAAACTTTCAAE@TGTCTGGCAA 70
TTTTTTTATATTTCTACTTTTGTTGGTGACCCCAGCAGARAGCGAAGALG QBTTTCTCAGTTTTCTGAAT 140
ATACAARNTACAGAAATGCTGTCCTTTACAAGGACGGAAGARMANCATCGTTGTAAGGTCCAGCTATAAAG 210
ACARACAGCCTCACTCCAGCTACCTGCTCGTGAAGTTAGAGGATCCTAAAGTGCTGCAGGTGGTGAATGT 280
GACCAAGACCTCCCTGGCTGTCACAGACTTTACCGTCAACCTGAAGACTTTCCCAGGAGAGACCAATETG 350
ACCCTGCAGCTCTGGGAGTCTGAAGGTAGGCAAACAACACTCATCGACGAGCTAAAGAATSTCAGAGTGA 420
GAGTGTTCAGACAGACGGACGACAGCCTCCTCCAGGCACCAATCCATGTCGATAGCTCCATCTTCCTGCT 490
TGTCTTATCGATGATCCTTTTARAATARAATSGTGCCTTTGGCTGCAAGATTGAATTCCAGGTGCTTCARAACA 560
GTGETGGAAGAGACCTTTGCCAATACTTCTTGGGETGGTTATACAGTTTTTTCTTATGCCATTCTGTGSECT &30
TTCTCTTGTCTCAGATTTTGGGCTTGCCTAAGGCACAGGCTTTTGGATTTGTAATGACCTGCACATGCCC 700
AGGAGGAGGTGEEGEECTATCTCTTTGCTCTCCTTCTGGAAGGGGATGTCACTTTGGCCATTTTGATGACT 770
TGCACATCAACGTCCCTGGCCCTCATCATGATGCCTGTCAACTCATACTTTTACAGTCGGCTACTGGGET 840
TAGCAGGTGCATTTCACGTCCCTGTGTTARAGATTGTGTCTACTCTTCTTTTCATACTTATGCCAATGETC 210
GACTGGTGTCATCATTAAACACAAGATGCCTGCGAAAGCAATCTGTTTAGAGAGAGTAGTGCGGCCTCTG 280
AGCTTGACTTTAATGTTCGTGEGCATCTACTTGGCTTTCCEGATGEGACTAGTGTTTCTGAGAATISGCTA 1050
ACCTAGAGGTGTTTCTATTGGGEGCTTCTGEGTTCCTGCACTGGECCTTTTGTTTGGCTATTCCTTGGCTARA 1120
AGTCTACTTGCTGCCTCTTCCTGTTTGCARGACGEGTTGCTCTCGARACTGEGGATGTTGAATAGTTTCTTA 1190
GCTCTGGCCATCATTCAGCTTTCCTTTTCCCAGCCCAAGGCACACGAAGCCTCCGTAGCCCCCTTTACAG 1260
TAGCCATGTGTTCCAGCTGTGARATGTTACTGCTCCTTCTGGTCTACAAGGCTAAGAGAAGGCCATCCCT 1330
TAGCACAGAATATGAARAAACTCCTCTAGTGTACAGCAGATGCACTATAGTCACCTTCAAGCTGGTTARR 1400
AGCTTGACATGGGAGGTGAGGAGATCATTTCTTCTAGTACCTGTATGTGTATGTCTTATATATGTGTGTG 1470
TGACATACAGGTGCGTATAACATGTTACATGTGTGCACGTGTATGTGTTTGCATGTGTATTATACATTAC 1540
CCTAACCTAGCCTAATCCAAATGGTTTAACATTTTCCTGTCAGTGTTCTTGCCTATAGTGTTTTGGGCTG 1610
ATACAACCAAATCTGTTCTTTCTTATGTCACTAAGTCCAGTGTACAAAAAGCATGATTTACARARGACCT 1680
GATGGTGTGGTGGTGGATGTCTATCCTGATCTGAARAGCAGTGGCTACCTCCCTGGAGCATTTGGCTTTT 1750
CAACAGAAATGCCCGTTCAGAGGCTCAAACTATAAATGCATTTGCGTAATACCAACCTATGGAGGTGCCA 1820
CCATTTGCCCATCARAAGGCCAGGCAGCTCTCTTTCTAGCTGTGCTTGATGGCACTGAGAATGTGTCACGT 1890
CAGCTTTCAAATCTGTAAAACACAGACGTCCACATAGETTTAAGATACAGGTTAACCCGACATGTGCTTT 1960
GTGGGATAGCTTTATGCATCATTAAATGTATTAAATCAAATAAGGATTAAGTTACCCARAATACCTTGCTC 2030
TTAAGAGCAAGAGGGATGCCAGGCAGTGGGACTGCCATGAGTTTGAACCTAGCTTAGTCTAGTGAGTGAG 2100
TTCCAGGAGAGCCTACCTCGATTAATCAAACAGTAAACAAACGCAGARAAGTATTGATGGGCCAGGTTTTA 2170

CC
CC

Abb. 4.3 Lage der In-situ-Hybridisierungssonden in der mSlc10a5-mRNA

Dargestellt ist der vordere Teil der Slc10a5-mRNA der Maus. Der proteincodierende Bereich (CDS)
erstreckt sich von Position 60 bis 1399 (mit Klammern markiert). In der Slc10a5-Knockout-Maus
wurde die Sequenz bis einschliellich Base 1539 deletiert. Die Sonde 1 (Lila) sitzt im 3’UTR. Sonde 2
(Blau) erstreckt sich vom Ende des CDS in den Anfangsbereich des 3’UTR. Fiir die Sonde 3 (Rot)
wurde ein Stiick zwischen 5’UTR und dem Anfang des CDS gewéhlt, wahrend Sonde 4 (Orange) zwi-
schen Sonde 2 und den Sonden von Eurexpress und Allen Brain Atlas (Grin) liegt.

Zunéchst wurde Sonde 1 synthetisiert, die im 3’UTR des Slc10a5-Gens liegt. Sie detektierte
Slc10a5-RNA in allen Hepatozyten der Leber, den Mukosazellen und den Nervenzellkérpern
im Plexus myentericus im Ileum und in den Driusenzellen der Magenschleimhaut sowie inner-
halb des Epithels der Pars cutanea im Magen. Allerdings reagierte diese Sonde mit dem Ge-
webe von Wildtyp- und Knockout-Maus gleich. Da Sonde 1 im Bereich des bei der Slc10a5-
Knockout-Maus nicht deletierten 3‘-UTRs liegt, war nicht vollstandig sicher, ob die Sonde
unspezifisch reagierte oder dieser RNA-Abschnitt bei der Knockout-Maus wider Erwarten

transkribiert wurde. Denn die Transkription sollte durch das Poly-A-Signal am Ende der
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LacZ-Neo-Kassette (siehe Abb. 3.3) abbrechen, aber es kénnten ausnahmsweise auch Tran-
skripte entstehen, die den folgenden 3°-UTR miteinbeziehen. Um die Spezifitat der In-situ-
Hybridisierung abzusichern, wurde deswegen die Sonde 2 hergestellt, die das Ende der codie-
renden Sequenz bis zum Anfang des 3°-UTR abdeckt und innerhalb der deletierten Sequenz
bei der Knockout-Maus liegt. Diese Sonde 2 stellte sich aber als unspezifisch heraus, da bei
der Hybridisierung die vom T7-Promotor transkribierte RNA-Sonde gleichermalen wie die
Sp6-Sonde in Leber, Dunndarm und Magen band.

Bei automatisierten GroRprojekten wie Eurexpress (http://www.eurexpress.org) und Allen
Brain Atlas (http://mouse.brain-map.org) wurden bereits Sonden verwendet, die die vordere
Hélfte der codierenden Sequenz abdecken. Mit diesen Sonden wurde kein Signal in Gehirn,
Ruckenmark und einem Ganzkdrperschnitt durch den Mausefetus erzielt. Deswegen wurde
bei der Auswahl zwei weiterer Sonden dieser Abschnitt ausgespart. Sonde 3 farbte Leber und
Niere der Knockout-Maus starker als die der Wildtyp-Maus, weswegen sie nicht weiter ver-
wendet wurde, wéahrend Sonde 4 vor allem in der Wildtypleber eine wesentlich starkere Fér-
bung als in der Knockoutkontrolle hervorrief (Abb. 4.4).

Leber

s . F t ‘
W % e
Abb. 4.4 In-situ-Hybridisierung von Slc10a5 in Mausgewebe mit Sonde 4

Von 4 %-PFA-fixierten und in Paraffin eingebetteten Geweben von Slc10a5-Wildtyp- (wt) und
-Knockout-Méusen (ko) wurden 5 um dicke Schnitte angefertigt. An diesen wurde eine In-situ-Hybri-
disierung mit der RNA-Sonde 4 in einer Verdunnung von 1 : 75 durchgefuhrt. Es erfolgte eine Nach-
behandlung mit RNAse A/T1. Abgebildet ist die Hybridisierung mit der vom T7-Promotor aus
transkribierten T7-Sonde (grofes Bild) und der Sp6-Sonde (Teilbild oben rechts).
Die Sonde 4 hybridisiert in der Leber unterschiedlich stark in den Hepatozyten der Wildtyp-Maus
sowie homogen, jedoch sehr viel schwacher in der Knockout-Maus. Im Ileum féarben sich die Mu-
cosazellen an sowie die Nervenzellen des Plexus myentericus (Pfeil). In der Pars glandularis (*) des
Magens werden die Drisenzellen und die kutane Schleimhaut in der Pars non-glandularis markiert.

74



Ergebnisse

An Hybridisierungen in lleum und Magen liel? sich diese Tendenz jedoch nicht bestatigen.
Die In-situ-Hybridisierungen mit Sonde 4 zeigten eine Lokalisation der Slc10a5-RNA in den
Hepatozyten der Leber an. Weiterhin féarbten sich die Darmmukosazellen im lleum und die
Nervenzellen des Plexus myentericus an. Im Magen hybridisierte die Sonde in den Driisenzel-
len und der kutanen Schleimhaut. Leider farbte in diesen Schnitten der Farbstoff nachtraglich
stark in das Einbettmedium aus, was die Farbwiedergebung beeintréchtigt (Abb. 4.4). Die
Niere stellte sich als Organ mit einer sehr hohen unspezifischen Hintergrundfarbung heraus
(nicht gezeigt).

Die Populationen der angefarbten Zellen entsprachen denen, die sich auch in der Immun-
histochemie mit dem rSLC10A5-Antikorper (Eurogentec) anféarbten (siehe Abb. 4.18). Genau
wie bei diesem kann die Spezifitat nicht abschlieRend bewiesen werden, da sich zum Teil das

Gewebe der Knockout-Maus gleichartig anfarbte.

4.1.4 Sortierungsvorhersage

Neben der Untersuchung der Gewebeexpression interessierte in der vorliegenden Arbeit auch
die subzellulare Lokolisation des SLC10A5-Proteins. Verschiedene bioinformatische Pro-
gramme wurden zur Vorhersage der zelluldren Sortierung des SLC10A5-Proteins genutzt und
sagten eine Lokalisation in der Plasmamembran voraus, wenn Uber Alignments mit sequenz-
homologen Proteinen Vergleiche angestellt werden (CELLO; Euk-mPLoc 2.0). Dies verwun-
dert nicht, werden doch die gut charakterisierten Mitglieder der SLC10-Familie (NTCP,
ASBT, SOAT) in die Plasmamembran sortiert. Programme, die nach bestimmten Sequenz-
merkmalen suchen, die typischerweise zu einer Sortierung in ein bestimmtes Organell fiihren,
sagten verschiedene Mdglichkeiten voraus (Tab. 4.1). Hierbei unterschieden sich die Aussa-
gen je nachdem, ob die Proteinsequenz des Menschen, der Ratte oder der Maus fur die Vor-

hersage verwendet wurde.

Tab. 4.1 Vorhersage der zellularen Sortierung des SLC10A5-Proteins mittels bioinformatischer
Programme

Programm Mensch Maus Ratte
Peroxisomen (35 %) Extrazelluldr (9 %) Peroxisomen (52 %)
MultiLoc ER (3 %) Peroxisomen (4 %) ER (19 %)
Extrazelluldr (13 %) ER (3 %) Extrazelluldr (14 %)
ER (52,2 %) Plasmamembran (43,5 %)
ER (55,6 %) Plasmamembran (34,8 %) | ER (43,5 %)
PSORTII Plasmamembran (33,3 %) | Vakuoléar (4,3 %) Vakuolér (4,3 %)
Mitochondrien (11,1 %) Golgi-Apparat (4,3 %) Golgi-Apparat (4,3 %)
Mitochondrien (4,3 %) Mitochondrien (4,3 %)
Y-Loc Sekretorischer Weg Sekretorischer Weg Sekretorischer Weg
(100 %) (99,2 %) (97 %)
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Die Programme TargetP und PrediSi errechneten, dass das SLC10A5-Protein im N-Terminus
ein Signal-Peptid hat, welches beim humanen SLC10A5 19 Aminosauren und bei Ratte und
Maus 18 Aminosauren lang ist. SignalP 4 sagte eine Spaltungsstelle an Position 22 oder 19
vorher. Somit ist der gemeinsame Nenner aus diesen Vorhersagen, dass das SLC10A5-Protein
den sekretorischen Weg tber das Endoplasmatische Retikulum einschlégt.

Das Programm Target Signal Predictor fand im N-Terminus zusétzlich noch eine Sequenz, die
auf eine Interaktion mit dem Pex19BS-Protein hinweist, was zu einer Sortierung in die per-

oxisomale Membran fihren wiirde.

4.1.5 Sortierungsstudien im Zellkulturmodell

Die bisher einzige Untersuchung von Pellicoro (Diss. 2008), die zeigen sollte, in welchen
Zellkompartimenten sich das SLC10A5-Protein befindet, scheiterte an der unspezifischen
Reaktion von zwei selbst generierten Antikorpern. In HepG2-Zellen, die mit SLC10A5-GFP
transfiziert wurden, konnte kein Signal in der Plasmamembran detektiert werden. Hingegen
zeigte sich SLC10AS5 intrazellul&r in membrandsen Strukturen, die keinem spezifischen Zell-
organell zugeordnet werden konnten (Diss. Pellicoro 2008).

Diese Lokalisation konnte in der vorliegenden Arbeit an transient mit SLC10A5-GFP trans-
fizierten HepG2-Zellen bestétigt werden, die eine intrazellulare Fluoreszenz in vesikular ab-
gegrenzten Strukturen und ebenfalls keine Plasmamembranfluoreszenz aufwiesen (Abb. 4.5).
Auch eine stabil transfizierte HEK-SLC10A5-GFP-Zelllinie wurde generiert (nicht gezeigt).
Der GFP wies aber eine schlechte Leuchtkraft auf und konnte prazise nur mit dem GFP-
Antikdrper nachgewiesen werden. Da auflerdem der GFP-Tag durch seine GroRe mdglicher-
weise zu einer Fehlsortierung des SLC10A5-Proteins fuhren konnte, wurde fortan V5-
getaggtes hSLC10A5-Protein untersucht. Dieses zeigte jedoch in einem parallel angelegten
Versuch bei transienter Transfektion von HepG2-Zellen dieselbe Sortierung wie entsprechend
GFP- und FLAG-getaggte hSLC10A5-Proteine und ungetaggte rSLC10A5-Proteine (Abb.
4.5).
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Abb. 4.5 Vergleich der intrazellularen Sortierung des Flag-, GFP- und V5-getaggten hSLC10A5
und des ungetaggten rSLC10A5

HepG2-Zellen wurden transient mit dem Flag-, GFP- oder V5-getaggten SLC10A5-Konstrukt des
Menschen und dem ungetaggten SLC10A5-Konstrukt der Ratte transfiziert und mit einer Immunfluo-
reszenzmikroskopie nachgewiesen. Hierfiir wurde der Flag-Ak 1:5.000 und der rSLC10A5-Ak
1:500 mit dem Sekundarantikérper AF488 Ziege-anti-Kaninchen 1 : 800 und der GFP-Ak 1 : 1000
und der Maus-V5-Ak 1 :5.000 mit AF488 Ziege-anti-Maus 1 : 800 eingesetzt. Die Kernfarbung er-
folgte mit DAPI/Methanol 1 : 5.000 (Blau). Von den hSLC10A5-Flag und -V5 sowie den rSLC10A5
transfizierten Zellen wurde ein Z-Stapel aufgenommen, von dem eine Blind Deconvolution gerechnet
wurde und die Maximum-Projektion daraus dargestellt wird. Die Aufnahme von hSLC10A5-GFP
stellt eine Aufnahme in einer Ebene ohne Nachbearbeitung dar. ObjektivvergroRerung: 63x

An transient mit dem SLC10A5-V5-Konstrukt transfizierten HepG2-Zellen konnte auch die
durch bioinformatische Vorhersagen favorisierte Orientierung des SLC10A5-Proteins besta-
tigt werden. Der vorhergesagte extrazelluldare N-Terminus und der intrazellulare C-Terminus
eines integralen Plasmamembranproteins wirde (ibertragen auf ein Organell eine Orientierung
des N-Terminus zum Organellenlumen und des C-Terminus zum Zytoplasma bedeuten (siehe
Abb. 5.4 B). Das SLC10A5-V5-Fusionsprotein tragt den VV5-Tag am C-Terminus und wurde
Uber eine Antikorperreaktion mit dem V5-Antikdrper nachgewiesen. Sowohl bei vollstéandig
permeabilisierten Zellen als auch bei Digitonin-permeabilisierten Zellen lie sich der C-
Terminus detektieren (Abb. 4.6). Da bei der Digitonin-Permeabilisierung lediglich die Zell-
membran permeabilisiert wird, sodass nur Epitope an der zytoplasmazugewandten Seite der
Zellorganellen detektiert werden kdnnen, muss der C-Terminus des SLC10A5-Proteins im

Zytoplasma liegen.
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vollstandig Digitonin-
permeabilisiert permeabilisiert

SLC10A5-V5

Abb. 4.6 Untersuchung der Lokalisation des C-Terminus des SLC10A5-Proteins an transient
hSLC10A5-V5-transfizierten HepG2-Zellen nach vollstandiger und Digitoninpermeabilisierung

HepG2-Zellen wurden transient mit dem SLC10A5-V5-Konstrukt (C-terminaler VV5-His-Tag) trans-
fiziert und entweder mit 0,2 % Triton X-100 vollstdndig oder mit Digitonin (60 pg/ml) nur die Zell-
membran permeabilisiert. Die Immunfluoreszenzmarkierung wurde mit dem Maus-V5-Ak 1 :5.000
und dem Sekundarantikérper AF488 Ziege-anti-Maus 1 : 800 durchgefiihrt. Die Kernfarbung erfolgte
mit DAPI/Methanol 1 : 5.000 (Blau). Es wurde ein Z-Stapel aufgenommen und daraus die Maximum-
Projektion dargestellt. Objektivvergroflerung: 63x

Auch fiir weitere subzellulare Expressionstudien wurden HepG2-Zellen verwendet, da sie von
Leberzellen, den am hdchsten SLC10A5 exprimierenden Zellen, abstammen und selber noch
eine moderate SLC10A5-Expression aufweisen. Zusatzlich weisen die HepG2-Zellen einen
grolRen Zytoplasma-reichen Zellkorper auf, der die Sortierung gut beobachten I&sst.

Die immunzytologischen Untersuchungen zeigten, dass sich das transient transfizierte huma-
ne SLC10A5-V5-Protein in vesikuldren Strukturen um den Zellkern, aber auch in kleineren
Abspaltungen in der Peripherie lokalisieren liel3. Die gleichzeitige Markierung des SLC10A5-
V/5-Fusionsproteins mit dem V5-Antikorper und den organellenspezifischen Markern sollte
die Zugehorigkeit zu bestimmten Organellen zeigen. Dabei liel sich eine fast vollstandige
Uberlagerung mit der Markierung fiir Giantin, einem Markerprotein des Golgi-Apparats, dar-
stellen. Auch der durch den Calnexin-Antikoérper angefarbte ringférmige Bereich des Endo-
plasmatischen Retikulums um den Zellkern zeigte teilweise Uberlagerungen mit der
SLC10A5-Expression. Mit den durch den ATP-Synthase-Antikdrper markierten Mitochond-
rien, durch den Katalase-Antikérper markierten Peroxisomen und den durch den Transferrin-
rezeptor(TfR)-Antikorper markierten Endosomen konnte kein Ubereinstimmendes Vertei-
lungsmuster gesehen werden (Abb. 4.7). Somit wird SLC10A5 in den transient transfizierten
HepG2-Zellen zundchst in das Endoplasmatische Retikulum und dann in den Golgi-Apparat
sortiert. Kleinere vesikuldre Strukturen, die nicht mit Giantin komarkiert wurden, konnten

nicht ndher zugeordnet werden.
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Abb. 4.7 Subzellulare Lokalisation des SLC10A5-Proteins in transfizierten HepG2-Zellen

HepG2-Zellen wurden mit dem SLC10A5-V5-Konstrukt transient transfiziert und nach 48 Stunden
wurden Immunfluoreszenzstudien durchgefiihrt. Das SLC10A5-Protein wurde dabei mittels V5-
Antikdrper (Kaninchen-V5 1 : 5000, Maus-V5 1 : 5000) markiert.Die Zellorganellen folgendermalien:
Golgi-Apparat (Giantin-Ak 1 :500), Mitochondrien (ATP-Synthase-Ak 1 : 400), Endoplasmatisches
Retikulum (Calnexin-Ak 1 : 250), Peroxisomen (Katalase-Ak 1 : 1000), Endosomen (TfR-Ak 1 : 300).
Als Sekundarantikdrper wurden AF555 Ziege-anti-Kaninchen und AF488 Ziege-anti-Maus oder
AF488 Ziege-anti-Kaninchen und Cy3 Ziege-anti-Maus jeweils 1:800 verwendet. Die Farbkandle bei
der Mikroskopie wurden so eingestellt, dass das SLC10A5-Protein in Rot und die Organellen in Griin
dargestellt sind. Die Kernfarbung erfolgte mit DAPI/Methanol 1 : 5000 (Blau). Aufgenommen wurde
ein Z-Stapel, von dem eine Blind Deconvolution (Ausnahme ER) gerechnet wurde und die Maximum-
Projektion daraus dargestellt wird. Objektivvergrofierung 63x

Die Kolokalisation des SLC10A5-Proteins mit dem Golgi-Apparat-Marker Giantin konnte
ebenso an mit dem Maus-Slc10a5-V5-Konstrukt transfizierten HepG2-Zellen bestétigt wer-
den. Auch in den HEK-SLC10A5-V5-Zellen konnte eine sehr kompakte Lokalisation des
SLC10A5-Proteins detektiert werden, welche fast vollstandig mit dem durch Giantin markier-

ten Golgi-Apparat tbereinstimmt (Abb. 4.8).

V5-Ak Giantin-Ak Uberlagerung

HepG2-mSLC10A5-V5

HEK-SLC10A5-V5

Abb. 4.8 Lokalisation des SLC10A5-Proteins in transient mSlc10a5-V5-transfizierten HepG2-
Zellen und stabil transfizierten HEK-SLC10A5-V5-Zellen

Sowohl an transient mit dem mSlc10a5-V5-Konstrukt transfizierten HepG2-Zellen als auch stabil
hSLC10A5 exprimierenden HEK-SLC10A5-V5-Zellen wurde eine Doppelimmunmarkierung durch-
gefiihrt, bei der das SLC10A5-V5-Fusionsprotein mit dem Kaninchen-V5-Antikérper (1 : 5000) und
der Golgi-Apparat mit dem Giantin-Antikorper (1 :500) markiert wurden. Als Sekundérantikorper
wurden AF555 Ziege-anti-Kaninchen und AF488 Ziege-anti-Maus (jeweils 1 : 800) eingesetzt. Objek-
tivvergroRerung: 63x
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4.2 Antikdrperetablierung

Um auch nicht Tag-markiertes SLC10A5-Protein detektieren und natirlich gebildetes
SLC10A5 in Zellen und Gewebe nachweisen zu kdnnen, wurden Antikorper gegen das
SLC10A5-Protein benétigt. Es standen zwei kommerziell erhéltliche Antikérper gegen den
humanen SLC10A5 zur Verfiigung und ein selbst in Auftrag gegebener Antikorper gegen das
SLC10A5-Protein der Ratte. Diese Antikdrper wurden mittels Immunfloreszenz, Western

Blot und Immunbhistologie Uberpriift.

4.2.1 hSLC10A5-Antikdrper (Sigma)

Der SLC10A5-Antikorper richtet sich gegen einen Teil des N-Terminus und die putative erste
Transmembrandoméne des humanen SLC10A5-Proteins. An transient hSLC10A5-V5- und
mSlc10a5-V5-transfizierten HepG2-Zellen wurde die Speziesreaktivitdt gegen Maus und

Mensch und die Spezifitat fir die gebildeten Fusionsproteine untersucht (Abb. 4.9).
V5-Ak hSLC10A5-Ak Uberlagerung

hSLC10A5-V5

MSLC10A5-V5

25 um

Abb. 4.9 Untersuchung zur Speziesreaktivitat des SLC10A5-Ak (Sigma) an hSLC10A5- und
mSlcl0a5-transfizierten HepG2-Zellen

HepG2-Zellen wurden transient mit dem humanen SLC10A5-V5- oder dem mSlc10a5-V5-Konstrukt
transfiziert. Fir die Immunfluoreszenzanalyse der exprimierten Proteine erfolgte die Markierung mit
dem Maus-V5-Ak (1 : 5000) und dem hSLC10A5-Ak (Sigma) (1 : 200) sowie mit den Sekundéranti-
koérpern AF488 Ziege-anti-Maus und Cy3 Ziege-anti-Kaninchen (jeweils 1 : 800). Die Zellkerne wur-
den mit DAPI/PBS (1 : 5000) gefarbt. Als Negativkontrolle dienten die untransfizierten Nachbarzel-
len. Es wurden jeweils Z-Stapel-Aufnahmen angefertigt, die Blind Deconvolution wurde gerechnet
und die Maximum-Projektion der Ebenen abgebildet. Objektivvergréfierung: 40x
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Bei Zellen, die das hSLC10A5-V5-Protein exprimieren, Uberlagert sich die Immunfluoreszenz
durch den SLC10A5-Antikorper ganzlich mit der durch den VV5-Antikdrper, wie an der voll-
standigen Gelbfarbung in der Uberlagerungsdarstellung zu erkennen ist. Wurde jedoch das
mSLC10A5-Protein in den Zellen gebildet, so reagierte der Antikorper offensichtlich nicht
spezifisch damit und zeigte kein Fluoreszenzsignal. Dabei wurde die erfolgreiche Transfekti-
on durch den V5-Antikorper angezeigt (Abb. 4.9).

Da die Sequenzidentitat zwischen Maus und Mensch im Bereich des Immunisierungspeptids
nur 64,8 % betrégt, ist dieses Ergebnis nicht verwunderlich (Abb. 4.10).

EEA N G E TN TMOLWE SEGRQTRL IEE IINERVEVERQTEDS LIFOBP THVINS SMFLLVLMI LLNKCAFGCKIELQ
Maus EENGE TNV TEQLWE SEGRQTML I BEEKNVRVRVFRQTBDS LLOAPTHVDSSIFLLVLEMI LLNKCAFGCKIEROV]
VIS erTeI Ml - TNV T QL WD SEGROIR L IEE TKNVRVEVIBKOBND S .L.OA PMHE DISW T ML H LI T LL.NKCAFGCKIELON

Abb. 4.10 Vergleich der SLC10A5-Aminosauresequenz von Ratte, Maus und Mensch im Bereich
des Immunisierungsepitops des hSLC10A5-Antikorpers (Sigma)

Um zu untersuchen, ob im Zellkulturmodell auch endogen exprimiertes SLC10A5-Protein
von diesem hSLC10A5-Antikorper erkannt wird, wurde der direkte Vergleich zwischen den
HEK-SLC10A5-V5-Zellen, den HEK293-Zellen als Negativkontrolle und den HepG2-Zellen
mit nativer Expression gewdhlt. Hierbei wurde das bei den stabil transfizierten HEK-
SLC10A5-V5-Zellen gebildete Fusionsprotein erkannt (Abb. 4.11 links). Bei den nativ
SLC10A5 exprimierenden HepG2-Zellen, kann jedoch kein spezifisches Signal fir den
SLC10A5-Antikorper gesehen werden (Abb. 4.11 Mitte), sondern vor allem eine piinktchen-
formige Anfarbung im Bereich des Zellkerns, die genauso bei den nicht SLC10A5 exprimie-
renden HEK293-Zellen (Abb. 4.11 rechts) auftritt. Somit kann der SLC10A5-Antikorper das
natrlicherweise gebildete Protein entweder nicht erkennen oder in den HepG2-Zellen findet
keine ausreichende Proteinbiosynthese fiir SLC10A5 statt, um die Detektionsschwelle des
Antikorpers zu (berschreiten. Da die mRNA-Expression in den HEK-SLC10A5-V5-Zellen
140-fach stérker ist als in den HepG2-Zellen ist, konnte auch die translatierte Proteinmenge

wesentlich geringer sein.
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HEK-SLC10A5-V5 HEK293 HepG2

hSLC10A5-Ak

Uberlagerung

Abb. 4.11 Untersuchung der Spezifitat des hSLC10A5-Ak (Sigma) am Zellmodell mittels Im-
munfluoreszenz

Mit stabil transfizierten HEK-SLC10A5-V5- und nativ SLC10A5 exprimierenden HepG2- sowie
HEK293-Zellen als Negativkontrolle wurden Immunfluoreszenzuntersuchungen durchgefuhrt. Der
hSLC10A5-Antikorper (Sigma) wurde als Priméarantikorper in einer Verdunnung von 1 : 200 einge-
setzt. Als Sekundéarantikorper diente Cy3 Ziege-anti-Kaninchen (1 : 800). Die Zellkerne wurden mit
DAPI/Methanol 1 : 5000 angefarbt (Blau). Die obere Reihe zeigt in Rot die Signale des hSLC10A5-
Antikorpers (Sigma) und die untere Reihe das Uberlagerungsbild mit den Zellkernen. Bei den HEK-
SLC10A5-V5-Zellen enthalt die Uberlagerung zusatzlich Signale aus dem nicht abgebildeten Griinka-
nal, bei dem eine Markierung des SLC10A5-V5-Proteins mit Maus-V5 (1 : 5000) und AF488 Ziege-
anti-Maus (1 : 800) erfolgte. Die gelbe Farbung stellt eine Uberlagerung der Markierung in Rot und
Grin dar. In den Teilbildern wird die Kontrolle ohne Primarantikorper dargestellt (L&ngenstandard
25 pum). ObjektivvergroBerung: 40x

Fur Untersuchungen im Western Blot an Zellproteinisolationen stellte sich der hSLC10A5-
Antikorper ebenfalls als ungeeignet heraus. Obwohl genligende Mengen an Protein aufgetra-
gen wurden, wie die Kontrolle mit dem GAPDH-Antikorper zeigte, markierte er weder in den
HEK-SLC10A5-V5- noch in den HepG2-Zellen eine Bande. Das SLC10A5-Protein wurde
jedoch gebildet und auf die Membran (bertragen, da mit dem V5-Antikorper eine entspre-
chende Bande zwischen 50 und 60 kDA erkannt wurde, die der berechneten GroRe des
SLC10A5-V5 entsprach (Abb. 4.12).
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Abb. 4.12 Testung des hSLC10A5-Antikdrpers (Sigma) auf seine Eignung fur den Western Blot

Aus den stabil transfizierten HEK-SLC10A5-V5-Zellen (1), HEK293-Zellen als Negativkontrolle (2)
und HepG2-Zellen (3) wurden Gesamtproteine isoliert, und es wurde jeweils 40 g Protein unerhitzt
aufgetragen. Als Primérantikorper wurden hSLC10A5 (Sigma) 1 : 300 und Maus-V5 1 : 5.000 einge-
setzt und als Sekundarantikdrper Rockland Ziege-anti-Maus 1:5.000 und Ziege-anti-Kaninchen
1:1.000. Als Kontrolle wurde die Membran gestrippt und mit dem GAPDH-Ak 1 : 25.000 und Ka-
ninchen-anti Ziege 1 : 5.000 inkubiert.

In humanen Paraffin-eingebetteten Gewebeschnitten zeigte sich mit dem Antikorper keine
Féarbung in den vermuteten Zielzellen, sondern es konnte nur eine starke Anfarbung von
immunkompetenten Zellen detektiert werden (Abb. 4.13). Im Blut des Herzens (A) farben
sich Granulozyten (Pfeil) und ein Monozyt (offener Pfeil) an. In der Leber (B) farben sich

nicht die Hepatozyten, sondern die in den Sinusoiden lokalisierten Makrophagen (Pfeilspitze).
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Abb. 4.13 Immunféarbung von humanem Gewebe (Paraffinschnitte) mit dem hSLC10A5-
Antikorper (Sigma)

An humanem Gewebe (Human Tissue I und Il (Biocat)) wurde eine immunhistologische Untersu-
chung mit dem hSLC10A5-Ak (Sigma) in einer Verdinnung von 1 : 20 durchgefiihrt sowie eine Ne-
gativkontrolle ohne Primdrantikorper (kleines Bild) angefertigt. Im Herzen (A) zeigt sich eine Farbung
von Granulozyten (Pfeil) und Monozyt (offener Pfeil). In der Leber (B) markierte der Antikorper die
Makrophagen (Pfeilspitze). Rot-braun geférbte Granula (offene Pfeilspitze) finden sich in Positiv- und
Negativkontrolle. ObjektivvergréRerung: 40x
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Dies deckt sich mit den Daten aus The human protein atlas (Uhlen et al. 2015;
www.proteinatlas.org), in dem dieser Antikorper getestet wurde und in immunhistologischen
Schnitten eine Farbung bei Neutrophilen Granulozyten und hdmatopoetischen Stammzellen
sowie schwach in Epithelien hervorrief.

Da die angefarbten Zellpopulationen in absolutem Gegensatz zu den mRNA-EXxpressions-
daten stehen, kann davon ausgegangen werden, dass der SLC10A5-Antikorper in humanem
Gewebe nicht das SLC10A5-Protein erkennt, sondern mit anderen Proteinen kreuzreagiert.
Der hSLC10A5-Antikorper (Sigma) eignet sich somit nicht fir den Proteinnachweis in
Paraffinschnitten, sondern offensichtlich nur fur Immunfluoreszenzuntersuchungen in

SLC10A5-uberexprimierenden Zellkulturen.

4.2.2 hSLC10A5-Antikorper (Aviva)

Ein weiterer kommerziell erhéltlicher Antikdrper stand von Aviva zur Verfligung. Dieser
richtet sich gegen den vierten intrazelluldren Loop bis zur neunten Transmembrandomane des
humanen SLC10A5-Proteins.

Mit diesem Antikorper konnte in keiner Anwendung eine spezifische Farbung erzielt werden.
An den HEK-SLC10A5-V5-Zellen war nur eine unspezifische Fluoreszenz zu beobachten,
obwohl der V5-Antikérper das Vorhandensein des SLC10A5-V5-Proteins anzeigte. Die
HepG2-Zellen farbten sich nur in einer diffusen Hintergrundfluoreszenz (Abb. 4.14). In der
Immunhistologie von humanen in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitten zeigte sich tber-

haupt keine Farbreaktion mit diesem Antikorper (nicht gezeigt).
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Abb. 4.14 Immunfluoreszenzuntersuchungen von stabilen HEK-SLC10A5-V5- und HepG2-
Zellen mit dem hSLC10A5-Antikdrper (Aviva)

Es wurde eine Immunfluoreszenz an stabil transfizierten HEK-SLC10A5-V5- und nativen HepG2-
Zellen durchgefiihrt. Hierbei wurde der hSLC10A5-Ak (Aviva) (Rot) als Priméarantikorper in einer
Konzentration von 3,2 pug/ml eingesetzt und der Maus-V5-Ak (Griin) 1 :5.000 verdunnt. Als Sekun-
dérantikorper dienten AF488 Ziege-anti-Maus und Cy3 Ziege-anti-Kaninchen (jeweils 1 : 800). Die
Kernfarbung erfolgte mit DAPI/Methanol 1 : 5.000 (Blau). In den Teilbildern wird die Kontrolle ohne
Primarantikorper dargestellt (L&ngenstandard 25 um). ObjektivvergéRerung: oben 63X, unten 40x

4.2.3 rSLC10A5-Antikorper (Eurogentec)

Zusatzlich zu den zwei kommerziell erhéltlichen und gegen das humane SLC10A5-Protein
gerichteten Antikdrpern wurde speziell fiir die vorliegende Arbeit ein weiterer Antikorper bei
der Firma Eurogentec in Auftrag gegeben. Dieser ist ein gegen den C-Terminus des Ratten-
SLC10A5-Proteins gerichteter Anti-Peptid-Antikorper. Hierfir wurde ein KLH-gekoppeltes
synthetisches Peptid (CKRPLLSTENEKAPLV) verwendet. Aus zwei Kaninchen wurden
Antiseren gewonnen, von denen eines gegen das Immunisierungspeptid aufgereinigt wurde.
Somit standen Praimmun- und Immunserum von zwei Kaninchen sowie ein affinitatsgereinig-
ter Antikorper zur Verfligung.

