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1. Zusammenfassung - Abstract

Zusammenfassung

Erste Berichte zur genetischen Pradisposition fiir die Entstehung von Gallensteinen wurden bereits in den
30iger Jahren von Korner et al. [1, 2] veréffentlicht. In Studien an unterschiedlichen ethnischen Gruppen
konnten diese Erkenntnisse mehrfach belegt werden [2-10]. Durch weitere Untersuchungen gelang es Buch
et al. [2] 2007 den Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) p.D19H im ABCG8-Gen zu identifizieren, der
signifikant mit der Entwicklung von Gallensteinen assoziiert ist. Bereits ein Jahr zuvor hatten Acalovschi et
al. [11] gezeigt, dass genetische Varianten des ABCG5/G8-Gens mit verdnderten Plasmalipidspiegeln assozi-
iert sind und dadurch die bilidre Cholesterinkonzentration und die Bildung von Gallensteinen beeinflussen
konnen. Das ABCG5/G8-Gen kodiert fir einen heterodimeren, ATP-abhangigen Cholesterintransporter, der
in der Leber und im Darm exprimiert wird [11]. Weitere Arbeiten [12, 13] hatten zum Ziel, die Auswirkun-
gen des singuldren Abcg5 bzw. Abcg8 Knock-outs oder des kombinierten Abcg5/g8 Knock-outs auf den
Organismus zu untersuchen. Diese Arbeiten liefern jedoch zum Teil widerspriichliche Aussagen. Wang
et al. [14] verfolgten einen anderen Forschungsansatz und untersuchten die organspezifische (hepatische
und intestinale) Rolle des ABCG5/G8 Transporters. Hierbei wurden Wildtyp-Mause mit Méusen, bei denen
der ABCG5/G8 Transporter in der Leber und/oder Darm fehlt, beziiglich bestimmter Parameter untersucht.
Dieser experimentelle Ansatz wurde auch in der vorliegenden Arbeit verfolgt. Die Auswirkungen einer
lithogenen Diat wurden von Wang et al. nicht untersucht, auflerdem wurden keine Cholesterinsekretions-
raten gemessen und die bilidre Phospholipid- und Gallensaurenkonzentration, die fir die Ermittlung des
Cholesterinsattigungsindexes (CSI) erforderlich sind, wurden nicht in hepatischer Galle bestimmt. In der
vorliegenden Arbeit werden sowohl die Auswirkungen der lithogenen Diat auf die Wildtyp-Méuse und auf
die entsprechenden Knock-out Méuse, mit Fokus auf den hepatischen Knock-out, analysiert als auch die
absoluten Gallensaurensekretionswerte und die CSI-Werte ermittelt. C. Rebholz [15] untersuchte in ihrer

Arbeit die Auswirkungen des intestinalen ABCG5/G8 Knock-outs mit den gleichen Untersuchungsmetho-
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den wie in der vorliegenden Arbeit. Daher eignen sich diese Daten fiir einen Vergleich zwischen intestinalem
[15] und hepatischem Knock-out.

Der Vergleich der Wildtyp-Mé&use unterschiedlicher Diét zeigt die Auswirkungen der lithogenen Diét auf
die Kontrollguppe. Es wird deutlich, dass die gefiitterten Tiere durch eine gesteigerte bilidre Sekrektion
an Cholesterin und Phospholipiden versuchen, dem Uberangebot an Lipiden entgegenzuwirken. Dieser
Kompensationsversuch scheint jedoch an seine Grenzen zu kommen, da das Lebergewicht unter lithogener
Diat ansteigt und sich makroskopisch eine Leberverfettung entwickelt.

Die Analyse der Sekretionswerte der AlbCre-Mause zeigt unerwartete Ergebnisse. Trotz des Abcg5/g8
Knock-outs in der Leber sind die AlbCre-Mause fihig, Cholesterin aus der Leber in die Galle zu sezernieren.
Unter normaler Diat haben sie sogar einen hoheren absoluten Cholesterinoutput als die entsprechenden
Kontrollen. Dies bestatigt die in Wang et al. [16] gemachte Beobachtung, dass ein ABCG5/G8 unabhangiger
Sekretionsweg des Cholesterins existiert. Wieso die AlbCre-Méause unter normaler Didt sogar mehr Chole-
sterin als die Wildtyp-Mause sezernieren, kann noch nicht erklart werden. Unter lithogener Diét sind die
AlbCre-Mause dagegen nicht fahig, die Cholesterinsekretion in der gleichen Weise wie ihre Kontrollgruppe
zu steigern. Der ABCG5/G8 unabhiéngige Sekretionsweg scheint schneller seine Kompensationsgrenze zu
erreichen als der ABCG5/G8 abhéngige Transportweg. Dies wird durch eine Zunahme des Lebergewichts
der AlbCre-Mause im Vergleich zu den Kontrollen bei lithogener Didt deutlich.

Auffillig sind weiterhin die geringen Gallensdurensekretionswerte der AlbCre-Mause, fiir die, unabhéngig
von der Didtform, eine maximale Sekretionsrate zu existieren scheint. Auf welche Art und Weise es zu einer
Beeinflussung der Gallensdurensekretion durch den Abcg5/g8 Knock-out kommt, ist derzeit unklar.

Eine erstaunliche Beobachtung konnte beim Vergleich der AlbCre-Mause mit den VilCre-Mausen gemacht
werden. Trotz des unterschiedlichen gewebsspezifischen Abcg5/g8 Knock-outs zeigen diese beiden Maus-
modelle unabhéngig von der Didtform im Wesentlichen den gleichen Phénotyp. Sie unterscheiden sich bei
normaler und bei lithogener Didt weder im Korper- und Lebergewicht noch in den absoluten Outputwerten
der Lipide. Dieses Ergebnis war unerwartet und zeigt, dass die Funktionsweise des Transporters nicht auf
ein Gewebe beschrinkt ist, sondern vielmehr Wechelwirkungsmechanismen zwischen verschiedenen Trans-
portern existieren. Die zum Teil widerspriichlichen Vorarbeiten hinsichtlich der intestinalen Sterolabsorp-
tion bei Abcg5/g8 Knock-out Mausen zeigen, dass der genaue Mechanismus des Transporters noch nicht hin-
reichend verstanden ist. Die experimentellen Daten dieser Arbeit verdeutlichen jedoch, dass nicht von der
Annahme einer unabhéngigen gewebsspezifischen Funktionsweise dieser Transporter ausgegangen werden

kann.



1 Zusammenfassung - Abstract

Abstract

First evidence for genetic susceptibilty for gallstone formation was found by Korner et al. in the 1930s
[1, 2]. These pieces of evidence were confirmed by studies with different ethnic tribes [2-10]. In 2007 Buch
et al. successfully identified a single-nucleotide polymorphism (SNP) in the ABCG8 gene, resulting in the
amino acid substitution p.D19H, which is significantly associated with gallstone formation. Already in 2006,
Acalovschi et al. [11] showed that ABCG5/G8 gene variants modify plasma lipid levels and thereby biliary
cholesterol concentration. The ABCG5/G8 gene codes for the heterodimeric, ATP-dependent, intestinal and
hepatic cholesterol transporter. Further analysis aimed to investigate the consequences of a single Abcg5
or Abcg8 knock-out and of a combined Abcg5/g8 knock-out. However, these studies reported inconsistent
findings. Wang et al. [14] made use of a different experimental approach and examined the organ- (intestine-
or liver-) specific role of the ABCG5/G8 transporter. They compared wild-type mice with intestine-specific,
liver-specific and total knock-out mice. The same approach is used in the present work. The consequences
of a lithogenic diet were not investigated by Wang et al.. Furthermore, in Wang et al. [14] no cholesterol
secretion rates were measured and no phospholipid and bile acid concentration, which are essential to cal-
culate the cholesterol-saturated fat index (CSI) value, were determined in hepatic bile. In the present work
the consequences of a lithogenic diet for wild-type and liver-specific Abcg5/g8 knock-out mice are analysed
and the absolute bile acid secretion rates and CSI values are determined. C. Rebholz [15] investigated the
consequences of an intestine-specific knock-out. In her and in the present work the same experimental
and analytical methods were used. Therefore, these data are suitable for comparing the intestine- and the
liver-specific Abcg5/g8 knock-out.

The comparison of wild-type mice with and without lithogenic diet reveals the consequences of a lithogenic
diet for the control group. The lithogenic diet-fed mice display increased biliary secretion rates of cholesterol
and phospholipids for coping with the excessive supply of lipids. However, it seems that this compensation
reaches its limit, as reflected by the increased liver weight and fatty liver development.

The analysis of the AlbCre mice secretion rates showed unexpected results. Despite the liver-specific
Abcg5/g8 knock-out, AlbCre mice secret cholesterol from liver into bile. The AlbCre mice fed with normal
diet even reach higher cholesterol output values than the control group. This observation confirms Wang's
[16] assumption of an ABCG5/G8 independent mechanism of cholesterol secretion. The reason why the
AlbCre mice, fed with normal diet, even show higher cholesterol secretion rates than wild-type mice has not
been identified yet. The lithogenic diet-fed AlbCre mice are not able to increase the cholesterol secretion in

the same way as the corresponding wild-type mice. Therefore, it seems as if the ABCG5/G8 independent
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secretion way has a lower compensation level than the ABCG5/G8 dependent mechanism. This is reflected
by the increased liver weight of AlbCre mice as compared to the control group.

Furthermore, the low bile acid secretion values of the AlbCre mice are conspicuous, and it seems as if
there was a maximal bile acid secretion rate independent of the diet. How the Abcg5/g8 knock-out modifies
bile acid secretion cannot be explained to date.

The comparison between the AlbCre and the VilCre mice resulted in a suprising observation: Despite the
tissue-specific Abcg5/g8 knock-out, both mouse strains exhibit similar phenotypes, independent of the diet.
There are no specific differences on normal or lithogenic diet, neither between body and liver weight nor
between absolute lipid output. This result was unexpected and demonstrates that the function of the trans-
porter is not restricted to one tissue. In contrast, there must be interaction between the different transporters.
The previous, at exact in part contradictory, results concerning the intestinal sterol absorption in Abcg5/g8
knock-out mice indicate that the exact mechanism of the transporter has not been fully understood by now.
The experimental data of the present work demonstrate that an independent tissue-specific mechanism for

cholesterol excretion cannot be postulated.