Schaut man sich das Sequenzalignment des C-Terminus des SLC10A5-Proteins von Ratte,
Maus und Mensch an, so fallt auf, dass zwischen Ratte und Maus 11 von 15 Aminosduren
gleich sind. Es ist somit moglich, dass der gegen das Rattenprotein erzeugte Antikdérper auch

das Mausprotein erkennt. Die humane Sequenz stimmt nur in 4 von 11 Aminosauren mit der
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Rattensequenz Uberein und weist in der Mitte zwei zusatzliche Phenylalanine auf (Abb. 4.15).

Das humane Protein sollte demnach nicht erkannt werden.

Ratte 420 [EET--EENEEAE
Maus VAR R PREE T S T EME KIP LV

Mensch 422 [EJclFFlODKRKENFIT

Abb. 4.15 Vergleich der SLC10A5-Proteinsequenz von Ratte, Maus und Mensch im Bereich des
C-Terminus

Durch Kolokalisation von getaggten SLC10A5-Proteinen von Mensch, Ratte und Maus im
Zellkulturmodell mit dem rSLC10A5-Antikorper und dem entsprechenden Tag-Antikorper
sollte zundchst die Speziesreaktivitat Uberprift werden. Hierbei zeigte sich, dass der
rSLC10AS5-Antikorper in transient transfizierten HepG2-Zellen das Ratten-SLC10A5-V5-
Fusionsprotein erkennt, wie an der Kolokalisation des Fluoreszenzsignals von V5-Tag- und
rSLC10A5-Antikorper zu erkennen ist. Gegen die in den Zellen gebildeten SLC10A5-
Proteine von Mensch und Maus zeigte der rSLC10A5-Antikorper keine Immunreaktivitat,
obwohl ihre ausreichende Expression anhand der Markierung mit dem V5-Antikorper nach-
gewiesen werden konnte (Abb. 4.16).
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Abb. 4.16 Speziesspezifitat des rSLC10A5-Antikorpers

HepG2-Zellen wurden transient mit dem humanen SLC10A5-V5- (hSLC10A5), dem Maus-
(mSlc10a5) oder Ratten-Slc10a5-V5-Plasmid (rSlc10a5) transfiziert. Die Fluoreszenzmarkierung er-
folgte mit den Primarantikérpern Maus-V5 (1 :5.000) und rSLC10A5 (1:200) sowie den Sekun-
dérantikorpern AF488 Ziege-anti-Maus und Cy3 Ziege-anti-Kaninchen (jeweils 1 : 800). Die Zellker-
ne wurden mit DAPI/PBS (1 : 5.000) geféarbt. Es wurden Z-Stapel-Aufnahmen angefertigt, die Blind
Deconvolution wurde berechnet und die Maximum-Projektion der Ebenen abgebildet. Als Negativ-
kontrolle dienten untransfizierte Nachbarzellen. ObjektivvergroRerung: 40x

4231 Gewebeverteilung und intrazellulare Lokalisation des Ratten-SLC10A5

In Western-Blot-Analysen zeigte sich analog zu den Immunfluoreszenzergebnissen, dass der
Antikorper das humane SLC10A5-Protein (Gesamtlysat aus HEK-SLC10A5-GFP-Zellen)
nicht detektieren konnte. Auch an Gesamtlysat aus transient rSlc10a5-V5-transfizierten Zellen
konnte keine Bande gezeigt werden. Allerdings konnte das Fusionsprotein auch mit dem V5-
Antikorper nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Dies konnte in der sehr gerin-
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gen Transfektionsefffizienz von maximal 5 % begriindet liegen, sodass nicht genligend Pro-
tein vorhanden war. Somit konnte die Funktionalitdt des rSLC10A5-Antikorpers an trans-
fizierten Zellen nicht abschlieRend geklart werden.

Die Expression der Slc10a5-RNA in verschiedenen Rattengeweben war bereits bekannt
(Fernandes et al. 2007). Aus Organen mit hoher Expression — wie Leber und Niere — sollte
nun das Vorkommen des SLC10A5 auf Proteinebene untersucht werden.

In Western-Blot-Experimenten zeigte sich, dass der rSLC10A5-Antikorper ein zwischen 40
und 50 kDa grof3es Protein in Proteinpréparationen aus Rattenleber und -niere erkennt (er-
rechnetes Molekulargewicht 48 kDa). Sowohl im Gesamtlysat als auch in der Membran-
fraktion (E2) der mit Proteo-Extrakt isolierten Proteine konnte eine starke Bande nachgewie-
sen werden, wahrend in der I6slichen Proteinfraktion (E1) keine Markierung erschien (Abb.
4.17 A). Das stimmt mit der VVorhersage berein, dass SLC10A5 aufgrund seiner Sequenz ein

multitransmembranéres Protein darstellt.
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Abb. 4.17 Western-Blot-Analyse von Proteinpraparationen aus Rattengeweben mit dem
rSLC10A5-Antikdrper

Aus Geweben der Ratte wurden Proteine isoliert und 20 pl der Proteinldsung auf ein 12%iges Polyac-
rylamidgel aufgetragen. Als GrolRenmarker diente Roti-Mark (A) oder der Proteinstandard SM1811
(B). Die Membran wurde mit dem rSLC10A5-Antikdrper 1 : 500 und dann mit Esel-anti-Kaninchen
HRP-gekoppelt 1 : 5.000 inkubiert.

(A) Gesamtlysat aus Leber und Niere (L) sowie mit Proteo Extract isolierte 16sliche Proteine (E1) und
Membranproteine (E2)

(B) Gesamtlysat aus Leber (1), Niere (2), Darm (3), Muskel (4) und Gehirn (5)

In weiteren Western-Blot-Analysen von Gesamtlysaten aus Rattengewebe konnte die zwi-
schen 40 und 50 kDa liegende Bande bei Leber und Niere bestétigt werden. Dagegen liel? sich
weder im Gewebelysat aus dem Darm noch aus dem Muskel oder dem Gehirn eine Bande
detektieren (Abb. 4.17 B).
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In immunhistologischen Untersuchungen an Rattengeweben konnte das SLC10A5-Protein in
einer Vielzahl von Organen mit dem rSLC10A5-Antikérper nachgewiesen werden (Abb.
4.18). Die mitgefuhrten Kontrollen ohne Priméarantikorper waren alle ohne Signal, und auch
die Peptidblockierung mit 100-fach molarem Uberschuss Immunisierungspeptid reduzierte
die Farbung auf nahezu null (Abb. 4.18 kleine Bilder oben rechts).

Abb. 4.18 Immunbhistologie von Rattengewebe mit dem rSLC10A5-Antikdrper (Eurogentec)

Von mit 4%igem PFA fixierten und in Paraffin eingebetteten Geweben einer ménnlichen Wistarratte
wurden 4 um dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden mit dem rSLC10A5-Antikérper (Eurogentec)
1:100 inkubiert. Als Kontrolle diente eine Peptidblockierung mit 100-fach molarem Uberschuss an
Immunisierungspeptid (Teilbild oben rechts).

(A) Leber, (B) Niere (*Glomerulum, Pfeil distaler Tubulus), (C) Ruckenmark, (D) Magen (Pfeil Be-
legzellen), (E) Dunndarm (* Mucosa, Pfeil: Plexus myentericus, Pfeilspitze: Plexus submucosus), (F)
Dickdarm (* Mucosa, Pfeil: Plexus myentericus, Pfeilspitze: Plexus submucosus ), (G) Lunge (Pfeil:
Clara-Zellen, (H) quergestreifter Muskel, (1) Blase (Pfeil: Blasenepithel), (J) Haut (* Epidermis, Pfeil:
Haarfollikel), (K) Pancreas, (L) Milz; ObjektivvergroRerung: (C) 5x, (D) 20x, ansonsten 40x
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Der rSLC10A5-Antikorper farbte in der Leber alle Hepatozyten an (Abb. 4.18 A). In der
Niere markierte er sowohl die proximalen als auch die distalen Tubuli in der Rinde, reagierte
aber auch mit den Podozyten in den Glomeruli (Abb. 4.18 B). In der grauen Substanz des R-
ckenmarks reagierte er mit den Zellkérpern der Nervenzellen (Abb. 4.18 C). Im Magen farb-
ten sich die Drusenzellen an und hierbei besonders die Belegzellen (Abb. 4.18 D). Auch in
der nicht gezeigten Pars nonglandularis des Magens kam es zu einer Markierung des
Epithels. Die Mukosazellen sowohl im Diinn- als auch Dickdarm wurden stark markiert sowie
die Nervenzellkdérper im Plexus myentericus und submucosus (Abb. 4.18 E und F). In der
Lunge waren vor allem die Clara-Zellen in den Bronchioli massiv angefarbt (Abb. 4.18 G).
Am Rande der Muskelfaserbindel in der quergestreiften Skelettmuskulatur fanden sich auch
markierte Strukturen (Abb. 4.18 H). Das Blasenepithel sowie einzelne Zellen, wahrscheinlich
Nervenzellen, in der Lamina propria sowie der Muscularis reagierten mit dem rSLC10A5-
Antikorper (Abb. 4.18 1). Auch das verhornende Plattenepithel der Haut wies Signale auf
(Abb. 4.18 J). Im Pancreas war nur eine diffuse Farbung der Azinuszellen zu erkennen (Abb.
4.18 K). Die Milz zeigt eine schwache diffuse zytoplasmatische Farbung (Abb. 4.18 L).

4.3 Intrazellulare Lokalisation von SLC10A5

Das Verteilungsmuster der angefarbten Zellen sowie die angedeutete intrazellulare Lokalisa-
tion wiesen darauf hin, dass es sich um ein mitochondriales Protein handeln kdnnte. Aus die-
sem Grund wurden Doppelimmunmarkierungen mit dem rSLC10A5-Antikdrper und dem
gegen das mitochondriale Protein ATP-Synthetase gericheteten Antikdrper an Cryoschnitten
sowie Paraffinschnitten durchgefuhrt.

In Leber, Niere, lleum, Magen, Riickenmark und Muskel konnte eine fast vollstandige Uber-
lagerung zwischen den Signalen der beiden Antikérper festgestellt werden. Dies deutete zu-
nachst klar darauf hin, dass es sich bei SLC10A5 um ein mitochondriales Protein handelt.
Lediglich in den Clara-Zellen in der Lunge stimmt das Verteilungsmuster nicht tberein. Der
rSLC10A5-Antikorper verursacht die starkste Fluoreszenz apical in den Mucin speichernden
Bereichen der apokrin sezernierenden Clara-Zellen, wéhrend die Mitochondrien eher basal
lokalisiert sind (Abb. 4.19).
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Abb. 4.19 Doppelimmunmarkierung von Rattengewebe mit dem rSLC10A5- und dem Mito-
chondrien-Antikdrper

Sowohl von in Paraffin eingebetteten (Leber, Niere, Magen, Lunge, Muskel) als auch gefrorenen Ge-
weben (lleum, Rickenmark) wurden Schnitte angefertigt, diese analog zur klassischen Immun-
histochemie aufgearbeitet und mit dem rSLC10A5-Antikdrper (1 : 200) sowie dem Mitochondrien-
Antikdrper COX (1 : 500) markiert. Als Sekundéarantikorper dienten AF488 Ziege-anti-Maus und Cy3
Ziege-anti-Kaninchen (jeweils 1:800). Als Kontrolle diente eine Peptidblockierung mit 100-fach
molarem Uberschuss an Immunisierungspeptid ohne Mitochondrienmarkierung (Teilbild oben rechts).
Nierenrinde: Glomerulum (*), proximaler Tubulus (Pfeil), distaler Tubulus (Pfeilspitze); lleum: Plexus
myentericus (Pfeil); Magen: Pars nonglandularis (a), Pars glandularis (b), Belegzellen (Pfeil); Lunge:
Clara-Zellen (Pfeil); Ruckenmark, graue Substanz mit Nervenzellkorpern (Pfeil)

Bei Muskel und Rickenmark wird die Maximum-Projektion aus einem Z-Stapel abgebildet.
ObjektivvergroBerung: 63x Leber, Niere, Rickenmark und Muskel; 40x Magen, Lunge; 20x lleum

Trotz des nicht vom rSLC10A5-Antikorper erkannten Maus-SLC10A5-Proteins in den
transient transfizierten Zellen wurde der Antikorper auch an Mausgewebe in Western Blot
und Immunhistologie getestet.

Die Lokalisation in Mitochondrien sollte im Western Blot durch eine Aufreinigung von Mito-
chondrien durch Zentrifugation bestatigt werden. Hierbei wurden die Bestandteile der Zellen
durch Zentrifugationsschritte mit steigender Geschwindigkeit separiert. In den zuerst abzentri-
fugierten Pellets (P1, P2) sollten sich Bestandteile der Zellmembran und der Kerne befinden,
der nachste Pelletierschritt sollte Mitochondrien anreichern (M) und der Uberstand kleinere
Organellen und losliche Proteine beinhalten (U).

In aus Rattenleberzellen isolierten Fraktionen fanden sich bis auf den Uberstand in allen Frak-
tionen mitochondriale Anteile, wie die Markierung mit dem Antikdrper gegen das mitochon-
driale Protein Cytochromoxidase (COXIV) zeigte (Abb. 4.20 A). Die Anreicherung der Mito-
chondrien in Fraktion M gelang nicht. Analog zum COXIV-Antikdrper markierte der
rSLC10A5-Antikorper eine 40 bis 50 kDa grof3e Bande mit einer Intensitat von P1 > P2 > M
und fast keiner Detektion im Uberstand. Somit war mit diesem Protokoll keine ausreichende
Aufreinigung von Mitochondrien gelungen, aber der Hinweis fur die Lokalisation von
rSLC10A5 in Mitochondrien bestarkt wurden. Auch mit einem anderen Protokoll zur Orga-
nellenaufreinigung angelehnt an (Wieckowski et al. 2009), welches weitere Ultrazentrifuga-
tionsschritte beinhaltet, konnte keine ausreichende Mitochondrienanreicherung in nur einer
Phase beobachtet werden, jedoch wieder eine dhnlich starke Bandenmarkierung durch den
rSLC10A5- und den CoxIV-Antikorper (Daten nicht gezeigt).

Das gleiche Protokoll wurde auch zur Aufreinigung von Fraktionen aus Mausgewebe ver-
wendet. Hierfur wurde aus den Slc10a5-Wildtyp- und Knockout-Mausen jeweils Leber, Niere
und Milz verwendet. Als starkste Bande zeigte sich in der Pellet- und Mitochondrienfraktion

eine ~22 kDa-Bande in Leber und Niere. Gleichzeitig farbte sich dort eine ~42 kDa-Bande an.
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Der Uberstand wies mit ~38 kDa und ~60 kDa ein anderes Bandenmuster auf. In den Isolatio-
nen aus der Milz farbten sich keine Banden an, obwohl die Poinceau-Féarbung nach dem Blot-
ten fr alle aufgetragenen Proben Proteinbanden zeigte (Abb. 4.20 B). Da sowohl die Knock-
out-Maus als auch die Wildtyp-Maus dasselbe Bandenmuster aufwiesen, kann davon ausge-
gangen werden, dass das detektierte Protein nicht dem Maus-SLC10A5 entspricht. Schlie3lich
lasst die Ahnlichkeit des Bandenmusters zwischen Ratte und Maus mit dem rSLC10A5-
Antikorper Zweifel aufkommen, ob es sich bei den in der Ratte detektierten Banden um eine
Immunreaktivitdat gegen das SLC10A5-Protein handelt. Vielmehr kann eine unspezifische

Féarbung eines bisher nicht identifizierten Proteins angenommen werden.

A rSLC10A5-Ak COX IV-Ak B rSLC10A5-Ak
PpiP2MU P M OTEENMEU PMUBM P M U

t & ko wt
| Leber Nie* . Milz

wit ko w

Abb. 4.20 Western-Blot-Analyse von Mitochondrienaufreinigungen aus Rattenleber- (A) und
Mausegewebe (B)

Die Zellen wurden im Potter-Elvehjem-PTFE-Homogenisator aufgeschlossen, Zellkerne, Zellmemb-
ran abzentrifugiert (P), Mitochondrien pellettiert (M) und der Uberstand aufbewahrt (U). Davon wur-
den je 20 pg auf ein 12%iges Acrylamidgel aufgetragen.

(A) Bei den aus Rattenleberzellen isolierten Fraktionen wurde als Primérantikdrper der rSLC10A5-
Antikdrper (1 : 500) und als Mitochondrienmarker der COX IV-Antikorper (1 : 2.000) mit Ziege-anti-
Maus (1 : 5.000) bzw. Ziege-anti-Kaninchen (1 : 10.000) Peroxidase gekoppelten Sekundarantikorper
eingesetzt. (B) Die aus Leber, Niere und Milz von Slc10a5-Knockout- und Wildtyp-Mausen isolierten
Fraktionen wurden vergleichend aufgetragen und mit dem rSLC10A5-Antikdrper (1 : 500) und dem
Peroxidase-gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen Sekundarantikorper (1 : 10.000) markiert.

Immunhistochemische Farbungen mit dem rSLC10A5-Antikdrper von in Paraffin eingebette-
tem Mausegewebe wiesen ein &hnliches Farbemuster wie die untersuchten Rattengewebe auf.
Auch hier waren in der Leber die Hepatozyten, in der Niere die Tubulizellen, im Diinndarm
die Mucosa und der Plexus submucosus und im Magen die Drisenzellen gefarbt (Abb. 4.21).
Allerdings fiihrte die Peptidblockierung hier zum Teil nicht wie in den Untersuchungen am
Rattengewebe zu einer absoluten Aufhebung der Antikorperbindung (siehe Abb. 4.18). Durch
die aus Arbeitsschutzgriinden verwendete phenolfreie Glycerolgelatine kam es leider bei aus-

geprégter Farbreaktion zu einem starkeren Ausféarben in das Eindeckelmedium.
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Da sich die Gewebe von Slc10a5-Knockout-Maus und Wildtyp-Maus gleichermalRen anférb-

ten, kann nicht von einer spezifischen Reaktion mit dem SLC10A5-Protein in der Immunhis-
tologie ausgegangen werden.

Slc 10a5-wt

Abb. 4.21 Immunhistologie von Geweben der Slc10a5-Knockout- und Wildtyp-Mause mit dem
rSLC10A5-Antikorper

Die mit 4%igem PFA immersionsfixierten Gewebe wurden in Paraffin eingebettet und 4 um dicke
Schnitte angefertigt. Der rSLC10A5-Antikdrper wurde 1 : 200 eingesetzt. Eine Negativkontrolle ohne
Primérantikorper (kleines Bild unten links) und eine Peptidblockierung mit 100-fach molarem Uber-
schuss des Immunisierungspeptids (kleines Bild oben rechts) wurden mitgefuihrt. Glomeruli in der
Niere (*), Plexus myentericus im lleum (Pfeile); Objektivvergréerung: lleum 20x, ansonsten 10x
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4.4 Funktion

4.4.1 Transporterexpression bei Gallengangsligatur und Lipopoly-
saccharid-Behandlung

Untersuchungen zur Genexpression von Slc10al (Ntcp) und Abcbl1l (Bsep) in der Rattenleber
bei durch Gallengangsligatur induzierter Cholestase und Behandlung mit Lipopolysaccharid
zeigten eine Herunterregulation von Slcl10al (Diss. Schumacher 2011). Am gleichen Material
wurde die Expression von Slc10a5 mittels quantitativer Real-Time-PCR untersucht und die
Slc10al- und Abcbll-Expression zur Kontrolle mitbestimmt. Hierbei zeigte sich, dass drei
Tage nach Gallengangsligatur die Slc10a5-Expression genau wie die des Slc10al auf unge-
fahr ein Funftel der Expression der Kontrolltiere abfiel. 24 Stunden nach Behandlung mit Li-
popolysaccharid verringerte sich die Expression aller drei Gene signifikant (Abb. 4.22). Somit
konnte bestétigt werden, dass Slc10a5 bei Cholestase und Lipopolysaccharidbehandlung ana-

log zu Sic10al reguliert wird.

100 = === s s ssususssnnnssnnnsssnnnssnnnnssnnnnsssss
Bl Sic10a5
@@ Sicl0al
[ Abcbil

75+

50+

Relative Expression
(% der Kontrolle)

GGL LPS

Abb. 4.22 mRNA-Expression von Slc10a5, Slc10al und Abcbll nach Gallengangsligatur und
Lipopolysaccharidbehandlung bei der Ratte

Aus Leberproben von Ratten drei Tage nach Gallengangsligatur (GGL) (n = 3) oder 24 Stunden nach
Behandlung mit 4 mg/kg KGW Lipopolysaccharid (LPS) (n = 4) wurde RNA isoliert, revers transkri-
biert und in die quantitative Real-Time-PCR eingesetzt. Mittels ACt-Methode wurde auf den
Housekeeper Actb normalisiert und die relative Expression als 2““;auf den Mittelwert der jeweiligen
Kontrollgruppe bezogen. Dargestellt ist die Expression in % der Kontrollgruppe als MW = SD.
** signifikanter Unterschied zur Kontrolle im zweiseitigen t-Test, p < 0,01
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4.5 Transportmessungen im Zellkulturmodell

Die Transportaktivitat von SLC10A5 wurde im Rahmen einer friiheren Dissertation am Insti-
tut fr Pharmakologie und Toxikologie der Justus-Liebig-Universitat Giellen bereits grob an
Xenopus laevis Oozyten mit Cholat, Taurocholat, Estron-3-Sulfat und DHEAS untersucht
(Fernandes et al. 2007). Hierbei konnte kein Transport dieser Substanzen (ber die Plasma-
membran festgestellt werden. Da die Verwandtschaft zu NTCP und ASBT aber eine Beteili-
gung am Gallenséuretransport vermuten lieR3, wurde an den HEK-SLC10A5-V5-Zellen (ber-

priift, ob diese eine Transportaktivitét fiir [°H]-markierte Gallensauren aufweisen.

451 Transportmessung an intakten HEK 293-Zellen

Obwohl in den Immunfluoreszenuntersuchungen keine Lokalisation des SLC10A5-Proteins in
der Zellmembran nachgewiesen werden konnte, wurde die Aufnahme von Gallensauren tber
die Plasmamembran gemessen, um nicht eine schwache Sortierung des SLC10A5-Proteins in
die Zellmembran und eine dort auftretende Transportaktivitat zu Gbersehen. Gemessen wer-
den sollte hier die natriumabhéangige Aufnahme in die Zellen durch ein Verwenden von natri-
umhaltigem und natriumfreiem Transportpuffer. Als Positivkontrolle dienten HEK-NTCP-
Flag-Zellen. Rein deskriptiv betrachtet zeigten diese fiir alle getesteten Gallenséuren eine Nat-
rium-abhangige Aufnahme, wahrend die HEK-SLC10A5-V5-Zellen auf dem Niveau der
Kontrollzellen blieben. Auf die Darstellung der statistischen Auswertung wird hier verzichtet,
da zwar die Positivkontrolle NTCP einen signifikanten natriumabhangigen Transport zeigte,
aber auch fir die Kontrollzellen Signifikanzen erreicht wurden und somit kein Bezug zur bio-
logischen Relevanz bestand.

Mit dem gewahlten Modell wurde demnach fur SLC10A5 kein Transport flr die unkonjugier-
ten Gallensduren Cholat, Deoxycholat, Ursodeoxycholat und Sarcosincholat (Abb.
4.23 Abis D), die Taurin-konjugierten Taurocholat, Taurodeoxycholat, Taurourso-
deoxycholat und Taurochenodeoxycholat (E bis H) und die Glycin-konjugierten Glyco-

deoxycholat, Glycoursodeoxycholat und Glycochenodeoxycholat (I bis K) nachgewiesen.
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Abb. 4.23 Gallensaureaufnahme in intakte HEK-SLC10A5-V5-, HEK-NTCP-Flag- und
HEK?293-Kontroll-Zellen

Untersucht wurde die Aufnahme von Gallenséuren in stabil transfizierten HEK293-SLC10A5-V5-,
HEK293-NTCP-Flag- und untransfizierten HEK293-Kontrollzellen in natriumhaltigem (+Na*) und als
Kontrolle in natriumfreiem Transportpuffer (-Na"). Der Aufnahmeversuch wurde Gber 30 min mit den
unkonjugierten Gallenséduren Cholat, Deoxycholat, Ursodeoxycholat und Sarcosincholat (A bis D),
den Taurin-konjugierten Taurocholat, Taurodeoxycholat, Tauroursodeoxycholat und Taurocheno-
deoxycholat (E bis H) und den Glycin-konjugierten Glycodeoxycholat, Glycoursodeoxycholat und
Glycochenodeoxycholat (I bis K) durchgefuhrt. Alle Gallensduren wurden mit einer Konzentration
von 1 UM und 0,5 % HeiRanteil eingesetzt, bis auf Sarcosincholat, das 1 uM mit 100 % Heil3anteil
gemessen wurde. Dargestellt sind MW + SD einer Messung in Vierfachbestimmung.
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452 Transportmessung an Digitonin-permeabilisierten
HEK?293-Zellen

Da die Immunfluoreszenzuntersuchungen an der HEK-SLC10A5-V5-Zelllinie eine Lokalisa-
tion des SLC10A5-Proteins im Endoplasmatischen Retikulum und im Golgi-Apparat zeigten,
wurde auch mit Digitonin-permeabilisierten Zellen gearbeitet. Durch das Digitonin wird die
Zellmembran durchldssig, wahrend die Organellenmembranen intakt bleiben. Somit sollten
Substrate, welche in den Uberstand gegeben werden, einen direkten Zugang zu den intrazellu-
laren Kompartimenten haben, an welchen dann eine Aufnahme der Substanzen untersucht
werden konnte. Die Messungen wurden bei 37 °C durchgefuhrt sowie bei 4 °C als Kontrolle.
Zusétzlich zu den HEK-SLC10A5-V5-Zellen wurden HEK-NTCP-Flag- und untransfizierte
HEK293-Zellen als Kontrollen mitgefuhrt. Die Messungen wurden mit den unkonjugierten
Gallensduren Cholat, Deoxycholat, Ursodeoxycholat und Sarcosincholat (Abb. 4.24 A bis D),
den Taurin-konjugierten Taurocholat, Taurodeoxycholat, Tauroursodeoxycholat und Tauro-
chenodeoxycholat (Abb. 4.24 E bis H) und den Glycin-konjugierten Glycodeoxycholat, Gly-
coursodeoxycholat und Glycochenodeoxycholat (Abb. 4.24 | bis K) durchgefuhrt. Es konnte
fur keine dieser Gallens&uren ein relevanter Unterschied zwischen den HEK-SLC10A5-Zellen
und den Kontrollzellen detektiert werden, der auf einen spezifischen Transport hingedeutet
hatte.

Fur sdémtliche getesteten Gallensduren bis auf Ursodeoxycholat akkumulierte bei allen drei
gemessenen Zelllinien mehr Radioaktivitat bei 37 °C als bei 4 °C. Dies ist vermutlich auf eine
hohere Penetration der Gallenséuren in die permeabilisierten Zellen bei 37 °C zurlickzufiih-
ren. Unerklarlicherweise verhielt es sich bei Ursodeoxycholat jedoch genau andersherum.
Generell zeigten die Werte der HEK-SLC10A5-V5-Zellen keine Unterschiede zu den
HEK293-Kontrollzellen. Deswegen wird fir keines der getesteten Substrate ein Transport
uber SLC10A5 angenommen. Auf die Darstellung der statistischen Auswertung wird aus den
in Kapitel 4.5.1 genannten Glinden verzichtet, zumal sich zusétzlich eine Auswertung der 37-
°C-Werte bezogen auf die 4-°C-Kontrolle nicht als sinnvoll erwies.

Taurocholat, Taurodeoxycholat, Glycodeoxycholat und Taurochenodeoxycholat wurden in
die HEK-NTCP-Flag-Zellen bei 37 °C wesentlich mehr aufgenommen als in die HEK293-
Kontrollzellen. Dies kénnte an einer Bindung dieser Gallenséduren an den NTCP liegen. Oder
zusatzlich zur Diffusion erfolgt ein Transport tber die Plasmamembran via NTCP an nicht
vollstandig permeabilisierten Zellen, ermdglicht durch nicht vollstandig ausgewaschene Nat-

riumreste.

99



Ergebnisse

>
m

N

a

=]
3

0O 4°C 500~

n

Q

=]
I

4004

[,

3]

=]
1

3004

=

Q

=]
1

2004

3]
=]
I

1004

C-Aufnahme
(pmol/mg Protein/15 min)
TC-Aufnahme
(pmol/mg Protein/15 min)

04
SLC10A5 NTCP  Kontrolle

SLC10A5 NTCP  Kontrolle

600+ 8001 300+
0 4°C
£ £ £
oL o 1p 6001 [SHT)
£ S 4004 £ £ < 2004
< £ | & g <
< T ] e}
S5 £ = £ =
s 8 5 O 4004 S 9
Ia <a <o
= O o Qo
8 £ 1 0 E [a) £ 1004
° =3 2001 0=
£ £ £
= & =
L £ 0+
SLC10A5 NTCP  Kontrolle SLC10A5 NTCP  Kontrolle SLC10A5 NTCP  Kontrolle
200+ 150+
0 4°C
< @ 37°C 5 <
EQ g <= 2 1004
< = c © c
=] £2 £2
5 © 1004 20 29
<a <L :5( o
O o Q5 Ao
g £ g £ S E 507
3 507 F3 03
£ £ £
2 e 2
0+ o] 0
SLC10A5 NTCP  Kontrolle SLC10A5 NTCP  Kontrolle SLC10A5 NTCP  Kontrolle
201 2501 250

d 4°C
@8 37°C

2004 2004

154

1504 1504
104

1004 1004

50+ 504

GCDC-Aufnahme
(pmol/mg Protein/15 min)

SC-Aufnahme
(pmol/mg Protein/15 min)
S g
TCDC-Aufnahme
(pmol/mg Protein/15 min)

0 0+
SLC10A5 NTCP  Kontrolle SLC10A5 NTCP  Kontrolle SLC10A5 NTCP Kontrolle

Abb. 4.24 Gallensdureaufnahme in Digitonin-permeabilisierten HEK-SLC10A5-V5-, HEK-
NTCP-Flag- und HEK293-Kontroll-Zellen

Untersucht wurde die Aufnahme von Gallensduren in stabil transfizierten HEK-SLC10A5-V5-, HEK-
NTCP-Flag-Zellen und untransfizierten HEK293-Kontrollzellen bei 37 °C und bei 4 °C. An den mit
Digitonin permeabilisierten Zellen wurden Aufnahmeversuche mit den unkonjugierten Gallensiuren
Cholat, Deoxycholat, Ursodeoxycholat und Sarcosincholat (A bis D), den Taurin-konjugierten Tauro-
cholat, Taurodeoxycholat, Tauroursodeoxycholat und Taurochenodeoxycholat (E bis H) und den Gly-
cin-konjugierten Glycodeoxycholat, Glycoursodeoxycholat und Glycochenodeoxycholat (1 bis K)
durchgefuhrt. Alle Gallensduren wurden mit einer Konzentration von 5 uM und 0,5 % HeiRanteil ein-
gesetzt bis auf Sarcosincholat, das mit 100nM und 100% HeiBanteil gemessen wurde.
Dargestellt sind MW + SD einer reprasentativen Messung in Vierfachbestimmung.
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453 Fluoreszierende Gallensauren

Um einen moglichen intrazellularen Transport von Gallensédurem tiber SLC10AS5 zu untersu-
chen, wurde eine weitere Strategie gewahlt. Hierfir wurden die unkonjugierte Gallenséure
Cholséure sowie die konjugierte Taurocholsdure verwendet, an die das grun-fluoreszierende
NBD gekoppelt ist. Mit diesen fluoreszierenden Gallensauren sollte das intrazellulére Vertei-
lungsmuster sichtbar gemacht werden. In einem Vorversuch zeigte sich, dass nur Zellen, die
NTCP in ihrer Zellmembran lokalisiert haben, die beiden Gallensauren aufnehmen kdnnen.
Deswegen wurden die stabil transfizierten HEK-SLC10A5-V5-Zellen und zum Vergleich
nicht SLC10A5-exprimierende HEK293-Zellen mit NTCP-V5 transient Ubertransfiziert. Die
fluoreszierenden Gallensduren wurden innerhalb kurzer Zeit in die Zellen aufgenommen und
verblieben tiber den Beobachtungszeitraum vom Zeitpunkt 10 min bis 41 h mit gleichbleiben-
der Fluoreszenz intrazellulér detektierbar. Die Verteilung intrazellular erschien besonders fiir
die Taurocholséure diffus, wéhrend die Cholsdure zum Teil auch in vesikularen Strukturen
akkumulierte. Allerdings hatte die Anwesenheit von SLC10A5 keinen offensichtlichen Ein-
fluss auf das intrazellulare Verteilungsmuster der Gallensduren, wie in Abb. 4.25 exempla-
risch fur den Zeitpunkt 17 h dargestellt ist.

Cholsaure-NBD Taurocholsaure-NBD

HEK-SLC10A5-V5
+ NTCP

HEK293

Abb. 4.25 Intrazelluléres Verteilungsmuster von Fluoreszenz-markierten Gallenséduren

Stabil transfizierte HEK-SLC10A5-V5- sowie HEK293-Zellen als Kontrolle wurden transient mit
NTCP-V5 transfiziert. Die in 100%igem Ethanol vorgeltsten Gallensduren Cholséure-NBD und Tau-
rocholsdure-NBD wurden dem HEK-Zellkulturmedium zu einer Endkonzentration von 1 uM (Ethanol
1 %) zugegeben, 10 min inkubiert und mit PBS gewaschen. Fur den weiteren Verlauf wurde wieder
Medium dazugegeben und die Platte im CO,-Inkubator bebritet. Nach 10, 30, 60, 120 min, 17 und 41
h wurden Aufnahmen mit dem inversen Fluoreszenzmikroskop im GFP-Kanal und mit Phasenkontrast
angefertigt. Abgebildet ist der Zeitpunkt 17 h in 40x ObjektivvergréRerung.
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4.6 Die Slc10a5-Knockout-Maus

Genotypisierungs-PCR

Die Funktion des SLC10A5-Proteins aufzuklaren stellte das Hauptziel der vorliegenden Ar-
beit dar. Da im Zellkulturmodell die molekulare Funktion von SLC10A5 nicht aufgeklart
werden konnte, wurde ein Knockout-Maus-Modell etabliert, um die physiologische Funktion
des Proteins im Gesamtorganismus zu untersuchen. Die hier verwendete Slc10a5-Knockout-
Maus ist durch einen vollstandigen Knockout der SLC10A5-proteincodierenden Sequenz ge-
kennzeichnet. Die Slcl0a5-Knockout-Maus wurde als zwei heterozygote F1-Hybrid-Zucht-
parchen bezogen.

Die aus den Schwanzspitzenbiopsien dieser Mause gewonnene DNA wurde zur Etablierung
der Genotypisierungs-PCR verwendet, da der Genotyp dieser Tiere definitiv bekannt war. In
dieser Genotypisierungs-PCR kann bei den Slc10a5-Wildtyp-Mé&usen mit einem Vorwarts-
primer, der in der nichtcodierenden DNA vor dem Slc10a5-Gen sitzt, und einem Rickwarts-
primer am Anfang des Slc10a5-Exons ein 335 Basenpaare langes PCR-Produkt erzeugt wer-
den. Bei den Slc10a5-Knockout-Mausen wird ein Vorwartsprimer verwendet, der am Ende
der LacZ-Neomycinresistenzkassette bindet, und ein Ruckwartsprimer, der im 3‘-UTR des
Slc10a5-Gens liegt. Hierdurch wird ein 363 Basenpaare langes PCR-Produkt gebildet. Wie
erwartet, kann bei den heterozygoten Mausen sowohl mit der Wildtyp- als auch der Knock-

out-PCR eine Bande in der entsprechenden GroRe erzeugt werden (Abb. 4.26).

wt ko

2. 4 4. o
oy e GED G

-

Abb. 4.26 Etablierung der Slc10a5-Genotypisierungs-PCR

Die von TIGM bezogenen méannlichen heterozygoten F1-Hybriden (Maus Nr. 3 und 4), wurden zur
Etablierung der Genotypisierungs-PCR verwendet. Dabei wurde in einem Wildtyp-PCR-Ansatz (wt)
ein 335-bp-Fragment aus dem Wildtypallel amplifiziert und in einem Knockout-PCR-Ansatz (ko)
363 bp des Knockoutallels.

300

Die Genotypen der Mé&use, die mit der Genotypisierungs-PCR bestimmt wurden, konnten
zusétzlich auch mit weiteren Slc10a5-spezifischen Primern auf DNA- und cDNA-Ebene be-
statigt werden. VVon einer homozygoten Knockout-Maus, einer heterozygoten und einer Wild-
typ-Maus, die mit der Genotypisierungs-PCR identifiziert wurden, wurde Leber-RNA in
cDNA umgeschrieben. Sowohl aus der genomischen DNA als auch aus der cDNA von Wild-
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typ und heterozygoter Maus konnte ein 180 bp langes PCR-Fragment amplifiziert werden,
welches bei der Knockout-Maus fehlt (Abb. 4.27). Somit kann sowohl aus genomischer DNA
als auch cDNA der Genotyp der Mé&use sicher bestimmt werden.

DNA DNA cDNA

wt ko het - wt ko het wt ko -
(=

. L
100 —

- e
[ == ]

200 ' _
300 - ...

wt-PCR
Slc10a5 180 bp

ko-PCR
Gapdh

Abb. 4.27 Nachweis des Genotyps der Slc10a5-Knockout-Mauslinie mittels PCR auf DNA- und
RNA-Ebene

Zur Bestatigung der Ergebnisse der Genotypisierungs-PCR wurde exemplarisch mit der DNA einer
Slc10a5-Wildtyp- (wt), einer Knockout- (ko) und einer heterozygoten Maus (het) die Geno-
typisierungs-PCR wiederholt. Dabei amplifiziert die wt-PCR ein 335 bp langes Fragment aus dem
Wildtypallel und die ko-PCR ein 363 bp langes des Knockoutallels. In der Slc10a5-180-bp-PCR wur-
de ein 180 bp langes Stiick aus dem Leserahmen des Slc10a5 amplifiziert. Dieser Nachweis wurde
auch mit cDNA erbracht, um das Vorhandensein von Slc10a5-Transkript in der Wildtyp-Maus und das
Fehlen in der Knockout-Maus zu bestatigen. In allen Proben war amplifizierbare DNA vorhanden, wie
die Kontrolle mit Gapdh zeigt.

Zuchtdaten

Die Slc10a5-Knockout-Mause zeigten bei Anpaarung von heterozygoten Weibchen mit hete-
rozygoten Ménnchen (het x het) eine Verteilung der Geschlechter und der Genotypen wie
theoretisch vorhergesagt. Es wurden in sieben Wirfen 49 % Weibchen und 51 % Méannchen
geboren (Tab. 4.2). Die Genotypen entsprachen mit 22 % Wildtyp, 56 % Heterozygot und
18 % Knockout dem erwarteten Verhaltnisvon 1 : 2 : 1 (ko : het : wt). Die als ? eingeordneten
Tiere wiesen in der Genotypisierungs-PCR eine schwache Wildtyp- zusatzlich zur Knockout-
Bande auf. Dieses Problem wurde wahrscheinlich durch eine Kontamination der Ohrstanzen
ausgelost.Aufgrund dieser Daten kann davon ausgegangen werden, dass es nicht zu einer er-

hohten prénatalen Sterblichkeit der Knockout-Mause kommt.

103



Ergebnisse

Tab. 4.2 Verteilung der Genotypen bei het x het-Anpaarung

Genotyp total Weibchen Mannchen
Wildtyp 15 (22 %) 5 (7 %) 10 (15 %)
Heterozygot 38 (56 %) 22 (32 %) 16 (24 %)
Knockout 12 (18 %) 5 (7 %) 7 (10 %)

? 3 (4%) 1(2 %) 2 (3 %)
Gesamt 68 (100 %) 33 (49 %) 35 (51 %)

Das Fehlen des SLC10AS5 fiihrte zu keiner Beeintrachtigung der Fertilitdt der Mduse. In den
meisten Verpaarungen wurden zwei Weibchen mit einem Méannchen vergesellschaftet, sodass
die durchschnittliche WurfgroRe je Maus nicht ermittelt werden konnte. Jedoch zeigten die
Méuse bei het x ko-Verpaarung mit einer durchschnittlichen WurfgréRe von 11,3 sogar mehr
Nachkommen als bei het x het mit 7,4 Nachkommen. An 1 : 1-Verpaarungen het x het konnte
bei sieben Wurfen eine durchschnittliche WurfgroRe von 7,9 gesehen werden, wohingegen bei
den C57BL/6NTac-Mausen durchschnittlich 6,0 Tiere je Wurf geboren werden (Personliche
Mitteilung Anne Edenro, Taconic Déanemark). Zieht man in Betracht, dass die Slc10a5-
Knockout-Mdause einen Heterosis-Effekt durch ihren anfanglichen Hybridstatus zeigen und
die C57BL/6NTac-Mause durch die Inzuchtdepression geringere WurfgroRen aufweisen, lie-
gen die WurfgréRen von Anpaarungen mit den Knockout-Mdusen oder heterozygoten Mausen

im Rahmen des Normalen.

4.7 Cholsaurefitterung der Slc10a5-Knockout-Maus

Um die Funktion des SLC10A5 in vivo aufzukléren, sollte zunéachst das Gallensaureprofil der
Slc10a5-Knockout-Maus im Vergleich zur Wildtyp-Maus untersucht werden. Da die Knock-
out-Méuse bislang keine phénotypischen Auffalligkeiten zeigten, sollte die Fitterung mit
0,5 % Cholsdure eventuell vorhandene Kompensationsmechanismen aushebeln, um so einen

Einblick in den Gallenséurestoffwechsel der Slc10a5-Knockout-Mauslinie zu erlangen.

4.7.1 Gewicht

Vor Beginn der einwdchigen Fitterungsphase wurden alle Mause gewogen und auf Aufféllig-
keiten untersucht. Sowohl die Slc10a5-Knockout-Mause (B6.129S5-Slc10a5™ %) als auch
die Wildtyp-Kontrolltiere (C57BL/6NTac) zeigten keine offensichtlichen gesundheitlichen
Beeintrachtigungen. Dennoch waren die Knockout-Mé&use (ko) trotz gleichen Alters signifi-
kant leichter als die Wildtyptiere (wt) am Tag des Versuchsbeginns (Abb. 4.28 A). Dieser
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Gewichtsunterschied blieb ber die einwdchige Futterungsperiode erhalten. Die mit der
Standardhaltungsdiat gefltterten Tiere (ko/wt Kontrolle) nahmen in diesem Zeitraum etwas

zu und die mit 0,5 % Cholsdure angereichertem Futter versorgten Tiere (ko/wt Cholsdure)
verloren moderat Gewicht (Abb. 4.28 B)

357 * 357 -e wtKontrolle -+ ko Kontrolle
. -#- wt Cholsaure ko Cholsaure
- —+— - 1 I I I 1
2 307 —_—e o 301 4
=t —e® —reet b=
9 ‘0 [&]
= —_— E
8 251 ** 3 251
O] —1 (O] J_ 1
*
20 L] L 20 L] L] L] L L L L
ko wt 1 2 3 4 5 6 7
Genotyp

Versuchstag

Abb. 4.28 Anfangsgewichte und Gewichtsentwicklung der Slc10a5-Knockout- und Wildtyp-
Mause unter Cholsaurefitterung

Waéhrend der einwdchigen Fltterungsphase mit 0,5 % Cholsdure-haltigem Futter (Cholsdure) oder der
Standardhaltungsdiét (Kontrolle) wurden die Mé&use taglich nachmittags gewogen.

(A) Die Anfangsgewichte von Slc10a5-Knockout- (ko) und Wildtypmausen (wt) vor Versuchsbeginn
unterschieden sich signifikant (* p < 0,0001 zweiseitiger t-Test).

kon=10,wtn=11

(B) Die Gewichtsentwicklung wahrend der Fltterungsphase wird dargestellt.

wt Kontrolle n =5, wt Cholséure n = 6, ko Kontrolle/ko Cholsaure n =5
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4.7.2 Klinische Veranderungen

Zusétzlich zum Gewichtsverlust zeigte sich bei den mit Cholsdure gefutterten Mausen beider
Genotypen nach drei bis flinf Tagen eine etwas weichere, aber noch geformte Konsistenz des
Kots, die sich nach ein bis zwei Tagen wieder normalisierte. Davon waren 60 % der Knock-
out-Méuse und 83 % der Wildtyp-Mause betroffen.

Bei der Katheterisierung der Gallenblase fielen neben einer vergréRierten stark gefillten Gal-
lenblase bei den mit Cholséure gefiitterten Mdusen Veranderungen am Dunndarm auf. Post
mortem stellten sich diese Verénderungen als 6dematds-gallertiger und gerdteter Dinndarm
heraus (Abb. 4.29). Bei den Knockout-Mausen waren diese Veranderungen starker ausgepragt
als bei den Wildtypen, bei denen nur der proximale Anteil betroffen war. Der Dickdarm war
bei beiden Genotypen nicht veréndert.

Bei den Knockout-Mé&usen hatte es aullerdem den Anschein, dass sie weniger stark ausge-

pragte Fettdepots im Bauchraum aufweisen, was das geringere Gewicht begrinden konnte.

Slc10a5-ko

Slc10a5-wt

Abb. 4.29 Vergleich der Darmveranderungen der Slc10a5-Knockout- und Wildtyp-Maus nach
0,5 % Cholsaurefitterung

Nach einwdchiger Fitterung von 0,5 % Cholséaure-haltigem Futter wurden nach der Gallenblasenka-
theterisierung post mortem die Veranderungen am Bauchsitus der Mause festgehalten.
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Diese Unterschiede konnten auch anhand der Organgewichte nachvollzogen werden. Wah-
rend die prozentualen Organgewichte generell weder durch den Genotyp noch die Fitterung
beeinflusst wurden, kam es zu einer signifikanten Gewichtszunahme des Darmkonvoluts
durch die Cholsaurefutterung, die bei den Knockout-Mausen starker ausfiel, ohne statistische
Signifikanz zu erreichen (Abb. 4.30).

Der Fillungsgrad des Magens und des Darmtrakts wies adspektorisch keine Besonderheiten

auf, die auf eine Veranderung der Futteraufnahme hingewiesen héatten.

15m HHHE 3 ko Cholsaure
@@ wt Cholséure

3 ko Kontrolle
104 @l wt Kontrolle

Organgewicht (% KGW)

Leber Niere MDT Milz Lunge Herz Gehirn  Hoden

Abb. 4.30 Prozentuale Organgewichte der Slc10a5-Knockout-Mause und Wildtyp-Mause nach
Cholsaurefitterung

Die von den Slcl10a5-Knockout- oder Wildtyp-Mausen nach einer Woche Fiitterung mit entweder
Standardhaltungsdiét (Kontrolle) oder 0,5 % Cholsdure-haltigem Futter (Cholsdure) direkt nach dem
Tod entnommenen Organe wurden gewogen und prozentual auf das Gesamtkorpergewicht bezogen.
Zugrunde liegt eine GruppengrofRe von n =4 (ko Cholsaure, ko Kontrolle und wt Kontrolle) bzw.
n =5 in der wt-Cholséure-Gruppe. Dargestellt ist der MW * SD. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels zweifaktorieller Anova mit Bonferroni-Post-Test.

# signifikanter Einfluss des Faktors Fltterung ( ### p < 0,001)
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Da diese Veranderungen makroskopisch den Anschein einer Entzindung hatten, wurde in
einer histologischen Untersuchung der Organe mit Hamatoxilin-Eosin-Farbung ein besonde-
res Augenmerk auf den Darm gelegt. Wéhrend bei Mausen beider Genotypen bei Kontrollfut-
terung auBer autolytischen Prozessen keine Verdnderungen gefunden wurden, zeigte sich bei
der mit Cholsaure gefutterten Wildtyp-Maus eine leichte Hyperdmie in Form von sichtbaren
Gefallen in den Zotten (Abb. 4.31 Pfeil) und einer gut geflllten Gekrosevene (Pfeilspitze).
Der Dunndarm der mit Cholsdure gefutterten Knockout-Maus zeigte aufler dem groReren
Darmdurchmesser Erythrozytenansammlungen (Pfeile) im Darmlumen und in den Zotten so-
wie geweitete Gefale in der Submukosa. Das Gewebe der Submukosa war zudem sehr locker,
was auf ein Odem hinweisen kann. In keinem Anschnitt des Darms konnten vermehrt Ent-

zundungszellen nachgewiesen werden.

ng

&

Sic10a5- ko

Sic10a5- wt

Abb. 4.31 H&E-Farbung von Dinndarmschnitten der Slc10a5-Knockout- im Vergleich zur
Wildtyp-Maus nach Kontroll- oder Cholsaurefiitterung

Von 4 % PFA fixiertem und in Paraffin eingebettetem Lebergewebe wurden 4 um dicke Schnitte an-
gefertigt, die mit Hamatoxilin-Eosin gefarbt wurden. Reprasentative Diinndarmschnitte von Slc10a5-
Knockout-Mausen sowie der Wildtypkontrolltiere unter Kontrollfutterbedingungen und nach einer
Woche 0,5 % Cholsaurefutter sind abgebildet.

Erythrozyten-reiche Areale (Pfeile), Gekrdsevene (Pfeilspitze); ObjektivvergrofRerung: Hauptbild 10x,
kleines Teilbild 5x
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Die Lebern waren bei allen Versuchstieren makroskopisch unauffallig und unterschieden sich
nur durch die deutlich gefullten Gallenblasen der mit Cholsdure gefutteren Tiere. In der Histo-
logie der Leber zeigte sich, dass es bei den mit Cholséure gefutterten M&usen zu einer ver-
mehrten Fillung der Gallekanalchen gekommen sein musste, was durch Licken zwischen den
Hepatozyten angezeigt wurde (Abb. 4.32). Dies korrelierte mit der gesteigerten ausgeschiede-

nen Gesamtgallemenge wéhrend der Gallenblasenkatheterisierung.

Kontrollfutterung Cholsaurefiutterung

XLl

Slc10a5- ko

Slc10a5- wt

Abb. 4.32 H&E-Farbung von Leberschnitten der Slc10a5-Knockout- im Vergleich zur Wildtyp-
Maus nach Kontroll- oder Cholsaurefiitterung

Von mit 4%igen PFA fixiertem und in Paraffin eingebettetem Lebergewebe wurden 4 pum dicke
Schnitte angefertigt, die mit Hamatoxilin-Eosin gefarbt wurden. Représentative Leberschnitte von
Slc10a5-Knockout-Mausen sowie der Wildtypkontrolltiere unter Kontrollfutterbedingungen und nach
einer Woche 0,5 % Cholséurefutter sind abgebildet. ObjektivvergréRerung: 10x

109



Ergebnisse

4.7.3 Gallemenge

Die von den Slc10a5-Knockout-Mausen binnen 30 min durch den Gallenblasenkatheter abge-
fuhrte Gallemenge betrug 106 + 22 mg und unterschied sich nicht von der Ausscheidung der
Wildytpkontrolle mit 108 + 30 mg. Durch die Gabe der 0,5 % Cholsaure-haltigen Diét erhoh-
te sich die Menge signifikant auf das Dreifache mit 365 + 139 mg bei der Knockout- und
351 + 101 mg bei der Wildtyp-Maus. Der Genotyp der M&use hatte auf die Gallemenge je-
doch keinen Einfluss (Abb. 4.33).

600+ HHHE

N

o

o
'l

Gallemenge (mg/30 min)
N
o
e

ko wt ko wt

Kontrollfutter Cholsaurefutter

Abb. 4.33 Gallemenge der Slc10a5-Knockout- im Vergleich zur Wildtyp-Maus nach Kontroll-
oder Cholsaurefitterung

Von den Slc10a5- Knockout- (ko) oder Wildtyp-Mausen (wt) nach einer Woche Fitterung mit entwe-
der Standardhaltungsdiét (Kontrolle) oder 0,5 % Cholsdure-haltigem Futter wurde (ber die Katheteri-
sierung der Gallenblase in einem Zeitraum von 30 min Galle gesammelt und diese ausgewogen. Dar-
gestellt sind die Daten als MW + SD mit einer Gruppengrdfe von n =4 (ko Cholséure, ko Kontrolle
und wt Kontrolle) bzw. n = 2 bei der wt-Cholsaure-Gruppe. Die statistische Auswertung erfolgte mit-
tels zweifaktorieller Anova mit Bonferroni-Post-Test.

# signifikanter Einfluss des Faktors Fltterung (### p < 0,001)

4.7.4 Zusammensetzung der Galle

Die gesammelte Galle und das Plasma wurden mittels UPLC-MS/MS auf ihre Zusammenset-
zung untersucht. Hierbei wurden unkonjugierte und konjugierte, primare und sekundére Gal-
lensduren und zusétzlich der Cholesterol- und Phospholipidgehalt bestimmt.

Bei normalen Fitterungsbedingungen unterscheiden sich die Slc10a5-Knockout-Mé&use weder
in der Gesamtkonzentration noch hinsichtlich Taurin- und Glycin-konjugierter Gallensauren
sowie unkonjugierter Gallensduren von den Wildtyp-Tieren. Alle vier Kategorien an Gallen-
séuren stiegen durch die Fitterung mit Cholséure statistisch signifikant an. Zusatzlich ergaben
sich statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen. Bei beiden Genotypen

stieg die Gesamtkonzentration der Gallenséuren in Galle und Plasma gleich an, jedoch griin-
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dete sich dieser Anstieg bei den Wildtyp-Mausen vor allem auf eine Zunahme von Taurin-
konjugierten Gallensduren, bei den Knockout-Mdusen jedoch auf die Zunahme von unkonju-
gierten Gallens&uren. Die Konzentration der Glycin-konjugierten Gallenséuren vervielfachte
sich bei beiden Genotypen, stellte aber absolut gesehen immer noch nur einen untergeordne-
ten Anteil aller Gallensduren dar (Abb. 4.34 A).

Die Gallenséurekonzentrationen im Plasma waren generell sehr inhomogen und konnten nicht
bei allen vier Gruppen aus dem vollen Stichprobenumfang bestimmt werden. So konnte nur
von drei mit Cholsdure gefutterten Slc10a5-Knockout-Méausen ausreichend Plasma gewonnen
werden. Bei drei mit Cholsdure gefitterten Wildtyp-Méusen gelang die Katheterisierung der
Gallenblase nicht, und es konnte nur eine geringere Menge Galle durch Punktion der Gallen-
blase gewonnen werden. Aufgrund der austretenden Galle musste der Versuch friiher beendet
werden, und der Blutentnahmezeitpunkt wurde vorgezogen. Dadurch liegen die Plasmakon-
zentrationen der Gallensauren hoher als die der planméiig entnommenen Blutwerte und sor-
gen fur eine groliere Streuung der Werte. Dennoch spiegeln die Plasmawerte das Verhalten
der Konzentrationen in der Galle wider (Abb. 4.34 B).
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Abb. 4.34 Gallensdurekonzentrationen in der Galle und dem peripheren Plasma von Slc10a5-
Wildtyp- und -Knockout-Mausen unter Kontrollfutter und 0,5 % Cholsdurefutter

Die von den M&usen nach einer Woche Futterung mit entweder Standardhaltungsdiét (Kontrolle) oder
0,5 % Cholsdure-haltigem Futter (Cholséure) gewonnenen Galle- und Plasmaproben wurden mittels
UPLC-MS/MS auf 25 Gallenséuren untersucht (siehe Tab. 4.3 und Tab. 4.4). Fur jede Maus wurden
jeweils die unkonjugierten sowie die Taurin- und Glycin-konjugierten Gallensauren addiert und die
Gesamtkonzentration errechnet. Die Gallenséurekonzentrationen in der Galle (A) und dem Plasma (B)
sind abgebildet. Slc10a5-Knockout-Mause sind durch weiRe Balken, die Wildtypen durch graue Bal-
ken gekennzeichnet. Die Werte werden dargestellt als MW £ SD. Die Gruppengrdf3e war bei (A) n =4
(ko Cholsaure, ko Kontrolle und wt Kontrolle) und n=5 (wt Cholsiure) und bei (B) n=4 (ko Kon-
trolle und wt Kontrolle), n =5 (wt Cholséure) und n = 3 (ko Cholséure). Die statistische Auswertung
erfolgte mittels zweifaktorieller Anova mit Bonferroni-Post-Test.

# signifikanter Einfluss des Faktors Futterung (# p < 0,05; ### p < 0,001) * signifikanter Unterschied
zwischen wt und ko (** p < 0,01; *** p <0,001).
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Wie in Abb. 4.35 zu sehen ist, verschob sich durch die Fitterung mit Cholsaure der Gallen-
saurepool zugunsten von Cholat und den daraus abgeleiteten Gallenséuren, wahrend Cheno-
deoxycholat und Muricholat-Verbindungen abnahmen. Die Knockout-Mduse zeigten unter
Cholséurefitterung eine Zunahme der unkonjugierten Gallensauren Cholat, Murocholat und
7-oxo0-Deoxycholat in der Galle. Im Gegenzug schienen die Wildtyp-Mause die zugefutterte
Cholsaure fast vollstandig in Taurocholat und Taurodeoxycholat umzusetzen und so in die
Galle abzugeben. Die Menge an Glycin-konjugiertem Cholat nahm bei den Knockout-M&usen
signifikant gegentber dem Wildtyp zu, was jedoch bezogen auf die Gesamtkonzentration nur
eine untergeordnete Rolle im Vergleich zum Taurokonjugat spielt. Obwohl konjugiertes
Muricholat bei beiden Genotypen unter Cholsdurefutterung stark zuriickging, nahm auch hier
bei den Knockout-M&usen die Konzentration von unkonjugiertem Muricholat zu. Der Anteil
an den sekundaren Gallensauren, die durch bakterielle Metabolisierung aus Cholsdure im
Darm entstehen, nahm durch die Zufuhr von Cholséure mit dem Futter erwartungsgeman zu.
Jedoch wurde Deoxycholat nur bei den Wildtyp-Mausen massiv als Taurin-konjugierte Gal-
lenséaure in die Galle abgegeben, wahrend bei den Knockout-Mé&usen die Konzentration an
Taurodeoxycholat im Vergleich zur Kontrollfuttergruppe sogar sank. Stattdessen kam es zu
einem massiven Anstieg von unkonjugiertem 7-oxo-Deoxycholat bei den Knockout-Mé&usen
nach Cholsédurefltterung, wahrend sich bei beiden Genotypen die Konzentration von Tauro-7-
oxo-Deoxycholat verdoppelte (Abb. 4.35, Tab. 4.1).

Die Plasmawerte bestatigten im Wesentlichen die in der Galle gesehenen Tendenzen. Es fie-
len auch hier besonders die hohen Konzentrationen an unkonjugiertem Cholat und 7-oxo-
Deoxycholat und der geringe Anteil an Deoxycholat bei der mit Cholsdure gefitterten
Knockout-Maus auf (Tab. 4.4).

Die mit Cholséure gefutterten Knockout-Mause zeigten damit im Vergleich zu den Wildtypen
vor allem eine erhéhte Ausscheidung von unkonjugierten Gallensduren (Cholat, Murocholat
und 7-oxo-Deoxycholat) in die Galle und eine Veranderung im Pool der sekundaren Gallen-

séuren mit einer massiv geringeren Konzentration von Taurodeoxycholat.
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Mausen bei Kontroll- und 0,5 % Cholsaurefiitterung

Die von den Mausen nach einer Woche Futterung mit entweder Standardhaltungsdiat (Kontrolle) oder
0,5 % Cholsaure-haltigem Futter (Cholséure) gewonnenen Galleproben wurden mittels UHPLC-
MS/MS auf die Konzentration der Gallensduren untersucht. Die unkonjugierten (linke Spalte) sind mit
den korrespondierenden Taurin- (Mitte) bzw. Glycin-konjugierten (rechts) Gallensauren dargestellt.
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# statistische Signifikanz des Faktors Futterung bei der zweifaktoriellen Anova (# p < 0,05;
## p < 0,01; ### p < 0,001); * statistische Signifikanz zwischen Knockout und Wildtyp im Bonferroni-

Post-Test (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001)
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Tab. 4.3 Gallensdurekonzentrationen in der Galle von Slc10a5-Wildtyp- und -Knockout-Mausen
bei Kontroll- und 0,5 % Cholsaurefiitterung

n. d. = nicht detektierbar; statistische Auswertung siehe Anhang Tab. 9.1

Gallensaure Kontrollfutter 0,5 % Cholsaurefutter
(umol/T) Knockout Wildtyp Knockout Wildtyp

C 31,2 £20,3 43,9 +£26,3 10149,6 +1286,2 488,7 +700,9
o/0-MC 0,1 £0,1 12 £15 261,2 +59,5 3,7 4.2
p-MC 15,7 +10,1 20,3 £11,1 68,6 +21,6 10,5 +10,5
CDC 0,1 £0,1 0,1 +0,1 0,3 +0,2 0,2 +0,2
DC n. d. n. d. 3325 6,0 +1,9
ubDC n. d. n. d. n. d. n. d.

HDC n. d. n. d. n. d. n. d.

LC n. d. n. d. n. d. n. d.

LCS n. d. n. d. n. d. n. d.
7-ox0-DC 10,6 +6,9 14,9 £8,9 3044,9 +385,9 146,6 +210,3
TC 11053,8 +5470,7 8064,1 +1305,1 | 18224,4 +5458,3  23769,4 + 2587,8
TMC 1737,4 +875,6 1488,6 +588,1 84,7 +18,7 181,1 +40,0
TCDC 370,8 +155,4 261,8 +104,6 219 +£6,7 102,2 +43,8
TDC 651,3 +316,0 862,8 +351,6 202,7 +102,4 9587,2 +2490,3
TuDC 1479 £8n.d. 109,5 +£18,1 49 +27 12,7 +5,8
THDC 213,7 +£145,1 342,2 +130,9 14 +£0,9 37,3 £34,1
TLC 53 +4,1 46 +15 n.d. +=n.d 24 +11
T-70x0-DC 2456,4 +1215,7 1792,0 £290,0 4049,9 +1213,0 5282,1 +575,1
GC 145 +10,2 102 +7,1 553,9 +180,6 172,2 +268,4
GMC 33 +1,7 23 15 n. d. n. d.

GCDC 47 0,4 48 +0,4 51 +0,2 54 +0,7
GDC 05 +0,3 04 +0,2 46 +34 50,3 +54,8
GUDC 0,2 +0,2 0,1 +0,1 0,1 +0,1 0,1 +0,3
GHDC n. d. n. d. n. d. n. d.

GLC n. d. n. d. n. d. n. d.
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Tab. 4.4 Gallensdurekonzentrationen im peripheren Plasma von Slc10a5-Wildtyp- und
-Knockout-Mausen bei Kontroll- und 0,5 % Cholsaurefiitterung

Kontrollfutter wt ko n = 4, Cholatfutter ko n = 3, wt = 5; n. d. = nicht detektierbar
statistische Auswertung siehe Anhang Tab. 9.2

Gallensaure Kontrollfutter 0,5 % Cholsdurefutter
(nmol/l) Knockout Wildtyp Knockout Wildtyp

C 112,5 +104,9 3245 +446,1 | 23912,7 +24273,1 3326,9 +3910,6
o/®-MC 31,6 +39,2 61,3 +62,6 1209,2 +1904,2 148,0 £177,0
p-MC 115,9 +139,5 63,5 +74,8 1155,6 +1380,7 108,5 +107,3
CDC 11,2 £8,2 199 +11,7 54,1 +62,3 20,8 +25,6
DC 51,5 +30,9 103,6 +98,5 895,2 +792,4 6280,8 +5454,5
ubDC 6,9 £10,1 9,9 +£9.8 22,8 +239 10,8 +16,6
HDC 7,7 £9,9 31,6 +35,9 151,0 +239,6 50,2 +62,6
LC n. d. n. d. n. d. n. d.

LCS 26 +£1,2 n. d. n. d. n. d.
7-ox0-DC 11,3 £10,6 41,3 £62,9 14408,3 +20862,4 14n.d. +169,5
TC 2382,1 + 3566,8 297,9 +203,0 7559,4 +8147,8 72808,7 +69464,0
TMC 634,6 +969,1 94,6 +63,1 134,1 +87,9 1553,2 +1607,4
TCDC 84,6 +108,3 70 £51 15,2 +9,6 450,2 +504,3
TDC 507,4 +832,8 350,9 +455,6 735,9 £801,4 78413,6 * 44005,2
TUuDC 42,3 £62,6 17,8 £229 56 +5,3 86,1 + 88,7
THDC 69,1 +974 25,3 +26,5 1,1 +£19 226,5 +345,0
TLC 25 +£22 23 24 25 +0,8 29,2 +33,9
T-70x0-DC 4775 +774,2 69,3 +57,3 622,0 +451,8 473n.d. +47374
GC 6,7 £6,1 75 £8,8 439,6 +354,9 179,0 +98,5
GMC n. d. n. d. n. d. n. d.

GCDC 21,4 +19 229 +1,1 26,1 +4.4 220 +£1,0
GDC 1,1 £0,9 1,1 +04 8,3 £6,3 58,7 +225
GUDC 04 +05 0,7 £0,4 0,6 £0,5 0,6 +£05
GHDC 0,2 +0,4 n. d. n. d. 04 +05
GLC 0,9 £0,0 0,9 £0,0 0,9 £0,0 0,6 +£05

Cholesterin- und Phospholipidkonzentrationen

Erst nach der Ermittlung der Gallensaurekonzentrationen wurden auch die Konzentrationen
von Cholesterin und Phospholipiden in der Galle und dem Plasma mittels UHPLC-MS/MS
bestimmt. Deswegen stand von einigen Proben zu diesem Zeitpunkt nicht mehr gentigend
Material zur Verfligung, sodass der Stichprobenumfang je Gruppe zwischen 2 und 4 variiert
(siehe Legende Abb. 4.36), was die Aussagekraft der statistischen Auswertung schmalert.

Die ermittelten Galle und Plasmakonzentrationen fiir Cholesterin und Phospholipide unter-
schieden sich bei Standardfutterung nicht zwischen den Slc10a5-Knockout- und Wildtyp-
Méusen, jedoch beeinflusste die Cholsaurefiitterung die gemessenen Konzentrationen. In der

Galle kam es fur beide Parameter zu einem signifikanten Anstieg auf etwa das dreifache Ni-
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veau. Dabei zeigten jedoch die Knockout-Mause einen signifikant geringeren Anstieg des
Cholesterols im Vergleich zu den Wildtyp-Mé&usen, wahrend sich fir die Phospholipide keine
Unterschiede zwischen den beiden Genotypen ergaben. Die Plasmawerte des Cholesterols
blieben relativ konstant, wahrend die Phospholipidspiegel nach Cholsaurefiitterung um ein

Drittel sanken. Der Genotyp beeinflusste die Konzentrationen nicht (Abb. 4.36).
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Abb. 4.36 Cholesterol- und Phospholipidgehalte in Galle und Plasma

Die von den Mausen nach einer Woche Futterung mit entweder Standardhaltungsdiat (Kontrolle) oder
0,5 % Cholsdure-haltigem Futter (Cholséure) gewonnenen Galle- und Plasmaproben wurden mittels
UPLC-MS/MS auf ihre Konzentration an Cholesterol und Phospholipiden untersucht.
(A) Cholesterolkonzentration Galle

(B) Cholesterolkonzentration Plasma

(C) Phospholipide Galle (n = 4, wt Cholsdure n = 3)

(D) Phospholipide Plasma (Kontrollfutter n = 4, Cholsdure ko n =3, wtn = 2)

Gruppengrofien: (A) n=4 (wt Kontrolle, ko Kontrolle, ko Cholsdure); n=2 (wt Cholsdure);
(B, D) n=4 (wt Kontrolle, ko Kontrolle); n=3 (ko Cholsaure); n=2 (wt Cholsaure); (C) n=4 (wt
Kontrolle, ko Kontrolle, ko Cholséure); n = 3 (wt Cholséure)

# statistische Signifikanz des Faktors Futterung bei der zweifaktoriellen Anova (### p < 0,001)
* statistische Signifikanz zwischen Knockout und Wildtyp durch Bonferroni-Post-Test (* p < 0,05)
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4.7.5 Unterschiede der Genexpression der Slc10a5-Knockout- und
Wildtyp-Maus

Die Expressionsstarke aller Gene im Lebergewebe wurde durch eine genomweite Array-
Analyse aller vier im Versuch eingesetzten Gruppen bestimmt. Hierdurch sollte gezeigt wer-
den, ob die Knockout-Mause unter Standardhaltungsbedingungen bestimmte Gene kompensa-
torisch regulieren und dadurch einen normalen Phanotyp aufweisen und welchen Einfluss die
Cholsaurefiitterung auf die genomweite Genexpression beider Genotypen hatte.

Mit Hilfe eines auf Excelmakros basierenden Filtertools wurden die Expressionslevel der vier
Knockout-Mause einer Futterungsgruppe mit allen moglichen Kombinationen der entspre-
chenden vier Wildtyp-Mause verglichen. Es wurden dadurch die Gene ausgewéhlt, die bei
allen moglichen Quotienten von Knockout/Wildtyp gleichmaRig hoch- oder herunterreguliert
waren und mindestens einmal einen zweifachen Genexpressionsunterschied zeigten, was als
biologisch relevant erachtet wurde. Die verschieden starken Expressionsunterschiede werden
in der folgenden Darstellung farblich unterschieden (Tab. 4.5 und Tab. 4.6).

Bei Kontrollfiitterung waren nur wenige Gene zwischen den Knockout- und Wildtyp-Mé&usen
diesen Kriterien entsprechend reguliert (Tab. 4.5). Keinem dieser Gene wurde bislang eine
Rolle im Gallensaure- oder Energiestoffwechsel zugeordnet. Gene, welche fiir Gallenséure-
transporter oder in die Synthese involvierte Enzyme codieren, wurden bei dieser Filtermetho-
de nicht detektiert. Es konnte somit kein Hinweis auf eine durch das Fehlen des Slc10a5 aus-
geldste kompensatorische Genregulation gefunden werden, wie vorher vermutet.

Durch die Cholsaurefiitterung &nderte sich die Liste der regulierten Gene zwischen den
Knockout- und den Wildtyp-Mausen (Tab. 4.6). Wiederum zeigte das Filtertool aber keine
Gene an, die an der Aufrechterhaltung der Gallensdurehomdgostase beteiligt sind. Einzig die in
den Knockout-Mdusen massiv starkere Expression von Acot3, codierend fir die Acyl-
CoenzymA-Thioesterase, fiel auf. Dieses Enzym ist in den Fettsduremetabolismus involviert

und spaltet CoenzymA von aktivierten Fettsauren ab.
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Tab. 4.5 Heat Map: Genexpression bei Kontrollfutterung Slc10a5-Knockout-/Wildtyp

Zum Vergleich der Genexpression der Slc10a5-Knockout-Méuse im Vergleich zu den Wildtyp-
Maéusen wurde aus den normalisierten Arraydaten mittels eines Excelmakros auf die Gene gefiltert, die
eine konsistente Regulierung von mindestens einmal gréRer Faktor 2 aufweisen. Als Schwellenwert
der Intensitat wurde 50 und als Surrogatwert 15 definiert. Kaum charakterisierte Gene wurden ausge-

schlossen.

Alle mdglichen Quotienten aus den Expressionsdaten der

mit Kontrollfutter geflitterten

Knockout- (n = 4)/Wildtyp-Mause (n = 4) wurden gebildet und dargestellt. Es ergaben sich 16 mogli-
che Quotienten (Spalten 1 bis16).