2. Einleitung und Problemstellung

Weltweit gesehen entstehen bei bis zu 20 % der Erwachsenen wahrend ihres Lebens Gallensteine, von denen
wiederum mehr als 20 % Symptome oder Komplikationen entwickeln [17]. Es ist bekannt, dass Faktoren
des metabolischen Syndroms das Risiko fiir die Entwicklung von Gallensteinen erhéhen. Somit stellen eine
gesunde und ausgewogene Ernahrung sowie sportliche Aktivtat Primarfaktoren in der Pravention der Gal-
lensteinerkrankung dar. Weibliches Geschlecht, Schwangerschaft und hoheres Alter sind weitere Risiko-
faktoren fiir Gallensteine [17]. 25 % des Gesamtrisikos sind jedoch auf die genetische Veranlagung zuriick-
zufithren [17]. Hierbei wurden vor allem Mutationen im hepatischen ABCG5/G8 Cholesterin-Transporter als
genetische Ursache identifiziert [17]. Durch Forschungsarbeiten in den letzten Jahren konnte ein besseres
Verstiandnis iiber die Pathophysiologie der Gallensteinentstehung gewonnen werden. Jedoch sind die gene-
tischen Ursachen sowie die genaue Funktion des hepatischen und intestinalen ABCG5/G8 Transporters und
ein eventuelles Zusammenspiel mit anderen Transportern noch nicht vollstiandig erforscht. Verschiedene
Studien konnten bereits belegen, dass insbesondere der Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) p.D19H
des ABCG8-Gens innerhalb unterschiedlicher ethnischer Stamme mit der Bildung von Gallensteinen as-
soziiert ist [2-10]. Bei der p.D19H-Variante ist im ersten Exon des ABCG8-Gens, welches sich auf Chro-
moson 2p21 befindet, im ersten Basentriplett die Base Guanin zu Cytosin verandert. Durch diesen Tausch
kodiert das Basentriplett fiir die Aminosédure Histidin anstatt fiir Asparaginsdure [2]. Untersuchungen, in-
wiefern ein intestinaler oder hepatischer Knock-out dieses Transporters zur Gallensteinbildung beitrigt und
welche Auswirkungen ein organspezifischer Knock-out auf den Organismus besitzt, stehen noch am Anfang
[14]. Bis jetzt wurde kein Vergleich der absoluten Cholesterinsekretionsraten beider Knock-out Varianten
durchgefiihrt.

In dieser Arbeit werden anhand von genetisch verdnderten Méusen die Auswirkungen des Fehlens des
hepatischen ABCG5/G8 Transporters bei voller Funktion im restlichen Organismus untersucht. Es wird
ein Vergleich zwischen diesen Mausen und Méusen, bei denen der ABCG5/G8 Transporter im Darm fehlt,

durchgefiihrt. Die lithogene Didt modelliert dabei unsere heutige westliche Erndhrung, sodass zusitzlich



2 Einleitung und Problemstellung

die Auswirkungen dieses Ernahrungsstils sowohl auf die genetisch veranderten Mause als auch auf die Kon-
trollmiuse untersucht werden.

Diese Arbeit soll dazu beitragen, einen genaueren Einblick in die Funktionsweise des ABCG5/G8 Trans-
porters zu gewinnen, um damit ein besseres Verstandnis fiir das genetische Risiko des Gallensteinleidens zu
erlangen. Damit erhofft man sich die Entwicklung neuer praventiver Methoden, besonders fiir Hochrisikopa-
tienten, um der Entstehung von Gallensteinen frith entgegenzuwirken und dadurch den zum heutigen Zeit-

punkt hiufig unumganglichen chirurgischen Eingriff zu vermeiden [17].



3. Theoretischer Hintergrund

3.1 Physiologie der Gallenbildung

3.1.1 Anatomie der Leber und der Gallenwege

Die Leber besteht zu 80% aus Hepatozyten [18] und wird in einzelne Leberlappchen (Lobuli hepatis) un-
terteilt, die durch Bindegewebe voneinander getrennt sind [19]. Die Lobuli hepatis sind in Langsachse um
das zentral abfithrende Gefif3, die Vena centralis, gruppiert [19]. Innerhalb eines Lobuli hepatis ordnen sich
die Hepatozyten radidr um die im Zentrum liegende Vena centralis an [19]. In dem Bereich, wo mehrere Lob-
uli hepatis aufeinander treffen, befinden sich die Periportalfelder [19]. Dies sind bindegewebige Strukturen,
die die Glisson-Trias enthalten [19]. Die Glisson-Trias besteht aus den zufithrenden Blutgfifien, der Vena in-
terlobularis aus der Vena portae hepatis und die Arteria interlobularis aus der Arteria hepatica propria, sowie
einem Ast der kleinen ableitenden Gallengénge (Ductus interlobularis) [19]. Innerhalb der Leberlappchen
vermischt sich das vendse (ca. 75 %) und arterielle (ca. 25 %) Blut und flief3t in den Sinusoiden, zwischen den
Wiénden der Hepatozyten, zur Vena centralis und weiter in die untere Hohlvene [18] [19]. Die Sinosoide sind
mit gefenstertem Endothelzellen ausgekleidet [19]. Zwischen Endothelzellen und der basolateralen Ober-
flache der Hepatozyten befindet sich der sogenannte Disse-Raum, durch den der gesamte Stoffaustausch
zwischen Blut und Hepatozyten erfolgt. Zwischen den apikalen Membranen zweier gegeniiberliegender
Hepatozyten liegen die ca. 1 um weiten Gallenkanilchen (Canaliculi biliferi) [18]. Aufgrund der Anatomie
ist ein vektorieller Transport zwischen Blut und Galle méglich [18]. Die Canaliculi biliferi sind durch Tight
Junctions und Desmosomen abgedichtet und besitzen keine eigene Endothelwand [18]. In den Canaliculi bi-
liferi sammelt sich die von den Hepatozyten sezernierte Galle, welche als Primérgalle bezeichnet wird [18].
Sie flie3t entgegen dem Blutstrom in die grofleren Gallenginge, die Ductuli biliferi interlobulares [18, 19].
Diese befinden sich in den Periportalfeldern und besitzen ein eigenes Epithel aus Cholangiozyten [18, 19].
In den Gallengéngen wird die Priméargalle modifiziert und als Lebergalle bezeichnet [18] . Die Galle der
einzelnen Leberldppchen sammelt sich schlieBlich im Ductus hepatici dexter und sinster, die sich auflerhalb

der Leber zum Ductus hepaticus communis vereinigen [20]. Mit dem Ductus hepaticus communis begin-
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nen die extrahepatischen Gallenwege [20], iiber die tiglich etwa 900 ml Galle die Leber verlassen [18]. Vom
Ductus hepaticus communis zweigt der Ductus cysticus ab, welcher zur Gallenblase lauft [20]. Der Ductus
hepaticus verlauft weiter als Ductus choledochus, vereinigt sich mit dem Ductus pancreaticus des Pankreas
und miindet gemeinsam mit diesem auf der Papilla vateri ins Duodenum [20]. Zu gleichen Anteilen flief3t

die Galle ins Duodenum und in die Gallenblase, wo sie auf das 10-20 fache konzentriert wird [18].

3.1.2 Die Galle
3.1.2.1 Bestandteile der Galle

Die Galle besteht im Wesentlichen aus Wasser, welches mit mehr als 80 % den iberwiegenden Anteil aus-
macht, und den folgenden Hauptbestandteilen: Gallensauren (67 %), Phosphatidylcholin (Lecithin) und an-
dere Phospholipide (22 %) und Cholesterin (4 %) [20]. Zusatzlich enthilt sie Bilirubin sowie weitere Produkte
der Biotransformation [18]. Die Zusammensetzung der Galle verandert sich wihrend ihres Weges durch die
Gallenwege [18]. In den Canaliculi biliferi spricht man von der Primargalle, die innerhalb der Leber zur
Lebergalle modifiziert wird [18]. Diese unterscheidet sich von der Blasengalle, welche in der Gallenblase ge-
speichert wird [18]. Cholesterin dient als Ausgangssubstanz in den Hepatozyten fiir die Bildung der priméren
(neu synthetisierten), unkonjugierten Gallensduren [18, 21]. Die bedeutendsten Gallensauren sind die Chol-
sdure und die Chenodeoxycholsaure [21]. Die Enzyme, welche die Biosynthese der Gallensdure aus Cho-
lesterin beschleunigen, befinden sich u.a. im endoplasmatischen Retikulum und in den Mitochondrien der
Hepatozyten [20]. Der erste geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist die Hydroxylierung des Cholesterins
an Position 7 durch die Cholesterin-7a-Hydroxylase [20, 21]. Diese wird in Form einer Feedback-Hemmung
durch das Endprodukt, die Gallensauren, gehemmt [20]. Die Gallenséduren stellen somit eine Ausscheidungs-
form des Cholesterins dar, welches ansonsten in Form von Chloesterin direkt tiber die Galle mit der Faeces
ausgeschieden werden kann [18].

Cholesterin besteht aus 27 C-Atomen [21]. Es ist ein langgestrecktes Molekiil, das lediglich am dritten
C-Atom eine OH-Gruppe besitzt, wodurch es schwach polar ist [21]. Uberwiegend ist es hydrophob und
schlecht im Wasser 16slich [21]. Gallenséduren gehoren wie Cholesterin zu den Steroiden [21]. Sie besitzen
eine im Vergleich zum Cholesterin verkiirzte Seitenkette und bestehen insgesamt aus 24 C-Atomen [21].
Im Unterschied zum Cholesterin weisen Gallensduren an der Seitenkette eine Carboxylgruppe auf und be-
sitzen auflerdem bis zu drei OH-Gruppen am Steroidringsystem [21]. Im Gegensatz zur trans-Stellung des

Steroidgeriistes im Cholesterinmolekiil ist allen Gallensduren die cis-Verkniipfung der Ringe A/B und die
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a-Stellung der OH-Gruppen gemeinsam. Dies verleiht den Gallensduren ihren amphipathischen Charakter
[22, 23].

Die Gallensauren regulieren zudem die Cholesterinbiosynthese, die primér durch die orale Cholesterin-
aufnahme gesteuert wird [21]. Durch eine verminderte Gallensdurenresorption im Darm (enterohepatischer
Kreislauf) wird die Cholesterinbiosynthese in der Leber gesteigert und gleichzeitig die Cholesterinkonzen-
tration im Blut gesenkt [21]. Durch die geringere Gallensaurenriickresorption im Darm und damit ver-
minderte Gallensdurenkonzentration in der Leber wird in der Leber die Biosynthese von Gallensauren aus
Cholesterin beschleunigt [21]. Die Wechselwirkung zwischen Cholesterinbiosynthese und Gallensdurenre-
sorption zeigt sich auch beim gegenteiligen Effekt, der Hemmung der Cholesterinbiosynthese bei oraler
Aufnahme von freien und konjugierten Gallensduren in hoher Konzentration, wodurch gleichzeitig die

Cholesterinausscheidung verringert wird [21].

3.1.2.2 Gallensdurenbildung und enterohepatischer Kreislauf

Die Gallensauren, welche in den Hepatozyten aus Cholesterin gebildet werden, bezeichnet man als unkon-
jugierte Gallensduren [21]. Bevor sie in die Galle sezerniert werden, werden sie mit Taurin, Glycin, Glu-
curonat oder Sulfat konjugiert [18, 20]. Dadurch wird ihre Wasserldslichkeit weiter erhoht, sodass sie der
Fettabsorption besser dienen kénnen [18, 20]. Die Bestandteile der Galle werden hauptséchlich aktiv von den
Hepatozyten sezerniert (s. Abschnitt 3.3) [21]. 50 % der Lebergalle wird in der Gallenblase gespeichert. Die
anderen 50 % gelangen in den Darm, wo tiber 90 % der Gallensauren im distalen Ileum von den Enterozyten
riickresorbiert werden. Sie gelangen, an Albumin gebunden, iiber das Pfordaderblut zuriick zur Leber [18].
An der basolateralen Membran der Hepatozyten werden durch einen sekundir-aktiven Na*-Symport
(NTCP: Natrium-Taurocholate Cotransporting Polypeptide) die Gallensauren aus dem Blut in die Hepatozy-
ten aufgenommen [21]. Die Sekretion der Bestandteile der Galle an der apikalen Membran der Hepatozyten
in die Gallenkanilchen erfolgt vorwiegend durch ATP-abhéngige Transporter [21], welche zum Teil in Ab-
schnitt 3.3 genauer erldutert werden. Im unteren Diinndarm kann es zu einer Dekonjugation der priméren
Gallensalze durch Bakterien kommen [18]. Sie werden als sekundére Gallensalze bezeichnet. Diese gelangen
tiber das Pfordaderblut und tiberwiegend durch nicht-ionische Diffusion zuriick in die Hepatozyten, wo sie
erneut konjugiert werden [18]. Die Zirkulation zwischen Leber und Diinndarm wird als enterohepatischer
Kreislauf bezeichnet [18]. Durch den groflen Anteil der Gallensduren, die den enterohepatischen Kreislauf
durchlaufen, werden pro Tag nur ca. 0,6 g Gallensauren, bei einem im Korper zirkulierenden Gallenséure-

Gesamtgehalt von 3 g, neu synthetisiert [18]. Pro Tag werden 12 - 36 g Gallensduren zur Verdauung der
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Lipide benétigt, sodass die Gallensduren bis zu 12 Mal am Tag den enterohepatischen Kreislauf durchlaufen
[18]. Durch die Neusynthese wird lediglich der Verlust tiber die Faeces kompensiert [21]. Uber die Galle
werden nicht nur kdrpereigene Substanzen wie Cholesterin, Bilirubin und Steroidhormone, sondern auch

korperfremde Stoffe wie Medikamente ausgeschieden [21].

3.1.2.3 Primaérgalle

Die Primirgalle wird iiber einen aktiven Prozess aus den Hepatozyten sezerniert [18]. Die Gallensduren
stellen dabei den Hauptbestandteil dar [18]. Durch den erzeugten osmotischen Gradienten diffundiert Wasser
passiv durch die Tight Junctions in die Canaliculi biliferi und zieht Ionen in Form eines Solvent Drag mit sich
[18]. Die Primirgalle ist isoosmotisch und enthilt Gallensduren, Fettsduren, Bilirubin (das Abbauprodukt
des Hamogobins), Phospholipide, Cholesterin und Proteine [18]. Die Gallensduren halten wasserunldsliche
Substanzen wie Fettsduren und Cholesterin durch Bildung von Mizellen in Lésung. Diese kénnen auch Phos-
pholipide enthalten, die die Loslichkeit von Cholesterin in den Mizellen erh6hen [18]. Cholesterin lagert sich
in den Mizellen ein, sodass es in Losung gehalten werden kann [18]. Die aktive Sekretion der Gallensduren
fordert gleichzeitig die aktive Sekretion an Phospholipiden und Cholesterin [18]. Wird die Sekretion der
Gallensduren verringert, wird auch die Menge der anderen aktiv sezernierten Substanzen drastisch reduziert
[18]. Dadurch sinkt der osmotische Gradient, sodass zusitzlich der passive Wassereinstrom verringert und
die Primédrgalle auf ein Volumen von 200-250 ml pro Tag reduziert wird [18]. Da diese Gallenbildung unab-
hiangig von der Gallensdurensekretion ist, wird sie als gallensdurenunabhéngige Gallesekretion bezeichnet

[18]. Umgekehrt steigt durch eine vermehrte Gallensdurensekretion das Volumen der Priméargalle an [18].

3.1.2.4 Lebergalle

In den Gallengéngen (Ductuli biliferi interlobulares) der Leber wird die Priméargalle durch die Sekretion von
Na+—HCOg zur Lebergalle modifiziert [18]. Intrazellular wird HCO; durch die Reaktion von CO, und OH™
gebildet. Zusitzlich gelangt HCO; durch den Na*-HCO; -Symporter in die Cholangiozyten [18]. An der
apikalen Membran wird HCO; iiber den C1™-HCO; -Austauscher in die Gallenginge sezerniert [18]. C17
rezirkuliert wieder aus der Zelle iber den Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR)-
oder den Outwardly Rectifying Chloride Channels (ORCC)- Kanal [18]. Sekretin, Glukagon und Vasoaktives
intestinales Peptid (VIP) stimulieren tiber cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP) den CFTR-Kanal und

fordern damit die NaHCOj3 Sekretion, wohingegen sie durch Somatostatin gehemmt wird [18].
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3.1.2.5 Blasengalle

In der Gallenblase wird die Lebergalle zur Blasengalle modifiziert. Durch isotone Resportion von NaCl
und NaHCOj3 wird sie um den Faktor 10-20 konzentriert und eingedickt [18]. Dies geschieht iiber einen
Na*/H*- und HCO;3 /ClI™-Austauscher in der apikalen Membran und die Na*/K*-ATPase in der baso-
lateralen Membran der Cholangiozyten [18]. Taglich werden ca. 20-50 ml Blasengalle gebildet und in der
Gallenblase gespeichert [18]. Bei der intestinalen Verdauung kommt es zur Freisetzung von Cholecystokinin
(CCK). CCK fiithrt duch Bindung an den Cholecystokinin-A-Rezeptor (CCKAR) zur Kontraktion der Gallen-
blase und gleichzeitig zur Relaxation des Sphinkter Oddi, sodass es zu einer Entleerung der Blasengalle
ins Duodenum kommt [18, 24]. Durch Bindung des Fibroblast Growth Factor 19 (FGF19) an den Fibro-
blast Growth Factor Receptor 3 (FGFR3), welcher sich auf den Muskelzellen der Gallenblasenwand befindet,

kommt es zur Relaxation der Gallenblase [24].

3.1.2.6 Lipidresorption und Lipoproteine

Die Gallenséduren unterstitzen die Resorption von Lipiden im Darm, indem sie die Lipide aus den Nahrungs-
bestandteilen herauslosen und emulgieren [21]. Durch die verschiedenen lipidspaltenden Enzyme liegt im
intestinalen Lumen ein Verdauungsgemisch der Lipide, bestehend aus Fettsduren, 2-Monoacylglycerinen
und Cholesterin, vor [21]. Diese Substanzen lagern sich mithilfe der Gallensauren aus der Galle in Mizellen
n [21]. Hierbei zeigen die hydrophilen Képfe der Gallensduren nach auflen, wihrend die hydrophoben An-
teile nach innen gerichtet sind [21]. Mizellen bilden sich in wassriger Losung aus, sobald die Konzentration
eines Detergenz seinen charakteristischen Schwellenwert iiberschreitet, die kritische mizellare Konzentra-
tion [25]. Zusétzlich kénnen sich in den Mizellen andere Lipide, die selbst nicht in der Lage sind Mizellen zu
bilden (Cholesterin, fettldsliche Vitamine), einlagern und verpackt transportiert werden [21]. Diese Lipid-
aggregate werden als gemischte Mizellen bezeichnet [21]. Im oberen Diinndarm werden die Mizellen nicht
komplett durch Endozytose absorbiert, sondern ihre verschiedenen Bestandteile werden unter Beteiligung
mehrerer Zellmembranproteine einzeln resorbiert, nachdem die Mizellen durch Kontakt mit dem Biirsten-
saum der Mukosa zerfallen sind [21]. Die Gallensduren werden im distalen Ileum transporterabhangig riick-
resorbiert [21].
Nach Resorption der Lipide und Sekretion durch die Enterozyten gelangen die Lipide tiber die Lymph-
gefifle in das Blut [21]. Im Blut werden die Lipide mithilfe von Lipoproteinen transportiert [21]. Lipopro-
teine bestehen aus Lipiden, die den hydrophoben Kern bilden, und spezifischen amphiphilen Proteinen,

den Apolipoproteinen [21]. Apolipoproteine binden Lipide und sind fiir die Bindung an die Lipoprotein-
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rezeptoren von Zielzellen verantwortlich [21]. Es gibt vier verschiedene Lipoproteinhauptklassen, die sich
aufgrund ihrer Dichte unterscheiden. Nach der Resorption im Darm werden im glatten endoplasmatischen
Retikulum der Mukosazellen Lipide zu Triacylgylcerinen (TAG) resynthetisiert und Cholesterin verestert
[21]. Im Golgi Apparat der Mukosazellen werden die TAG und Cholesterinester dann zusammen mit an-
deren Lipiden an das Apolipoprotein B-48 (ApoB-48) angelagert und bilden Chylomikronen aus [21]. Die
Chylomikronen werden in die Lymphgefifie abgegeben und gelangen tiber den Ductus thoracicus in den
Blutkreislauf [21]. Dort nehmen sie von dem Lipoprotein mit der hochsten Dichte, dem High density lipopro-
tein (HDL), die Apolioproteine ApoC-II und ApoE auf [21]. ApoC-II vermittelt die Spaltung der TAG der
Chylomikronen durch die Lipoproteinlipase [21]. Dadurch verringert sich der Anteil der TAG, wohingegen
der Cholesterinanteil in den Chylomikronen ansteigt und sie nun als Remnants (CMR) bezeichnet werden
[21]. Uber den Blutkreislauf gelangen sie in die Leber, wo sie mithilfe von ApoE durch Bindung an das Low
density lipoprotein (LDL) receptor-related protein (LRP1) in die Hepatozyten aufgenommen werden (s. Abb.
3.1) [17, 21].

Die in der Leber synthetisierten TAG werden zusammen mit Cholesterinestern an das ApoB-100 ange-
lagert [21]. Diese Lipoproteine werden als Very low density lipoproteins (VLDL) bezeichnet [21]. Sie nehmen
im Blutkreislauf von HDL ApoC-II auf, sodass die TAG innerhalb der VLDL mithilfe der Lipoproteinlipase
hydrolisiert werden kénnen und VLDL zu LDL abgebaut werden [21].

Die LDL besitzen nur das Apolipoprotein ApoB-100 und bestehen aus nur wenigen TAG [21]. Dafir
enthalten sie von allen Lipoproteinen den grofiten Anteil an Cholesterin und Cholesterinestern [21]. Thr
Aufgabe ist die Verteilung des Cholesterins im Kérper durch Bindung an den LDL-Rezeptor (LDLR) [21].
Wird ein LDL-Partikel nicht von Zellen der peripheren Organe resorbiert, wird es in der Leber aufgenommen
(s. Abb. 3.1) [17].

Die HDL bestehen hauptséchlich aus dem Apolipoprotein A-I (ApoA-I), welches von der Leber synthetisiert
und sezerniert wird, sowie aus Cholesterin und Phospholipiden [20]. Von anderen Lipoproteinen nehmen sie
in der Peripherie ApoE, ApoC, Phospholipide und Cholesterin auf [20]. Ihre Aufgabe ist es, tiberschiissiges
Cholesterin, welches von den Zellen des peripheren Gewebes ins Blut abgegeben wird, aufzunehmen [21].
Das Cholesterin wird im Innern als Cholesterinester gespeichert [20, 21]. Durch Bindung an den Savenger
receptor class B type 1 (SRB1), welche durch die ApoA-I und ApoE vermittelt wird, nehmen Hepatozyten

das tiberschiissige Cholesterin des Korpers in Form von Cholesterinestern der HDL auf (s. Abb. 3.1) [21].
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Abbildung 3.1: Metabolisierung von Cholesterol im Hepatozyten [17] (Beschreibung s. Text). CMR: Chy-
lomikron Remnant, LDL: Low desnity lipoprotein, HDL: High density lipoprotein, LRP1:
LDL receptor-related protein 1, LDLR: Low-density lipoprotein receptor, SRB1: Scavenger
receptor class B member 1, VLDL: Very low-density lipoprotein, HMDH: 3-Hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzym A reduktase, CYP7A1l: Cholesterol 7a-Hydroxylase, CYP27A1:
Sterol 27-Hydroxylase, ABCB4: ATP-abhingiger Phosphatidylcholintransporter, Npc1l1:
Niemann-Pick C1-like 1, ABCG5/ABCG8: ATP-abhéngiger Cholesterintransporter, ABCB11:
ATP-abhingiger Gallensaurentransporter.