> 32-fach hoch- 8 bis 32-fach hoch- 2 bis 8-fach hoch- DO bis 2-fach hoch- oder runter-
2 bis 8-fach runter- | |8 bis 32-fach runter- > 32-fach runterreguliert
Genname |Gennummer 1234|567 ]8]9]10]11]12]13]14]15]16
Scgblal [NM_011681
Cadm2  [NM_178721
OIfr1370 |NM_146535
Btnll NM_001111094
Serpinb3c [NM_201363
Olfr1441 |NM_146683
OIfr1509 [NM_020514
Asphdl |NM_001039645
Nkx1-2  |NM_009123
Dnmt3l  |NM_019448
Nrxn3 ENSMUST00000110138
Zscan4c |NM 001013765
Peg10 NM_001040611
Bmp8b  |NM_007559
Cd79a NM_007655
Faah ENSMUST00000125761
Mfsd4 NM_172510
Olfr441  |NM_146655
Col8a2  [NM_199473
OIfr1143 |NM_146293
Spockl [NM_001166464
Msgn1 NM_019544
Aanat ENSMUST00000132601
Lce3b NM_025501
Olfr767  |NM_146318
Gaa ENSMUST00000106258
Pxtl NM_153390
Olfr74 NM_054091
Plch2 NM_175556
Sst NM_009215
Csnlsl |NM_007784
Tgm3 NM_009374
OIfr1010 |NM_207149
Scgblal |NM_011681
Lhx9 NM_001042577
Kcnk9 NM_001033876
Bsn NM_007567
Ttll6 NM_172799
Npbwrl |NM_010342
Htré ENSMUST00000105802
Olfr434  |NM_146369
Krtap19-5 |NM_010676
Ncaml  |NM_010875
Hbb-y NM_008221
Potlb NM_028370
Epha7 NM_001122889
Olfr181  |NM_146999
Tmem150b|NM_001142792
Serpinel |NM_008871
OIfr801  |NM_146285
Slc10a5 |NM_001010834
Mcpt4 NM_010779
Crybal  |[NM_009965 F
Moxd1 NM_021509 [ ]
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Tab. 4.6 Heat Map: Genexpression bei Cholsaurefitterung Slc10a5-Knockout-/Wildtyp

Die Auswertung erfolgte wie in Tab. 4.5. Alle moglichen Quotienten aus den Expressionsdaten der
mit 0,5 % Cholsaurefutter gefltterten Knockout- (n = 4)/Wildtyp-Mause (n = 4) wurden gebildet und
dargestellt (Spalten 1 bis 16)

Genname |Gennummer 1]2]3]4a|s]e6][7]8]o]10]11]12]13][14]15]16
Cux2 NM_007804

Acot3 NM_134246 | ]
Unc79 NM_001081017

Maff NM_010755

Pogk NM_175170

Potlb NM_028370

OIfr1370 [NM_146535
Herpudl |NM_ 022331
Olfr1441 [NM_146683
Lpin2 NM_001164885
Vpreb3 NM_009514
Serpinb3c |[NM_201363
Cyp2a4 NM_009997
Ascll NM_008553
Scgblal [NM 011681
Celsr2 NM_001004177
Prrg4 NM_ 178695
Tmem116 |[NM_001161627
Fam5b NM_207583
Trim7 NM_053166
OIfr1316 [NM_146742
Fam92a |ENSMUSTO00000152219
Olfr74 NM_054091
Serpinb3c [NM_201363
Zc3hl2d |NM_172785
Stk1lip NM_027886
Scgblal |NM 011681
Dpp1l0 NM_199021
Olfr139 NM_147003
Pkd1l2 NM_029686
Dbndd2 |[NM_026797
Nipal NM_153578
Hbb-bh1l |[NM_008219
Nkx1-2 NM_009123
Jakmipl |ENSMUST00000121010
Kcnk9 NM_001033876
Cdknla NM_007669
Olfr441 NM_146655

Ttbk1 NM_001162864
Tgm3 NM_009374
Dfnab NM_018769
Fst NM_008046

Lce3b NM_025501
S100al0 [NM_009112
Slc10a5 |NM_001010834
G6pdx NM_008062
Olfr181 NM_146999
Tmem139 |NM_175408
EIf3 NM_007921
Potlb NM_028370
Hist3h2ba [NM_030082
Fbxw15 [NM_199036
Olfr801 NM_146285
Lcn2 NM_008491
Chrm3 NM_033269
Fam198a [NM_177743
ElovI3 NM_007703
Cyp2lal [NM_009995
Sprrla NM_009264
Ly6d NM_010742
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4.7.6 Genexpressionsunterschiede zwischen Slc10a5-Knockout- und
Wildtyp-Maus mit Bezug zur Gallensdurehomdostase

Das automatische Filtern nach mindestens zweifach zwischen den Slc10a5-Knockout- und
Wildtyp-Mausen regulierten Genen zeigte keine Ergebnisse fur die in die Gallensdurehomoo-
stase involvierten Gene an. Betrachtet man jedoch den Effekt durch die Cholsaurefiitterung,
so zeigten sich die Gene beeinflusst, die fir Gallensauretransporter, Gallensdure synthetisie-
rende oder metabolisierende Enzyme codieren (siehe Anhang Tab. 9.4 bis 9.7). Die durch das
Filtertool generierten Listen der durch die Cholsdurefitterung regulierten Gene offenbarten,
dass anscheinend in den Knockout-Mausen Gene anders reguliert wurden als in den Wildtyp-
Méusen. Deswegen sollten diese Gene sowie andere potenziell fir die Gallensdurehomdostase
wichtige Gene im Detail betrachtet und ihre Expressionen verglichen werden (Abb. 4.37).

Im Folgenden sind die Veranderungen dieser Genexpressionen beschrieben. Dabei werden
zusétzlich zu den kursiv geschriebenen Gennamen geldufige Proteinnamen in Klammern an-
gegeben, wenn diese von der Genbezeichnung abweichen. Auch wenn beispielsweise von
Transporterexpression die Rede ist, ist immer die Expression des Gens gemeint.

Es zeigte sich, dass die 0,5 % Cholsdurefltterung die Expression fast aller betrachteten Gene
beeinflusste. Die Gallensdureaufnahmetransporter Slc10al (NTCP), Slcolb2 (OATP1B2) und
Slcolal (OATP1A1) wurden durch die Gallensaurefutterung herabreguliert, wahrend die Ex-
pression von Slcola4 (OATP1A4) vor allem in den Knockout-Mausen anstieg (Abb. 4.37 A).
Fir die kanalikul&ren Effluxtransporter zeigte sich eine Erhthung der Genexpression (Abb.
4.37 B). Die Genexpression der an der Gallensdurebiosynthese beteiligten Cytochrom-P450-
Enzyme Cyp7al, Cyp7bl, Cyp27al und Cyp8bl wurde sehr stark vermindert (Abb. 4.37 G).
Slc27a2 und Slc27a5, die fir Gallensaure-CoenzymA-Synthetasen codieren, sowie Baat, das
Gen fur die Gallensdureaminotransferase, wurden durch die Cholsdurefitterung ebenfalls
vermindert (Abb. 4.37 (C, D1). Die Expression von Acnat2, der Acyl-N-Aminotransferase 2,
stieg hingegen (Abb. 4.37 D2). Die Genexpression der Acyl-CoenzymA-Thioesterase Acot3
nahm zu, insbesondere in der Knockout-Maus, wogegen die von Acot8 unverandert blieb
(Abb. 4.37 E). Das Taurintransportergen Slc6a6 (TAUT) wurde vermehrt transkribiert nach
Cholséurefitterung, vor allem in den Knockout-Mausen. Die Expression von Csad, der Cys-
tein-Sulfinat-Decarboxylase, welche in Leberzellen Taurin aus Cystein synthetisiert, sank
hingegen (Abb. 4.37 F). Durch die Cholsaurefitterung stieg die Transkription der fiir das
Cholesterin-Transporterdimer ABCG5/8 codierenden Gene Abcg5 und Abcg8 ebenso wie von
Abcb4, das fir den Phospholipidtransporter MDR3 codiert, wobei der Zuwachs bei den
Knockout-M4&usen starker ausfiel (Abb. 4.37 H).
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Abb. 4.37 Vergleich der Genexpression im Lebergewebe

Von den Slc10a5-Knockout- und Wildtyp-Mausen wurde nach einer Woche Fitterung mit entweder
Standardhaltungsdiat (Kontrolle) oder 0,5 % Cholsaure-haltigem Futter (Cholsdure) Lebergewebe
gewonnen. Aus diesem wurde RNA isoliert und die Genexpressionen mittels genomweiter Array-
Analyse bestimmt. Es werden potenziell die Gallensdurehomdostase beinflussende Gene abgebildet:
(A) sinusoidiale Aufnahmetransporter, (B) kanalikuldre Effluxtransporter, (C) Gallenséure-
CoenzymA-Ligasen, (D) Gallensédureaminotransferasen, (E) Thioesterasen, (F) Taurintransporter,
(G) Effluxtransporter fur Cholesterin (1, 2), Phospholipide (3) und (H) Kernrezeptoren

Dargestellt sind sowohl MW £ SD als auch die Einzelwerte der Knockout- (weifle Quadrate) und
Wildtyp-Mause (graue Quadrate) von jeweils n = 4 Tieren pro Gruppe.

# Statistische Signifikanz des Faktors Fitterung bei der zweifaktoriellen Anova (# p <0,05;
## p <0,01; ### p <0,001); * Statistische Signifikanz zwischen Knockout und Wildtyp durch Bon-
ferroni-Post-Test (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001)

Auch die Expression der Kernrezeptoren wurde bestimmt. Sie zeigte sich konstant bei Hnfla,
Hnf4a, Shp und Rxrf5, wahrend die von Pxr bei beiden Genotypen stieg und die von Fxr leicht
durch die Cholsauresaurefitterung zunahm, vor allem bei den Knockout-Mausen. Pparo. wur-
de bei beiden Genotypen vermindert, und Lxra- und Rxra-Expression sanken im Knockout-
Lebergewebe, aber nicht dem Wildtyp-, durch die Cholsaurefitteung. (Abb. 4.37 1).
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4.7.7 Genexpression von Gallensauretransportern in Dinndarm und
Niere

Da fur die Unterschiede im Gallenséurepool der mit Cholséure gefitterten Knockout- und
Wildtyp-Méuse nicht nur die Leber, sondern auch die enterohepatische Zirkulation und die
Reabsorption in der Niere eine Rolle spielen, sollte auch die Expression von Transportern
untersucht werden, die im Darm und der Niere Gallenséuren transportieren. Die mMRNA-
Expression wurde mittels relativer Quantifizierung in der Real-Time-PCR bestimmt. Die Gen-
expression wurde dabei mit dem endogenen Kontrollgen Hprt normalisiert, da dieses als stabil
exprimiert in den verwendeten Organen galt (Wang et al. 2010; Shi et al. 2010), was sich in
dieser Untersuchung bestétigte. GroRes Augenmerk wurde dabei vor allem auf die Trans-

portergene Slc10a2 (Asbt), Osto und Ostf gelegt, welche die Aufnahme von konjugierten Gal-
lensduren im Ileum ermdglichen.
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Abb. 4.38 Transportergenexpression in Dinndarm (A) und Niere (B)

Aus von den Slcl0a5-Knockout- und Wildtyp-Mausen nach einer Woche Fitterung mit entweder
Standardhaltungsdiat (Kontrolle) oder 0,5 % Cholsdure-haltigem Futter (Cholsaure) entnommenen
Gewebeproben des terminalen lleums und der Niere wurde RNA isoliert, in c-DNA umgeschrieben
und 50 pg pro Ansatz in die quantitative Real-Time-PCR eingesetzt. Die Normalisierung erfolgte mit-
tels A-Ct-Methode auf den Housekeeper Hprt und die Expression wurde mit 2 transformiert. Die
Genexpression der Transporter Osta, Ostf, Slc10a2 (Asbt) und Abcbla (Mdrl) im terminalen lleum
(A) und von Slcolal (Oatpla)l und Slc10a2 in der Niere (B) wurde bestimmt.

Angegeben sind MW * SD von n = 4 Tieren pro Gruppe.

# statistische Signifikanz des Faktors Fltterung bei der zweifaktoriellen Anova (# p <0,05; ##

p < 0,01); * statistische Signifikanz zwischen Knockout und Wildtyp durch Bonferroni-Post-Test (*
p <0,05; ** p<0,01)

124



Ergebnisse

Die Expression von Osto. und Slc10a2 war bei allen vier Méusegruppen konstant. Hingegen
stieg die Expression von Oszf durch die Cholsaurefitterung an, und die bei Kontrollfiitterung
bereits sichtbar hohere Expression bei den Knockout-Mausen erreichte das Signifikanzniveau.
Im Gegensatz zur Leber, wo durch die Cholsdurefltterung Abcbla massiv hochreguliert wur-
de, blieb die Expression im Darm konstant (Abb. 4.38 A). In der Niere wurde die Expression
von Slcolal und Slcl0a2 bestimmt (Abb. 4.38 B). Unter normaler Fitterung wiesen die
Knockout-Mause eine wesentlich hthere Expression von Slcolal auf als die Wildtyptiere.
Durch die Cholséurefutterung sank die Expression bei den Knockout-Mausen wieder auf das
Niveau der Wildtypen ab. Auch Slc10a2 wies unter Kontrollfltterung bei den Knockout-
Méusen eine hohere Expression auf, die sich durch Erhéhung bei den Wildtypen bei der Chol-
saurefutterung wieder anglich. Die Expression von Slc10a2 in der Niere war jedoch wesent-

lich geringer als im Dunndarm.

4.7.8 Expression von Slc10a5 in Leber und Niere

Auch die Expression von Slc10a5 in Leber und Niere wurde mithilfe der Real-Time-PCR
bestimmt. Fir die Proben der Knockout-M&use bestétigte sich das vollstdndige Fehlen eines
Slc10a5-Transkripts (Daten nicht gezeigt). Die Expression von Slc10a5 lag bei Kontrollfutte-
rung etwa auf Hohe des endogenen Kontrollgens Hprt. Durch die Cholséaurefiitterung wurde
in der Leber eine starkere Streuung der mMRNA-Menge verursacht (Abb. 4.39 A), wéhrend sie
sich in der Niere signifikant verminderte (Abb. 4.39 B).
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Abb. 4.39 Expression der Slc10a5-mRNA in Leber (A) und Niere (B)

Aus von den Wildtyp-Mé&usen nach einer Woche Fitterung mit entweder Standardhaltungsdiét (Kon-
trolle) oder 0,5 % Cholsaure-haltigem Futter (Cholsaure) entnommenen Gewebeproben der Leber (A)
und der Niere (B) wurde RNA isoliert, in c-DNA umgeschrieben und 50 pg pro Ansatz in die quantita-
tive Real-Time-PCR eingesetzt. Die Normalisierung erfolgte mittels ACt-Methode auf den Housekee-
per Hprt, und die Expression wurde mit 2" transformiert.

Die statistische Auswertung erfolgte aus n = 4 Proben je Gruppe mittels zweiseitigem t-Test.

(*** p<0,001).
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5 Diskussion
5.1 Lokalisation von SLC10A5

Die Lokalisation des im Gewebe natirlich exprimierten SLC10A5-Proteins konnte auf sub-
zellul&rer Ebene nicht abschlieRend geklart werden. Obwohl sowohl der spezifisch gegen den
C-Terminus des SLC10A5-Proteins der Ratte generierte rSLC10A5-Antikorper (Eurogentec)
als auch der kommerziell erhéaltliche hSLC10A5-Antikdrper (Sigma) an transfizierten Zellen
ihre spezifische Bindung an das SLC10A5-Protein beweisen konnten, wurde fiir beide kein
belastbares Ergebnis in Gewebeschnitten erzielt (siehe 4.2.1, 4.2.3 und 4.3). Die flr Ratten-
gewebe mit dem rSLC10A5-Antikorper gezeigte mitochondriale Lokalisation muss angezwei-
felt werden, da eine vergleichbare Anfarbung auch in Leber-, Nieren-, lleum- und Magenpa-
raffinschnitten der Maus auftrat und bei den Geweben der Slc10a5-Knockout-Maus keine
Reduktion der Antikdrperbindung stattfand (siehe Abb. 4.18 und 4.21). Auffallig war hierbei,
dass im Zellkulturmodell gar keine Reaktion des rSLC10A5-Antikorpers mit dem Mauspro-
tein gezeigt werden konnte. Eine Begriindung koénnte sein, dass der Antikorper spezifisch mit
einem hochkonservierten mitochondrialen Protein in beiden Spezies kreuzreagiert. Denn die
erfolgreiche Peptidblockierung der rSLC10A5-Antikorperbindung mit dem Immunisierungs-
peptid zeigt, dass der Antikorper nicht unspezifisch, sondern gezielt an sein Epitop bindet.
Allerdings wurden bei einer Datenbankrecherche mit dem BLAST-Algorithmus ,,Blastp®
(http://blast.nchbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) nach Proteinen, die eine &hnliche Peptidsequenz wie
das Immunisierungspeptid (CKRPLLSTENEKAPLV) aufweisen, keine Mitochondrien-
proteine mit bereinstimmender Peptidsequenz gefunden.

Pellicoro (Diss. 2008) konnte in ihren Untersuchungen mit zwei gegen N-terminale Sequen-
zen des humanen SLC10A5 gerichteten Antikorpern auch an transfizierten HepG2-Zellen
keine spezifische Bindung nachweisen. Sie verwendete weiterhin ein SLC10A5-GFP Kon-
strukt, das translatiert aber in keinem spezifischen Zellorganell lokalisiert werden konnte,
sodass sie eine Storung der Sortierung durch den GFP-Tag postulierte (Diss. Pellicoro 2008).
In den eigenen Untersuchungen wurde die Lokalisation des V5-getaggten SLC10A5-Proteins
untersucht (siehe Abb. 4.7 und Abb. 4.8). Der angestellte Vergleich der intrazelluléren Sortie-
rung von GFP-, V5- und Flag-getaggten humanem SLC10A5-Proteinen mit dem ungetaggten
Ratten-SLC10A5-Protein, bei dem alle Proteine ein vergleichbares Verteilungsmuster in
HepG2-Zellen aufwiesen, spricht gegen eine Storung der Sortierung durch den Tag (siehe
Abb. 4.5). In keiner dieser Untersuchungen an transfizierten Zellen wurde eine Lokalisation in
Mitochondrien festgestellt, hingegen wurde das SLC10A5-Protein im Golgi-Apparat und in
kleineren vesikularen Strukturen detektiert. Auch in SLC10A5-transfizierten U20S-Zellen
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wurde ein Golgi-artiges Verteilungsmuster gefunden (Bijsmans et al. 2012). Anhand von
Computeralgorithmen gemachte Vorhersagen schlagen fur SLC10A5 mehrheitlich einen Sor-
tierungsweg uber das Endomembransystem und nicht die Mitochondrien vor. Uber das ge-
naue Zielorganell gehen die Vorhersagen jedoch auseinander. Die wahrscheinlichste Lokali-
sation divergierte sogar im Vergleich zwischen dem SLC10A5-Protein von Mensch, Ratte
und Maus. Es werden der sekretorische Pathway, das Endoplasmatische Retikulum und Per-
oxisomen als wahrscheinlichste Moglichkeiten vorgeschlagen (siehe 4.1.4).

Anfangs wurden Peroxisomen als Lokalisation fir den SLC10A5 favorisiert. Der Transport
von Gallensdureverbindungen Uber die peroxisomale Membran wurde bisher erst liickenhaft
aufgeklart, obwohl der nicht ATP-abhéngige Export von Tauro- und Glycocholat durch die
peroxisomale Membran gezeigt wurde, konnte der Transporter nicht identifiziert werden
(Visser et al. 2007). Somit hatte es nahegelegen, wenn sich ein intrazellular exprimiertes Mit-
glied der SLC10-Familie als dieser unbekannte Transporter herausgestellt hatte. Im Zellkul-
turmodell konnte jedoch keine Kolokalisation mit dem Peroxisomenmarker Katalase nachge-
wiesen werden (siehe Abb. 4.7). In den fir die Zelltransfektionen verwendeten Plasmiden
steht SLC10A5 unter der Kontrolle des starken CMV-Promotors, was zu einer starken RNA-
und schliellich auch Proteinexpression flhrt. Es ist nicht zu sagen, ob die unnatirlich hohe
Proteinmenge zu einer Fehlsortierung und einem ,,Héngenbleiben® im Golgi-Apparat gefuhrt
haben konnte. Diese Frage l&sst sich in Zukunft nur mit einem Antikorper klaren, der zuver-
lassig das zelleigene SLC10A5-Protein erkennt.

Obwohl SLC10A5 bisher im Gegensatz zu NTCP, ASBT und SOAT nicht in der Zellmemb-
ran nachgewiesen wurde, kann diese Lokalisation nicht hundertprozentig ausgeschlossen
werden. Denn manche Proteine werden erst durch einen Stimulus in die Membran integriert.
So wird der Einbau von NTCP in die Membran cAMP-abhangig vermittelt (Mukhopadhayay
et al. 1997; Dranoff et al. 1999). Der Fettsduretransporter FATP1 im weil3en Fettgewebe, der
wie der Glucosetransporter GLUT4 unter nicht stimulierten Bedingungen intrazellulér in
vesikuldren Golgi-abgeleiteten Strukturen liegt, wird erst durch den Stimulus Insulin in die
Membran eingebaut (Bryant et al. 2002; Stahl 2004). Insofern kénnte es mdglich sein, dass
SLC10AS5 unter bestimmten Bedingungen in die Plasmamembran transloziert. Jedoch ist die
rein intrazelluldre Verteilung die wahrscheinlichere Alternative. Hierflr spricht auch, dass
nicht alle Mitglieder der SLC10-Familie Plasmamembranproteine sind. SLC10A4 weist eine
hohere Sequenzhomologie zu NTCP, ASBT und SOAT auf als SLC10A5, und auch dieser
wird intrazellul&r vesikular sortiert (Geyer et al. 2006; Burger et al. 2011).
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5.2 Suche nach der Funktion

Neben der Aufklarung der Gewebeverteilung und der subzelluldren Lokalisation stand die
funktionelle Charakterisierung des SLC10A5-Proteins im Vordergrund dieser Arbeit.

Die Zugehorigkeit zur Familie der Na*-abhingigen Gallenséuretransporter legte die Vermu-
tung nahe, dass SLC10A5 in den Transport von Gallenséuren, deren Metaboliten oder Vorl4u-
fer involviert sein konnte. Die starke Uberschneidung seines Expressionsprofils mit dem von
NTCP und ASBT, mit den hdchsten Werten in Leber, Niere und dem Darmtrakt, bestarkte
diese Hypothese (Fernandes et al. 2007; Diss. Pellicoro 2008) (siehe 4.1.2).

Die Expression von SLC10A5 (iberschneidet sich zudem stark mit der von FXR, einem durch
Gallenséuren aktivierten Kernrezeptor, wie Pellicoro (Diss. 2008) in ihren Untersuchungen
zeigte. In vitro konnte sie auRerdem an FXR/RXRa transfizierten HepG2-Zellen bei Zugabe
des FXR-Agonisten Chenodeoxycholat zeigen, dass sich bei steigender SHP-Expression die
SLC10A5-mRNA-Expression genau wie die des NTCP verringerte. Sie schloss daraus, dass
SLC10AD5, ebenso wie NTCP, gallensdaureabhéngig uber FXR reguliert wird. Auch in gallen-
gangligierten Ratten wurde Slc10a5 ahnlich wie Ntcp herunterreguliert, was die in HepG2-
Zellen erhobenen Daten bekraftigte (Diss. Pellicoro 2008). Eigene Untersuchungen an Gewe-
be von gallengangligierten und LPS-behandelten Ratten zeigten zudem, dass sich die
Slc10a5-Expression zusammen mit der der Gallensauretransportergene Slc10al und Abcbll
verminderte (siehe 4.4.1).

Trotz dieser Hinweise in Richtung des Gallensaurestoffwechsels konnte in vitro keine Trans-
portaktivitat fir Gallensduren nachgewiesen werden. Zu den untersuchten Substraten gehoérten
in Xenopus laevis-Oozyten die Gallensduren Cholat und Taurocholat sowie die sulfatierten
Steroide Estron-3-Sulfat und DHEAS (Fernandes et al. 2007). An intakten und permeabili-
sierten HEK293-Zellen wurden in der vorliegenden Arbeit zudem Transportstudien mit
Cholat, Deoxycholat, Ursodeoxycholat, Sarcosincholat, Taurocholat, Taurodeoxycholat, Tau-
roursodeoxycholat, Taurochenodeoxycholat, Glycodeoxycholat, Glycoursodeoxycholat und
Glycochenodeoxycholat durchgefihrt (siehe 4.5.1 und 4.5.2).

Es ist natrlich fraglich, ob mit den verwendeten Methoden eine Transportaktivitdt von
SLC10ADS liberhaupt hatte aufgeklart werden kdnnen. Daflir spricht immerhin der nachgewie-
sene Gallensduretransport tber NTCP an den intakten HEK293-Zellen, der die generelle
Funktionalitat des Transportassays bestatigte. Uber die Orientierung des Transports und mog-
licherweise bendtigte Cofaktoren kann nur aufgrund von Analogieschliissen zu den anderen
SLC10-Familienmitgliedern oder In-silico-Vorhersagen spekuliert werden. Zusatzlich ist es

maoglich, dass sich die Tertidrstruktur des im Gewebe naturlich exprimierten SLC10A5-
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Proteins von der des in transfizierten Zellen translatierten SLC10A5-Proteins unterscheidet.
Ein Hinweis darauf kdnnte sein, dass die Antikorper an das artifiziell in den Zellen gebildete
SLC10A5-Protein binden konnten, jedoch das natirlicherweise gebildete Protein in Zellen
und dem Gewebe nicht erkannten. Dadurch kénnten die an transfizierten Zellen gewonnenen
Aussagen nicht prediktiv fir die Funktion in vivo sein. Weiterhin ist es nicht mdglich alle
Gallenséurevorlauferstufen, -konjugate und -metabolite in vitro zu testen. Zumal es sich bei
SLC10AS5 nicht zwingend um einen Transporter handeln muss. Seine hohe Expression in den
unterschiedlichen Abschnitten des Magen-Darm-Trakts sowie der Niere, legte zudem nahe,
die Funktion des SLC10A5 nicht nur isoliert in einem Zelltyp oder einem Organ, sondern im
Kontext des Gesamtorganismus zu betrachten. Deswegen wurde die Slc10a5-Knockout-Maus
als In-vivo-Modell gewéhlt, um neue Hypothesen zur SLC10A5-Funktion zu generieren, wel-

che dann in vitro in Zukunft Gberpriift werden kénnen.

5.3 Die Slc10a5-Knockout-Maus

Die Slc10a5-Knockout-Maus wurde als heterozygot-defekte Hybride zwischen C57BL/6N
und 129SvEvBrd bezogen. Diese F1-Hybride wurden zunéchst miteinander verpaart, um ho-
mozygot defekte Tiere zu erhalten, welche dann mit ihren heterozygoten und Wildtypge-
schwistern verglichen werden sollten. Dabei zeigten sich die homozygot defekten Tiere nicht
nur als lebensfahig, sondern es fielen bei Adspektion und Sektion keine Unterschiede zwi-
schen den Genotypen auf, die dem Fehlen des Slc10a5-Gens hatten zugeordnet werden kon-
nen. Es zeigten sich jedoch in dieser F2-Generation Unterschiede in der Fellfarbe durch die
Aufspaltung der Allele der zwei Parentalstdamme, wodurch genotypunabhéngig weile, braune
und schwarze Mause auftraten (Abb. 5.1).

Um nicht direkt augenscheinliche Unterschiede zwischen den Mausen doch sicher detektieren
zu konnen, wurden diese, bevor weitere Untersuchungen durchgefihrt wurden, bis auf Gene-
ration N7 auf den C57BL/6NTac-Hintergrund zuriickgekreuzt. Dadurch sollten die interindi-
viduellen Schwankungen verringert und verhindert werden, dass vom genetischen Hinter-
grund hergeleitete Unterschiede falschlicherweise dem Slc10a5-Genotyp zugeordnet werden.
Denn die verschiedenen Mausstdamme konnen zum Teil erheblich verschiedene Phanotypen
aufweisen. So wurden zwischen dem C57BL/6-Stamm und dem 129/Sv-Stamm in unter-
schiedlichen Forschungsgebieten Abweichungen gefunden, zum Beispiel im Verhalten, in der
Cholesterinaufnahme und im Herz-Kreislauf-System (Jolley et al. 1999; Hartner et al. 2003;
Abramov et al. 2008; Lu et al. 2012).

129



Diskussion

Abb. 5.1 Beispielhafte Tiere der F2-Generation: Slc10a5-Knockout- (A) und Wildtyp-Maus (B)

Durch Aufspaltung der Allele der Parentalstimme C57BL/6N und 129SvEvVBrd entstehen aus der
Anpaarung der F1-Hybride in der F2-Generation Mause mit verschiedenen Fellfarben. Diese Fellfér-
bung tritt unabhangig vom Genotyp auf. Sie ist jedoch beispielhaft fir die zufallige Allelverteilung der
Parentalstdimme.

Ausgehend vom maximalen Heterozygotiegrad der F1-Hybriden kommt es bei weiterer Zucht
zu einer Aufspaltung der Allele, sodass die Geschwistertiere eine zufallige Mischung von
Allelen beider Mausstdamme tragen und deshalb nicht mehr vergleichbar sind (Wolfer et al.
2002). Dem wurde entgegengewirkt, indem durch die Rickkreuzung ein kongener Stamm
angestrebt wurde, der dem C57BL/6NTac-Stamm bis auf den Slc10a5-flankierenden Locus
entspricht.

Die in die Versuche eingesetzten inzipient kongenen Slc10a5-Knockout-M4ause befanden sich
in Generation N7 der Riickkreuzung und wiesen 99,4 bis 99,5 % Ubereinstimmung mit dem
C57BL/6NTac-Genom auf. Auch sie zeigten sich in der Adspektion und im beobachteten
Verhalten unaufféllig. Als einziger Unterschied stellte sich ein geringeres Gewicht dar, das
bei den Wurfgeschwistern aber aufgrund des zu geringen Stichprobenumfangs nicht statis-
tisch ausgewertet werden konnte. Das geringere Gewicht bestatigte sich jedoch auch im Ver-
gleich zu altersgleichen C57BL/6NTac-M&ausen (siehe Abb. 4.28).

5.4 Gallestoffwechsel bei der Slc10a5-Knockout-Maus
Zur Aufklarung des Einflusses von SLC10A5 auf den Gallestoffwechsel in vivo wurden Galle
und Plasma der Mause untersucht. Aufgrund der relativen phanotypischen Unauffélligkeit der

Slc10a5-Knockout-Mause im Vergleich zu den Wildtypen wurde zusétzlich zur Probennahme
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nach Standardhaltungsbedingungen Futter mit 0,5 % Gewichtsanteilen Cholséure iber sieben
Tage gegeben. Hiermit sollte die méglicherweise vorhandene Fahigkeit zur Kompensation der
fehlenden SLC10A5-Funktion uberschritten werden und somit ein Ph&notyp unter Provokati-
on induziert werden. Es ist bekannt, dass viele Knockout-Mausstdamme unter den optimalen
Standardhaltungsbedingungen keinen Phénotyp aufweisen. Die Lxroa-Knockout-Maus hat
beispielsweise bei normaler Haltung und Futterung keinen abweichenden Phénotyp, sondern
es kommt erst durch Diat mit erh6htem Cholesterolgehalt zur Akkumulation von Cholesterol
und Klinischen Problemen (Peet et al. 1998). Auch die Slc10al-Knockout-Maus zeigt mit ih-
rer normalen Fruchtbarkeit und Uberlebensrate ohne anatomische Auffalligkeiten auer dem
etwas geringeren Korpergewicht keinen besonderen Phanotyp. 60 bis 75 % der untersuchten
Tiere haben zudem eine normale Gallensaureplasmakonzentration, die erst durch die Ftte-
rung mit 0,1 % Ursodeoxycholsaure massiv ansteigt und so die durch Fehlen von NTCP redu-
zierte Transportkapazitat fir Gallensauren in die Leber aufzeigt (Slijepcevic et al. 2015).

Wie aufgrund der fehlenden phanotypischen Abweichungen der Slc10a5-Knockout-Mé&use
bereits vermutet, unterschied sich das Gallensé&ureprofil unter Standardbedingungen mit Kon-
trollfutter nicht von den Wildtyp-Mausen (siehe 4.7.4). Die aufgestellte Hypothese, dass
Kompensationsmechanismen auf Ebene der Transkription der in den Gallensaurestoffwechsel
involvierten Gene den unauffalligen Phénotyp der Mause begriinden, konnte in der Array-
Analyse der Leberproben der im Versuch verwendeten M&use nicht bestétigt werden. So wur-
de keine deutliche Regulation dieser Gene gefunden (siehe Tab. 4.5, Abb. 4.37). Slijepcevic et
al. vermuteten auch bei den Slc10al-Knockout-Mausen, dass die Tiere, die einen normalen
Plasmagallensaurespiegel im Gegensatz zur Erhdhung bei ihren Geschwistern aufrechterhal-
ten, andere Gallensaureaufnahmetransporter kompensatorisch hochregulieren. Die Genex-
pression von Slcolal, Slcola4 und Slcolb2 zeigte in diesen Tieren jedoch keine Unterschiede
im Vergleich mit den Wildtypkontrollen. Eine abschlieRende Erklarung fur die Aufrechterhal-
tung eines normalen Plasmagallensdurespiegels beim Groliteil der Slc10al-Knockout-Mé&use
wurde auch hier nicht gefunden (Slijepcevic et al. 2015).

5.5 Pathologische Veranderungen nach Cholsaurefiitterung

Wahrend unter den Standardfiitterungsbedingungen keine massiven Unterschiede zwischen
den Slcl0a5-Knockout- und den Wildtyp-M&usen auszumachen waren, kam es durch die
0,5 % Cholséure-haltige Futterung zu Verédnderungen am Dinndarm der M&use. Diese waren

bei den Knockout-Mausen wesentlich starker ausgepragt.
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Die Literaturrecherche vor dem Tierversuch fihrte zu der Annahme, dass durch die 0,5 %
Cholsaure im Futter keine gesundheitlichen Schaden an den Mausen auftreten sollten. Eine
Konzentration von 1 % Cholséure im Futter wurde als zu hoch erachtet, da sie nur als nicht
letal beschrieben wurde (Zhang et al. 2010). Bei 0,5 % Cholsdure im Futter wurden die Méuse
als gesund und aktiv bezeichnet (Wang et al. 2003b) oder keine gesundheitsschadlichen Ef-
fekte beobachtet (Pawlikowska et al. 2004). Oft wurden jedoch keine Aussagen zum Gesund-
heitszustand der Mduse getroffen (Deeg 2003; Wang et al. 2003a; Miyata et al. 2005). Ab
0,3 % Cholsdure konnte bei C57BL/6 Mausen ein Anstieg von Leberenzymen und Plasmagal-
lensaurekonzentrationen als Indikator fiir beginnende Hepatotoxizitat beobachtet werden, aber
bis 1 % keine Todesféalle (Song et al. 2011).

In den Gallensdurefutterungsversuchen wurde von einem anfénglichen Gewichtsverlust be-
richtet, der sich in der zweiten Woche wieder ausglich (Wang et al. 2003b; Pawlikowska et al.
2004). Auch in der vorliegenden Arbeit wurde ein leichter Gewichtsverlust bei beiden mit
Cholséaure gefutterten Gruppen beobachtet, der sich bis zum Versuchsende nicht wieder aus-
glich (siehe Abb. 4.28). Dieser Effekt lieRe sich durch eine verminderte Futteraufnahme durch
eine bittere Geschmacksabweichung des Futters erklaren. Leider wurde die Futteraufnahme
mit dem verwendeten Versuchsdesign nicht tberprift. Am Tag der Gallenblasenkatheteri-
sierung wiesen die Tiere aller Versuchsgruppen einen gut geflllten Magen-Darm-Trakt auf,
was zumindest eine stark verminderte Futteraufnahme ausschlielen l&sst. Eine weitere Erkla-
rung konnte ein Einfluss auf den Energiestoffwechsel sein, der durch die Umstrukturierung
des Gallensaurepools ausgeldst werden konnte. Tatséchlich gibt es enge Verknupfungen zwi-
schen Gallensdurepool, intestinaler Flora, Lipid- und Glucosestoffwechsel (Watanabe et al.
2006; Trauner et al. 2010; Tremaroli et al. 2012). Nach einer Woche Gallensaurefitterung soll
sich der Gallensdaurepool stabil umgestellt haben (Wang et al. 2003a), und die Mduse gleichen
den Gewichtsverlust wieder aus (Wang et al. 2003b; Pawlikowska et al. 2004). Demnach
konnte sich auch bei der Slc10a5-Knockout- und Wildtyp-Maus das Gewicht wieder erhéhen,
wenn sich der Mausstoffwechsel an die Veranderungen adaptiert hatte. Dies ist aber augrund
der durchgefiihrten nur einwdchigen Fitterungsperiode nicht mehr zu Gberprifen.

AuBer der Gewichtsabnahme durch die Cholséurefutterung wurde mit eventuell auftretendem
Durchfall durch die erhéhte Konzentration von Gallenséduren im Dickdarm gerechnet. So hat-
ten Pawlikowska et al (2004) eine zehnfach erhdhte Gallensaurekonzentration im Kot nach
0,5 % Cholsaurefutterung gemessen, aber leider keine Aussagen zum Kotabsatz der Mause
gemacht. Beim Menschen sind wéssrige Durchfélle durch Gallensduremalabsorption beschrie-
ben, die sich durch die prosekretorische Wirkung von Gallensauren im Dickdarm begriinden,
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wobei besonders Deoxycholséure die Chloridsekretion verstarkt (Chadwick et al. 1979; Field
1993; Keely et al. 2007; Hofmann 2009a). Somit wurde die nach drei bis flinf Tagen auftre-
tende etwas weichere, aber noch geformte Kotkonsistenz bei 60 % der Knockout-Mé&use und
83 % der Wildtyp-Mause als schwaches Symptom dieser Hypersekretion angesehen.
Gallenséuren sind seit langem dafiir bekannt, dass sie auch zytotoxische Wirkungen haben.
Sie stehen im Verdacht, die Darmschleimhaut anzugreifen, die intestinale Permeabilitat zu
erhdhen und entztindliche Darmerkrankungen zu triggern. Es konnte im Mausmodell gezeigt
werden, dass sich die Auspragung von durch Dextran-Natriumsulfat induzierter Colitis ver-
schlimmert, wenn durch Fischol-haltige Diit (60 % Fett, 27,2 % Menhaden-Ol) der Deoxy-
cholatgehalt und damit die Hydrophobizitét der fakalen Gallensauren zunimmt (Stenman et al.
2013b). Leider konzentrierten sich die durchgefuhrten Studien vor allem auf durch Deoxy-
cholat erhohte intestinale Permeabilitat insbesondere im Dickdarm. Als Pathomechanismus
wird eine erhdhte parazelluldre Durchlassigkeit des Darmepithels bei nicht-entzlindlicher Ge-
nese favorisiert (Goerg et al. 1983; Fasano et al. 1990; Sun et al. 2004; Stenman et al. 2012;
Stenman et al. 2013a; Stenman et al. 2013b).