Hepatocyte

3.1.2.7 Gallensiuren als Detergenz in der Galle

Innerhalb der Galle wirken Gallensduren als Detergenz fiir das in der Gallenfiissigkeit vorhandene Choleste-
rin [21]. Zwar tritt Cholesterin in der Galle nur zu einem Prozentsatz von 0,26 % bezogen auf die Gesamtgalle
auf, jedoch ist es in dieser Konzentration in wiassrigen Losungen praktisch unlgslich [21]. Die Gallensauren
bilden zusammen mit den in der Gallenfliissigkeit vorhandenen Phospholipiden Mizellen, entsprechend der
Mizellformation bei der Lipidresorption im Darm [21]. In den Mizellen lagert sich Cholesterin ein [21].
Cholesterin wird so in Losung gehalten und ein Ausfallen verhindert [21]. Die maximale Loslichkeit des
Cholesterins in der Galle mithilfe dieser mizellaren Cholesterinlésung héngt vom Verhiltnis der Gallen-
sauren, der Phospholipide und des Cholesterins zueinander ab [21]. Abbildung 3.2 zeigt die Loslichkeit von
Cholesterin in einer 0,15 M NaCl Losung bei einer Gesamtlipidkonzentration, bestehend aus Cholesterin,
Phospholipiden und Gallensauren, von 7,3 g/dl [26]. Am Boden dieses Dreiecks, eingeschlossen durch eine

durchgezogene Linie, befindet sich die physiologische, mizellare Galle. Mischungsverhiltnisse auflerhalb
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des mizellaren Bereichs sind nicht fihig, Cholesterin in Losung zu halten [21]. Dies fithrt zum Ausfallen des
Cholesterins mit der Bildung von Cholesterinkristallen, die die Basis fiir die Entstehung von Cholesterin-
steinen darstellen (s. Abschnitt 3.2.4.1) [21]. Eine detaillierte Beschreibung des Phasendiagramms findet sich
in Abschnitt 3.2.4.1. Im Folgenden werden sowohl die Pathologie der Gallensteinbildung mit Blick auf die

Epidemiologie, genetische und exogene Faktoren als auch die verschiedenen Gallensteinarten erldutert.

3.2 Pathologie der Gallensteine

3.2.1 Epidemiologie

In Europa liegt die mittlere Pravalenz fiir Gallensteine zwischen 5,9 % und 21,9 % und es zeigen sich grof3e
Unterschiede zwischen einzelnen europaischen Staaten. Wahrend die grof3te Pravalenz fiir Gallensteine in
Norwegen (21,9 %) und Nordostdeutschland (19,7 %) liegt, treten Gallensteine in Italien nur mit einer Rate von
5,9 % auf [27]. Gallensteinerkrankungen, damit sind sonographisch bestétigte symptomatische Gallensteine
oder eine bereits durchgefiithrte Cholezytektomie gemeint, sind bei Frauen hiufiger als bei Ménnern [28].
In Vorpommern findet sich die hochste Rate von Gallensteinerkrankungen bei Frauen im Alter von 70-79
Jahren [28]. Diese ist mit 57,1 % naherungsweise doppelt so hoch wie die Pravalenz bei Mannern gleichen
Alters [28]. Durch den radikalen Erndhrungswandel in der Mitte des 20. Jahrhunderts mit der Verfigbarkeit
von hoch-kalorischer, kohlenhydratreicher und faserarmer Diét bzw. Uberernahrung stieg die Privalenz von
Gallensteinen auch in Bevolkerungspopulationen, die zuvor nur eine geringe Pravalenz fiir diese Erkankung
zeigten [17, 29]. Darauf weisen grofie edpidemiologischen Studien in den USA, Europa, China und Japan hin,
die chronische Uberernidhrung als Risikofaktor fiir die Entstehung von Cholesterin-Gallensteinen bestitigen
[29, 30].

Interessanterweise fand Fred Kern jr. in einer Studie im Jahr 1994 [31] heraus, dass durch eine chole-
sterinreiche Didt zwar die bilidre Cholesterinsekretion bei Gallensteintragern gesteigert wird, nicht jedoch
bei Personen, bei denen keine Gallensteine diagnostiziert wurden. Diese Beobachtung deutet auf eine ge-
netische Pradisposition fur die Entstehung von Gallensteinen hin [3, 32]. Die besonders hohe Préivalenz an
Gallensteinen bei jungen Hispaniern in Chile ldsst eine genetische Pradisposition dieser Bevélkerung fiir
eine Gallensteinerkrankung vermuten [33]. Von Miquel et al. [33] wurde erstmals anhand von mtDNA-
Analysen der ethnische Hintergrund von Individuen einer bestimmten Bevolkerung bestimmt. Hierbei wur-
den hohe bilidre Cholesterinkonzentrationen bei normalgewichtigen Hispaniern in Stidamerika gemessen,

wodurch die Existenz einer genetischen Pradisposition bei amerikanischer Abstammung gestiitzt wird [33].
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In einer weiteren Studie von Everhart et al. [34] wird die Vermutung der genetische Pradisposition fiir
das Risiko einer Gallensteinerkrankung weiter erhértet. In dieser Studie wurde eine Erh6hung des Risikos
fir eine Gallensteinerkrankung mit zunehmender amerikanischer Abstammung entdeckt [34]. Unter den
Pima-Indianern im Alter von 45 Jahren litten 56 % der Manner und 76 % der Frauen an einer Gallenstein-
erkrankung [34]. Hiermit besitzen die amerikanischen Ureinwohner die héhste Pravalenz weltweit fiir eine
Gallensteinerkrankung [34]. Da Gallensteine das Hauptrisiko fiir Gallenblasenkrebs darstellen, erkranken
entsprechend dieser Studie die amerikanischen Ureinwohner am hiufigsten von allen ethnischen Gruppen

an Gallenblasenkrebs [34].

3.2.2 Genetische Priadisposition fiir eine Cholelithiasis

Es wurden bereits mehrere Studien zur Untersuchung der genetischen Ursachen fiir Gallensteine (Choleli-
thiasis) durchgefiihrt. Eine grofie Zwillingsstudie aus Schweden [6] und eine Familienstudie [35] schreiben
den Umweltfaktoren einen Anteil von 75 % zur Entstehung einer Gallensteinerkrankung und der geneti-
schen Pradisposition einen bemerkenswerten Anteil von 25 % bis 29 % zu [3]. Es ist weiterhin Gegenstand
aktueller Studien, Gene zu identifizieren, die eine Gallensteinerkrankung verursachen kénnen. Bei geneti-
schen Untersuchungen an Menschen, die an Gallensteinen leiden, konnte keine Beziehung zwischen einem
Polymorphismus der Gene, welche fiir die Apolipoproteine A, B oder E, fiir die Cholesterin-7a-Hydroxylase
und fiir das Cholesterin-Ester-Transfer-Protein kodieren, und der Entstehung von Gallensteinen hergestellt
werden [3, 30]. Bei Untersuchungen von Mausgenen wurden mehr als 20 Gene identifiziert, die fiir eine
lithogene Galle verantwortlich sind. Insbesondere wurde hierbei das Abcg5/g8-Transporter-Gen, welches
sich bei der Maus auf Lith9 befindet, identifiziert [3, 36]. Weitere Studien an Menschen konnten die Bedeu-
tung des ABCG5/G8 Transporters in der Gallensteinbildung bestatigen. So wurde von Griinhage et al. [3]
und von Buch et al. [2] sowie in der bereits erwdhnten Zwillingsstudie aus Schweden [6] als auch in der
von Krawczyk et. al [37] durchgefiithrten Studie an Kindern, die Genvariante p.D19H, welche im Exon 1
des hepatozelluldren Cholesterintransporter ABCG8 lokalisiert ist [3], als Risikofaktor fiir die Bildung von
Gallensteinen identifiziert. Ebenso wurde in einer Studie von Puppala et. al [38] bei der Untersuchung
mexikanischer Familien, die an Gallensteinen leiden, ein starker Hinweis fiir eine Beziehung zwischen Gal-
lensteinleiden und einem Polymorphismus des ABCG5/G8-Gens gefunden. Demnach stellen nach Griinhage
et al. [3] Varianten des ABCG5/G8-Gens den Hauptfaktor der genetischen Pradisposition einiger ethnischer

Gruppen fiir eine Gallensteinerkrankung dar [3]. Um jedoch Mutationen dieses Gens besser zu verstehen
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und weitere genetische Risikofaktoren fiir ein Gallensteinleiden zu identifizieren, sind weitere Forschungsar-

beiten notwendig [3, 6].

3.2.3 Exogene Faktoren

In vielen epidemiologischen Studien wurde gezeigt, dass mit der Einfithrung der "Westernized" Diét, die
einer hoch-kalorischen, kohlenhydrat- und fettreichen sowie spurenelement- und faserarmen Erndhrung
entspricht, die Inzidenz von Gallensteinen angestiegen ist [39]. Das metabolische Syndrom stellt einen
Risikofaktor fiir die Bildung von Gallensteinen dar. Es wurde in mehreren Studien bestitigt, dass Uber-
erndhrung (hoher BMI-Wert), ein hoher LDL-Spiegel sowie Diabetes mellitus Typ 2, Insulinresistenz und
Hyperinsulindmie Triggerfaktoren fiir die Bildung von Gallensteinen sind [17, 28, 34]. Au3erdem steigt die
Pravalenz fir Gallensteine in der Schwangerschaft bzw. kurz nach der Entbindung verglichen mit nicht
schwangeren Frauen [28, 40]. Die Studien von Banim et al. [41] und V6lzke et al. [28] zeigen, dass korper-
liche Aktivitat einen protektiven Effekt auf die Bildung von Gallensteinen besitzt. Ein starker Gewichtsver-
lust, dies bedeutet eine Gewichtsabnahme von mehr als 1,5kg in einer Woche (entweder verursacht durch
eine geringe kalorische Didt oder aber durch einen gewichtsreduzierenden chirurgischen Eingriff), stellt je-
doch einen Risikofaktor fiir die Entstehung von Gallensteinen dar [42, 43][17]. Das Risiko, aufgrund einer
kalorienarmen Diét an einer Cholelithiasis zu erkranken, steigt exponentiell mit steigendem Gewichtsver-
lust pro Woche [42]. Nach einem gewichtsreduzierenden chirurgischen Eingriff ist eine Cholezystektomie
bei 15 % der Patienten notwendig [43]. In einigen Studien wird zudem eine inverse Beziehung zwischen
einem kontinuierlichen moderaten Alkoholkonsum und dem Auftreten einer Gallensteinerkrankung pos-
tuliert [28, 39, 44]. Zusitzlich fithrt die Einnahme einiger Medikamente wie Ostrogene, Progesteron, das
Somatostatinanalogon Octreoid, Calcineurininhibitoren und Fibrate zu einem erhéhten Risiko fiir die Bil-
dung von Gallensteinen [17, 39]. Ostrogene verursachen wie Fibrate eine erhéhte biliare Cholesterinsekre-
tion, wahrend Progesteron und Octreoid die Gallensteinbildung aufgrund einer Gallenblasenhypomotilitat
bedingen [17, 39]. Calcineurininhibitoren (Ciclosporin, Tacrolismus) tragen durch Inhibierung der hepa-

tozelluldren Exportpumpe fiir Gallensduren zur Gallensteinbildung bei [17, 39].