Untersuchungen zur Wirkung von Cholat auf die Permeabilitat und die Durchblutung des
Diunndarms konnten nicht gefunden wurden. Allerdings wurde am Kaninchencolon gezeigt,
dass nur a-Dihydroxygallensduren (Deoxycholat, Chenodeoxycholat) auf die Schleimhaut-
morphologie und Permeabilitit negative Auswirkungen hatten. Durch Andern der OH-
Substituenten in die p-Konformation oder durch Trihydroxygallensduren — wie Cholat — lie-
Ren sich diese Effekte nicht auslésen (Chadwick et al. 1979). Somit kann nur spekuliert wer-
den, ob auch Cholat als schwach hydrophobe Gallensdure in hohen Konzentrationen in der
Lage ist, die Darmschleimhaut zu verdndern, zumal die Dinndarmschleimhaut besser an ho-
here Gallensdurekonzentrationen adaptiert ist als die Dickdarmschleimhaut.

Die Sektion der Mduse nach der Gallenblasenkatheterisierung zeigte hingegen keine Auffal-
ligkeiten am Dickdarm, und die Kotkonsistenz hatte sich, wie schon klinisch beobachtet, wie-
der vollstandig normalisiert. Die durch die Cholsdurefiitterung aufgetretenen Veranderungen
im Dunndarm traten vollig unerwartet auf. Dabei zeigten alle mit Cholsaure gefitterten Mé&u-
se Rotungen im proximalen Abschnitt des Duodenums, die bei den Knockout-Mausen aber
starker ausgepragt waren und bis weiter distal reichten (siehe Abb. 4.29). Auch wenn diese
Veranderungen makroskopisch durch die Schwellung und R6tung nach einem Entziindungs-
geschehen und einer massiven Veranderung der Darmwand aussahen, zeigte sich in der histo-
logischen Untersuchung nicht das erwartete Bild. Es konnte keine Infiltration mit Entziin-
dungszellen beobachtet werden, jedoch waren eine leichte Hyperdmie bei den Wildtyp-
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Méusen und starke Ansammlungen von Erythrozyten auch auferhalb der Gefédlle bei den
Knockout-Mausen erkennbar (siehe Abb. 4.31). Leider waren die Darmzotten durch auto-
Iytische Prozesse schon in Mitleidenschaft gezogen worden, obwohl die Organe schnellst-
maoglich nach dem Tod entnommen und bei 4 °C in PFA fixiert wurden. Anzumerken sei hier,
dass bei zwei oder vierzehn Tage alten Ratten nur Darmgewebe, das innerhalb von weniger
als 15 min prapariert und fixiert wurde, keine postmortalen Veranderungen zeigte (Scheifele
et al. 1987), sodass autolytische Prozesse bei einer Sektion ohne Perfusionsfixierung schwer
vermeidbar sind, wenn umfangliche Untersuchungen vorgenommen werden sollen. Nach
30 min konnten bereits Exfoliation und Lyse der Epithelzellen beobachtet werden, die von
den Spitzen der Zotten nach basal fortschritten (Scheifele et al. 1987). Entsprechend zeigten
sich auch die Veranderungen in den hier angefertigten Dunndarmschnitten der Mause.
Dadurch kann leider nicht mehr geklért werden, ob das Austreten von Blutzellen aus den Ge-
falken préa- oder postmortal stattgefunden hat. Jedoch kann man im direkten Vergleich mit der
Wildtyp-Maus die wesentlich stdrkeren Verdnderungen bei der Knockout-Maus durch die
Cholséurefiutterung auch histologisch beobachten. Durch die vermehrte Durchblutung und
eventuell auch vorhandene Durchlassigkeit der DarmgefaRe kann die Aufnahme von Chol-
saure aus dem Dlnndarm erhoht sein beziehungsweise umgekehrt die vermehrte Aufnahme

der Cholsaure die Symptome hervorgerufen haben.

5.6 Gallensaurepool der Slc10a5-Knockout- und der Wild-
typ-Mause

Bei Kontrollfutterung zeigten die Slc10a5-Knockout-Méause keine Abweichungen in der aus-
geschiedenen Gallemenge und der Konzentration der Gallenséuren. Durch die 0,5 % Cholsédu-
refutterung verdreifachte sich die ausgeschiedene Gallemenge, und auch die Gesamtkonzent-
ration der Gallens&uren erhohte sich auf mehr als das Dreifache. Auch in diesem Punkt unter-
schieden sich die beiden Genotypen nicht voneinander. Auf die Gabe der Cholséure hin an-
derte sich die Zusammensetzung des Gallensdurepools der Slc10a5-Knockout- und Wildtyp-
Méuse aber abweichend. Die Wildtyp-Mé&use reagierten auf die zusatzliche Cholsdure wie
bereits in der Literatur beschrieben durch eine Zunahme von den aus Cholsdure hergeleiteten
Gallensauren Cholat und Deoxycholat in konjugierter und unkonjugierter Form, wahrend
Chenodeoxycholat und Muricholate abnahmen (siehe Abb. 4.35) (Wang et al. 2003a; Zhang
et al. 2010; Song et al. 2011). Die Zusammensetzung der Gallenséuren &nderte sich bei den
Knockout-Mdausen in &hnlicher Art und Weise. Jedoch konjugierten die Wildtypen alle Gal-

lenséuren fast vollstandig, bevor diese in die Galle ausgeschieden wurden, wéhrend ungefahr
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ein Drittel der Gallenséuren bei den Knockout-Mausen unkonjugiert ausgeschieden wurden.

Weiterhin unterschieden sich die sekundéren Gallensauren zwischen den Genotypen.

Leberzelle wt

Cholesterin —3)€ CT TCT Cholsaure-

DCT TDC'T‘ futterung

7-0x0-DC}— T-7-0x0-DC$
Pfortader calle TDC
T-7-0x0-DC
7-oxo-DC1‘
ct
pct
Dickdarm Dinndarm
Leberzelle ko

Cholesterin X CT ./ TCT Cholsaure-

DC‘L TDC\L futterung

7-0x0-DC{—s T-7-0x0-DC?
Galle
A Pfortader
T-7-ox0-DC
7-oxo-DC? A 7-0x0-DC
C
pcy X
Dickdarm Dinndarm

Abb. 5.2 Veranderungen im Gallensdurepool der Slc10a5-Knockout- und Wildtyp-Ma&use durch
die 0,5 % Cholsaurefttterung

Wildytpmaus: Durch die 0,5 % Cholsdurefiitterung gelangt vermehrt Cholsdure in den Diinndarm,
diese wird zum Teil unverdndert resorbiert oder durch bakterielle Enzyme in die sekundéren Gallen-
sduren 7-oxo-Deoxycholsdure und Deoxycholsédure umgewandelt, welche im Dickdarm passiv resor-
biert werden. Die uber die Pfortader zur Leber gelangenden Gallenséuren werden in die Leberzellen
transportiert und dort nahezu vollstandig mit Taurin konjugiert und danach in die Galle ausgeschieden.
Die Gallensaureneusynthese wird stark herabreguliert. Im lleum werden die konjugierten Gallenséuren
aktiv reabsorbiert. Quantitativ bestimmend fiir den Gallenséurepool sind somit Taurocholsdure > Tau-
rodeoxycholsdure > Tauro-7-oxo-Deoxycholsdure.

Knockoutmaus: Die durch die Fitterung aufgenommene Cholsdure wird vermehrt im Dinndarm
passiv resorbiert und bakteriell zu 7-oxo-Deoxycholsaure oxidiert, jedoch kaum zu Deoxycholsaure
dehydroxyliert. In den Leberzellen werden die Gallensduren zum Teil mit Taurin konjugiert, aber auch
unkonjugiert in die Galle ausgeschieden. Die Gallensdureneusynthese ist stark vermindert. Quantitativ
bestimmend fur den Gallensaurepool sind somit Taurocholsdure > Cholséaure > Tauro-7-0xo-Deoxy-
cholséure > 7-oxo-Deoxycholséure.
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5.7 Unterschiede im Spektrum der sekundaren Gallensauren
Durch die Cholsaurefutterung wich das Gallensaurespektrum der Knockout-Mdause von dem
der Wildtyp-Mduse ab. Machte Taurodeoxycholat ungeféhr ein Viertel (23,9 + 4,9 %) der
Gesamtkonzentration bei den Wildtyp-Mausen aus, verminderte sich der Anteil bei den
Knockout-Mausen durch die Cholsédurefiitterung sogar noch auf unter 1 % (0,6 + 0,3 %). Bei
den kontrollgefutterten Tieren wies Taurodeoxycholat mit einem Anteil von 4,7 £ 3,0 % (ko)
und 6,9 £ 3,5 % (wt) keine signifikanten Unterschiede auf. Im Gegensatz zu anderen Gallen-
sauren stieg der Anteil an unkonjugiertem Deoxycholat in den Knockout-Mausen ebenso we-
nig an wie in den Wildtypen. Auch die Gehalte an 7-oxo-Deoxycholat wichen zwischen den
beiden Genotypen voneinander ab. Der Anteil von Tauro-7-oxo-Deoxycholat in den Wildtyp-
Méusen blieb unabhdngig von der Cholséaurefitterung konstant bei 13,8 £0,6 % und
13,3 £ 0,5 %, wéhrend der der Knockout-Mduse von 14,5 £ 0,6 % auf 10,9 = 0,9 % sank. Al-
lerdings stieg der Anteil von unkonjugiertem 7-oxo-Deoxycholat von wesentlich unter 1 %
auf 8,4 £ 1,1 % in den mit Cholséure gefitterten Knockout-Méausen, sodass sich der Gesamt-
anteil dieses Gallenséduremetabolits erhohte (siehe Abb. 4.35 und Tab. 4.3).

Insgesamt wiesen die mit Cholsdure gefltterten Wildtyp-Mé&use einen hoheren Anteil an se-
kundéaren Gallensauren auf als die Knockout-Mduse. Der Gehalt von 7-oxo-Deoxycholat kann
schwer mit Literaturwerten verglichen werden, da er selten bestimmt wurde. In seinen Gallen-
saurefutterungsversuchen an C57BL/6 Mausen konnten Zhang et al. (2010) es im Lebergewe-
be der ménnlichen Kontrolltiere mit 5,1 + 1,0 nmol/g Leber (2 2 %) und 1,2 + 0,3 (£ 0,3 %)
nach 1 % Cholsaurefiitterung nachweisen.

In der Literatur werden unterschiedliche Werte fur Taurodeoxycholat in der Galle angegeben.
So maRen Alnouti et al. (2008) in der Galle der untersuchten C57BL/6Crl Mé&use nur
0,9 £ 0,2 % Taurodeoxycholat, wahrend Wang et al. (2003a) 3,4 = 1,3 % bei Standardfutte-
rung und 8,4 £ 2,0 nach einwdchiger 0,5 % Cholsaurefitterung bei C57L/J feststellte. Bei
vielen Studien wurden die Konzentrationen der Gallenséduren im Lebergewebe gemessen,
welche jedoch nicht direkt mit denen der Galle verglichen werden kénnen. Hierbei lagen die
Werte bei 4,4+1,6% (Alnouti et al. 2008), 3,2% (10 % nach 1 %-Cholsaurefutterung)
(Zhang et al. 2010) und 15,3 + 10,3 % (10,4 £ 1 % nach 1 %-Cholsaurefutterung) (Zollner et
al. 2006b). Obwohl also in fast allen angegebenen Studien zumindest C57BL/6-Stamme
(C57L/J, C57BL/6Crl, C57BL/6J) und nur ménnliche Individuen verwendet wurden, scheint
es eine grol3e Streuung in der Konzentration von Taurodeoxycholat zu geben. Umso wichtiger

ist es, die Ergebnisse im Bezug zu den Kontrollen zu betrachten.

136



Diskussion

Bereits Russel und Burch haben neben den Begriffen Genotyp und Phénotyp den Ausdruck
Dramatyp gepragt. Wahrend Umweltfaktoren wéhrend der Entwicklung zusétzlich zum Geno-
typ die Auspréagung des Phanotyps bestimmen, wird der Dramatyp durch unmittelbare Fakto-
ren beeinflusst und stellt eine kurzfristige Reaktion auf bestimmte Umweltfaktoren dar
(Russel et al. 1959). Somit ist neben der genetischen Determinierung und Uberwachung auch
die Standardisierung der Umweltbedingungen fir die M&use wichtig. Dies wurde durch
Rickkreuzung der Mause auf den C57BL/6N-Hintergrund und Adaptation an das Versuchs-
kontrollfutter, welches auBerdem in der Zusammensetzung dem Haltungsfutter entsprach,
berucksichtigt. Einflusse der Haltungsumgebung wurden durch die gleichzeitige Versuchs-
durchfuihrung fur alle Versuchsgruppen minimiert.

Zusétzlich zu duBeren Umwelteinflissen kann die intestinale bakterielle Flora den Dramatyp
beeinflussen, wie sich mit der Etablierung von gnotobiotischen, also keimfreien, Mauslinien,
zeigte. Gnotobiotische Méuse zeigen zahlreiche Abweichungen gegenuiber konventionell ge-
haltenen M&usen. Das auftretende vergrofRerte Cacum kann durch Assoziierung der Tiere mit
physiologischen Bakterien normalisiert werden. Dennoch kdnnen sich verschiedene Kolonien
und vor allem SPF von konventionell gehaltenen Méausen in zahlreichen Aspekten — etwa
Immunsystem, Karzinogenese und Genexpression — unterscheiden und die Ergebnisse von
Experimenten beeinflussen, wenn ihre bakterielle Flora differiert (Itoh et al. 2005). Nicht
verwunderlich sind auch die Ergebnisse von Koopman et al. (1984), die zeigten, dass durch
Inokulation mit steigenden Konzentrationen cdcaler Bakterien in keimfreie Mause der Anteil
sekundarer Gallensauren im Kot steigt. Die Mikroflora von Mausen unterscheidet sich auch
zusétzlich zu Stammunterschieden je nachdem, von welchem Ziichter und aus welcher Zucht-
einheit die M&use bezogen werden. Bei IVC-Haltung entwickelte sich zwar die Flora alters-
abhangig, liel sich aber weiterhin auf die Herkunft der Tiere beziehen. Die Flora der Nach-
kommen wurde dabei durch die Mutter determiniert (Ericsson et al. 2015).

Variationen und Unterschiede in der Darmflora kdnnen bei den verwendeten Mé&usen nicht
ausgeschlossen werden. Die Slc10a5-Knockout-Mé&use stammten aus eigener Nachzucht, die
C57BL/6NTac-Wildtyptiere wurden zugekauft. Allerdings wurden wahrend der Zucht der
Slc10a5-Knockout-Mause die fir die Ruckkreuzung verwendeten C57BL/6NTac-Muttertiere
vom selben Ziichter bezogen, sodass Uber mehrere Generationen die Darmbakterien von den
Muttertieren auf die Jungtiere weitergeben wurden. Die C57BL/6NTac-Mause wurden bereits
im Alter von drei bis vier Wochen zugekauft und zwei Monate vor dem Versuch im selben
Raum wie die Slc10a5-Knockout-Mduse in offenen Kafigen gehalten. Auch dem Einfluss der
Futterzusammensetzung auf die Darmflora wurde durch die lange Adaptation der Tiere vor
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dem Versuch an dasselbe Futter Rechnung getragen. Bei Kontrollfiitterung traten zudem kei-
ne Unterschiede zwischen den Genotypen auf, die auf eine abweichende Flora hindeuteten.

Unterschiede im Gallensaurespektrum kdnnen neben dem verwendeten Mausstamm und den
Haltungsbedingungen sogar durch den Probenahmezeitpunkt bedingt werden. Denn auch der
Gallenséduremetabolismus unterliegt einer circadianen Regulation (Zhang et al. 2011). Dieser
Regulation wurde im durchgefiihrten Versuch Rechnung getragen, indem die Gallenblasen-

katheterisierung immer morgens durchgefihrt wurde.

57.1 Mogliche Grunde flr das abweichende Spektrum sekundarer
Gallensauren bei der Slc10a5-Knockout-Maus

Hypothesen fur die nach 0,5 % Cholsaurefitterung aufgetretenen Abweichungen

des Spektrums der sekundaren Gallensduren der Slc10a5-Knockout-Mause

1. Deoxycholat wird zwar von den intestinalen Bakterien gebildet, aber nicht mehr in den
Korper aufgenommen.

2. Deoxycholat wird bei den Knockout-Mé&usen fast vollstandig zu Cholat rehydroxyliert und
kann nicht akkumulieren.

3. Bei den Knockout-Mausen kommen vermehrt Bakterien mit 7a-HSDH-Aktivitat, aber
vermindert Bakterien mit 70/B-Dehydroxylaseaktivitét vor.

4. Durch ein verandertes Mikroklima im Dickdarm fiihren die Bakterien, die eine universelle
Enzymausstattung haben, eher die C7-Oxidierung als die mehrschrittige Hydroxylierung
durch.

5. Die Cholséure gelangt nicht mehr in den Dickdarm, da sie aktiv starker aufgenommen wird
oder die Dinndarmschleimhaut eine erhthte Permeabilitat aufweist. Somit kdnnen nur die
Bakterien im terminalen Dinndarm ihre Aktivitat entfalten.

6. Unterschiede im Verhaltnis von konjugierten zu unkonjugierten Gallenséuren beeinflussen

die Bildung und/oder die Aufnahme von sekundéren Gallensauren.

Deoxycholat wird im Dickdarm aufgrund seiner Hydrophobizitdt passiv aufgenommen
(Dietschy 1968; Schiff et al. 1972; Hofmann et al. 2008), sodass ein vollstandiges Ausschei-
den ohne Absorption sehr unwahrscheinlich ist, zumal die kontrollgefttterten Knockout-

Méuse durchaus Deoxycholat in Form von Taurodeoxycholat in ihrem Gallens&urepool besit-
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zen. Auch eine vollstdndige Rehydroxylierung in der Leber zu Cholat, insbesondere bei vor-
handenem massiven Cholatuiberschuss, erscheint unwahrscheinlich.

Mit Inokulationsexperimenten an gnotobiotischen M&usen von zuvor in vitro auf ihre Meta-
bolismuseigenschaften getesteten Bakterien konnten auch in vivo bestimmte Spezies — vor
allem zur Gattung Bacteroides gehérend — ausgemacht werden, die nur Gallenséuren dekonju-
gieren, aber keine 7a-Dehydroxylierung durchfiihren und somit kein Deoxycholat bilden. Ei-
nige, aber nicht alle, dieser Stdamme sind in der Lage, 7-oxo-Deoxycholat zu bilden. Die Fa-
higkeit zur 7a-Dehydroxylierung zeigten in diesem Experiment nur bestimmte Chlostridien,
die anteilig an der Bakterienflora schwach reprasentiert waren. Fir die Bildung von 7-oxo-DC
konnten auch nicht n&her klassifizierte Chlostridien detektiert werden. Generell &nderte sich
je nachdem, in welcher Kombination die Bakterien verabreicht wurden, die Zusammenset-
zung der sekundéren Gallensauren, welche im Cécuminhalt bestimmt wurden (Narushima et
al. 1999a; Narushima et al. 2006).

Diese Studien zeigen also, dass tatsachlich eine Verschiebung der bakteriellen Flora zu Ande-
rungen in Menge und Anteilen von sekundéren Gallenséuren fuhren kdnnen, und unterstiitzen
somit die dritte Hypothese. Da die Bildung von oxo-Gallenséduren durch Sauerstoff erhéht
werden kann — wie in vitro untersucht wurde — und vermutet wird, dass diese Reaktionen in
Bakterien nahe der Mukosaoberflache ablaufen (Sutherland et al. 1982; Wilson 2005), kdnnte
eine starkere Durchblutung der Schleimhaut zu einer Zunahme von oxo-Gallensduren fuhren.
Eine Schleimhauthyperdmie wurde besonders im Dinndarm der mit Cholséure gefutterten
Knockout-Mause gesehen. Dies kdnnte den Anstieg des 7-oxo-Deoxycholats in den Knock-
out-Mausen erkléaren. Allerdings liefert es keine Erklarung fir das Fehlen von Deoxycholat.
Als Erklarung hierflr erscheint die funfte Hypothese geeignet. Wenn das Cholat schon im
Dunndarm passiv absorbiert wird, kdnnen die bereits im Dinndarm vorhandenen Bakterien
das Cholat an C7 oxidieren. Da die 7a-Dehydroxylierung erst im Dickdarm stattfindet, steht
den Bakterien dort nicht mehr gentigend Substrat zur Verfligung.

Bei der Maus mussten unkonjugierte Gallensdauren gut passiv resorbiert werden kdnnen, denn
durch den niedrigen pH-Wert im Darm der Maus zwischen pH 4 und pH 5 verschiebt sich bei
unkonjugierten Gallensauren wie Cholat (pKs-Wert 5) das Gleichgewicht zur nicht ionisierten
Form (Cabral et al. 1986; McConnell et al. 2008). Ob und warum die Aufnahme von Cholat
bei den Knockout-M&usen hoher ist, lasst sich leider anhand der vorhandenen Daten nicht
mehr kléren. Weiterhin stellt sich noch die Frage, ob primér die Durchblutungssteigerung
eingesetzt hat und daraufhin mehr Cholat absorbiert wurde oder durch die vermehrte Gallen-

séureresorption die vermehrte Durchblutung ausgeldst wurde.
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Eine interessante Parallele zu den Slc27a5-Knockout-Mausen zeigt sich nicht nur in deren
fehlender Gallensdurerekonjugation (siehe 5.9.3). Ihr Profil der sekundaren Gallenséuren
wich von dem der Wildtypen ab, obwohl die Tiere aus denselben Wrfen stammten, also die-
selbe Mikroflora besitzen sollten. Die Slc27a5-Knockout-Mé&use wiesen anders als die Wild-
typkontrolltiere in der Galle keine Taurodeoxycholsédure und Taurohyodeoxycholsdure auf,
was beweist, dass sie rezirkulierende sekundare Gallensduren nicht konjugieren kdnnen. Al-
lerdings kam es auch nicht zu einem Anstieg der unkonjugierten Formen, sodass diese beiden
sekundaren Gallensdauren quasi nicht in der Galle nachzuweisen waren. Die Autoren spekulie-
ren, dass die unkonjugierten Gallenséuren schneller renydroxyliert werden oder schlechter in
die Leber aufgenommen werden als die konjugierten (Hubbard et al. 2006). Leider wurden
diese potenziellen Begriindungen von den Autoren nicht weiter untersucht. Diese Ergebnisse
weisen jedoch darauf hin, dass das Verhaltnis von unkonjugierten zu konjugierten Gallenséu-

ren einen Einfluss auf das Spektrum sekundérer Gallenséuren haben konnte.

5.8 Unterschiede im Anteil unkonjugierter Gallensduren

Wenn im Diinndarm der Slc10a5-Knockout-Mé&use bei Cholsdurefiitterung mehr Cholsdure
resorbiert wird als bei den Wildtyp-Mausen, konnte dies bereits den alleinigen Ausloser fir
die vermehrte Ausscheidung unkonjugierter Gallenséuren darstellen, weil die absolute Grenze
der Konjugationskapazitat der Leber erreicht wird. Dagegen spricht jedoch, dass bei den mit
Cholséaure gefitterten Mausen beider Genotypen sowohl die Konzentration als auch die pro
30 Minuten ausgeschiedene Menge der Gesamtgallensduren in der Galle nicht unterschiedlich
waren. Trotz des erhohten Gallensaureangebots in der Leber blieb der Anteil der unkonjugier-
ten Gallenséuren in den Wildtypen verschwindend gering. Bei Standardhaltungsfutter waren
nur 0,3+0,1% bzw. 0,6 £0,2 % der Gallensauren der Knockout- und der Wildtyp-Mause
unkonjugiert. Dieser Prozentsatz stieg durch Futterung mit 0,5 % Cholséure bei den Wildty-
pen nicht signifikant an auf 1,8 £ 2,6 %, bei den Knockout-M&usen hingegen auf 37,6 + 5,2 %
der Gesamtgallensduren. Die Wildtyp-Madause waren im Gegensatz zu den Knockout-Mausen
also in der Lage, die Gallensauren fast vollstandig zu konjugieren, und schieden kaum unkon-
jugierte Gallensauren in die Galle aus. Eine Ausnahme stellte eine der mit Cholsdure gefutter-
ten Wildtyp-Méuse dar, die mit 6,4 % erhéhte Werte an unkonjugierten Gallensauren aufwies.
Dieser Wert korrelierte mit der niedrigsten in der Real-Time-PCR gemessenen Slc10a5-
Expression der Leber innerhalb der Versuchsgruppe und betrug nur ein Viertel der nachstho-

heren Expression (siehe Abb. 4.39). Ob die verminderte Konjugationsrate bei dieser Maus
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ursachlich mit der verminderten Slc10a5-Expression zusammenhangt, kann nachtraglich nicht
mehr untersucht werden, jedoch stellt es einen interessanten Befund dar.

Eine weitere Begriindung fur eine unterschiedliche Konjugationsrate konnte sein, dass man-
che Gallensauren effektiver konjugiert werden kénnen als andere. Allerdings schieden die
Wildtypen mehr — wenn auch nicht signifikant mehr — Taurocholat aus, obwohl die Gesamt-
menge an Cholat bei ihnen geringer war. Umgekehrt war die Konzentration von unkonju-
giertem und konjugiertem Cholat zusammengenommen in der Galle der Knockout-Mause
hoher als bei den Wildtyp-Mausen und trotzdem der konjugierte Anteil geringer. Also schien,
auch wenn man nur Cholat betrachtet, die Konjugationsfahigkeit der Wildtypen héher bzw.
die der Knockout-Maus eingeschrankt zu sein. Zusatzlich konjugierten die Wildtypen auch
anndhernd vollstandig das anfallende Deoxycholat und das 7-oxo-Deoxycholat. Obwohl die
Knockout-Mause wesentlich mehr 7-oxo-Deoxycholat ausschieden, ist die Menge des konju-
gierten Tauro-7-oxo-Deoxycholats in den Wildtypen tendenziell, wenn auch nicht signifikant,
héher. Das unterschiedliche Spektrum der zu konjugierenden Gallenséuren mit einem erhoh-
ten Anteil von Cholat bei den Knockout-Mé&usen sollte demnach nicht fur das Konjugations-
defizit verantwortlich sein.

Wie in Kapitel 5.7 bereits diskutiert, wiesen die mit Cholséure gefiitterten Slc10a5-Knockout-
Mause nur geringe Deoxycholatkonzentrationen auf. Somit bestiinde die Mdglichkeit, dass
Deoxycholat bendtigt wird, um die Konjugation zu stimulieren. Gnotobiotische Mause, die
aufgrund der fehlenden Darmflora keine sekundaren Gallensauren bilden und demnach kein
Deoxycholat in der enterohepatischen Zirkulation besitzen, weisen aber in ihrem Cacum nur
konjugierte Gallenséuren auf (Narushima et al. 1999a). In einer anderen Untersuchung wurde
die Zusammensetzung der cdcalen Gallensduren bei Gnotobioten bestimmt, welche haupt-
séchlich aus Taurocholat und Tauro-B-Muricholat bestand (Hsiao et al. 2014). Demnach
scheint Deoxycholat nicht fur eine effektive Taurinkonjugation benétigt zu werden. Unter-
stitzt wird diese Aussage durch In-vitro-Versuchsergebnisse, in denen gezeigt wurde, dass die
Aktivierung von Cholat mit CoenzymA durch FATP5, was Voraussetzung flr eine nachfol-
gende Konjugation ist, ohne Anwesenheit von Deoxycholat katalysiert wird (Mihalik et al.
2002).

Wieso wird die verminderte F&higkeit zu konjugieren jedoch nicht unter Standardhaltungsdiét
beobachtet? Unter physiologischen Bedingungen muss durch die effiziente enterohepatische
Rezirkulation immer nur ein sehr kleiner Anteil an de novo synthetisierten oder im Darm de-
konjugierten Gallensauren konjugiert werden. Denn ASBT transportiert sehr effektiv die kon-

jugierten Gallens&uren aus dem Darmlumen in die Enterozyten, obwohl er auch unkonjugierte
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Gallenséuren transportieren kann (Wong et al. 1994; Craddock et al. 1998; Kramer et al.
1999). Der um 80 % verminderte Gallensaurepool bei der Asbt-Knockout-Maus zeigt, wie
effektiv diese Rickresorption ist (Dawson et al. 2003). Durch die Fiitterung mit 0,5 % Chol-
saure wird jedoch kontinuierlich eine unkonjugierte Gallensaure im Uberschuss zugefiihrt,
sodass ein groRer Anteil der Gallensauren bei jedem Passieren der Leber neu konjugiert wer-
den muss. Dabei fallt auch bei der Slc10a5-Knockout-Maus die Konjugation nicht vollstandig
aus, sondern es erscheint, dass deren Konjugationskapazitét tiberschritten wird.

5.9 Moagliche Grinde fur eine defiziente Konjugation
bei der Slc10a5-Knockout-Maus

Bei der Konjugation der Gallensduren muss zwischen der Konjugation der de novo syntheti-
sierten Gallenséuren und der der recycelten Gallenséuren unterschieden werden. Bei den de
novo synthetisierten Gallensauren werden bereits die C27-Gallensauren mit CoenzymA akti-
viert, und die Kiirzung der Seitenkette findet wie bei den Fettsduren iiber f-Oxidation statt. Im
letzten Schritt kann dann die entstandene CoA-gekoppelte C24-Gallenséure durch die BAAT
mit Taurin oder Glycin konjugiert werden, wobei das CoA energiebringend abgespalten wird
(Russell 2003; Pellicoro et al. 2007; Hofmann et al. 2008). Auch die durch den enterohepati-
schen Kreislauf wieder zur Leber gelangten dekonjugierten Gallensduren missen mit
CoenzymA aktiviert und danach lber die BAAT konjugiert werden. Hierfir werden in der
Literatur verschiedene Moglichkeiten genannt.

Strittig ist hierbei, welches Enzym und in welcher subzelluldren Lokalisation die Reaktion der
Gallenséure mit CoenzymA katalysiert und in welchem Kompartiment die Konjugation mit
Taurin/Glycin stattfindet. Die eine Gruppe von Forschern geht von einer rein peroxisomalen
Lokalisation der BAAT aus. Diese stellt sich den Vorgang so vor, dass die zu rekonjugieren-
den Gallensduren durch FATP5 CoenzymA gekoppelt werden und dann Uber unbekannte
Transportmechanismen in das Peroxisom transportiert werden. Dort wiirden sie mit Hilfe der
BAAT konjugiert werden und Uber unbekannte Transporter in das Zytoplasma transportiert
werden (Pellicoro et al. 2007; Rembacz et al. 2010). Andere Untersuchungen konnten sowohl
im Peroxisom als auch im Zytoplasma eine BAAT-AKktivitat nachweisen (Solaas et al. 2004;
Styles et al. 2007). Dementsprechend wird die Mdoglichkeit favorisiert, dass zu rekonjugieren-
de Gallensauren nicht wie die de novo synthetisierten im Peroxisom konjugiert werden, son-
dern nach der durch FATP5 katalysierten CoA-Aktivierung durch die BAAT im Zytoplasma.
Uber die Lokalisation von FATP5 herrscht ebenfalls Uneinigkeit. Mihalik et al. zeigten eine

Expression des Proteins im Endoplasmatischen Retikulum, wéhrend Doege et al. es in He-
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patozyten in der Plasmamembran nachwiesen (Mihalik et al. 2002; Doege et al. 2006a). Die
CoA-Kopplung der Gallenséure kdnnte demnach im Zytoplasma an der Zellmembran (Doege
et al. 2006a), dem Endoplasmatischen Retikulum (Mihalik et al. 2002) oder im Inneren des
Endoplasmatischen Retikulums (Solaas et al. 2000) erfolgen.

Fest steht mit Sicherheit, dass das Fehlen des SLC10A5-Proteins keinen Einfluss auf das Gal-
lensaurespektrum und die Konjugationsféhigkeit unter den Standardhaltungsbedingungen fiir
Laborméuse hat. Die De-novo-Synthese scheint somit unter den Standardfttterungsbedingun-
gen nicht beeintréchtigt zu sein. Durch die Fitterung mit Cholsaurezusatz wird die Neusyn-
these so stark herunterreguliert, dass der gesehene Uberschuss an unkonjugierten Gallensau-
ren aus den recycelten Gallensauren kommen muss. Deswegen soll im Folgenden diskutiert
werden, welche Grunde zu einer mangelnden Konjugation der zur Leber rezirkulierenden

Gallenséauren fihren kénnen.

Hypothesen fur das Konjugationsdefizit der Slc10a5-Knockout-Mause
1. Es besteht ein Mangel an CoenzymA oder Taurin in den Leberzellen.
2. Es herrscht ein Mangel an den fur die Konjugationsreaktion benétigten Enzymen.
3. Bestimmte Faktoren hemmen die an der Konjugationsreaktion beteiligten Enzyme,
oder CoenzymA wird von den aktivierten Gallensauren wieder abgespalten.
4. Die unkonjugierten Gallensduren erreichen nicht den Ort ihrer CoenzymA-Kopplung
oder der Taurinkonjugation.

5. Das Produkt wird nicht abtransportiert, und der Riickstau hemmt die Synthese.

591 CoenzymA-Mangel

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Taurinkonjugation ist, dass ausreichend CoenzymA fir
die vorangehende Aktivierung der Gallenséduren vorhanden ist. CoenzymA wird Uber flnf
Schritte im Zytoplasma synthetisiert und kommt neben dem Zytoplasma in hohen Konzentra-
tionen in Mitochondrien und Peroxisomen vor (Leonardi et al. 2005). Die an der Synthese
beteiligten Enzyme Pantothenatkinase, Phosphopantothenoylcystein-Synthetase, Phospho-
pantothenoylcystein-Decarboxylase,  Phosphoribosylpyrophosphat-Amidotransferase  und
CoenzymA-Synthase wurden bei Slc10a5-Knockout- und Wildtyp-Mé&usen beider Fltterungs-
arten konstant exprimiert (Daten nicht gezeigt). Es deutet also nichts auf ein generelles Defizit
der CoenzymA-Bildung in den Knockout-M&usen hin, zumal dies auch durch schwere phéa-

notypische Abweichungen auffallen sollte, da CoenzymA essentiell flr eine Vielzahl an
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Stoffwechselprozessen ist. Da die CoenzymA-Level auf Zellniveau und in den einzelnen
Zellkompartimenten jedoch nicht bestimmt wurden, l&sst sich tiber Abweichungen hier keine
Aussage treffen.

5.9.2 Taurinmangel

Betrachtet man den VVorgang aus einem anderen Blickwinkel, kdnnte nicht nur ein Fehlen der
aktivierten Gallensdaure oder eine Anh&ufung des Produkts zu einer mangelnden Taurinkonju-
gation filhren, sondern auch ein Mangel an Taurin. Taurin kann iber den Na‘-abhangigen
Taurintransporter (TAUT, Slc6a6) ubiquitér in Zellen aufgenommen werden. Zusatzlich sind
einige Zelltypen — etwa die Hepatozyten — in der Lage, Taurin tber die Cystein Sulfinat De-
carboxylase (CSAD, Csad) zu bilden. Slc6a6-Knockout-Mé&use zeigen einen um 70 % redu-
zierten Gehalt an Taurin im Gesamtlebergewebe, wohingegen er in den Hepatozyten nur um
30 % verringert ist. Trotz niedrigerem Tauringehalts unterscheiden sich die Mause nicht hin-
sichtlich des Anteils an Taurin-konjugierten Gallenséuren in der Galle (Warskulat et al.
2006). Dies spricht gegen einen starken Einfluss der Taurintransporterexpression auf die Tau-
rinkonjugation.

Csad wurde unerwartet zumindest auf mMRNA-Ebene durch die Cholsaurefitterung in beiden
Genotypen herunterreguliert (siehe Abb. 4.37. F2). Da hiervon aber beide Genotypen
gleichermalien betroffen sind, sollte dies nicht ursachlich fir die Konjugationsunterschiede
sein. Die Expression des Taurintransportergens Slc6a6 stieg stattdessen durch die Cholsaure-
flitterung vor allem bei den Slc10a5-Knockout-Mausen an, allerdings mit grof3er Streuung der
Werte (siehe Abb. 4.37 F1). Sollte sich dies auf Proteinebene gleichermalen auswirken,
musste der Taurintransport in die Zellen erhéht gewesen sein und hétte zu einer Verbesserung
der Taurinkopplung geflihrt. Da die Konjugationsrate in dieser Grupper jedoch am geringsten
war, ist es wahrscheinlich, dass Slc6a6 kompensatorisch hochreguliert wurde, um die defizi-
ente Konjugation zu verbessern.