3.2.4 Verschiedene Gallensteine und ihre Pathologie

Die Galle ist eine dunkelgriine bis gelb-braune Fliissigkeit, die zu mehr als 90 % aus Wasser besteht [17].
Die drei Hauptlipide der Galle sind Cholesterin, Phospholipide und Gallensalze [17]. Die Mehrheit der Gal-

lensteine lasst sich zwei verschiedenen Typen zuordnen, den Cholesterin- oder den Pigmentsteinen. Sie
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unterscheiden sich in ihrer Zusammensetzung, ihrem Aussehen und ihrer Entstehung [17]. Generell findet
man bei einem Patienten nur einen Gallensteintyp. In den westliche Landern treten die Cholesteringallen-

steine mit einer Rate von tiber 90 % am haufigsten auf [45].

3.2.4.1 Cholesterinsteine

Cholesteringallensteine entstehen, wenn die bilidre Cholesterin-Homeostase gestort ist und Cholesterin
nicht durch die Mizellbildung durch Phospholipide und Gallensduren gelost werden kann (s. Abschnitt
3.1.2.7). Cholesterinsteine bestehen aus Cholesterinmonohydrat-Kristallen [45]. Etwa 95 % der Cholesterin-
Molekiile in der Galle liegen in der unveresterten Form vor [10]. Die Cholesterinkonzentration in der Gal-
lenblase betragt etwa 390 mg/dL [10]. Klinische Studien und Tierexperimente haben nachgewiesen, dass
die Pathogenese der Gallensteinbildung primir durch die Interaktion von fiinf Mechanismen bedingt ist
[10, 17, 46]. Zusétzlich zu den genetischen Faktoren, die bereits in Abschnitt 3.2.2 diskutiert wurden, sind
die folgenden Mechanismen relevant: die hepatische bilidre Cholesterinhypersekretion mit Entstehung einer
ibersattigten Galle, ein schneller Phaseniibergang des bilidren Cholesterins, die verminderte Gallenblase-
motilitdt mit einer Hypersekretion von Mucinen und mit immuninduzierter Gallenblasenentziindung und
eine hohe intestinale Cholesterinabsorption bzw. eine verlangsamte Darmpassage, welche eine erhohte
Cholesterinabsorption verursacht [10, 17, 46].

Hierbei stellt die hepatische Hypersekretion von Cholesterin den Hauptmechanismus bei der Entste-
hung von Gallensteinen dar [47]. Bei der Bildung der Galle werden die in der Galle gelosten Substanzen
aktiv in die Gallengangskanilchen sezerniert, und zwar Cholesterin durch den ABCG5/G8 Transporter,
Phospholipide mithilfe des ABCB4 Transporters und die Gallensalze durch den ABCB11 Transporter (s.
Abschnitt 3.3) [10]. Hierbei wird postuliert, dass die Funktion des ABCG5/G8 Transporters von einem funk-
tionierenden ABCB4 Transporter abhangig ist [47]. Abbildung 3.1 stellt die einzelnen Mechanismen der
bilidre Sekretion im Hepatozyten dar, die entsprechend eines Input-Output-Gleichgewichts fiir Cholesterin
die Cholesterinhoméostase in der Leber gewéhrleisten [10]. Das Cholesterin, welches in die Galle sezer-
niert wird, entstammt hauptsichlich der Cholesterin-denovo-Synthese in der Leber sowie der Aufnahme
von HDL-Plasmalipoproteinen und Chylomikronen in der Leber (s. Abb. 3.1). Durch eine Desinhibition des
Transkriptionsfaktors Forkhead box protein O1 (FOXO1) bei Insulinresistenz kommt es zu einer gesteigerten
Expression des ABCG5/G8 Transporters in den Hepatozyten, verbunden mit einer gesteigerten bilidren Cho-
lesterinsekretion [17, 48]. Weiterhin werden die Cholesterinsynthese in der Leber und die bilidre Choleste-

rinsekretion durch Ostrogene, iiber die Aktivierung des Ostrogenrezeptors und des G-Protein gekoppelten
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Rezeptors 30, gesteigert [17, 49]. Die bilidre Cholesterinsekretion bzw. die Cholesteringallensteinbildung
wird zudem durch die nuklearen Transkriptionsfaktoren Liver X receptor (LXR) und Farnesoid X receptor
(FXR) beeinflusst, da sie die Transkription der Transportergene beeinflussen. Beziiglich der Gallenstein-
bildung verhalten sich diese Transporter gegensatzlich [17, 50, 51]: Wahrend die Expression von ABCB4
und ABCB11 durch FXR kontrolliert wird, wird der ABCG5/G8 Transporter durch den Transkriptionsfak-
tor LXR reguliert. Somit bewirken FXR-Agonisten durch eine gesteigerte Sekretion von Gallensalzen und
Phospholipiden, dass mehr Cholesterin in der Galle gelst werden kann. Im Gegensatz zu dieser protektiven
Wirkung fordern LXR-Agonisten durch Steigerung der bilidren Cholesterinsekretion die Cholesteringallen-
steinbildung [50].

Weiterhin induziert der Transkriptionsfaktor FXR im Menschen den Fibroblast growth factor 19 (FGF19),
in der Maus entsprechend FGF15 [52]. FGF19 bzw. FGF15 wird von den Enterozyten sezerniert [52]. FGF19
funktioniert als Hormon, indem es durch einen Riickkopplungsmechanismus bei hohen Gallensdurenkonzen-
trationen von den Enterozyten sezerniert wird und die Gallensiurensynthese im Hepatozyten, durch Inhi-
bierung von Cytochrom P450 7A1 (CYP7A1), unterdriickt. Zudem fithrt FGF19 zur Relaxation der Gallen-
blase. Krawczyk et al. [53] konnten auflerdem einen funktionalen Zusammenhang zwischen genetischen
Varianten im FGF19-Gen und der Entstehung von Gallensteinen aufdecken.

Ein weiterer Transporter, der an der Aufrechterhaltung des Cholesteringleichgewichtes beteiligt ist, ist der
Niemann-Pick C1-like 1 (Npc1l1) Transporter. Dieser Transporter findet sich sowohl in der kanalikuldren
Membran der Hepatozyten als auch in der apikalen Membran der Enterozyten (s. Abb. 3.1) und ist dort
fur die Aufnahme des Cholesterins in die Zelle zustandig. Im Interstitium wird dieser Transporter beim
Menschen wesentlich starker exprimiert als in der Leber. Daher wird ihm eine geringe Bedeutung in der
Regelung der bilidren Cholesterolsekretion zugeschrieben. Jedoch kénnen Mutationen in diesem Trans-
porter zu einer gesteigerten intestinalen Cholesterinabsorption fithren, wodurch es in der Leber, aufgrund
der hohen Cholesterinkonzentrationen, zu einer bilidren Cholesterinhypersekretion iiber den ABCG5/G8
Transporter kommt [17].

Die hepatische bilidre Cholesterinhypersekretion kann begleitet sein von geringen, normalen oder hohen
hepatischen bilidren Sekretionsraten an Gallensalzen und Phospholipiden. Diese Lipide sorgen dafiir, dass
Cholesterin in der Galle gelost werden kann [10]. Von einer mit Cholesterin tibersattigten Galle spricht man,
wenn das Cholesterin in der Galle nicht mehr durch die Gallensalze und die Phospholipide in Losung gehal-
ten werden kann [10, 17, 54]. Daher kann es nicht nur durch eine bilidre Cholesterinhypersekretion, sondern

auch bei normalen bilidren Cholesterinsekretionsraten aufgrund geringer Sekretionsraten an Gallensalzen
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und Phospholipiden zu einer mit Cholesterin ibersattigten Galle kommen [10, 17].

Lecithin wird durch die Hepatozyten mithilfe der detergenten Wirkung der Gallenséure in die Canaliculi
biliferi als unilamellare Vesikel mit einem Durchmesser von 63-67 nm sezerniert [55]. Das Cholesterin wird
durch diese Lipidvesikel aufgenommen [56]. In den Vesikeln betragt das Cholesterin zu Phospholipidver-
haltnis in normaler Galle 0,34-0,38 [56]. In lithogener Galle steigt das Verhaltnis zugunsten des Cholesterins
weiter an [56]. Es kommt zu einer Aggretation oder Fusion der cholesterinreichen Vesikel und es entstehen
multilamellare Vesikel mit zunehmender Grofle [56]. Diese multilamelldren Partikel entstehen in Systemen
mit einem geringen Gallensaure/Lecithin-Quotienten, wahrend Kristallisierungsprozesse in Systemen mit
einem hohen Gallensidure/Lecithin-Quotienten auftreten [57].

Das Auftreten von fliissigen Cholesterin-Monophosphat-Kristallen stellt den ersten physikalisch-chemi-
schen Schritt in der Entstehung von Gallensteinen dar [10]. Untersuchungen des Phasentiiberganges der
Galle ergaben, dass es fiinf verschiedene Kristallisationswege der Galle gibt, die abhangig vom Cholesterin-,
Phospholipid- und Gallensdure-Verhéltnis sind [10, 17, 57]. Das Wachstum der fliissigen Cholesterinkris-
talle wird durch die Anwesenheit von Mucinen und weiteren nukleationsfordernden Substanzen beschleu-
nigt [10, 58]. Eine Uibersattigte Galle ist zwar fiir die Bildung von Gallensteinen notwendig, jedoch tritt eine
ubersattigte Galle auch bei vielen Personen auf, die keine Gallensteine haben, sodass zusatzlich weitere Fak-
toren zur Gallensteinbildung beitragen [58]. Eine beschleunigte Nukleationszeit der Cholesterinkristalle
ist ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal zwischen der mit Cholesterin {ibersattigten Galle eines Patienten
mit und einer Person ohne Gallensteine [59, 60].

Die fiinf verschiedenen Kristallisationswege als Funktion der Zeit und als Funktion der Lecithinkonzentra-
tion wurden physikalisch-chemisch ndher untersucht [26]. Bei der Bildung von Cholesterinsteinen kénnen
zwei Schritte unterschieden werden [61]. Im ersten Schritt ist die Kapazitat der Galle, Cholesterin zu l6sen,
iiberschritten [61]. Damit prazipitieren Teile des Cholesterins in der Galle in Form von Mikrokristallen [61].
Im zweiten Schritt vereinen oder wachsen diese Mikrokristalle und bilden makroskopische Gallensteine [61].
Von Admirand et al. [61] konnte gezeigt werden, dass der Effekt der Gallensalze und der Phospholipide nicht
strikt additiv ist. Aufgrund des dhnlichen Verhaltens einer Modellgalle, die nur aus Gallensaure, Lecithin,
Cholesterin und Wasser besteht, verglichen mit der menschlichen Galle lésst sich schlieflen, dass die Los-
lichkeit des Cholesterins in der humanen Galle durch das Verhéltnis dieser drei Substanzen zueinander be-
stimmt wird [61]. Abbildung 3.2 zeigt eine Methode zur Darstellung der Gallenzusammensetzung mithilfe

eines dreieckigen Koordinatensystems [61]. Die Zusammensetzung einer Galle, deren Summe aus Gallen-
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sdure, Lecithin und Cholesterin 100 % entspricht, wird durch einen einzigen Punkt in diesem Diagramm
repréasentiert [61]. Am Boden dieses Dreiecks, eingeschlossen durch eine durchgezogene Linie, befindet
sich die physiologische, mizellare Galle. Die fiinf Kristallisationssequenzen sind durch die Buchstaben A-E
gekennzeichnet. Der obere Teil des Dreiecks ist durch zwei durchgezogene und zwei gestrichelte Linien in
diese Regionen aufgeteilt. Die Anzahl der Phasen entsprechen dem Zustand im Gleichgewicht [26].