Eine gesteigerte Expression des Slc6a6-Gens nach 0,25 % Cholsaurefitterung wurde bereits
von Miyata et al. (2005) in den von ihnen untersuchten Fxr-Knockout-M&usen sowie den
Wildtypkontrolltieren beschrieben. Diese korrelierte bei beiden Gruppen mit einer verminder-
ten Taurinkonzentration um etwa die Halfte in den Leberzellen. Leider wurde von diesen
Wildtypmausen nicht der Anteil unkonjugierter Gallensduren in der Galle bestimmt, sondern
nur nach 1 % Cholsaure im Futter. Dabei vervierfachte sich die Menge der in die Galle ausge-
schiedenen Gallensduren, und der Anteil unkonjugierter Gallensduren stieg auf 31 %. Gleich-
zeitig sank der Tauringehalt in der Leber auf ein Zehntel, und die Slc6a6-Expression stieg

144



Diskussion

nochmal leicht an verglichen mit 0,25 % Cholsaurefiitterung (Miyata et al. 2005). Somit
scheint die Slc6a6-Expression tatsachlich, wie zu erwarten wére, durch einen erhohte Kon-
zentration an unkonjugierten Gallenséuren oder einen verminderten Taurinspiegel induziert zu
werden.

Ob die erhdhte Slc6a6-Expression bei den mit Cholsdure gefitterten Slc10a5-Knockout-
Mausen jedoch ein Hinweis auf eine verminderte Taurinkonzentration in den Leberzellen ist,
oder durch die anders begriindete Zunahme unkonjugierter Gallensauren ausgeldst wird, ist
ungewiss. Da leider aus dem bereits fur die histologischen Untersuchungen und die RNA-
Extraktion fixierten Lebergewebe nachtréglich nicht mehr die Taurinkonzentration bestimmt
werden kann, ist dieser Punkt nicht abschlieBend zu klaren. Ein genereller Taurinmangel er-
scheint jedoch sehr unwahrscheinlich, da bei Standardhaltungsbedingungen keine Unterschie-

de in der Taurinkonjugation von Gallensauren und der Expression von Slc6a6 auffielen.

5.9.3 Expression der CoA-Ligasen und Gallensaureaminotransferase
Eine verminderte Gallenséurekonjugation wurde bereits bei zwei verschiedenen Mausmodel-
len, der Hnf4a- und der Slc27a5-Knockout-Maus, festgestellt. In beiden Féllen wurde das
Konjugationsdefizit durch die verminderte bzw. fehlende Expression von Slc27a5 (FATP5)
ausgeldst (Inoue et al. 2004; Hubbard et al. 2006).

Die Slc27a5-Knockout-Maus zeigte eine normale Menge des Gesamtgallensdurepools in Le-
ber, Galle, Serum und Urin. Allerdings waren 83 % der gemessenen Gallensduren bei der
Slc27a5-Knockout-Maus unkonjugiert, wahrend die Wildtypkontrolle nur 5% unkonjugierte
Gallenséuren aufwies. Trotzdem zeigten diese Knockout-Méause dufRerlich keine Abweichung
zu den Wildtypwurfgeschwistern (Hubbard et al. 2006). Damit ahnelte ihr Phanotyp in starke-
rer Auspréagung dem der Slc10a5-Knockout-Maus nach 0,5 % Cholsaurefutterung.

Aus der Zusammensetzung der Gallensauren konnte bei der Slc27a5-Knockout-Maus ge-
schlossen werden, dass de novo synthetisierte Gallensduren wie Chenodeoxycholat Taurin-
konjugiert werden konnen, wohingegen sekunddre Gallenséuren gar nicht mehr konjugiert
werden. Auch Studien in vitro an Lebermikrosomen bestétigten, dass die CoA-Kopplung von
4C-Cholsaure stark im Knockouttyp vermindert war. Somit scheint FATP5 an der Rekonju-
gation von Gallenséuren, nicht aber der Konjugation der de novo synthetisierten Gallenséuren
beteiligt zu sein (Hubbard et al. 2006). Die Ergebnisse dieser Studien konnten mit einer
Slc27a5-Knockdown-Maus bestétigt werden. In vitro wurde der Gallensduremetabolismus mit
H,-markierter Cholsaure an Hepatozyten verglichen. Die Knockdownhepatozyten zeigten
4,6-fach geringere Glycin- und 3,8-fach geringere Taurinkonjugation als die Wildtypkontrol-
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le. Auch in vivo bei intravendser Applikation von Cholséure zeigten die Knockdown-Méause
eine geringere Menge Taurocholsdure im Plasma (AUC 75 % geringer) als die Kontrolltiere
und ein verandertes Spektrum an unkonjugierten Gallensduren in der Galle (Castro-Perez et
al. 2011). Diese Ergebnisse wurden durch In-vitro-Versuche von Steinberg et al. (2000) besta-
tigt, die fur FATP5 die CoA-Kopplung von Cholsdaure, Chenodeoxycholsaure, Deoxychol-
séure und Lithocholsdure nachwiesen.

Dementsprechend kdnnte eine niedrigere Proteinexpression von FATP5 das Konjugationsde-
fizit in der Slcl0a5-Knockout-Maus erkldren. Da die tatsachlich vorhandene Proteinmenge
nicht untersucht wurde, kann nur die Genexpression von Slc27a5 in der Leber herangezogen
werden. Es zeigte sich tatsachlich eine statistisch signifikante Herabregulation durch die
Cholséurefitterung, jedoch gleichwertig bei beiden Genotypen (siehe Abb. 4.37 C2). Da die
Wildtyp-Maus kein Konjugationsdefizit aufwies, hatte man eher eine Heraufregulierung als
Adaptation erwartet. Die Verminderung der Slc27a5-Expression ist somit hochstwahrschein-
lich nicht die Ursache fur die erh6hte Konzentration an unkonjugierten Gallensauren bei der
Slc10a5-Knockout-Maus.

Ein weiteres Protein, welches Gallensdauren mit CoenzymA koppeln kann, ist FATP2
(Slc27a2). Es wurde im Zellexperiment allerdings keine CoA-Kopplungsaktivitat fir Chol-
saure gemessen, lediglich fir den C27-Cholséaure-Vorldufer THCA (Trihydroxy-cholestanoic
acid = 3a,7a,12a-Trihydroxy-5B-Cholestansaure) und die langkettige Fettsdure Palmitat
(C16:0) (Mihalik et al. 2002). Dies passt zu der allgemeinen Auffassung, dass FATP2 die per-
oxisomale Kopplung der neusynthetisierten Gallensauren mit CoenzymA Kkatalysiert.

Es wurde auch eine Untersuchung zur Slc25a2-Knockout-Maus publiziert, die jedoch keinen
Phanotyp bezuglich Zucht und Verhalten und keine histologischen Abweichungen in Leber,
Niere und Gehirn aufweist. Festgestellt wurde nur eine Verminderung der Fahigkeit, sehr
langkettige Fettsduren mit CoenzymA zu koppeln (Heinzer et al. 2003). Leider wurden in
dieser Untersuchung keine Gallensdure- oder Cholesterinwerte mitbestimmt. Das héatte dazu
beitragen kdnnen aufzukléaren, ob FATP2 wirklich nur in die Gallensidureneusynthese oder
auch die Rekonjugierung involviert ist.

Die im eigenen Cholsdurefitterungsexperiment quantitativ am meisten mit CoenzymA zu
aktivierenden Gallensduren waren die von auflen zugeftihrte Cholsdure und die sich davon
ableitenden sekundaren Gallenséuren. Die Gene fur die Enzyme der Gallenséureneusynthese
—auch das Schlisselenzym CYP7A1 — waren massiv herunterreguliert, und es waren fast kei-
ne Chenodeoxycholsdure oder Muricholsduren mehr im Gallensaurepool vorhanden. Dement-

sprechend muss die Rate der neusynthetisierten Gallensduren minimal sein gewesen sein. Die
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bei Slcl0a5-Knockout- und Wildtyp-Maus gleichstarke signifikante Verminderung der
Slc27a2-Expression durch die Cholsaurefitterung (siehe Abb. 4.37 C1) stinde somit im Ein-
klang mit der unter Cholsdurefutterung nicht bendtigten Enzymaktivitdt von FATP2, wenn
dieses nur C27-Gallensauren mit CoenzymA koppelt.

Fur eine verminderte Konjugation kann nicht zuletzt auch die BAAT verantwortlich sein, die
als letzter Schritt die Konjugation der Gallensdure mit Taurin oder Glycin katalysiert. Bei der
Maus wurde fur die BAAT in vitro eine Aktivitat zur Konjugation von Gallensduren mit Tau-
rin, nicht Glycin nachgewiesen (Falany et al. 1997). Leider stehen keine Daten aus einem
Knockout-Mausmodell zur Verfigung. Im Menschen fihren Nonsense-Mutationen im BAAT-
Gen zu einem volligen Fehlen von Taurin- und Glycin-konjugierten Gallensauren. Klinisch
fielen diese Patienten im frihen Kindesalter durch Mangel an fettléslichen Vitaminen und
zum Teil Wachstumsstoérungen und Leberveranderungen auf. Zu tiber 80 % wird unkonjugier-
tes Cholat in die Galle abgegeben, zusatzlich ist die Gesamtgallensauremenge im Duodenum
zu gering, um effizient Fette zu absorbieren (Setchell et al. 2013).

Dementsprechend konnte tatsachlich eine Verminderung der BAAT auch in der Maus zur
Zunahme von unkonjugierten Gallenséauren fiihren. Jedoch korrelierte zwar die Zunahme an
unkonjugierten Gallensauren bei den mit Cholséure gefiitterten Slc10a5-Knockout-Méausen
mit einer verminderten Baat-Expression, bei den Wildtypmé&usen erniedrigte sich die Expres-
sion jedoch auch, ohne das diese ein Konjugationsdefizit auszupragen. Genau wie Slc27a2
und Slc27a5 zeigten sich also auch in der Baat-Genexpression keine genotypspezifischen Un-
terschiede, jedoch eine signifikante Verminderung durch die Cholsaurefutterung (Abb. 4.38.
D1). Somit erscheint die erniedrigte Baat-Expression als Begriindung fiir das Konjugationsde-
fizit der Slc10a5-Knockout-Maus &ulerst unwahrscheinlich. Auf die Regulation der Genex-

pression dieser drei Enzyme wird in Kapitel 5.12.2 ndher eingegangen.

594 Hemmung der Konjugationsenzyme oder Abspaltung des
CoenzymsA von aktivierten Gallensauren

Wenn die Aktivitat der an der Gallensaurekonjugation beteiligten Enzyme durch aktivierende
oder hemmende Faktoren beeinflusst wird, wiirde sich die Konjugationsrate andern. Leider
kann zum Aktivitatsgrad dieser Enzyme keine Aussage getroffen werden, da daflr die Aktivi-
tat der Enzyme aus dem Mausegewebe in vitro hatte bestimmt werden missen. Diese mogli-
che Begrlindung fir eine unterschiedliche Konjugationsrate zwischen Slc10a5-Knockout- und
Wildtyp-Maus kann somit nicht Gberpruft werden.

Ein weiterer Faktor fir die Synthese konjugierter Gallensduren ist, dass die BAAT genligend
CoenzymA-aktivierte Gallensduren als Edukt zur Verfligung hat. Aus der Fettsdurehomoosta-
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se ist bekannt, dass ein Gleichgewicht zwischen freiem und gekoppelten CoenzymA aufrecht-
erhalten wird (Hunt et al. 2002a; Leonardi et al. 2005). Hierfur spielen neben den CoenzymA
koppelnden Enzymen — zum Beispiel FATPs — diejenigen eine Rolle, die CoenzymA wieder
abspalten kdnnen. Das geschieht entweder bei der Amidation von Fettsauren oder Gallenséu-
ren Uber die BAAT oder ACNATSs (Acyl-CoenzymA-Aminosaure-N-Acyltransferasen, siehe
5.10) oder durch die Gruppe der Acyl-CoA-Thioesterasen (ACOTS).

Acyl-CoA-Thioesterasen konnten in Peroxisomen, Mitochondrien und dem Cytosol nachge-
wiesen werden und spalten die Thioesterverbindungen von kurz- bis langkettigen Fettséure-
CoA-Verbindungen. Dies erlaubt der freien Fettsaure das Passieren (ber die Membran von
beispielsweise Peroxisomen (Hunt et al. 2012). Fir eines dieser Proteine — ACOT8 — konnte
bisher zusétzlich zu einem breiten Spektrum an Fettsauren auch eine Aktivitat auf Gallensdu-
re-CoA-Thioester nachgewiesen werden (Hunt et al. 2002b). Bei ACOT8 handelt es sich um
ein peroxisomales Enzym, dessen Thioesterase-Aktivitat fur Choloyl-CoA und Chenocholoyl-
CoA nachgewiesen wurde und das durch CoA-SH gehemmt wird. Es steht somit in Kompe-
tition mit der BAAT um die Gallensdure-CoenzymA-Verbindungen (Hunt et al. 2002b). Das
bedeutet, dass eine Hochregulation von ACOTS8 zu einer vermehrten Spaltung der entstande-
nen Gallensaure-CoA-Thioester fuhren wirde, bevor diese durch die BAAT konjugiert wer-
den konnen. Dadurch wiirde die Konjugationsrate sinken.

Das Fttern mit 0,5 % Chols&ure hatte hingegen einen schwachen, aber signifikant erniedri-
genden Effekt auf die Acot8-mRNA-Expression sowohl von Slcl0a5-Knockout- als auch
Wildtyp-Mausen (siehe Abb. 4.37 E2). Somit ist dieser Grund fir die verminderte Konjugati-
on auszuschlief3en.

Hingegen wurde eine andere Acyl-CoA-Thioesterase stark hochreguliert. Die sehr schwache
Expression von Acot3 stieg durch die Cholsdurefuitterung besonders in den Knockout-Mé&usen
an (siehe Abb. 4.37 E1). Dieses Enzym spaltet langkettige Acyl-CoAs (Westin et al. 2004).
Seine Expression soll bei PPAR-Aktivierung steigen, um bei hohem Fettangebot das Passie-
ren von freien Fettséduren durch die peroxisomale Membran zu beschleunigen (Kirkby et al.
2010). Die Hochregulation dieses Enzyms bei den Knockout-Mé&usen, die zu diesem Zeit-
punkt ein Gallensédurekonjugationsdefizit aufweisen, kdnnte in dem Bestreben liegen, mehr
CoenzymA fur die Gallensaurekopplung bereitzustellen. Wie genau diese Regulation ablauft,
ist allerdings unklar. Denn dafiir hatten die Konzentrationen von Fetten und Fettséuren in der
Leber dieser Mduse bestimmt werden missen, was im Rahmen des Cholsaurefitterungs-

experiments nicht geplant war.
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595 Transport von Edukten und Produkten der Gallensaurekonjuga-
tionsreaktionen

Der mogliche Ablauf der Rekonjugation und die subzelluldre Lokalisation der beteiligten En-
zyme wurden bereits in der Einleitung zu Kapitel 5.9 diskutiert. Kurz gesagt, muss zunéchst
eine Aktivierung der Gallenséduren mit CoenzymA durch FATP5 im Endoplasmatischen Reti-
kulum oder FATP2 im Peroxisom erfolgen und danach die Konjugation mit Taurin Uber die
BAAT im Zytoplasma oder Peroxisom durchgefuhrt werden.
Da vermehrt unkonjugierte Gallensauren bei den mit Cholsdure gefitterten Slc10a5-
Knockout-Mausen in der Galle gemessen wurden, ist mit Sicherheit auszuschliel3en, dass die
Aufnahme Uber die Plasmamembran oder der Export in die Galle fur unkonjugierte Gallen-
séuren vermindert ist. Zusétzlich lagen die Expressionswerte der fiur Aufnahmetransporter
codierenden Gene fir Slc10al auf dem gleichen Niveau oder fir Slcolb2 und Slcola4 sogar
Uber dem der Wildtypmause (siehe Abb. 4.37 A), und auch fiir die Exporttransportergene
Abcgll und Abcb2 unterschied sich die Expression nicht zwischen den Genotypen (siehe
Abb. 4.37 B1 und B2). Die Abcbla-Genexpression war vor allem in den Knockoutmausen
stark erhoht (Abb. 4.37 B3), was den Versuch widerspiegeln konnte, tiber MDR1 die unkon-
jugierten Gallensauren aus der Zelle zu transportieren. Allerdings wurde bislang keine Trans-
portaktivitdt von MDRL1 fur Gallensduren gezeigt.
Davon ausgehend, dass also weder die Aufnahme noch der Export tiber die Plasmamebran fir
unkonjugierte wie konjugierte Gallensduren den limitierenden Faktor darstellt, konnte der
Transport zwischen den subzellularen Kompartimenten eine Rolle spielen. Eine diskutierte
Lokalisation der CoA-Kopplung durch FATP5 ist im Endoplasmatischen Retikulum (Solaas
et al. 2000). Unkonjugierte Gallensauren wie Cholsaure koénnten passiv in das Organell ge-
langen, da Cholsdure mit einem logP-Wert von 2,02 lipophil ist und mit einem pKs-Wert von
5 bei physiologischem pH-Wert von 7,2 (Abb. 5.4 A) einen ausreichend hohen Anteil an un-
geladenen membranpermeablen Molekilen aufweist (Abb. 5.3). Nach der Aktivierung mit
CoenzymA wiurde der Gallensaure-CoA-Ester dann aber einen Transporter benétigen, der ihn
aus dem Endoplasmatischen Retikulum ins Zytoplasma transportiert, wo die Gallensdure dann
Taurin-konjugiert werden kann. Denn neben der GroRenzunahme durch das CoA weist bei-
spielsweise Choloyl-CoA einen LogP-Wert von —4,3 auf und ist somit hydrophil, und weiter-
hin lage nur jedes millionste Molekul ungeladen vor, wodurch ein passiver Membrandurchtritt
ausgeschlossen werden sollte (Abb. 5.3). Uber einen solchen Transporter wurde bislang nicht
berichtet. Diese Funktion konnte SLC10A5 (ibernehmen, welcher laut Studien an transfizier-
ten Zellen im Endoplasmatischen Retikulum und dem Golgi-Apparat lokalisiert ist (siehe
4.1.5).
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Abb. 5.3 Chemische Eigenschaften von Cholsaure, Taurocholsaure und Choloyl-CoA und ihr
Einfluss auf die Membranpermeabilitat

Die Membranpermeabilitdt nimmt von Cholsdure (iber Taurocholséure zu Choloyl-CoA stark ab, da
sich die Lipophilie und der Anteil ungeladener Molekiile vermindern. Die pKs-Werte von Cholséure
(~5) und Taurocholsaure (~2) sind aus experimentellen Daten bekannt (O'Maille et al. 1977) und fiir
Choloyl-CoA aus bioinformatischen Vorhersagen (Wishart et al. 2013; www.hmdb.ca). Der LogP-
Wert (P = n-Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient) ist ein experimentell bestimmtes Mal fir die
Lipophilie, bei dem Substanzen mit positivem LogP-Wert als lipophil und mit negativem logP-Wert
als hydrophil eingestuft werden. Der LogP-Wert wurde fur Cholsdure (2,02, lipophil) experimentell
ermittelt (Roda et al. 1990), fiir Taurocholséure (-0,53, schwach hydrophil) und Choloyl-CoA (4,3,
hydrophil) existieren nur bioinformatische Vorhersagen (Wishart et al. 2013; www.hmdb.ca). Als
weiteres MaR fur die Lipophilie einer Gallensaure kann der Hydrophobizitatsindex herangezogen wer-
den, der Cholsaure mit einem Wert von 0,13 als hydrophob einstuft und Taurocholséure mit 0 als neut-
ral (siehe Tab. 1.1). Das Gleichgewicht zwischen protonierter (ungeladener) Form (HA) und unproto-
nierter (geladener) Form (A" der Substanzen wurde mittels der Henderson-Hasselbalch-Gleichung
[pH = pKs * ¢ (HA)/c (A)] berechnet.

Betrachtet man die Transportrichtung von NTCP und ASBT, welche als Membranaufnahme-
transporter ihre Substrate von extrazellular nach intrazelluldr transportieren, und bedenkt die
Membranorientierung von SLC10A5, kommt fiir SLC10AS5 tatsachlich eine mdgliche Trans-
portrichtung aus dem Organellenlumen in das Zytoplasma in Frage (Abb. 5.4. B).
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Abb. 5.4 Darstellung der pH-Werte der Zellkompartimente (A) und schematische Darstellung
der Membrantopologie des SLC10A5-Proteins (B)

(A) Entgegen dem extrazelluléren und dem Blut-pH-Wert von 7,4 halt die Zelle in ihrem Inneren ei-
nen pH-Wert von 7,2 im Zytoplasma und im Zellkern aufrecht. Der pH-Wert der Peroxisomen ist
neutral, wahrend die Matrix der Mitochondrien mit pH 8 leicht basisch ist. Beim Golgi-Apparat sinkt
der pH-Wert von der cis-Seite mit pH 6,7 zur Trans-Seite mit pH 6,0. (Abbildung basierend auf
(Casey et al. 2010)).

(B) Bei den SLC10-Familienmitgliedern NTCP, ASBT und SOAT handelt es sich um Membranauf-
nahmetransporter, deren bioinformatisch vorhergesagte Transmembranstruktur mehrheitlich ebenso
wie fur SLC10A5 einen intrazytoplasmatischen C-Terminus und einen extrazellularen N-Terminus
angibt. In einem Zellorganell 1dge analog dazu beim SLC10A5-Protein der C-Terminus im Zytoplas-
ma und der N-Terminus im Inneren des Organells. Die Orientierung des C-Terminus zum Zytoplasma
hin lie sich auBerdem an hSLC10A5-V5-transfizierten HepG2-Zellen zeigen (siehe Abb. 4.6).
SLC10A5 wirde demnach eine Transportrichtung vom Lumen des Organells in das Zytoplasma auf-
weisen.

Die andere favorisierte Lokalisation der Gallensdaurekonjugation ist das Peroxisom (Pellicoro
et al. 2007; Rembacz et al. 2010). Die Aktivierung mit CoenzymA wirde dann an der zyto-
plasmatischen Seite des Endoplasmatischen Retikulums durch FATP5 erfolgen und ein Im-
port der CoA-gekoppelten Gallensaure in das Peroxisom folgen. Nach der Konjugation miss-
te die Taurin-gekoppelte Gallensaure wieder aus dem Peroxisom exportiert werden, da ein
passiver Durchtritt durch die Membran der bei neutralem pH-Wert geladenen konjugierten
Gallenséure nicht moglich ist (Abb. 5.3 und 5.4 A). Es konnte bereits ein nicht ATP-abhén-
giger Transport von konjugierten Gallenséuren Uber die peroxisomale Membran gezeigt wer-
den, jedoch wurde der Transporter nicht bestimmt (Visser et al. 2007). Dieser unbekannte
Transporter wird neben dem Export tiber die Plasmamebran durch BSEP als geschwindig-
keitsbestimmend flr die Abgabe konjugierter Gallensauren in die Galle angesehen (Hunt et al.
2012). Dementsprechend konnte ein Fehlen dieses Transporters die Konjugationsrate senken,
da das Produkt der Konjugation nicht abtransportiert wiirde. Es wéare denkbar, dass beide be-
schriebenen Maglichkeiten der Rekonjugation parallel in den Zellen ablaufen, sodass ein Aus-

fall eines Transporters nicht zu einem vollstdndigen Verlust der Konjugationsfahigkeit flhrt.
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Demnach konnte der Phanotyp der mit Cholsdure gefitterten Slc10a5-Knockout-Maus zu
erklaren sein, falls es sich bei diesem unidentifizierten Transporter tatsachlich um SLC10A5
handelte.

Dagegen spricht, dass SLC10AS5 bislang nicht im Peroxisom nachgewiesen wurde. Es wurde
jedoch noch nicht abschlieBend geklart, ob SLC10A5 nicht doch in Peroxisomen vorkommt.
Zumindest anhand der bioinformatischen Vorhersage gab es Hinweise darauf, dass es in der
peroxisomalen Membran lokalisiert sein kdnnte (siehe 4.1.4). Fr einige der in diesen Meta-
bolismus involvierten Enzyme ist es unbestimmt, wo sie auf subzellulérer Ebene lokalisiert
sind, oder es wird eine duale Sortierung je nach Umstanden vermutet. Dies betrifft beispiels-
weise die BAAT, die zytosolisch und peroxisomal nachgewiesen wurde und nach Stimulation
mit PPAR-Agonisten vermehrt cytosolisch gefunden wird (Solaas et al. 2004; Hunt et al.
2012). In HeLa-Zellen transfiziertes Maus-BAAT-GFP zeigte sich in einer Untersuchung so-
gar ausschlieBlich im Cytosol (Buch et al. 2009). Fir ACOT1 und ACOT2 wird auch eine
cytosolisch/mitochondriale sowie peroxisomale Lokalisation vermutet (Hunt et al. 2012). In
COS-1-Zellen wird FATP2 ins Endoplasmatische Retikulum sortiert, obwohl das endogene
FATP2 in Peroxisomen lokalisiert ist (Mihalik et al. 2002). Solange also nicht das natirlich
exprimierte SLC10A5-Protein sicher lokalisiert wurde, kann keine sichere Aussage getroffen
werden.

Eine weitere Moglichkeit ist, dass es sich bei SLC10A5 gar nicht um einen Transporter han-
delt, sondern um einen Cofaktor, etwa fur FATP5. Es ist bekannt, dass in der Plasmamembran
durch CD36 Fettsduren gebunden werden, die dann an die FATPs ,,weitergereicht werden
(Doege et al. 2006b). In diesem Fall wirde das Fehlen von SLC10A5 die Effektivitat der
CoenzymA-Kopplung vermindern, und somit kdnnten auch weniger aktivierte Gallensauren
konjugiert werden.

Eine Ubersicht (iber die moglichen Konjugationswege und die potenzielle Beteilung von
SLC10A5 wird in Abb. 5.5 gegeben.
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Abb. 5.5 Schematischer Ablauf der Gallensdureneusynthese, der Konjugation rezirkulierender
Gallensauren und des Gallensauretransports

Dargestellt sind die Gallensaureaufnahme- und -Exporttransporter sowie die an der Gallensdureneu-
synthese beteiligten Enzyme (Griin). Zwei mogliche Hyphotesen fiir die Rekonjugation von recycelten
Gallenséuren werden in Gelb und Orange dargestellt. Die Regulation der Genexpression der beteilig-
ten Proteine nach 0,5 % Cholséurefiutterung ist mit roten (Slc10a5-Knockout-Maus) und blauen (Wild-
typ-Maus) Pfeilen gekennzeichnet.

Bei Futterung von 0,5 % Cholsdure ist die Gallensaureneusynthese stark vermindert, die Konzentra-
tion der aus dem Darm absorbierten und zur Leber gelangenden Gallenséuren jedoch erhéht. Die kon-
jugierten Gallensduren werden (ber NTCP in die Leberzelle aufgenommen und kdnnen ohne weitere
Modifikation Uber BSEP in die Galle ausgeschieden werden. Unkonjugierte Gallensauren missen
zuvor mit Taurin konjugiert werden. Der einen Hypothese zufolge werden die unkonjugierten Gallen-
sduren im Endoplasmatischen Retikulum von FATP5 mit CoenzymA aktiviert und missten danach
tber einen unidentifizierten Transporter in das Zytoplasma transportiert werden, um dort von der zy-
toplasmatischen BAAT Taurin-konjugiert zu werden. Die andere schldgt vor, dass die unkonjugierten
Gallenséuren von FATP5 mit CoenzymA aktiviert werden und Uber einen noch unidentifizierten
ABC-Transporter in das Peroxisom transportiert werden, wo sie von der peroxisomalen BAAT Tau-
rin-konjugiert werden. Uber einen bislang unbekannten Transportmechanismus verlassen die konju-
gierten Gallensduren das Peroxisom wieder.

Bei den unidentifizierten Exporttransportern im Endoplasmatischen Retikulum oder dem Peroxisom
konnte es sich um SLC10A5 handeln.
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5.10  Zunahme der Glycinkonjugation bei der Slc10a5-
Knockout-Maus

Die Gallensdure-Aminotransferase (BAAT) der Maus zeigte in vitro eine Konjugationsaktivi-
tat fur Taurin, jedoch nicht fir Glycin (Falany et al. 1997). Dies stimmt (berein mit dem Gal-
lensaureprofil der Maus in vivo, bei dem fast nur Taurinkonjugate vorherrschen. Inoue et al.
konnten mit einer leberspezifischen Hnf4a-Knockout-Maus zeigen, dass, obwohl die BAAT
stark herunterreguliert wurde und unkonjugierte Gallensduren zunahmen, die Gesamtmenge
der Taurinkonjugation unverdndert blieb und die Glycinkonjugation sogar zunahm. Sie
schlossen daraus, dass ein weiteres Enzym eine Rolle spielen kdnnte, welches Gallenséuren
mit Taurin und Glycin konjugieren kann. Ein Gen mit ahnlicher Sequenz wie Baat wurde von
ihnen als hochreguliert in den Knockout-Mdusen gefunden, welches sich als Acnat2 heraus-
stellte (Inoue et al. 2004). Die Genexpression dieses Enzyms, der Acyl-CoenzymA-
Aminosaure-N-Acyltransferase-2, wird durch die Cholséurefutterung auch im eigenen Ver-
such drei- bis vierfach hochreguliert (siehe Abb. 4.37 D2). Leider wurden bis jetzt keine Stu-
dien zum Substratspektrum der ACNAT2 publiziert. Das Enzym mit der héchsten Sequenz-
homologie, ACNAT1, zeigt Konjugationsaktivitat fir lang- und sehr langkettige Fettsduren
mit Taurin und nur eine schwache Reaktion mit Gallensdure-CoAs. Diese beiden Acyl-CoA-
Aminotransferasen wurden nur bei der Maus gefunden, wéhrend der Mensch nur die BAAT
exprimiert (Hunt et al. 2012). Ein Aufklaren der Konjugationsaktivitdt von ACNAT2 ware
also interessant, um die Hypothese zu tberprifen, dass diese bei mangelnder BAAT-AKktivitat
Gallenséuren mit Taurin oder Glycin konjugieren kann. Interessant ist in diesem Zusammen-
hang, dass die Slc10a5-Knockout-Mause die fehlende Taurinkonjugation mit vermehrter Gly-
cinkonjugation teilweise zu kompensieren scheinen, da sie 2,6-mal so viele Glycinkonjugierte
Gallenséduren aufweisen wie die Wildtyp-Méuse. Allerdings spielen diese mit Glycin konju-
gierten Gallensauren mit ihrem 2%igen Anteil am Gesamtgallensaurepool quantitativ keine

groRe Rolle.

5.11  Transport von Cholesterin und Phospholipiden

In der Galle muss das Verhaltnis von Gallensduren, Phospholipiden und Cholesterin in einem
bestimmten Verhéltnis gehalten werden, damit sich funktionelle gemischte Mizellen bilden
kénnen und das Cholesterin nicht ausféllt. Beim Menschen wird ein Verhéltnis von 5 : 25 : 70
von Cholesterin : Phospholipiden : Gallensauren als physiologisch angesehen. Ubersteigt das
Cholesterin eine kritische Konzentration, kann es ausfallen, und es kénnen sich Cholesterin-

gallensteine bilden (Venneman et al. 2010; Herold et al. 2010). Bei der Maus wurden bei ge-
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sunden Individuen dhnliche Verhéltnisse mit einem Verhaltnis von 1: 13 : 42 (bezogen auf
mg/g) bei CRJ:DC1-Madusen (Uchida et al. 1984) und von 1:5: 29 (bezogen auf mM) bei
B6x129/Sv-Mdausen (Mardones et al. 2001) gemessen. Andere Ergebnisse, etwa von Oude
Elferink et al., zeigen zeitabhéngig Uber zwei Stunden an gallenblasenkannulierten 129/Ola-
Méusen das Zusammenspiel von Gallefluss, Gallenséure-, Phospholipid- und Cholesterinkon-
zentration, die proportional zueinander abnehmen (Oude Elferink et al. 1995).

Diese Verhéltnisse konnten in dieser Arbeit nicht bestétigt werden (siehe. Abb. 4.36). An den
Slc10a5-Wildtyp-Mausen zeigte sich mit einem Verhéltnis von 1:1,3:9 (bezogen auf
mg/ml) ein weniger groRer Uberschuss von Phospholipiden gegeniiber Cholesterin. Die
Slc10a5-Knockout-Mause glichen mit 1: 1,5 : 7,7 den Wildtyp-Madusen. Durch die Fiitterung
mit 0,5 % Cholsdure stiegen sowohl die Konzentrationen von Phospholipiden als auch Cho-
lesterol signifikant an. Bei den Wildtyp-Méusen ergab sich dabei ein Verhaltnis von
1:0,8:5,5 und bei den Knockout-Mausen von 1 : 1,4 : 6,7, sodass sich das Verhaltnis insge-
samt nur gering veranderte. Trotz des nur geringen Uberschusses an Phospholipiden und Gal-
lensduren gegenuber dem Cholesterin konnten in keiner der M&use makroskopisch sichtbare
Kristalle in der Galle nachgewiesen werden.

Cholesterol wird hauptséchlich iber ABCG5/8, einen heterodimeren ABC-Transporter in die
Galle transportiert (Graf et al. 2003). Die Expression von ABCG5/8 in der Leber und dem
Diinndarm und folgend die Exkretion von Cholesterin wird iiber LXRa induziert, wie Studien
mit LXR-Agonisten und Lxr-Knockout-Mé&usen zeigen konnten. Dabei bewirken Sterole und
auch Cholesterin selber eine Erhéhung ihrer Ausscheidung. Auch durch die Gabe von Cheno-
deoxycholat oder Cholat erhohte sich die ABCG5/8-Expression (Repa et al. 2002). Durch die
Futterung von 0,2 % Cholat Gber 10 Tage konnte die Cholesterinausscheidung in der Galle
auf das Dreifache erhoht werden. Der zugrunde liegende Mechanismus stellte sich als eine
Hochregulation des ABCG5/8-Transportdimers in der Leber mit Aktivierung uber FXR her-
aus, wie mit entsprechenden Knockout-Mausen gezeigt wurde (Yu et al. 2005).

Die Aufnahme von Cholesterol aus dem Darm und die Abgabe in die Galle werden mafRgeb-
lich durch das Gallensdurespektrum bestimmt. Hierbei spielen das Verhéaltnis von hydrophilen
zu hydrophoben Gallenséuren sowie die Emulgierung und Aufnahme von Cholesterin im
Dunndarm eine Rolle, darlber hinaus auch die Expression von exkretorischen Transportern.
In Versuchen, bei denen C57L/J-Mausen Uber 7 Tage verschiedene Gallensduren (jeweils
0,5 %) geflttert wurden, zeigte sich, dass Cholsdure am starksten die Aufnahme von Choles-
terin im Darm und auch die Ausscheidung in die Galle erhohte. Der Gallefluss nahm hierbei
nur leicht, aber nicht signifikant zu (Wang et al. 2003a). Auch die eigenen Ergebnisse an den
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Slc10a5-Wildtyp- und -Knockout-Mdusen zeigten bei beiden Genotypen durch die 0,5 %
Cholséurefitterung eine Erhohung — sogar eine Verdreifachung — der Cholesterinkonzentrati-
on in der Galle bei gleichzeitiger Verdreifachung des Galleflusses. Die mit Cholséure gefiit-
terten Knockout-Mause wiesen dabei eine statistisch signifikant niedrigere Ausscheidung als
ihre Wildtypkontrolltiere auf (siehe Abb. 4.33 und 4.36).

Auch hier ist eine Expressionserhohung von Abcg5/8 als Ursache wahrscheinlich. In der Le-
ber erhohte sich die bei beiden Genotypen gleiche Expression von Abcg5 signifikant durch die
Cholséurefitterung und zeigte eine Verdopplung bei den Knockout- bzw. Verdreifachung bei
den Wildtypmausen (Abb. 4.37 H1). Fur Abcg8 zeigte sich eine &hnliche Regulation. Die zwi-
schen den Genotypen nicht verschiedene Expression bei Kontrollfutterung verdoppelte sich
bei der Wildtyp- bzw. vervierfachte sich bei der Knockout-Maus durch die Cholsdure-
fltterung (siehe Abb. 4.37 H2). Die generelle Tendenz der Erhéhung der Cholesterinaus-
scheidung durch vermehrte Abcg5/8-Expression nach Fitterung mit Cholsaure kann demnach
beobachtet werden. Allerdings zeigten die mit Cholsdure gefitterten Slc10a5-Knockout-
Méuse trotz signifikant hoherer Genexpression des Transportergens eine geringere Choleste-
rinausscheidung in die Galle als die Wildtyp-Mause. Da jedoch nur von zwei der Galleproben
der mit Cholséure gefltterten Wildtyp-Mause noch geniigend Material fiir die Bestimmung
der Cholesterinkonzentration vorhanden war, ist die statistische Aussagekraft aus n =2 &u-
Rerst begrenzt. Betrachtet man die Einzeltiere, korreliert zudem die Genexpression nicht di-
rekt mit der ausgeschiedenen Menge von Cholesterin in die Galle.