Die Cholesterinldslichkeit steigt zun4chst mit zunehmendem Phospholipidanteil von einer geringen Los-
lichkeit in reinen Mizellen aus Gallensduren zu einer hoheren Loslichkeit des Cholesterins in gemischten
Mizellen [62]. Fiir mittlere Phospholipidkonzentrationen steigt die Cholesterinldslichkeit jedoch nicht weiter
an, sondern bleibt konstant [62]. Nach dieser Plateauphase nimmt die Loslichkeit des Cholesterins mit
steigendem Phospholipidanteil ab und erreicht den Wert null an der mizellaren Phasengrenze [62]. Bei
konstanter Temperatur fiihrt eine Zunahme der Gesamtlipidkonzentration zu einem markanten Anstieg der
maximalen Cholesterinloslichkeit [62].

Die einfache fliissige mizellare Phase ist charakterisiert durch eine diffuse Streuung einfallender Ront-
genstrahlen [62], ist nicht mit Cholesterin gesattigt und kann somit Cholesterin weiterhin auflésen [63].
Sie entspricht der normalen Galle, welche innerhalb der mizellaren Losungszone liegt [63]. Mithilfe von
Phasenkontrast- und Polarisationsmikroskopie wurden die einzelnen Sequenzen der Cholesterinkristallisa-
tion, des Cholesterinkristallwachstums und der Gallensteinbildung zu unterschiedlichen Zeitpunkten unter-
sucht. Die im Phasendiagramm links liegende Zweiphasenzone zeigt hingegen zusatzlich in der Réntgen-
beugung ein Profil, welches mit der gleichzeitigen Existenz von Cholesterinmonohydratkristallen iiberein-
stimmt [62]. Die in der Mitte des Phasendiagramms liegende Dreiphasenzone besteht aus einem Gemisch
von Cholesterinmonohydratkristallen, lamillaren Fliissigkristallen und Mizellen [62]. Die Zweiphasenregion
rechts im Phasendiagramm stellt ein fliissig-kristallines Profil mit isotroper Streuung von Réntgenstrahlen
dar [62]. Mit Abnahme der Hydrophobizitit der konjugierten Gallensauren wird das Maximum der mizel-
laren Cholesterinléslichkeit reduziert [47]. Gleichzeitig schieben sich die mehrphasigen Zustinde, welche
oberhalb der Mizellenregion im Phasendiagramm liegen, nach links zu kleineren Phospholipid/Gallensauren-
Verhiéltnissen [47]. Dadurch wird das rechte Zweiphasengebiet, in dem nur flissige Kristalle existieren (Re-
gion E), groBBer [56]. Dies erklért, wieso hydrophile Gallensauren (wie z.B. Ursodeoxycholsdure) die Kristalli-
sation verhindern [56]. Gallensauren mit einer geringeren Hydrophobizitat verringern die Cholesterinkris-
tallisation und die Konzentration von kristallisationsfordernden bilidren Proteinen (IgG, IgA, Haptoglobin,

Aminopeptidase N u.a.) [56, 64].
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Abbildung 3.2: Gleichgewichtsphasendiagramm eines Gallensdure-Phospholipid-Cholesterin-Systems mit
einer Gesamtlipidkonzentration von 7,3 g/dl in einer 0,15 M NaCl-Lésung bei 37 °C und bei
einem pH-Wert von 7,0 [26].

Der allgemeine Index zur Beschreibung der Cholesteriniiberséttigung der Galle ist der Cholesterinsétti-
gungsindex (CSI) [65]. Er ist der Quotient aus der Cholesterinkonzentration der Galle und der maximal
l6slichen Cholesterinkonzentration in einer Modellgalle identischer Lipidzusammensetzung [65]. Bei einer
mit Cholesterin iiberséttigten Galle beginnt sich zunéchst eine grofie Menge an nicht-doppelbrechendem Gel
aus amorphen Mucin im Gallenblasenlumen zu sammeln, woraus sich viele kleine, nicht-doppelbrechende
flissigkristalline Filamente bilden [10]. Diese haben zunéchst eine bogenformige Struktur, welche sich bei
weiterem Wachstum zu einer Population aus regelrechten rechtsdrehenden Helices vermehren [57]. Diese
Helices weiten sich mit der Zeit auf und formen tubulére Kristalle. Sie bilden die Strukturen der sogenann-
ten Ubergangsphase [57, 66]. Aus diesen Strukturen bilden sich plattenformige Cholesterinkristalle mit den
charakteristischen eingekerbten Ecken [57]. Nach einigen Tagen beginnen diese kleinen Fliissigkristalle sich
zu Clustern zusammenzulagern und bilden aggregierte Fliissigkristalle [57]. Mit der Zeit verschmelzen diese
Cluster zu typischen Flussigkristallen, die charakteristische Strukturen wie das Malteserkreuz ausbilden und

doppelbrechend sind [57]. Nur diese aggregierten und verschmolzenen Flissigkristalle entwickeln scharfe
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Kanten und bilden sich zu typischen festen Cholesterinmonohydratkristallen aus [57]. Durch weiteres
Wachstum der Monohydratkristalle kann sich eine Mikrolithiasis und eventuell spater ein makroskopischer
Stein entwickeln. Jedoch ist in spektroskopischen Untersuchungen beobachtet worden, dass einige typische
plattenférmige Cholesterinkristalle nicht diese Kristallisationspfade durchlaufen [66]. Innerhalb multilamel-
larer Vesikel, die mit Cholesterin gesattigt sind, bilden sich direkt Cholesterinmonohydratkristalle [66].
Die Kontraktilitdt und Relaxation von Gallenblasenmuskelzellen bei Patienten mit Gallensteinen ist ab-
normal verglichen mit der Kontraktilitit und Relaxation von Gallenblasenmuskelzellen bei Personen, die
keine Gallensteine haben [67]. Die Zellen der Gallenblase absorbieren Cholesterin aus der iibersattigten
Galle. Das Cholesterin wird verestert und in der Mukosa und Lamina propria der Gallenblasenmuskelzellen
gespeichert. Dadurch kommt es zu einer Gallenblasenhypomotilitat aufgrund einer Versteifung dieser
Zellen und einer Entkopplung der Signal-Transduktion, die normalerweise nach Bindung von CCK an den
Rezeptor iiber intrazellulare G-Proteine erfolgt [17, 67-69]. Weiterhin kann eine Gallenblasenhypomotilitat
durch eine chronische Entziindung der Gallenblase, die zu einer Fibrosierung der Gallenblasenwand fiihrt,
bedingt sein [17]. Diese chronische Entziindung kann durch Bakterien in den Gallenwegen verursacht wer-
den [70]. Durch die verminderte Kontraktionsfahigkeit der Muskelzellen der Galle verbleibt die tibersattigte

Galle langer in der Gallenblase, sodass eine grofiere Moglichkeit zur Kristallisation des Cholesterins besteht

[17].

Der enterohepatische Pool an Gallensalzen ist bei Patienten mit Morbus Crohn und bei Patienten, bei
denen eine intestinale Resektion oder eine Kolektomie durchgefithrt wurde, verringert. Diese intestinalen
Faktoren verringern die bilidre hepatische Sekretion von Gallensalzen, wodurch die Loslichkeit von Cho-
lesterin verringert wird [17]. Im Gegensatz zu Beobachtungen in Tiermodellen haben Patienten mit Gallen-
steinen im Vergleich zur Kontrollgruppe haufig eine geringere intestinale Cholesterinabsorption, aber eine

gesteigerte Cholesterinsynthese [17, 68].

3.2.4.2 Pigmentsteine

Pigmentgallensteine treten wesentlich seltener auf als Cholesteringallensteine [71]. Sie werden in schwarze
und braune Pigmentsteine unterschieden und entstehen aufgrund einer Stérung im Bilirubin-Metabolismus
[17, 71].

Schwarze Pigmentgallensteine werden in nicht infizierter Galle gebildet und befinden sich hauptséch-

lich in der Gallenblase. Sie entstehen aufgrund der nicht bakteriellen, nicht enzymatischen Hydrolyse von
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Bilirubin-Konjugaten [71]. Die Hyperbilirubindmie, die die Ursache fiir die Bildung schwarzer Pigmentsteine
darstellt, kann sich aufgrund einer Hamolyse unterschiedlicher Genese, aufgrund einer ineffektiven Ery-
thropoese, einer Erkrankung des Ileums, einer Ileumresektion oder einer Leberzirrhose entwickeln [17, 71].
Die schwarzen Pigmentsteine bestehen entweder aus reinem Calciumbilirubinat oder aus polymerisierten
Komplexen, bestehend aus unkonjugiertem Bilirubin, Calicumbilirubinat, Calcium und Kupfer [17].
Braune Gallensteine kénnen sowohl in der Gallenblase als auch in den intra- und extrahepatischen Gal-
lengangskanélchen gebildet werden [71]. Sie entstehen sekundéar durch eine anaerobe bakterielle Infektion
aufgrund einer chronischen Stauung der Galle [71]. Das iiberschiissige unkonjugierte Bilirubin entsteht
durch Hydrolyse der Bilirubinglucuronidase mittels bakterieller f-Glucuronidase [72]. Das unlésliche, un-
konjugierte Bilirubin bildet, wie bei den schwarzen Pigmentsteinen, mit Caliumionen Calciumbilirubinate
mit einer variablen Menge an Cholesterin, Fettsduren, Mucin, Glykoproteinen, Gallensalzen und Phospho-
lipiden [17]. In mehreren Studien wurde gezeigt, dass es eine genetische Pradisposition fiir die Bildung von
Pigmentgallensteinen aufgrund einer Steigerung des im enterohepatischen Kreislauf zirkulierenden Biliru-

bins gibt, wodurch es zur Bildung dieser Steine bei Mukoviszidose und Sichelzellandmie kommt. [17, 73].

3.3 ABC-Transporter

Die ATP-binding cassette (ABC) Transporter stellen die grofite Familie der Transmembran-Proteine dar
[74]. Etwa 50 ABC-Gene sind bereits im menschlichen Genom identifiziert worden [75]. Die Proteine
dieser Transporter-Familie sind an vielen unterschiedlichen Membrantransportprozessen, deren Substrate
von kleinen Ionen bis zu grofien Polypeptiden und Polysacchariden reichen, beteiligt [76]. Die ABC-Proteine
sind durch die Sequenz und die Organisation ihrer ATP-Bindungsstruktur, welche auch als Nukleotid-Bin-
dungsdoméne (NBD) bezeichnet wird, charakterisiert [74]. Das NBD-Gen besteht aus den sogenannten
Walker A und Walker B Motiven, welche in der Genstruktur aller ATP-Bindungsproteinen enthalten sind
[74]. Walker A und Walker B sind durch eine C-Sequenz voneinander getrennt [74]. Der funktionelle Trans-
porter besteht aus zwei NBD und zusatzlich zwei Transmembrandoméanen (TM) [74]. Die ABC-Gene sind
bei Eukaryonten entweder als kompletter Transporter mit zwei TM und zwei NBD organisiert oder aber
nur als eine Halfte des funktionellen kompletten Transporters, bestehend aus einer TM und einer NBD [74].
Diese Halb-Transporter konnen entweder zu Homodimeren oder, durch Zusammenlagerung mit einer an-
deren Transporterhalfte, zu Heterodimeren oligomerisieren [74]. Diese TM sind hydrophob und bestehen
aus jeweils sechs a-Helices, welche die Membran durchspannen [76]. Sie sind spezifisch fiir das jeweilige

Substrat [76]. Die ATP-Bindungsstrukturen befinden sich peripherer, auf der zytoplasmatischen Seite der
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Membran, mit Kontakt zu den TM [76]. Um ihre Substrate {iber die Membran zu transportieren, wird ATP
an den NBD gebunden und hydrolisiert [76]. Die dadurch gewonnene Energie ermoglicht den Transport des
Substrates iiber die Membran [74]. Somit handelt es sich bei den ABC-Transportern um primér aktive Trans-
porter, da sie mithilfe von ATP entgegen dem chemischen Gradienten Substrate transportieren [77]. ABC-
Transporter arbeiten unidirektional [74]. In Bakterien sind ABC-Transporter hauptsachlich fiir den Import
wichtiger Substanzen, welche nicht durch Diffusion in die Zelle gelangen koénnen, verantwortlich [74]. Bei
Eukaryonten transportieren diese Transporter hingegen Substanzen des Zytoplasmas aus den Zellen heraus
bzw. in den Extrazellularraum [74]. Die humanen ABC-Transporter werden in sieben Subfamilien unterteilt,
entsprechend dem Alphabet von ABCA bis ABCG [75]. Die Subfamilien ABCE und ABCF sind, im Gegen-
satz zu den anderen Subfamilien, nicht in der Membran lokalisiert und nicht an Membrantransportprozessen
beteiligt [75]. Die ABCG Subfamilie besteht aus fiinf charakteristischen ABC Halb-Transportern: ABCGl,
ABCG2, ABCG4, ABCG5 und ABCGS [75]. ABCG1, ABCG4, ABCG5 und ABCGS sind fiir den ATP ab-
hangigen Transport von Steroiden und Lipiden tiber die Zellmembran verantwortlich [75]. ABCG2 stellt ein
Multidrug Resistance Transporter dar, der haufig in Tumorstammzellen exprimiert wird [75]. Hohe ABCG2-
Expressionswerte konnten auf Zellen des Retinoblastoms, Lungen-, Leber- und Pankreastumorzellen detek-
tiert werden [75] .

Diese Arbeit beschéftigt sich mit dem ABCG5/G8 Transporter, sodass der Aufbau dieses Transporters in
Abschnitt 3.3.2 naher beschrieben wird. Zudem wird im Folgenden (s. Abschnitt 3.3.1) kurz die Funkti-
onsweise von ABCB4 und ABCB11, zwei Transporter der ABCB Subfamilie, zum besseren Verstindnis der

Arbeit erlautert.

3.3.1 ABCB4 und ABCB11 Transporter

ABCB4, auch MDR-3 (Multi-Drug Resistance 3) P-Glycoprotein genannt, ist ein Transmembranprotein,
welches sich, wie der ABCG5/G8 Transporter, in der kanikuldren Membran der Hepatozyten befindet [78,
79]. Er ist spezialisiert auf die Sekretion von Phosphatidylcholin (s. Abb. 3.1) [74, 80]. Genetische Muta-
tionen dieses Transporters verursachen die Progressive familidre intrahepatische Cholestase Typ 3 (PFIC3),
sowie Gallensteine und eine intrahepatische Cholestase bei Schwangeren [79]. ABCB11 kodiert fiir ein ATP
abhangiges Transmembranprotein, das als Gallensdurenexportpumpe dient (s. Abb. 3.1) [74]. Die Progres-
sive intrahepatische Cholestase Typ 2 (PFIC2) und die Benigne rekurrierende intrahepatische Cholestase
Typ 2 (BRIC2) sind Krankheiten, die mit Mutationen im ABCB11 Gen assoziiert sind [81].
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3.3.2 ABCG5/G8 Transporter

Bei dem ABCG5/G8 Transporter handelt es sich um die zwei Heterodimere ABCG5 und ABCGS8 der ABCG
Subfamilie, die sich zu einem funktionsfahigen Transporter zusammenlagern [82]. Dieser Transporter findet
sich in der kanikularen Membran von Hepatozyten und in der apikalen Membran von Enterozyten [82, 83].
Die ABCG5- und ABCGS8-Gene liegen nebeneinander auf Chromoson 2p21, in einer Kopf-an-Kopf Orien-
tierung [83]. Thre Translationsstartpunkte sind durch 374 Basenpaare (bp) voneinander getrennt [83]. Beide
Gene werden durch 13 Exons kodiert und umfassen ~ 28 kb (Kilo-Basenpaare) [83]. Die Aminosaurense-
quenz dieser beiden Gene sind zu 28 % identisch und dhneln sich zu 61 % [83]. Sie besitzen einen gemein-
samen bidirektionalen Promotor [83], sodass das ABCG8-Gen vom Translationsstartpunkt aus in 5’-3" und
das ABCG5-Gen in 3’-5" Richtung abgelesen werden [84]. Der ABCG5/G8 Transporter sezerniert Cholesterin
und Pflanzensterole entsprechend ihrer Lokalisation in die Gallenkanélchen oder in das Darmlumen [82, 83] .
Mutationen in einem dieser Transporter verursachen beim Menschen Sitosteroldmia, eine seltene autosomal
rezessive Erkrankung [83]. Sie wird durch eine erhéhte Absorption von Pflanzensterolen und Cholesterin im
Darm verursacht, fihrt zur Bildung von Xanthomen und erhéht das Risiko fiir Arteriosklerose, verbunden
mit kardiovaskuldren Erkrankungen [85]. Da die Patienten nicht fahig sind, die Sterole auf bilidirem Weg

auszuscheiden, akkumulieren die Sterole im Gewebe [85].
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Abbildung 3.3: Struktur des ABCG5/G8 Heterodimers [86].

3.3.3 Herstellung der Abcg5/g8 Knock-out Mause mit dem Cre-lox System

Molekulare Techniken ermoglichen heutzutage die prazise genetische Modifikation von Méusen [87]. Ge-
netische Schalter erlauben die Expression oder Entfernung von bestimmten Genen in bestimmten Geweben

zu einer bestimmten Zeit [87]. Mithilfe dieser Techniken kann ein besseres Verstandnis der Funktion einzel-

25



3 Theoretischer Hintergrund

ner Gene in der Pathogenese bestimmter Krankheiten gewonnen werden [87]. Die Cre (cyclische Rekom-
binase) spezifische DNA der Bakteriophagen P1 stellt ein wichtiges Werkzeug in der Herstellung spezi-
fischer DNA-Rearrangements und genetischer Switches dar, wodurch bestimmte Tiermodelle zur Unter-
suchung menschlicher Krankheiten generiert werden konnen [87]. Das ortsfeste Cre-loxP Rekombinase
System der Bakeriophagen P1 besteht aus der loxP-Stelle, an der die Rekombinase stattfindet, und aus dem
phagenkodierenden Protein Cre, welches die Reaktion vermittelt [88]. Hierbei katalysiert das Cre Enzym
die Rekombination zwischen zwei loxP-Erkennungssequenzen (locus of X-over of P1, X-over steht dabei fiir
crossover) [89]. Rekombination meint allgemein die Neukombination von DNA-Sequenzen und setzt zwei
grundlegende Prozesse voraus. Dies ist einmal die Aufnahme fremder DNA in die Zelle und zweitens ein
Doppelstrangbruch der chromosonalen DNA mit anschliefender Neukniipfung [89]. Das zentrale Element
der loxP-Sequenz, welche aus 8 bp besteht, wird von zwei palindromischen Sequenzen eingerahmt, die je-
weils 13 bp besitzen [89]. Ein zwischen zwei gleichgerichteten loxP-Sequenzen liegendes DNA-Segment
wird durch die Cre-Rekombinase herausgeschnitten und dauerhaft entfernt [89]. Durch gezieltes Einfii-
gen der loxP-Sequenzen in einen Vektor kann eine Wunschsequenz flankiert werden, sodass das Genom
dieser Mause loxP-flankierte Elemente enthalt [89]. Zusitzlich stellt man eine transgene Maus her, die
die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle eines spezifischen Promotors gewebsspezifisch exprimiert [89].
Durch Kreuzung dieser transgenen Maus mit einer Maus, bei der eine Wunsch-DNA-Sequenz durch loxP-
Sequenzen flankiert ist, wird in den Hybriden die mit loxP-flankierte DNA-Sequenz nur in dem Gewebe
entfernt, das die Cre-Rekombinase exprimiert. Durch diese ,konditionale Mutagenese® wird eine ,loss of
function® Mutation generiert [87]. Beim Ausschneiden der DNA-Sequenz bleibt ein loxP-Element zuriick,
welches aus je einer Halfte der beiden urspriinglichen loxP-Sequenzen besteht [89]. Hierdurch kénnen ge-
websspezifische Mutationen bzw. Knock-outs untersucht werden, bei welchen das Ausschalten einer Gen-
funktion im gesamten Organismus nicht mit dem Leben vereinbar ware [89] oder um die Auswirkungen
einer bestimmten Mutation in unterschiedlichen Geweben miteinander zu vergleichen.

Diese Strategie wurde das erste Mal von Gu et al. [90] angewendet, wobei es ihm gelang, die DNA Poly-
merase f§ nur in T-Zellen zu inaktivieren. Das gleiche Verfahren wurde auch zur Herstellung der AlbCre-
Maéuse und der VilCre-Mause, welche in dieser Arbeit verglichen werden, angewendet.

Die loxP-Sequenzen wurden im Intron 2 des Abcg5-Gens und im Intron 1 des Abcg8-Gens mithilfe eines
Oligonukleotidprimers eingefiigt. Mithilfe der Elektoporation wurde das Konstrukt in die embryonalen
Stammzellen von C57BL/6] Mausen transduziert [14, 91]. Die embryonalen Stammzellen erhilt man aus

der inneren Zellmasse frither Mausembryonen [89]. Nach erfolgreicher Transformation der embryonalen
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Stammzellen wurden diese in Blastozysten von C57BL/6] Mausen injiziert. Diese Blastozysten wurden dann
in pseudoschwangere Méuse transferriert [89]. Die homozygot gefloxten Nachkommen der gewtinschten
Gensequenz werden mit B6.Cg-Tg(Alb-Cre)21Mgn/J Méusen zur Herstellung der AlbCre-Mause und mit
B6.SJL-Tg(Vil-Cre)997Gum/] zur Herstellung der VilCre-Méause gekreuzt [14] (s. Abb. 3.4).

Die B6.SJL- Tg(Vil-Cre)997Gum/J transgene Maus besitzt den Villin 1-Promotor, welcher die Expression
der Cre-Rekombinase fiir die epithelialen Zotten- und Kryptenzellen von Dick- und Diinndarm reguliert.
Eine Kreuzung dieser Maus mit Méusen, die Abcg5/g8 gefloxte Gensequenzen besitzen, ergibt intestinale
Abcg5/g8 Knock-out Mause, welche im weiteren VilCre-Miuse genannt werden.

Die B6.Cg-Tg(Alb-Cre)21Mgn/] Mause exprimieren die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des Albumin-
Promotors. Da Albumin nur in der Leber exprimiert wird, erzeugt diese Kreuzung leberspezifische Abcg5/g8
Knock-out Mause, die im Folgenden als AlbCre-Miuse bezeichnet werden. Durch Kreuzung mit der ge-
websspezifischen Cre-Rekombinase, welche die ersten beiden Exons des Abcg5-Gens und das erste Exon des
Abcg8-Gens entfernt, kommt es zu einer gewebsspezifischen Inaktivierung beider Gene.