Der Transport von Phospholipiden in die Galle wird Uber den ABC-Transporter MDR2
(Abcb4) vermittelt. Ein Fehlen des Transportproteins fiihrt zum vollstdndigen Verlust von
Phospholipiden in der Galle, wie an der Abcb4-Knockout-Maus gezeigt werden konnte (Smit
et al. 1993; Oude Elferink et al. 1995). Fickert et al. (2001) konnten in ihren Untersuchungen
an Swiss Albino Mdusen nach Fltterung von 1 % Cholséure tber eine Woche keine Unter-
schiede in der Abcb4-mRNA-Expression feststellen, obwohl sich die in die Galle ausgeschie-
dene Phospholipidmenge verdreifachte bei einer Verdopplung des Galleflusses. An priméren
Rattenhepatozyten sowie bei mit Cholsdure gefiitterten Ratten konnte jedoch die Expression
von Abcb4 durch die Gallensdurezugabe stimuliert werden (Gupta et al. 2000). Auch bei den
Untersuchungen von Yeh et al. (2010) zeigte sich nach zweiwdchigem Futtern von C57BL/6-
Méusen mit 0,5 % Cholsdure, dass die Expression von Abcb4 zunahm.

Bei den eigenen Untersuchungen verdreifachte sich die Ausscheidung von Phospholipiden in
die Galle durch das Fittern mit Cholsdure, wéhrend der Genotyp der Mduse keinen statistisch
signifikanten Einfluss hatte, obwohl sich die Konzentration bei den Knockout-M&usen ten-
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denziell starker erhohte (siehe Abb. 4.36). Die Expression von Abcb4 spiegelte dieses wider
mit einem signifikanten Anstieg durch die Cholsaurefutterung, wobei die Expression bei den
mit Cholséure gefitterten Knockout-Mé&usen statistisch signifikant hoher war als die der
Wildtypkontrolle (siehe Abb. 4.37. H3). Es handelt sich nur um einen kleinen Unterschied,
welcher allerdings ein Adaptationsversuch an die vermehrte Ausscheidung von unkonju-

gierten Gallensauren bei der Knockout-Maus sein kdnnte.

5.12 Einfluss der 0,5 % Cholsaurefttterung auf die Gen-
expression bei Slc10a5-Knockout- und Wildtyp-Mausen

In den folgenden Kapiteln wird genauer auf die Mechanismen der Genregulation der Mause
im Cholsaurefitterungsversuch eingegangen. Zur besseren Nachvollziehbarkeit fur den Leser
werden zuséatzlich zu den kursiv geschriebenen Gennamen geléufige Proteinamen in Klam-
mern angegeben, wenn diese von der Genbezeichnung abweichen. Eine Auflistung der be-

schriebenen Gen- und Proteinbezeichnungen wird im Anhang in Tab. 9.3 gegeben.

5.12.1 Gallenséauretransporter in Leber, Niere und Dinndarm

Leber

Bei erhohter Gallensdurekonzentration im Korper stellt die Regulation der Gallensauretrans-
porter in den Leberzellen einen Schutzmechanismus gegen Hepatotoxizitat dar (Zollner et al.
2006a). Durch das Futtern mit Cholséure wiirde man demnach eine Reduktion der Expression
der Gallensédureaufnahmetransporter erwarten. Die in der Array-Analyse bestimmte Genex-
pression von Slcl0al (NTCP), Slcolal (OATP1A1) und Slcolb2 (OATP1B2) wurde durch
die Cholséaurefitterung herunterreguliert. Einzig Slcola4 (OATP1AA4) stieg in seiner Genex-
pression an — mit signifikant héherer Expression in den Knockout-Mausen (siehe Abb. 4.37).
Dokumentiert wurde die Reduktion der Gen-/Proteinexpression von Slc10al/NTCP, dem
Hauptaufnahmetransporter fir konjugierte Gallenséuren, bei durch Gallengangsligatur indu-
zierter Cholestase (Fickert et al. 2001; Wang et al. 2003b). Auch eine Reduktion nach Ftte-
rung mit 0,5 % Cholsdure auf mRNA- und Proteinebene wurde beobachtet (Zollner et al.
2006a; Zhang et al. 2012). Die Herabregulierung konnte ab 0,3 % Cholsaurekonzentration im
Futter ausgelost werden (Song et al. 2015). Zusatzlich zur Natrium-abhangigen Aufnahme
von Gallensduren durch NTCP wurde fiir verschiedene OATPs der Maus eine Transportakti-
vitat vor allem auch flr unkonjugierte Gallensdauren gezeigt. Slcolb2-Knockout-Mé&use wei-
sen beispielsweise eine verminderte Aufnahme von Cholséure, aber nicht Taurocholsdure aus

dem Plasma auf (Csanaky et al. 2011). Die Verminderung der Transporterexpression zum
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Schutz der Leberzellen vor toxischen unkonjugierten Gallensauren erscheint sinnvoll. Jedoch
sinkt die Gallensduretransportrate tber OATPs bei Cholestase im Gesamten trotzdem nicht.
Gezeigt wurde bei obstruktiver Cholestase durch Gallengangligatur im Rattenmodell, dass nur
die Proteinexpression von OATP1ALl stark herabreguliert wird, wéhrend die von OATP1A4
und OATP1B2 unverandert blieb. Die Na'-unabhingige Aufnahme von Cholat und Tauro-
cholat blieb konstant, sodass OATP1A4 und OATP1B2 unter Cholestase das fehlende
OATP1Al zu kompensieren scheinen und die Gallensdureaufnahme erhalten (Geier et al.
2007).

Analog zu den Cholestasemodellen fiihrt auch 1 % Cholsaurefitterung zur Reduktion der
Gen- und Proteinexpression von Slcolal/OATP1A1 und Slcolb2/OATP1B (Fickert et al.
2001). Nach Futterung mit 0,5 % Cholsdure bei der Ratte konnten Rost et al. ebenfalls eine
unterschiedliche Regulation der OATPs auf Proteinebene feststellen. Wéhrend OATP1A1 und
1B2 herunterreguliert wurden, stieg die Expression des OATP1A4-Proteins an. Sie erklarten
dies damit, dass die basale Expression aller OATPs Uber HNF1 stimuliert wird, wahrend
OATP1AA4 als einziges Uber PXR reguliert wird. Somit konnte OATP1A4 bei Cholestase flr
die Ausscheidung toxischer Gallensauren zustidndig sein (Rost et al. 2003). Die erhéhte
Transkription von Slcola4 im eigenen Experiment kdnnte durch die steigende Expression von
Pxr (siehe Abb. 4.37 H1) bei gleichzeitiger Aktivierung durch cholestatische Gallenséuren zu
erklaren sein. Die weiteren Slco-Gene werden herunterreguliert, indem die Expression des sie
stimulierenden Faktors HNF1la sinkt, da HNF1la iiber HNF4o stimuliert wird, welcher bei
Gallenséuretberschuss durch SHP gehemmt wird (Jung et al. 2003). Diese Regulationskas-
kade konnte nicht nachvollzogen werden, da die Expression von Shp, Hnf4a und Hnf/a durch
die 0,5 % Cholséurefutterung in der eigenen Untersuchung nicht verandert wurde (siehe Abb.
4.37.1).

Fur die Gallensaureeffluxtransporter ist durch die erhéhte Gallensdurekonzentration der Chol-
saurefutterung eine Hochregulation zu erwarten. Entsprechende Ergebnisse finden sich in der
Literatur, wo fur Abcb11/BSEP, Abcc2/MRP2 und Abcbla/MDR1a auf mRNA- und Protein-
ebene eine Zunahme der Expression gezeigt wurde (Fickert et al. 2001; Zollner et al. 2003).
Als Grund fur die Hochregulierung von Abcblb diskutierte Fickert die vormals mehrfach
nachgewiesene Aktivierung tber NFKB, um Hepatotoxizitat durch oxidativen Stress zu mini-
mieren (Fickert et al. 2001). Weiterhin zeigt MDR1 wie OATP1A4 eine mogliche Stimulie-
rung Uber PXR (Rost et al. 2003).

Die 0,5 % Cholséurefutterung flihrte sowohl bei den Slc10a5-Knockout- als auch den Wild-
typ-Méusen zu einer signifikanten Hochregulierung der mRNA von Abcb1l (BSEP), Abcc2
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(MRP2) und Abcbla (MDR1a) (Abb. 4.37 B). Auch die Expression von Abcblb (MDR1b)
schien durch die Gallensaurefitterung zuzunehmen, lie sich jedoch aufgrund der starken
Streuung der Werte der kontrollgefutterten Wildtyp-Mé&use nicht statistisch signifikant aus-
werten (siehe Abb. 4.37 B4). Nach Cholsédurefutterung lag die Expression von Abcbla signi-
fikant hoher als die der Wildtypkontrollgruppe, obwohl bei Standardfutter kein Unterschied
zwischen den Genotypen festzustellen war (siehe Abb. 4.37 B3). Dies konnte eine Adaptation
an die vermehrte Konzentration von unkonjugierten Gallensduren darstellen, die eine héhere
Toxizitat als die konjugierten Aquivalente aufweisen.

Ob auch BCRP (Abcg2) Gallensduren transportieren kann, ist umstritten. Flr diesen
Effluxtransporter konnte bislang auf mMRNA- und Proteinebene eine Herunterregulation bei
Cholestase durch Gallengangligatur in der Maus nachgewiesen werden (Mennone et al. 2010).
Durch die 0,5 % Cholsaurefutterung war sowohl bei den Slc10a5-Knockout- als auch den
Wildtyp-Mausen eine signifikante Verminderung der Abcg2-(Bcrp)-Expression erkennbar
(Daten nicht gezeigt).

Niere

In der Literatur ist beschrieben, dass bei Cholestase Slc10a2 (ASBT) in der Niere herunter-
reguliert wird (Zollner et al. 2006a). Da ASBT in den Nierentubuli die Gallensdauren reabsor-
biert, erscheint diese Regulation schlussig, um die zur Leber alternative renale Ausscheidung
der Gallensauren zu erhdhen. Darauf deuten die eigenen Ergebnisse nicht hin, obwohl auch
hier eine erhdhte Gallensédurekonzentration im Plasma durch die Cholséurefutterung induziert
wurde. Unter Kontrollfltterung ist die Slc10a2-Expression bei den Knockout-Mé&usen signifi-
kant hoher als bei den Wildtyp-Mé&usen und nimmt bei beiden durch die Cholséureftterung
zu. Dabei gleicht sich der Unterschied an (siehe Abb. 4.38). Allerdings ist die Streuung der
Werte sehr grof3.

Eine Hochregulierung von ASBT in der Niere wurde nur durch eine Aktivierung des Vitamin-
D-Rezeptors bei Ratten in der Literatur beschrieben (Diss. Ansar 2009). Dieser Regulations-
weg schlief3t sich jedoch hier aus, da VDR nur durch Lithocholat aktiviert wird, welches aber
in den Knockout- nicht héher als in den Wildtyp-Mausen konzentriert war sowie im Vergleich
der Einzeltiere nicht mit der Vdr-Expression korrelierte. Es gibt allerdings auch Hinweise
darauf, dass die mRNA-Expression von Slc10a2 nicht unbedingt mit der im Western Blot
ermittelten Proteinmenge korreliert (Miyata et al. 2009).

Auch OATP1AL ist apikal in den proximalen Nierentubulizellen lokalisiert und kann Gallen-
séuren reabsorbieren. Es zeigt dabei eine geschlechtsspezifische Expression mit predominan-
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tem Vorkommen in den Mannchen und ist Androgen-abhangig (Cheng et al. 2006; Klaassen
et al. 2010). Unter cholestatischen Bedingungen wird es herabreguliert (Slitt et al. 2007). Bei
den Slc10a5-Knockout-Mé&usen war die Expression von Slcolal gegeniiber den Wildtypen
signifikant erhdht, verminderte sich aber durch die Cholsaurefitterung auf das Level der
Wildtypen, die unter Kontroll- und Cholsaurefutter die gleiche Expression aufwiesen.

Die hohere Genexpression der Gallensduren reabsorbierenden Transporter bei den Knockout-
Méusen konnte auf den Versuch hindeuten, vermehrt in den Urin ausgeschiedene Gallensdu-
ren wieder ruckzuresorbieren. Die Gallensaurekonzentrationen im Urin wurden nicht be-
stimmt. Jedoch spricht dafur, dass die Maus mit der mit Abstand héchsten Expression von
Slc10a2 und Slcolal auch eine mit 14.601 nmol/l vielfach héhere Plasmagallensidurenkon-
zentration aufwies als die der anderen drei M&use der Gruppe (2.643; 617; 414 nmol/l).

Dunndarm

In mehreren Studien mit Gallensdure-gefltterten Mausen konnte bislang nachgewiesen wer-
den, dass durch die erhohte Gallensdurenkonzentration im enterohepatischen System die
Slc10a2-Expression (ASBT) herunterreguliert wurde (Torchia et al. 1996; Chen et al. 2003;
Frankenberg et al. 2006). Dies konnte in der Real-Time-PCR-Untersuchung der lleumproben
nicht bestatigt werden, bei der Slc10a2 stabil unabhéngig von Genotyp und Fltterung expri-
miert wurde, auch wenn die Expressionswerte nach Cholsdaurefiitterung eine Tendenz niedri-
ger ausfielen (siehe Abb. 4.38 A). Fur das Transporterdimer OSTa/p korreliert die Expression
der beiden Einzelgene laut Frankenberg et al. (2006) sehr stark miteinander, und sie konnten
nach 0,2 % Cholséurefiitterung ein Gleichbleiben der Expression im Ileum nachweisen. VVor
diesem Hintergrund verwundert es, dass die Osta-mRNA-Expression entsprechend konstant
blieb, aber Os#f bei den Slc10a5-Knockout-Mausen vermehrt nach Cholsaurefitterung ex-
primiert wurde (siehe Abb. 4.38 A). Denn eine alleinige Erhéhung der Translation des OSTp-
Proteins wirde ohne eine Erhéhung von OSTa nicht zu einer Zunahme an funktionellen
Transporterdimeren fihren. Eine Erhohung der OSTo/B-Proteinexpression wiirde bei Chol-
saurefitterung sinnvoll erscheinen, da die Cholséure beim niedrigen pH-Wert des Darmes
vorwiegend protoniert und somit gut membranpermeabel ist (siehe Abb. 5.3) und somit selbst
bei verminderter ASBT-Proteinmenge passiv in die Zellen gelangen konnte. Im Zellinneren
aber bei pH 7,2 verschiebt sich das Gleichgewicht zur geladenen Form, sodass Cholséure die
Zelle nicht mehr so effektiv verlassen kann und dort akkumulieren wirde, wenn keine ausrei-
chende Transporteraktivitit von OSTa/p vorldage. Osta-Knockoutmduse, die mit 0,2 % Chol-

sdure gefittert wurden, zeigen ndmlich eine vermehrte Gallenséureausscheidung mit dem Kot

160



Diskussion

im Vergleich zu Wildtyp-Mausen (Rao et al. 2008), was eine Beteiligung am Export auch von

Cholsdure aus den Enterozyten ins Blut vermuten l&sst.

5.12.2  Gallensauresynthese und Konjugation

Durch das konstante Zuftihren von Cholséure Uber den Darm wird das gesamte entero-
hepatische System (Darm, Blut, Leberzellen) mit Gallensduren Ubersattigt. Dadurch masste in
den Darmzellen FXR aktiviert werden und tber FGF15 seine Wirkung auf die Genexpression
von Cyp7al auslben, das fir das Schlisselenzym der Gallensdureneusynthese in der Leber
codiert. Desweiteren sollte die Aktivierung des hepatischen FXR iber SHP auch die Tran-
skription der weiteren Gallensauresyntheseenzymgene wie Cyp7bl, Cyp8bl und Cyp27al
hemmen (Goodwin et al. 2000; Kalaany et al. 2006). Es wurde bereits die durch
1 % Cholséurefutterung ausgeloste Herabregulation von Cyp7al (Zollner et al. 2006b; Zhang
et al. 2010), Cyp7b1, Cyp8bl und Cyp27al gezeigt (Zhang et al. 2010). Dieser Regulations-
mechanismus schien auch bei Slc10a5-Knockout- und Wildtyp-Mausen zu greifen, da sowohl
auf Genebene die sehr starke Reduktion der mRNA dieser Enzyme nachgewiesen wurde als
auch die Konzentration von Chenodeoxycholat und Muricholat als neusynthetisierte Gallen-
sauren abnahmen (siehe Abb. 4.37 G und Abb. 4.35). Die diesen Mechanismen zugrunde lie-
gende Regulation der Kernrezeptoren kann leider nicht vollstandig nachvollzogen werden, da
Informationen Gber ihren Aktivierungsgrad fehlen. In der Gene-Array-Analyse wurden jedoch
die Expressionslevel auf mRNA-Ebene bestimmt. Bei Kontrollfiitterung war die Expression
von Fxr bei Slc10a5-Knockout- und Wildtyp-Méusen identisch, und wahrend sie bei Cholséu-
refutterung bei den Wildtypen gleich blieb, stieg sie bei den Knockout-Mausen an, wodurch
sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen ergab. Shp zeigte in allen Grup-
pen eine gleichbleibende Expression. Eigentlich wurde eine Zunahme der Genexpression bei-
der Kernrezeptoren erwartet. Denn im Zellkulturexperiment an humanen Hepatozyten wurde
durch Inkubation mit Cholsdaure sowohl die mMRNA-Expression von FXR als auch SHP signi-
fikant erhoht (Liu et al. 2014). Gerade bei SHP ware eine Anderung durch die Cholsaurefiitte-
rung zu erwarten gewesen, denn in Studien beim Kaninchen zeigte sich, dass die Expression
von SHP immer den Aktivierungszustand von FXR widerspiegelte (Xu et al. 2002).

Es wurde von einer Erhohung der Expression der an der Konjugation von Gallensauren so-
wohl de novo als auch Rekonjugation beteiligten Enzyme FATP2 und insbesondere FATP5
und BAAT ausgegangen. Es traten keine Unterschiede zwischen den Slcl0a5-Knockout-

Méusen und den Wildtyp-Mé&usen auf, jedoch wurde die Genexpression von Slc27a2
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(FATP2), Slc27a5 (FATP5) und Baat durch die Cholsaurefutterung signifikant erniedrigt. Ein
Zusammenhang mit der Konjugationsfahigkeit kann deswegen hier nicht gesehen werden.

Die Expression von Baat und Slc27a5 wird iiber HNF4a. (Inoue et al. 2004) und auch FXR
stimuliert (Pircher et al. 2003). Eine Erniedrigung ihrer Expression sollte demnach durch eine
Abnahme dieser aktivierten Kernerezeptoren oder durch eine zusatzliche Hemmung zustande
kommen. Zumindest auf Ebene der Genexpression waren weder Hnf4a noch Fxr, der sogar
hochreguliert wurde, vermindert. Eine Erklarung kann anhand der fur die Gallensaurefiitte-
rungsstudie vorliegenden Daten nicht gegeben werden. Im Vergleich sollte sich bei Chole-
stase ebenfalls entsprechend der Expression von Gallenséureexporttransportern auch eine Er-
héhung der Genexpression der fur die Konjuagtion bendétigten Enzyme einstellen. Allerdings
erhielt auch Zhang in seiner Dissertation widerspriichliche Ergebnisse, bei denen einen Tag
nach Gallengangligatur die Expression von Slc27a5 erniedrigt, die von Baat aber erhéht war.
Bei ihm korrelierte die Zunahme der Baat tatsachlich mit einer erhdhten Konjugationsrate
(Diss. Zhang 2011).

Es wurde gezeigt, dass eine Aktivierung von PPAR die Expression und Aktivitat der BAAT
senkt (Solaas et al. 2004). Dieser Mechanismus stellt sich aber nicht als wahrscheinliche Be-
grindung fiir die Abnahme der Expression durch die Cholséurefutterung dar. Denn die Gen-
expression von PPARa wird durch die Cholsdurefitterung bei beiden Genotypen signifikant
erniedrigt. Demnach erscheint es unwahrscheinlich, dass vermehrt aktivierter PPARa die

Baat-Transkription hemmt.
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5.13  Ausblick

Die Lokalisation des SLC10A5-Proteins konnte im Zellkulturmodell an transfizierten Zellen
im Endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat nachgewiesen werden. Dies gelang in
naturlicherweise SLC10A5 exprimierenden Zellen jedoch nicht, und es bestehen starke Zwei-
fel an der Spezifitat der mitochondrialen Lokalisation im Gewebe von Ratte und Maus. Es ist
deswegen zukinftig wichtig, einen spezifischen Maus-SLC10A5-Antikdrper zu entwickeln,
um mit Hilfe der Slc10a5-Knockout-Maus als Negativkontrolle sicher die Lokalisation be-
stimmen zu kénnen.

Das Gallensaurefutterungsexperiment zeigte als groRte Unterschiede zwischen den Slc10a5-
Knockout- und den Wildtyp-Mausen die verschieden hohen Konzentrationen an sekundéaren
Gallenséduren und ein Konjugationsdefizit der Knockout-Mause. Um letzte Zweifel bezlglich
des Einflusses der Mikroflora auszurdumen, sollten zukinftige Experimente mit Wurfge-
schwistern durchgefuhrt werden. Es sollten auBerdem die Gallensaurewerte von Lebergewe-
be, Pfortaderblut, Kot aus unterschiedlichen Darmabschnitten und Urin bestimmt werden, um
eine komplette Bilanz erstellen zu kénnen. Dadurch kénnte auch die noch unbekannte Auf-
nahmerate von Cholat und sekundédren Gallensduren aus dem Darm besser aufgeklart und die
Bildung der sekundéren Gallensduren im Darm genauer untersucht werden. Aullerdem konnte
die intestinale Permeabilitat in vivo durch per os Gabe von beispielsweise Laktulose und Mes-
sung der Konzentration im Urin bestimmt werden (Bischoff et al. 2014) und post mortem an
isolierten Darmabschnitten im Organbad die Durchléssigkeit fur Gallensauren bestimmt wer-
den. Nattrlich wére es zudem sinnvoll, die Konzentrationen von Taurin und CoenzymA im
Lebergewebe zu untersuchen, um einen Mangel dieser Substanzen als Grund fir das Konjuga-
tionsdefizit ausschlielen zu kénnen.

Um die Konjugationsféhigkeit der Slc10a5-Knockout-Mdause besser zu untersuchen, kénnte in
vivo bei Slcl0a5-Knockout-Mé&usen verglichen mit der Wildtypkontrolle Cholsdure intrave-
nos appliziert und zeitabhéngig der Anteil der konjugierten Gallenséuren in Leber und Galle
gemessen werden. In vitro lielle sich an Hepatozyten die Konjugationsfahigkeit tberprifen,
indem nach Inkubation mit Cholsaure sowohl Gallensdure-CoenzymA-Verbindungen als auch
konjugierte Gallensdauren bestimmt werden. Messungen zur Transportaktivitat in vitro sollten
mit Gallenséure-CoenzymA-Verbindungen erganzt werden.

Aufgrund der bei der Slc10a5-Knockout-Maus beobachteten Gewichtsunterschiede sollten die
Untersuchungen um eine weitergehende Charakterisierung des Energiemetabolismus erganzt
werden. Hierflr wirden sich die Untersuchung der Energiebilanz im Stoffwechselkéfig und

die Bestimmung von Fettsauren und Blutglucose eignen.

163



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

SLC10A5 wurde nach seiner Entdeckung aufgrund von Sequenzhomologie in die SLC10-
Familie, auch Familie der Na'-abhangigen Gallensauretransporter genannt, eingeordnet. Er
wurde als potenzieller Gallensauretransporter angesehen, da sich zusétzlich sein Expressions-
profil, das die hochsten Werte in Leber, Niere und Magen-Darm-Trakt zeigte, mit den gut
charakterisierten Griindungsmitgliedern NTCP und ASBT uberschnitt, welche zusammen den
enterohepatischen Kreislauf der Gallenséuren aufrechterhalten. Jedoch wurde bislang keine
Transportaktivitét fur Gallensauren aufgezeigt.

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig die Lokalisation und Funktion des SLC10A5
naher untersucht. Das SLC10A5-Protein von Mensch, Maus und Ratte wurde in transfizierten
HEK?293- und HepG2-Zellen intrazellular im Endoplasmatischen Retikulum und dem Golgi-
Apparat nachgewiesen. Die Lokalisation auf subzelluldrer Ebene konnte im Gewebe nicht
abschlieRend geklart werden, da zwei eingesetzte kommerzielle Antikdrper gegen das humane
SLC10AS5-Protein keine spezifische Bindung aufwiesen und ein gegen den C-Terminus des
SLC10AS5 der Ratte generierter Antikorper in Immunhistologie- und Western-Blot-Analysen
an Ratten- und Mausgewebe Mitochondrien markierte, jedoch auch mit dem Gewebe der
Slc10a5-Knockoutmaus reagierte. In vitro konnte an mit humanem SLC10A5-V5-
transfizierten HEK293-Zellen weder mit radioaktiv- noch mit fluoreszenzmarkierten Gallen-
séuren eine Transportfunktion nachgewiesen werden.

Mit der Slc10a5-Knockout-Maus (B6.129S5-Slc10a5™ ") stand jedoch ein In-vivo-Modell
zur Aufklarung der physiologischen SLC10A5-Funktion zur Verfligung. Unter Standardhal-
tungsbedingungen zeigten die homozygot-defekten Méause allerdings keinen auffalligen Pha-
notyp, sondern waren trotz geringfligig geringeren Koérpergewichts gesund und fertil. Durch
einwochige Fitterung mit 0,5 % Cholséure-haltiger Didt konnten signifikante Unterschiede
zwischen den Slcl0a5-Knockout-Mausen und den C57BL/6N-Kontroll-Mé&usen induziert
werden. Die Gallen- und Plasmazusammensetzung wurde mittels UHPLC-MS/MS bestimmt.
Unter Kontrollfiitterung glichen sich Gallemenge, Gallensaure-, Phospholipid und Choleste-
rinkonzentrationen und lieRen sich durch die Futterung mit Cholsdure bei beiden Genotypen
erhdhen. Jedoch schieden die Knockout-Méause bei gleicher Gesamtgallensaurekonzentration
zwanzig Mal soviel unkonjugierte Gallenséuren wie die Wildtypmause aus, was auf eine be-
grenzte Fahigkeit hindeutet, Gallensauren zu rekonjugieren. Zusétzlich verschob sich das bei
Kontrollflitterung zwischen den Genotypen gleiche Verhéltnis der Gallensauren mit Tauro-
cholat, Tauromurocholat, Tauro-7-Deoxycholat und Taurodeoxycholat als Hauptgallenséuren
durch die Futterung mit Chols&ure. Taurocholat stellte weiterhin den groRten Anteil dar, aber
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wéhrend bei den Wildtyp-Méausen Taurodeoxycholat circa ein Viertel der Gallensduren aus-
machte, sank der Anteil bei den Knockout-Mausen auf unter 1 %, welche daflr zu etwa einem
Viertel Cholat und einen vermehrten (Tauro-)7-oxo-Deoxycholat-Gehalt aufwiesen. Einher
gingen diese Cholsaure-induzierten Veranderungen mit einer Hyperdmie und Schwellung des
Diinndarms bei den Knockout-Mé&usen.

Bei Standardhaltung der Slc10a5-Knockout-Mduse konnten keine Unterschiede in der Genex-
pression von Gallenséuretransportern oder der in Synthese und Metabolismus involvierten
Enzyme in einer genomweiten Array-Analyse der Leber-RNA detektiert werden. Die Chol-
saurefutterung induzierte Anpassungen der Genexpression in beiden Genotypen, jedoch nur
geringe Expressionsunterschiede zwischen den Knockout- und Wildtypmé&usen, welche nicht
in der Lage sind, den beschriebenen Phénotyp zu erklaren. Ein Einfluss des SLC10A5 auf den
Prozess der Rekonjugation von Gallensauren in der Leber ist somit wahrscheinlich, jedoch
muss seine physiologische Funktion — auch in den anderen hoch-exprimierenden Geweben —

weiter aufgeklart werden.

I Summary

After its discovery SLC10A5 was classified as a member of the SLC10-family (family of so-
dium-dependent bile acid transporters) due to sequence homology. It was regarded as a poten-
tial bile acid transporter because its expression profiles, showing the highest expression in
liver, kidney, and the gastro intestinal tract, greatly overlapped with NTCP and ASBT that
together build up the enterohepatic circulation of bile acids. However, no transport activity for
bile acids has been shown yet.

In the present thesis the localization and function of SLC10A5 was examined for the first
time. The SLC10AS5 protein of human, mouse, and rat was sorted intracellular into the endo-
plasmic reticulum and the golgi apparatus when transiently transfected in HEK293 and
HepG2 cells. Subcellular localization could not be finally evaluated due to unspecific binding
of two commercial antibodies. In addition, a custom made antibody raised against the C-
terminus of the rat‘s SLC10AS5 protein specifically marked mitochondria in immunohistology
and Western Blot analysis of rat and mouse tissue but also reacted with tissue of the Slc10a5
knockout mouse. In vitro no transport function in SLC10A5-V5 transfected HEK293 cells
could be observed, neither with radioactive nor fluorescent bile acids.

However, the Slc10a5 knockout mouse (B6.129S5-Slc10a5tmllex) represented an in vivo
model to study the physiological function of SLC10A5. Under standard conditions the homo-
zygous knockout mice showed no phenotype though, but were instead healthy and fertile with
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only slightly decreased body weight. One week of 0.5 % cholic acid feeding induced signifi-
cant differences between the Slc10a5 knockout mice and the C57BL/6N control strain. Bile
and plasma composition was measured by UHPLC-MS/MS. Fed the control diet, the total
amount of bile, bile acid, phospholipid and cholesterol concentrations were similar in both
genotypes but increased with cholic acid feeding. Cholic acid fed Slc10a5 knockout mice,
however, excreted 20-fold more unconjugated bile acids into the bile than the wildtype con-
trol group, although the overall bile acid concentration of the bile was identical between both
strains, pointing to limited bile acid reconjugation. Furthermore, the equal ratio of bile acids
between the different genotypes during control diet feeding (with taurocholate, tauromurocho-
late, tauro-7-oxo-cholate, and taurodeoxycholate as main bile acids) shifted after cholic acid
feeding. Taurocholate still made up for the main proportion of bile acids, but while taurode-
oxycholate counted for one fourth of total bile acids in the wildtype mice the amount de-
creased to less than 1 % in the knockout mice. Instead, the knockout mice excreted about one
fourth unconjugated cholate und increased amounts of (tauro) 7-oxo-deoxycholate. These
observations went together with cholic acid induced hyperaemia and swelling of the small
intestinal wall of the knockout mice.

Under standard conditions no differences in gene expression of bile acid transporters or
enzymes involved in synthesis and metabolism of bile acids were detected using a whole
genome array analysis of liver RNA. Cholic acid feeding induced changes in both genotypes
with slight differences between knockout and wildtype mice, but could not explain the
indicated phenotype of knockouts. This leads to the hypothesis that SLC10AS5 is involved in
the reconjugation of bile acids in liver. However, its physiological role — also in the other
highly expressing tissues — has to be further examined.
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9 Anhang

Tab. 9.1 Statistische Auswertung der Gallensdurekonzentrationen in der Galle

Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller Anova und den Faktoren Fitterung und
Genotyp. Der Vergleich von Slc10a5-Knockout- und Wildtyp-Maus bei Kontroll- (K) und 0,5 %
Cholséurefitterung (C) wurde mit dem Bonferroni-Post-Test durchgefihrt.

Gruppengrofie: n = 4 (ko Kontrolle, ko Cholséure, wt Kontrolle), n =5 (wt Cholséure)

*p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n. s. nicht signifikant = p > 0,05; n. d. nicht detektierbar

Gallenséure | Interaktion Fltterung Genotyp Post-test (K/C)
C **x **x **k* n S./***
(l/(l)'MC **kk **k* **k* n. S./***
[.}_MC **x ** ** n S./***
CDC n.s. n.s. n.s. n.s.

DC n. s. kel n.s. n.s.
ubDC n.d. n. d. n. d. n. d.
HDC n. d. n. d. n. d. n. d.

LC n.d. n. d. n. d. n. d.
LCS n. d. n. d. n. d. n. d.
7_OXO_DC **kk **k* **k* n. S./***
TC * kel n.s. n.s.
TMC n.s. Fhx n.s. n.s.
TCDC el n.s. n.s.
TDC *** **k* **k* **k*
TUDC n. s. el n.s. n.s.
THDC n.s. falalad n.s. n.s.
TLC n. s. *x n.s. n.s.
T-70x0-DC * kel n.s. n.s.

GC * ** * n.s./*
GMC n.s. Fhx n.s. n.s.
GCDC n. s. * n.s. n.s.
GDC n.s. n.s. n.s. n.s.
GUDC n. s. n.s. n.s. n.s.
GHDC n.d. n.d. n.d. n.d.
GLC n. d. n. d. n. d. n. d.
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Tab. 9.2 Statistische Auswertung der Gallensdurekonzentrationen im Plasma

Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller Anova und den Faktoren Fitterung und
Genotyp. Der Vergleich von Slc10a5-Knockout- und Wildtyp-Maus bei Kontroll- (K) und 0,5 %
Cholséurefitterung (C) wurde mit dem Bonferroni-Post-Test durchgefihrt.

GruppengroRe: n = 4 (ko Kontrolle und wt Kontrolle), n = 5 (wt Cholsaure) und n = 3 (ko Cholsdure)
*p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n. s. nicht signifikant = p > 0,05; n. d. nicht detektierbar

Gallenséaure Interaktion Futterung Genotyp Post-test (K/C)
C n.s. * n.s. n.s.
o/o-MC n.s. n. n.s. n.s.
B-MC n.s. n.s. n.s. n.s.
CDC n.s. n.s. n.s. n.s.

DC n.s. * n.s. n.s.
ubDC n.s. n.s. n.s. n.s.
HDC n.s. n.s. n.s. n.s.

LC n. d. n. d. n. d. n. d.
LCS **x **x **x ***/n. S
7-0x0-DC n.s. n.s. n.s. n.s.

TC n.s. n.s. n.s. n.s.
TMC n.s. n.s. n.s. n.s.
TCDC n.s. n.s. n.s. n.s.
TDC * * * n. s./**
TUDC n n n. s. n.s.
THDC n.s. n.s. n.s. n.s.
TLC n.s. n.s. n.s. n.s.
T-70x0-DC n.s. n.s. n.s. n.s.
GC n.s. ** n.s. n.s.
GMC n.d. n.d. n. d. n. d.
GCDC n.s. n.s n.s. n.s.
GDC ** **k* ** n S./***
GuUDC n.s n.s n.s. n.s.
GHDC n n.s n.s. n.s.
GLC n.s n. s. n.s.
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Tab. 9.3 Bezeichnungen der Proteine und der korrespondierenden Gene

Aufzéhlung der in der Arbeit behandelten Proteine bei Mensch und Maus mit ihren entsprechenden
codierenden Genen.

Proteinname Alias Genname Alias
ACNAT?2 Acnat2

ACOTS PTE2 Acot8

ASBT SLC10A2/Slc10a2

BAAT BAAT/Baat

BCRP ABCG2/Abcg?2

BSEP ABCB11/Abcbl11

CAR CAR/Car NR1I3/Nr1i3
CSAD CSD CSAD/Csad

CYP27A1 CYP27A1/Cyp27al

CYP27A1 CYP27A1/Cyp27al

CYP7A1 CYP7A1/Cyp7al

CYP7B1 CYP7B1/Cyp7B1

CYP8B1 CYP8B1/Cyp8bl

FABP1 FABP1/Fabpl

FABP6 iBABP, ILBP FABP6/Fabp6

FATP2 VLCS SLC27A2/Slc27a2

FATP5 BACS, VLCS-H2 SLC27A5/Slc27a5

FGF15 Fgfl5

FGF19 FGF19

FGFR4 CD334 FGFR4/Fgfra

FXR NR1H4/Nr1h4

GAPDH GAPDH/Gapdh

HNF4ao NR2A1/Nr2al

HPRT HPRT/Hprt

LHR1 LHR1/Lhrl NR5A2/Nr5a2
LXRa LXRo/Lxra NR1I12/Nrli2
MDR2 Abcb4

MDR3 ABCB4

MRP2 ABCC2/Abcc2

MRP3 ABCC3/Abcc3

MRP4 ABCC4/Abcc4

NTCP SLC10A1/Slc10al

OATP1Al OATP-1 Slcolal Slc21al
OATP1A4 OATP-2 Slcola4 Slc21a5
OATP1B1 OATP-C, OATP2, LST-1 | SLCO1B1 SLC21A6
Oatplb2 OATP-C, OATP4, Lst-1 |Slcolb2 Slc21a6, Slc21a10
OATP1B3 OATP-8, LST-2 SLCO1B3 SLC21A8
OSTa OSTo/Osta SLC51A/SIc51a
OSTp OSTp/Ostp SLC51B/Slc51b
PPARa PPARa/Pparo NR1C1/Nrlcl
PXR PXR/Pxr NR1I2/Nrli2
RXR RXR/Rxr

SHP SHP/Shp NROB2/Nr0b2
SOAT SLC10A6/Slc10a6

TAUT SLC6A6/SIc6a6

VDR VDR/Vdr NR1I1/Nrlil
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Tab. 9.4 Hochregulierte Gene der Slc10a5-Knockout-Maus — Cholsaurefiitterung/Kontrolle

Zur Untersuchung des Einflusses der 0,5 % Cholséurefutterung auf die Genexpression der Slc10a5-
Knockout-Méuse wurde aus den normalisierten Arraydaten mittels eines Excelmakros auf die Gene
gefiltert, die konsistent eine Regulierung von mindestens Faktor 2 aufweisen. Als Schwellenwert der
Intensitat wurde 50 und als Surrogatwert 15 definiert, und kaum charakterisierte Gene wurden ausge-
schlossen. Alle mdglichen Quotienten aus mit Cholséure gefutterten und kontrollgefutterten Knock-
out-Mausen wurden gebildet und mit einbezogen.

Regulation . > 32-fach D 8-32-fach D 2-8-fach D 0-2-fach

Gen Name |Gen Nummer Gen Name |Gen Nummer
Abcb1a  |NM_011076 || B Cyp2b13 |NM_007813
Abcb1b  |NM_011075 Cyp2c38  |NM_010002
Abch4 AK165484 Cyp2c55 |NM_028089
Abcd2 NM_011994 Cyp39al |NM_018887
Abcg5 NM_031884 Cyp3add |NM_177380
Abcgs NM_026180 Cyp3a57 |NM_001100180
Acot3 NM_134246 | I | | I | Cyp3a59 |NM_001105160
Acot5 NM_145444 Cyp4ald |NM_007822
Acot9 NM_019736 Dbf4 NM_013726
Adamts7  |NM_001003911 Dcaf6 NM_028759
Ak4 NM_001177602 Ddah1 NM_026993
Akrib3 NM_009658 Dditd| NM_030143
Akrib7 NM_009731 I B Ddr1 NM_007584
Alcam NM_009655 Defb1 NM_007843
Ankrd13b |NM_172945 Degs2 NM_027299
Arhgap11a |NM_181416 DIl NM_007865
Arhgap17 |NM_144529 Dll4 NM_019454
Arhgap18 |NM_176837 Dnase1l2 |NM_025718
Arhgap22 |NM_153800 Dsn1 NM_025853
Arhgef38  |ENSMUST00000054105 Dyrk3 NM_145508
Arlo NM_206935 Elovi7 NM_020001
Atp8b5 NM_177195 Epas1 NM_010137
B4galt5  |NM_019835 Epb4.115 |NM_145506
Bcl2alc  |NM_007535 Esco2 NM_028039
Bcl215  |NM_001142959 Fam110a |NM_028666
Bcl7c AK038780 Fam211a |NM_198861
Bex2 NM_009749 Fam46a  |NM_001160378
Birc5 NM_009689 Fam72a  |NM_175382
Brip1 NM_178309 Fanca NM_016925
Btg3 NM_009770 Fgfr2 NM_010207
Camk2d  |AK142435 Figf NM_010216
Camk2n2 |NM_028420 Fkbp5 NM_010220
Cbri NM_007620 Fmo2 NM_018881
Cbr3 NM_173047 Fmo3 NM_008030 B
Ccde107  |[ENSMUST00000107922 Foxm1 NM_008021
Ccdc120  |NM_207202 Fry NM_172887
Ccnb1 NM_172301 T | Gent2 NM_008105
Ccnb2 NM_007630 Git2 NM_019834
Cendt NM_007631 Gja1 NM_010288
Ccsap NM_028536 Gmnn NM_020567
Ccd200a  |NM_133238 Golm1 NM_027307
Cdc25a  |NM_007658 Gpré4 NM_178712
Cdca5 NM_026410 Gpré5 NM_008152
Cdca8 NM_026560 Gpx2 NM_030677
Cdcp2 NM_172873 Gstad NM_010357
cdk1 NM_007659 Gstm1 NM_010358
Cdknla  |NM_007669 Gstm2 NM_008183
Cdknic  |NM_009876 Gstm3 NM_010359
Cdkn3 NM_028222 1 1 1 Gstm4 NM_026764
Cds2 BC059776 Gxylt1 NM_001033275
Cenpi NM_145924 H2bfm NM_027067
Cesla NM_001013764 Havcr2 NM_134250
Chpf NM_001001565 Hells NM_008234
chrdi2 NM_133709 Hmga1 NM_016660
Ckap2 NM_001004140 1 B Hsd17b13 |NM_198030
Ciné NM_001033175 Hsd17b6 |NM_013786
Crebbp  |NM_001025432 Ifi2712b NM_145449
Cux2 ENSMUST00000111752 1 B 1 W Ihh NM_010544
cyhr AK129156 n122ra1 NM_178257
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Gen Name |Gen Nummer
Inhbb NM_008381
Isynat NM_023627
Jam2 NM_023844
Kecnab1 NM_010597
Ketd11 NM_153143
Kctd2 NM_183285
KIf16 NM_078477
Knstm NM_026412
Krt31 NM_010659
Krtcap3 NM_027221
Lass6 NM_172856
Lbp NM_008489
Ldirad4 NM_172631
Lhx6 NM_008500
Lor NM_008508
Lpar2 NM_020028
Lpl NM_008509
Lrre51 NM_001162974
Map4kd NM_001252200
Mapk8ip1 |NM_001202445
Marco NM_010766
Marveld1 |AK081212
Megf9 NM_172694
Mettl20 NM_001252097
Mfsd7a NM_172883
Mfsd7c NM_145447
MKki67 NM_001081117
Mthfd1l NM_172308
Mtmri1 NM_181409
Ndbp211 AK035593
Nek2 NM_010892
Nipall NM_001081205
Nin NM_029447
Ngo1 NM_008706
Nrg1 NM_178591
Nudt19 NM_033080
Oraov1 AK046447
Otud1 NM_027715
Otud3 NM_028453
Pafah1b3 |NM_008776
Palb2 NM_001081238
Pbk NM_023209
Pcskb NM_001190483
Pdp1 NM_001098230
Phf13 NM_172705
Pif1 NM_172453
Pir NM_027153
Pitpnm1 NM_001136078
Pkmyt1 NM_023058
Pla2g7 NM_013737
Plscrl NM_011636
Pnp2 NM_001123371
Pogk NM_175170
Polk NM_012048
Ppap2c NM_015817
Ppl NM_008909
Prci1 NM_145150
Prelid2 NM_029942
Prkx NM_016979
Prom1 NM_001163577 ]
Psrc1 NM_001190161
Rad51b NM_009014
Rad54b NM_001039556
Rbbp8 NM_001081223
Rdh9 NM_153133
Rhbdd2 NM_146002
Rnased NM_021472
Rnf145 NM_028862
Rsph1 NM_025290

187
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Rundc3b |NM_198620

5100g NM_009789 s
Sacs ENSMUST00000119943
Scara3 NM_172604

Scarbi NM_016741

Sct NM_011328

Sema3b  |NM_001042779
Serpine1 |NM_008871 B B B R
Sertad1  |NM_018820

Sertad3  |NM_133210

Setd3 ENSMUS T00000147466
Setd4 NM_145482

sha2ds NM_001099631

shayl NM_013709

Slc13a5  |NM_001004148
Slc17a4  |NM_177016

Slc22a26 |NM_146232

Slc40a1  |NM_016917

Sic51b NM_178933

Sic5a3 NM_017391

Slc6a13  |NM_144512

Sic6a8 NM_001142809
Slcolad  |NM_030687

snx6 NM_026998

Sowahb  |NM_175270

Spag1 NM_012031

Spc26 NM_001199123
Speccl NM_001029936

Spg20 NM_144895

Spink3 NM_009258

spopl NM_001165997

Srd6a3 NM_020611

stmn1 NM_019641

Sybu NM_176998

Syce2 NM_027954

Tagin2 NM_178598

Tead1 NM_001166584

Tesk1 NM_011571

Thbd NM_009378

Tigd5 NM_178646

Timp1 NM_001044384
Tm4sf4  [NM_145539

Tme? NM_172476

Tmeff2 NM_019790
Tmem132b [NM_001190352
Tmem141 [NM_001040130
Tmem198 |NM_177056
Tmem229a [NM_177013

Tmem43  |NM_028766

Tnfrsf10b  |NM_020275

Tnfrsfi2a |NM_013749

Tpm1 NM_001164248 ‘ B B B
Tpx2 NM_028109

Trip13 NM_027182

Trpmé NM_1563417

Ttc3%a NM_153392

Tubas NM_017379

Tubb6 NM_026473

Uapii NM_001033293

Unc79 NM_001081017

Vasn NM_139307

Vwabb1  |NM_029401

Whsct NM_001177884

Wik4 NM_175638

Zbth1 ENSMUST00000042779
Zbtha2 NM_001100460
Zdhhc2  |ENSMUSTO00000049389
Zfp189 NM_145647

Zip7? NM_145916




Anhang

Tab. 9.5 Herabregulierte Gene der Slc10a5-Knockout-Maus — Cholsaurefutterung/Kontrolle

Zur Untersuchung des Einflusses der 0,5 % Cholséurefutterung auf die Genexpression der Slc10a5-
Knockout-Méuse wurde aus den normalisierten Arraydaten mittels eines Excelmakros auf die Gene
gefiltert, die konsistent eine Regulierung von mindestens Faktor 2 aufweisen. Als Schwellenwert der
Intensitat wurde 50 und als Surrogatwert 15 definiert, und kaum charakterisierte Gene wurden ausge-
schlossen. Alle mdglichen Quotienten aus mit Cholséure gefutterten und kontrollgefutterten Knock-
out-Mausen wurden gebildet und mit einbezogen.

:Regu.lation .> 32-fach |:|8 - 32-fach DZ - 8-fach DO - 2-fach

Gen Name |Gen Nummer Gen Name |Gen Nummer

Aacs NM_030210 Clec2g NM_027562

Aadat NM_011834 Clstn2 NM_022319

Aatk NM_007377 Clstn3 NM_153508

Acacb NM_133904 Cmah NM_001111110

Acat1 NM_144784 cmi2 NM_053096

Acly NM_134037 cmi5 NM_023493 ' B B |
Acpp NM_207668 Cnksr2 ENSMUS T00000112513
Acsl1 NM_007981 Col27al  |NM_025685

Acsm1 NM_054094 Cpsfal NM_001164532

Acss2 NM_019811 Cryaa NM_013501

Adam2 NM_009618 Csad NM_144942

Adh6a NM_026945 Cyh5b NM_025558

Adtrp NM_175417 Cyb5r NM_175471

Agap2 NM_001033263 Cyp21al  |NM_009995

Agmat NM_001081408 Cyp2c37  |NM_010001

Alas?2 NM_009653 Cyp2c50 |NM_134144

Aldh1al  [NM_013467 Cyp2c54 |NM_206537

Aldoc NM_009657 Cyp2d34 |NM_145474

Als2cri2  [NM_175370 Cyp2d9  |NM_010006

Ankrd33b |[NM_027496 Cyp2j5 NM_010007

Ankrd42  |NM_028665 Cyp2ul  |AK041477

Anks1b  |AK036288 Cyp46al  |NM_010010

Anp32a  |NM_009672 Cypdal2a |NM_177406

Apoc3 ENSMUST00000118649 Cyp4al2b |NM_172306

Aqgp4 NM_009700 Cyp4fi4  |NM_022434

Aqgp8 NM_007474 Cyp4f40  |NM_001101588
Arhgap26 |NM_175164 Cyp4v3  |NM_133969

Asns NM_012055 Cyps1 NM_020010

Atg7 NM_001253717 Cyp7al  |NM_007824

AtI2 NM_019717 Cyp7b1  |NM_007825 =
Atp12a NM_138652 Cypsb1  |NM_010012

B3galt1  |NM_020283 DOH4S114 |NM_053078

Bhmt NM_016668 Det NM_010024 B Y |
Birc7 NM_001163247 Ddc NM_001190448
C2cd4d  |NM_001136117 Dher? NM_007856

c6 NM_016704 Dio1 NM_007860

C8a NM_146148 Dis3I2 NM_001172157

csb NM_133882 DKk4 NM_145592

cad NM_023525 Dnahc11  |NM_010060

cart NM_009799 Dnahc17 |NM_001167746

car3 NM_007606 1 BB B Dnasel  |NM_010061

Ccdc151  |NM_001163787 Dnttip1 AK168315

Ccdc162  |ENSMUST00000160002 Dpy19M  |NM_172020

Ccdc30  |NM_029286 Eaf2 NM_001113401
Ccdc66  [NM_177111 Egfr NM_207655

cdé NM_009852 Elac1 NM_053255

Cdk12 NM_026952 Elovi3 NM_007703 s
Cebpa NM_007678 Elp4 NM_023876

Cela1 NM_033612 Engase  |NM_172573

Cep110  |NM_012018 Enho NM_027147

Cesile NM_133660 Esrrg NM_001243792

Ces2b NM_198171 Ethe1 NM_023154

Ces2c NM_145603 Extl1 NM_019578 DR DR B |
Ces3a NM_198672 Fabp5 NM_001272097

Ces3b NM_001159415 Fam222a |NM_001004180

Cesda NM_146213 Fam228b |NM_175431

cir1 NM_025854 Fam25¢  |NM_183278

Cldn2 NM_016675 Fam26f  |NM_175449

Clec2e NM_153506 Fam89a _ |NM_001081120
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Gen Name |Gen Nummer
Fbxw15  |NM_199036
Fdfti NM_010191
Fdps NM_001253751
Fdx1 NM_007996
Fermt2 NM_146054
Fit3 AKO045865
Fmn1 NM_010230
FoxI2 NM_012020
Fzd8 NM_008058
Gépe NM_008061
Gamt NM_010255
Gapdhs  |NM_008085
Gbp1 NM_010259
Gbpé NM_184336
Gedh NM_008097
Ghr NM_001048178
Gjb2 NM_008125
Glt25d2  |NM_177756
Gna14 NM_008137
Gnatl NM_008140
Gngt NM_010314
Gpri62 NM_013533
Gprigo NM_021434
Gpr4s NM_053107
Grb10 NM_010345 [ |
Grhi3 NM_001013756
Grik5 NM_008168
Grin3b NM_130455
Grip2 NM_001158507
Gsto2 NM_026619
Gstp1 NM_013541
H2-Ob NM_010389
H3f3b NM_008211
Hes6 NM_019479
Hics NM_139145
Hmgcr NM_008255
Hmgcs1 AK031297
Hsd17b10 |NM_016763
Hsd17b7 |NM_010476
Hsd3b2  |NM_153193
Hsd3b5  |NM_008295 B N B B
Hsd3b7  |NM_133943
Htra4 NM_001081187
Hunk NM_015755
Ick NM_019987
Idi1 NM_145360
Ido2 NM_145949
Ifrd1 NM_013562
lirap NM_134103
Irf5 NM_012057
Katnb1 NM_028805
Ketd1 NM_001142731
Keg1 NM_029550
Kiss1 NM_178260
KIft NM_010635
Krt9 NM_201255
Krtap52 |NM_027844
Krtap5-5  |NM_001037822
Lad1 NM_133664
Lag3 NM_008479
Lama3 NM_010680 | I |
Lamb3 NM_008484
Lgals8 NM_001198043
Lhx3 NM_001038653
Lhx® NM_001042577
Lipe NM_010719
Lipg NM_010720
Lipn NM_027340 1 B
Lrit1 NM_146245
Lrp2 NM_001081088
Lss NM_146006
Mab2112  |NM_011839
Masp2 NM_001003893
Matk NM_010768
Mem10 NM_027290

189

Gen Name |Gen Nummer
Med NM_134027
Metti20 AK077292
Mkx NM_177595
Mm ab NM_029856
Mm d2 NM_175217
Mogati NM_026713
Morn3 NM_029112
Mpst NM_138670
Mpv171 NM_033564
Mrgpre NM_175534
Msh4 NM_031870
Ms1312 NM_001163833
Mterfd3 NM_028832
Mup2 NM_001045550 P 1 1 1
Mup21 NM_001009550
Mup4 NM_008648
Mup5 NM_008649
Mup6 NM_001081285
Mup® NM_001126318 s
Mvd NM_138656
Mvk NM_023556
Myc NM_010849
Myctl NM_026793
Nanog NIM_028016
Nat8 NIM_023455
Nemap NM_001243306
Nfe2 NM_008685
Niacrl NM_030701
Nm e4 NM_019731
Nnmt NM_010924
Nsdhl NM_010841
Nud€7 NM_024437
Nxpe2 NM_030069
Oat NM_016878
Olfr1148  |NM_001011519
olfr125 NM_146290
OIfr1307  |NM_001011787
OIfr1384  |NM_146472
Olfr1474  |NNM_001011842
Olfr151 NI_207664
OIfr1535  |NM_207572
Olfr392 NM_147006
Olfr394 NM_147007
Olfr521 NM_146356
Olfr608 NM_146756
Olfr612 NM_001200027
Olfr677 NM_146358
Olfr681 NM_207557
Olfr746 NM_146298
Olfr985 NM_001011859
Olig1 NM_016968
Osbp2 NM_152818
Paox BC082783
Paqr? NIM_027995
Paqrd NM_198414
Pax2 NIM_011037 1 0 111
Pcdhb1  |NM_053126
Pcdhb12  |NM_053137
Pcdhges  |NM_033583
Pdilt NM_027943
Pfkfb1 NIV_008824
Pfn4 NM_028376
Pglyrp2  |NM_001271478
Plodi NM_011122
Pmvk NM_026784
Pppirdg  |NM_029628
Pppir8a  |NM_181595
Prhoxnb  |NM_001038678
Prkcz NM_008860
Prok1 BC042707
Proz AKO005011
Prss44 ENSMU ST00000141089
Psg28 NM_054063
Psmb9 NIM_013585
Ptk2b NM_172498




Anhang

Gen Name |Gen Nummer
Pvri2 NM_008990
Qdpr NM_024236
Raetic NM_009018
Rarres1 NM_001164763
Rhbg NM_021375
Rhox2e NM_001085348
Ripply2 NM_001037907
Rnf103 NM_009543
Rnf125 NM_026301
Rnf167 NM_027445
Rtp3 NM_153100
Scdmol NM_025436
Schd NM_172769
Scnnia NM_011324
Sdr9c7 NM_027301
Selenbp1 |[NM_009150
Sema5b NM_013661
Serpina12 |NM_026535
Serpina9 NM_027997
Serpinb1a |NM_025429
Serpinb1c |NM_173051
Sgsm1 NM_172718
Shank1 NM_001034115
Siglech ENSMUST00000171077
Sirt5 NM_178848
Sic10a1 NM_011387
Slc13a2  |NM_022411 1 11
Slc13a4 NM_172892
Slc16a2 NM_009197
Slc16a6 NM_001029842
Slc17a8 NM_182959
Slc1a2 NM_001077514
Sic22a16 |[NM_027572
Sic22a28 |NM_001013820
Slc22a7 NM_144856
Slc23a1 NM_011397
Sic25a42 |NM_001007570
Slc26a1 NM_174870
Slc2a5 NM_019741
Slc30a7 NM_023214
Slc38a3 NM_023805
Slc43a1 NM_001081349
Slc46a3 NM_027872
Sic47a1 NM_026183
Slcolal  |NM_013797 B BNl
Smo NM_176996
Snap47 NM_144521
Sntg2 NM_172951
Sohlh2 NM_028937
Sp5 NM_022435
Spns2 NM_153060
Spsb1 NM_029035
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Gen Name |Gen Nummer
Sqle NM_009270
Srebf2 NM_033218
Srgap3 NM_080448 BEE Bk
Srrm2 NM_175229
Ssbp3 NM_023672
St6galnact [NM_011371
Stac2 NM_146028
Sub1 NM_011294
Sucnri NM_032400
Sult5a1 NM_020564
Susd4 NM_144796
Synpo AK020250
Taflb NM_020614
Tap1 NM_013683
Tbc1d22b [NM_198647
Tex26 NM_029464
Ticd2 NM_027249
Tir12 NM_205823
TIrs NM_016928
Tmc7 NM_172476
Tmem14a |AK017734
Tmem254a (NM_026679
Tmem28  [ENSMUST00000096363
Tmprss9  |NM_001081688
Tnfsf0  [NM_009425
Trdmt1 NM_010067
Trex2 NM_011907
Trim7 NM_053166
Tsc22d1  [NM_009366
Tshz2 NM_080455
Tspyld NM_030203
Tst NM_009437
Tstd3 NM_029840
Ttbk1 NM_001162864
Tte39¢ NM_028341
Tubb2b  [NM_023716
Ugt2b1 NM_152811
Ugt3al NM_207216
Utp14b NM_001001981
Vmn1r214 |NM_134214
Vmn2r20  |NM_001104634
Vwa8 NM_173758
Wdr25 NM_177602
Ybx2 ENSMUST00000018698
Zbth32 NM_021397
Zbtb7c NM_145356
Zfp367 ensmusToooco117241 i 1 B
Zfp467 NM_001085417
Zfp536 NM_172385
Zfp655 NM_001083958
Zfp932 NM_145563
Zmiz1 AK169397




Anhang

Tab. 9.6 Hochregulierte Gene der Slc10a5-Wildtyp-Maus — Cholsaurefttterung/Kontrolle

Zur Untersuchung des Einflusses der 0,5 % Cholséurefutterung auf die Genexpression der Slc10a5-
Knockout-Méuse wurde aus den normalisierten Arraydaten mittels eines Excelmakros auf die Gene
gefiltert, die konsistent eine Hochregulierung von mindestens Faktor 2 aufweisen. Als Schwellenwert
der Intensitdt wurde 50 und als Surrogatwert 15 definiert, und kaum charakterisierte Gene wurden
ausgeschlossen. Alle mdglichen Quotienten aus mit Cholsdure gefitterten und kontrollgefiitterten
Wildtyp-Mausen wurden gebildet und mit einbezogen.

Regulation . > 32-fach D 8-32-fach D 2-8-fach D 0-2-fach

Gen Name |Gen Nummer Gen Name |Gen Nummer

Abcbla  |NM_011076 Cyp39al |NM_018887

Abcc12  |ENSMUSTO00000156066 Cypdald |NM_007822

Acnat2 NM_145368 Cypafi6  (NM_024442

Adamtsl2 |NM_029981 Ddit4] NM_030143

Aen NM_026531 Ddn NM_001013741

Aldh3b1  |NM_026316 Defb1 NM_007843 |
Amn NM_033603 [ | B Depdcia |NM_001172002 1 1 1

Anin NM_028390 Dfna5 NM_018769

Anxa2 NM_007585 Diap3 NM_019670 B B B 1
Apoad NM_007468 Dil4 NM_019454

Apoc2 NM_009695 Dsn NM_025853

Arhgapi1a |[NM_181416 E2f2 NM_177733

Arhgap17 |NM_144529 Ect2 NM_007900

Arhgap18 |NM_176837 ElovI7 NM_020001 I I
Arhgap19 |NM_027667 Esco2 NM_028039 |

Arhgef39  |NM_001013377 1 B 1 1§ Fam110a |NM_028666

Arhgef7  |[NM_001113518 Fam110c |NM_027828

Ar9 NM_206935 Fam35a  |NM_029389

Asflb NM_024184 Fam83e |NM_001033170

Atp2b2 NM_009723 Fanca NM_016925

Atp8b5 NM_177195 Fanci NM_145946 I I I
Aurka NM_011497 1 B 1 1§ Foxm1 NM_008021

Bdgalts  |NM_019835 Gem1 NM_008103

Birc5 NM_009689 r I I Gent2 NM_133219

Bub1 NM_009772 | Gins2 NM_178856

capsl NM_029341 Gipc2 NM_016867 | R | B
cbrl NM_007620 Git2 NM_019834

cbr3 NM_173047 Golm1 NM_027307

Ccdc107  |ENSMUST00000107922 Gpré4 NM_178712

Ccdc120  |NM_207202 Gstad NM_010357

Cel3 NM_011337 Gstm1 NM_010358

Ccna2 NM_009828 | Gstm2 NM_008183

Cenb1 NM_172301 Gstm3 NM_010359

Ccnb2 NM_007630 | | Gusb ENSMUST00000122994

Cend1 NM_007631 H1fx NM_198622 | |

Ccsap NM_028536 H2bfm NM_027067

Cd209a  |NM_133238 Histlhdg [NM_145073 [ | | B |
Cdc20 NM_023223 B B B B Hkde1 NM_145419

Cdc25a  |NM_007658 Hyls1 NM_029762

Cdca2 NM_175384 ifi2712b NM_145449

Cdca3 NM_013538 Ifnir1 NM_174851

Cdca5 NM_026410 Igsfo NM_033608

Cdca8 NM_026560 I122ra1 NM_178257

cdk1 NM_007659 I13ra NM_008369

Cdknla  |NM_007669 lior NM_001134458

cdkn3 NM_028222 Incenp NM_016692

Cenpe NM_173762 Insl6 NM_013754

Cenpi NM_145924 lqgap3 NM_001033484 1 B B 1
Cenpp NM_025495 Isyna1 NM_023627

Chafla NM_013733 Kif20a NM_009004 ||

Chrdi2 NM_133709 Kif20b NM_183046

Chtf18 NM_145409 Kif22 NM_145588 | |

Ckap2 NM_001004140 Kif23 NM_024245

Ckap2l NM_181589 Kif2c NM_134471

Clcns NM_001243762 Kifd NM_008446

Clhc1 NM_001081099 B B B B Kifc1 NM_001195208

Crebbp  |NM_001025432 Kif6 NM_011803

Crip2 NM_024223 Knstrn NM_026412 ‘ I L
Crym NM_016669 Kntc1 NM_001042421

Cyp2e55 |NM_028089 Krt31 NM_010659

191



Anhang

Gen Name |Gen Nummer Gen Name |Gen Nummer
Lcn2 NM_008491 Rad54b  |NM_001039556
Lhx6 NM_008500 Rdh9 NM_153133
Loxl4 NM_001164311 [ | Rrm2 NM_009104
Ly6e NM_001164036 $100g NM_009789
Mad211 NM_019499 Sacs ENSMUST00000119943
Map4k4  |NM_001252200 Sapcd2  [NM_001081085
Marco NM_010766 Setd3 ENSMUST00000147466
Mcm6 NM_008567 Sgol NM_028232
Megfo NM_172694 Sgol2 NM_199007
Melk NM_010790 Shcbp1  [NM_011369
Mfsd7a NM_172883 Skat NM_025581
Mgst3 NM_025569 Slc10a2  [NM_011388
Mki67 NM_001081117 I B B Slc13a5  [NM_001004148
Mifip NM_027973 Slc17a4  [NM_177016
Mmp14 NM_008608 Slc26a6  [NM_134420
Mthfd1l NM_172308 Slc37a4  [AK040077
Mtmr11 NM_181409 Slc51b NM_178933
Mxd3 NM_016662 [ | Slpi NM_011414
Mybi NM_008651 Smpd3 NM_021491
Myh14 NM_001271540 [ | Snx6 NM_026998
Myom3 NM_001085509 Soat2 NM_146064
Ncapg2  |NM_133762 Spag5 NM_017407
Ncaph NM_144818 Spc25 NM_001199123
Nek2 NM_010892 Specet NM_001029936
Nid1 NM_010917 Sprria NM_009264
Nipa1 NM_153578 Stmn1 NM_019641
Npvf NM_021892 Sult1e1 NM_023135
Nrg1 NM_178591 Syce2 NM_027954
Nsl1 NM_198654 Tace3 NM_001040435
Nusap1 NM_133851 1 1 1 1§ TagIn2 NM_178598
QOip5 NM_001042653 Tars2 NM_027931
Pafah1b3 |NM_008776 Te2n NM_028924
Pbk NM_023209 | N | [ Tceal5 NM_177919
Pesk5 NM_001190483 Tinag NM_012033
Pdedd NM_011056 Tir2 NM_011905
Phida2 NM_009434 Tmdsf4  [NM_145539
Pif1 NM_172453 Tmem141 [NM_001040130
Pla2g7 NM_013737 Tmprss2  [NM_015775
Plekhh1  |NM_181073 Tnfrsf10b  [NM_020275
Plk1 NM_011121 B B B B Tnfrsf12a |NM_013749
Plk4 NM_011495 Top2a NM_011623
PIxna3 NM_008883 Tpx2 NM_028109
Pocla NM_027354 Trim59 NM_025863
Polk NM_012048 Trip13 NM_027182
Ppl NM_008909 Trp63 NM_001127261
Prci NM_145150 1 1 [ | Ttc39a NM_153392
Prelid2 NM_029942 Tubb6 NM_026473
Prg4 NM_021400 Uap1l1 NM_001033293
Prom1 NM_001163577 Ube2¢ NM_026785
Psrc1 NM_001190161 1 1 Uhrf1 NM_010931
Ptgri NM_025968 Wfdc16  |NM_001012723
Racgap1 |NM_001253809 P 1 1 1 Wrdc2 NM_026323
Rad51 NM_011234 Zdhhc2  |ENSMUSTO00000049389
Rad51b  |NM_009014 Zwilch NM_026507
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Anhang

Tab. 9.7 Herabregulierte Gene der Slc10a5-Wildtyp-Maus — Cholsaurefitterung/Kontrolle

Zur Untersuchung des Einflusses der 0,5 % Cholsaurefutterung auf die Genexpression der Slc10a5-
Knockout-Méuse wurde aus den normalisierten Arraydaten mittels eines Excelmakros auf die Gene
gefiltert, die konsistent eine Herabregulierung von mindestens Faktor 2 aufweisen. Als Schwellenwert
der Intensitdt wurde 50 und als Surrogatwert 15 definiert, und kaum charakterisierte Gene wurden
ausgeschlossen. Alle mdglichen Quotienten aus mit Cholsdure gefitterten und kontrollgefiitterten
Wildtyp-Mausen wurden gebildet und mit einbezogen.

:Regu.lation .> 32-fach |:|8 - 32-fach DZ - 8-fach DO - 2-fach

Gen Name |Gen Nummer Gen Name |Gen Nummer

Aadat NM_011834 DOH45114 [NM_053078

Acaalb  |NM_146230 Dect NM_010024

Acat NM_144784 Ddc NM_016672

Acsmi NM_054004 Dio1 NM_007860

Adam2 NM_009618 Diras1 NM_145217

Alas2 NM_009653 Dnahci11  [NM_010060

Ankrd23  |NM_153502 Dnajb11  |NM_026400

Anks1b  |AK036288 Dnttip1 AK168315

Aox3 NM_023617 Duox1 NM_001099297
Arhgef33  |NM_001145452 Egfr NM_207655

Ati2 NM_019717 Elovi3 NM_007703 | |
Atp12a NM_138652 Fam89a  |NM_001081120 |
Bcli1a ENSMUST00000109516 Fdft1 NM_010191

Birc7 NM_001163247 Fermt2 NM_146054

Btg2 NM_007570 Fgf3 ENSMUST00000131319
C2cddd  |NM_001136117 Fitm1 NM_026808

csb NM_133882 Fmn1 NM_010230

cad NM_023525 FoxI2 NM_012020

cart NM_009799 G6pc2 NM_021331

car3 NM_007606 Gabrg3  [NM_008074

Cd209f  |NM_026956 Ghr NM_010284

cdé NM_009852 Gjb2 NM_008125

Cesfe NM_133660 Gnat1 NM_008140

Cesif NM_144930 Gpri10 NM_133776 [ |
Ces3a NM_198672 Gpr25 NM_001101516

Ces3b NM_001150415 Gpr45 NM_053107

Cesda NM_146213 Grip2 NM_001159507
Chchd2  |NM_024166 Gtpbp3  [NM_032544

Chmg NM_009604 Hdx ENSMUST00000113422
Cidea NM_007702 e Hes6 NM_019479

cirt NM_025854 Hsd17b2  [NM_008290

Cldn7 ENSMU ST00000060651 Hsd17b3  [NM_008291

Clecze NM_153506 Hsd3b2  [NM_153193

Clec2g NM_027562 Hsd3b5  [NM_008295 s
Clic5 NM_172621 Htrad NM_001081187

Cma2 NM_001024714 lck NM_019987

Cmah NM_007717 Inmt NM_009349

cmis NM_023493 Jakmip1  |NM_178394

Cnksr2 ENSMUST00000112513 Junb NM_008416

Col27al  |NM_025685 Keg1 NM_020550

Cryaa NM_013501 Kiss1 NM_178260

Csad NM_144942 KIf NM_010635

Ctrb1 NM_025583 [ KIf7 NM_029416

Cyp2c37  |NM_010001 Krto NM_201255

Cyp2cdd  |NM_001001446 Krtap19-5 |NM_010676

Cyp2c50 |NM_134144 Krtap5-5  |NM_001037822
Cyp2c54 |NM_206537 L1cam NM_008478

Cyp2d34 |NM_145474 Lad1 NM_133664

Cyp2d9  |NM_010006 Lama3 NM_010680

Cyp2e1  |NM_021282 Lefty1 NM_010094

Cyp2ul  |AK041477 Lhx3 NM_001039653
Cyp46al  |NM_010010 Lhxo NM_001042577
Cypdal2a |NM_177406 I | I | Lifr NM_013584

Cyp4a12b |NM_172306 Lipe NM_010719
Cyp4a30b-p/NM_001100185 Lipnh NM_027340 | | |
Cypaf4  |NM_022434 Mab2112  [NM_011839

Cyp4f40  |NM_001101588 Mcm10 NM_027290

Cyp7al  |NM_007824 H B 1 Med1 NM_134027

Cyp7b1  |NM_007825 Moxd1 NM_021509 I q
Cypsb1  |NM_010012 Mrgpre NM_175534
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Anhang

Gen Name |Gen Nummer

Mup2 NM_001045550

Mup21 NM_001009550

Mup4 NM_008648

Mup5 NM_008649

Mup9 NM_001126319

Mvd NM_138656

Myct1 NM_026793

Myh2 NM_001039545 |
Myh6 NM_001164171

Nanog NM_028016

Nat8 NM_023455

Neb NM_010889

Negr1 NM_001039094

Nr4a1 NM_010444

Nudt? NM_024437

Nwd1 ENSMUSTO00000160443

Olfr1198  |NM_207567

Olfr125 NM_146290

Olfr1307  |NM_001011787

Olfr1384  |NM_146472

Olfr1511  |NM_146271

Olfr1535  |NM_207572

Olfr392 NM_147006

Olfr631 NM_001271020

Olfr870 NM_146904

0lfr910 NM_146811

Olfr965 NM_001011859

oprm1 ENSMUSTO00000143875

Oxtr NM_001081147

Paqro NM_198414 l- l- l-
Pax2 NM_011037 B
Pcdhb1  |NM_053126

Pcdhb12 |NM_053137

Pcp4 NM_008791

Pdilt NM_027943

Penk NM_001002927 1 1
Pglyrp2  |NM_001271478

Plod1 NM_011122

Pm20d2  |NM_001034867

Pon1 NM_011134

Ppara NM_011144

Pppir3g  |NM_029628

Prok1 BC042707 [ |
Prss44 ENSMUST00000141089

Ptk2b NM_172498

Rarres1 NM_001164763

Rfx4 NM_001024918

Rgec NM_025427 e
Rhox2e  |NM_001085348

Ripplyz  |NM_001037907

Rnf167 NM_027445

Rxfp3 NM_178717

Sc4mol  |NM_025436

Scap NM_001001144

Scn4b NM_001013390

Scnnia NM_011324
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Gen Name |Gen Nummer

Selp NM_011347

Serpina12 |NM_026535

Serpina3c |NM_008458

Serpina9 |NM_027997

Serpinb3d |NM_201376

Shank1 NM_001034115

Siglech ENSMUST00000171077
Slc13a2 NM_022411

Slc13a4 NM_172892

Slc19a1 NM_031196

Slc1a2 NM_011393

Slc22a16 |NM_027572

Slc22a28 |NM_001013820
Slc22a7 NM_144856

Slc25a33 |NM_027460

Slc2a5 NM_019741

Slc30a7 NM_023214

Slcda2 NM_009207

Slc5a10 NM_001033227
Slcolal  [NM_013797 . B BR
Sntg2 NM_172951

Sohlh2 NM_028937

Spsh1 NM_029035

Sqgle NM_009270

Srgap3 NM_080448

Srrm2 NM_175229

Sspo NM_173428

Sst NM_009215

Stbégalnac1 [INM_011371

Sucnri NM_032400

Sult5a1 NM_020564

Susd3 ENSMUST00000119721
Syt6 NM_018800

Tbeid12  |NM_145952

Tex26 NM_029464

Tgm3 NM_009374

Th NM_009377

Tmc7 NM_172476

Tmemida |AK017734

Tmem158 |NM_001002267
Tmem91 NM_177102

Tnfrsfi3b |NM_021349

Trex2 NM_011907

Trib1 ENSMUST00000118228
Trim34a NM_030684

Ttc39¢ NM_028341

Ugt2b1 NM_152811

Upp2 NM_029692

Vmn1r214 |NM_134214

Ybx2 ENSMUST00000018698
Zfand4 NM_001081317

Zfp367 ENSMUST00000117241
Zfp536 NM_172385

Zfp655 NM_001083958

Zmiz1 AK169397
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