P t
AL"CE;’/SQ Exonl loxP Exon2

Abcg5s Abcg8

Cre-Rekombinase

Promoter
Abcg5/98

Exon3m[e)'{3 Exon2

Abbildung 3.4: Schematische Darstellung der Herstellung der gewebsspezifischen Abcg5/g8 Knock-out
Miéuse mithilfe des Cre-lox Systems (leberspezifischer Abcg5/g8 Knock-out: AlbCre-Méuse,
darmspezifischer Abcg5/g8 Knock-out: VilCre-Mause) (modifziert mit freundlicher Genehmi-
gung von S. Weber).
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In diesem Abschnitt sollen sowohl die Messmethoden als auch die zur Auswertung der Daten angewendeten
statistischen Modelle und die in dieser Arbeit verwendeten Materialen (s. Tabelle 4.1) erlautert werden.
Die Probengewinnung mit Anlage einer akuten Gallenfistel wird in Abschnitt 4.3 kurz beschrieben. Fiir
eine genaue Beschreibung sowie fiir eine detaillierte Auflistung der verwendeten Materialien verweise ich
auch auf die Doktorarbeit von Frau C. Rebholz [15]. Die gewonnenen Proben wurden bei -80 °C aufbewahrt
und nur zu Messung aufgetaut. Die Haltung und Fiitterung der Mause entspricht den gleichen Kriterien wie

in der Arbeit von C. Rebholz und wird in Abschnitt 4.2 beschrieben.

Tabelle 4.1: Materialien

Material Hersteller

Bestimmung der Gallenzusammensetzung

Cholesterinbestimmung

Cholesterol (Chol) Enzymatic Endpoint Method Cat No.:CH200 Randox Laboratories Ltd.
Phospholipidbestimmung

Phospholipid Lyo Buffer Ref: ehemals 555-753, jetzt 553-006 u. 006S mti diagnostics GmbH
Gallensaurenbestimmung

Total Bile Acids (TBA) 5™ Generation Enzymatic Colorimetric Cat No.:BI3863 Randox Laboratories Ltd.

Photometer

Sunrise™ Seriennr.: 03930001975 Tecan Trading AG, Switzerland

Wellenldngenbereich: 340 nm — 750 nm

Software: MagellanTM

Mausmodelle
Wildtyp- (WT-) Mause : Kontrollgruppe eigene Zucht
AlbCre-Mause : hepatischer Abcg5/g8 Knock-out eigene Zucht
VilCre-Méuse : intestinaler Abcg5/g8 Knock-out eigene Zucht
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4.1 Mausmodelle

In dieser Arbeit wurde die Gallenzusammensetzung der AlbCre-Méuse, die keinen ABCG5/G8 Transporter
in der Leber besitzen, gemessen. Hierzu wurden die Messungen entsprechend Abschnitt 4.4 durchgefiihrt.

C. Rebholz [15] hat in ihrer Arbeit unter anderem die Gallenzusammensetzung der WT-Méuse und der
VilCre-Méuse, bei denen der ABCG5/G8 Transporter im Darm fehlt, gemessen. Die Daten der WT- und
VilCre-Méause wurden zum Vergleich mit den gemessenen Werten der AlbCre-Mause herangezogen. Die

WT-Maiuse dienten als Kontrollgruppe.

4.2 Haltung und Fiitterung der Mause

Die Kriterien der Fiitterung und Haltung treffen fiir die in C. Rebholz [15] und in dieser Arbeit untersuchten
WT- und VilCre-Méusen sowie fiir die AlbCre-Méuse, die in der vorliegenden Arbeit im Fokus stehen, zu.

Die Méuse wurden unabhéngig ihres Genotyps in beliifteten Kafigen zu maximal fiinf Méausen gehalten.
Die Raumtemperatur betrug 22°C + 1°C und die relative Luftfeuchtigkeit 50 % - 60 %. Durch kiinstliches
Licht wurde den Miusen ein zwélf-stiindiger Tag-Nacht-Rythmus (5 Uhr bis 17 Uhr) vorgegeben. Uber den
gesamten Zeitraum der Haltung hatten die Tiere freien Zugang zu Trinkwasser und, entsprechend ihrer
Einteilung, zu dem fiir sie vorgesehenden Futter. Im Alter von drei Wochen wurde bei den fiir die litho-
gene Diit vorgesehenden Mdusen mit der Fiutteung der speziellen Nahrung begonnen, wihrend die anderen
Miuse weiterhin das normale Futter erhielten. Das spezielle Futter der lithogenen Diat wurde von der Firma
ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, [92] auf unseren Wunsch angefertigt und besteht aus 15 % Butterfett, 1 %
Cholesterin, 0,5 % Cholsiure, 2 % Maisol, 50 % Rohrzucker, 20 % Kasein, essenziellen Mineralien und Vitami-
nen. Die entsprechenden Méause erhielten iiber einen Zeitraum von zwolf Wochen diese lithogene Diét.
Wihrend dieser Zeit wurden die Menge der Futteraufnahme und das Kérpergewicht der Mause regelmiflig
kontrolliert. Ebenso wurden die Menge der Futteraufnahme und das Kérpergewicht der Méduse, welche eine
normale Diét erhielten, kontrolliert. Bei diesen Mausen wurde im Alter von ca. drei Monaten die Operation
zur Probengewinnung durchgefiihrt.

Die Haltung der Méuse sowie alle Experimente an den Mausen wurden nach §7 und §8 des Tierschutzge-
setzes [93] durchgefiihrt und durch das Landesamt fiir Soziales, Gesundheit und Verbraucherschutz genehmigt

(Aktenzeichen TV28/2012).

29
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4.3 Probengewinnung durch Anlage einer akuten Gallenfistel

Die zur Probengewinnung notwendige Operation der Mause wurde von A. Bohner und C. Rebholz durchge-
fihrt. In diesem Abschnitt werden kurz die wichtigsten Schritte dargestellt. Eine detaillierte Beschreibung
findet der interessierte Leser in der Arbeit von C. Rebholz [15], auf die ich mich hier beziehe.

Die Méuse wurden zunéchst durch eine intraperitoneale Injektion und zusatzlich mit fiinf Atemziigen
Isofluran anésthesiert. Danach wurde mit der Operation, durchgefithrt unter semisterilen Bedingungen
mit dem Leica M50 Mikroskop, begonnen. Es wurde eine Laparotomie vom Bauchnabel bis zum Sternum
durchgefiihrt, und dann wurde das Peritoneum eréffnet. Die Leber wurde nach kranial mobilisiert, und der
Ductus choledochus wurde freigelegt. Dieser wurde mithilfe eines Seide-USP-Fadens (USP = United States
Pharmakopeia) abgeschniirt, um eine kiinstliche Cholestase zu induzieren. Das Erscheinungsbild der Leber
wurde subjektiv beziiglich einer Fettleber betrachtet, und die Gallenblase wurde auf Steine und Mucingehalt
untersucht. Nach Riickmobilisation der Leber durchtrennte man das Ligamentum teres hepatis, welches den
linken Leberlappen vom Lobus quadratus der Leber trennt und nach ventral verlauft [94]. Danach wurde die
Gallenblase dargestellt. Vor der Inzision an der Gallenblasenspitze, die zur Einfithrung des Katheters diente,
wurde um den Corpus der Gallenblase eine Schlaufe gelegt. Nach erfolgreicher Kantilierung wurde diese
zur Fixierung des Katheters festgezogen. Die Probengewinnung startete, aufgrund der Schwerkraft, direkt
mit der Kaniilierung in Eppendorf-Reaktionsgefafle. Diese wurden in der ersten Stunde alle 15 Minuten
und danach, fiir maximal weitere finf Stunden, jede Stunde gewechselt. Das Volumen jeder Probe wurde
dokumentiert, und die Gallenfliissigkeit wurde mikroskopisch untersucht. Nach insgesamt sechs Stunden
wurde den Méausen fiir weitere Analysen Leber, Milz, Darm und Blut entnommen. Wéhrend des gesamten
Zeitraums der Operation und der Probengewinnung war fiir eine ausreichende Anisthesie und Hydration

der Mause gesorgt.

4.4 Analyse der Gallenzusammensetzung

Zur Bestimmung der Gallenzusammensetzung wurden die Konzentrationen von Cholesterin, Phospholipi-
den und Gallensauren jeweils photometrisch mithilfe einer enzymatischen Reaktion bestimmt. Dabei misst
das Sunrise Photometer der Firma Tecan Group Ltd., Schweiz, [95] die Extinktionswerte. Mithilfe dieser
Extinktionswerte wird, bei bekanntem Standard und abziiglich der Leerwertmessung, die jeweilige Lipid-
konzentration ermittelt. Die einzelnen Probenansétze wurden in eine Mikrotestplatte 96 Well mit Flachbo-

den der Firma SARSTEDT AG Co. KG, Nimbrecht, [96] pipetiert, in der gleichzeitig 12 x 9 Proben pipettiert
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und mit dem Photometer vermessen werden konnen. Es wurden jeweils Doppelwertmessungen durchge-
fithrt und der Mittelwert bestimmt. Fiir jede Mikrotestplatte wurden die entsprechenden Lipidkonzentra-
tionen des jeweiligen Standards und als Leerwert die entsprechende Lipidkonzentration von destilliertem
Wasser (ddH;O) ermittelt. Fir jede Maus wurden, sofern vorhanden, vier Gallenproben innerhalb der
ersten Stunde (entsprechend nach 15 Minuten, 30 Minuten, 45 Minuten und 60 Minuten) und darauf jede
weitere Stunde eine Gallenprobe vermessen. Die Versuchsdurchfithrung und die jeweiligen enzymatischen

Reaktionen werden im Folgenden kurz erklart.

4.4.1 Cholesterinbestimmung

Die Gesamtcholesterinkonzentration wurde mithilfe des Cholesterol (Chol) Enzymatic Endpoint Method Kit
(Cat No: CH200) der Firma Randox Laboratories Ltd., Grofibritannien, auf der Basis einer enzymatischen
Extinktionsmessung bestimmt [97]. Diese enzymatische Bestimmungsmethode geht auf Allain et al. [98]
und Roeschlaw et al. [99] aus dem Jahre 1974 zuriick. Aufgrund der in unserem Experiment geringen Gal-

lenmenge je Probe wurde das Versuchsprotokoll der Firma entsprechend Tabelle 4.2 angepasst.

Tabelle 4.2: Pipettierschema zur photometrischen Bestimmung der Cholesterinkonzentration

Losung ‘Reagenz Blank SO  Standard S1 Probe‘

ddH,O 2l - -

Standard - 2ul -
Probe - - 2ul

Reagenz 200 pl 200 pl 200 pl

Cholesterin wird nach enzymatischer Hydrolyse und Oxidation mithilfe der Entstehung von Wasserstoff-
peroxid (HyO;) bestimmt [97]. H»O; bildet, in Anwesenheit von Phenol und Peroxidase (POD), aus 4-
Aminoantipyrine (PAP) den Indikator Chinonimin, wodurch es zu einer rot-violett Firbung der Probe kommt
[97]. Das Ausmafy der Farbung ist somit proportional zur HyO,-Konzentration und damit proportional zur
Cholesterinkonzentration. Mithilfe der Extinktionsmessung kann daher die Cholesterinkonzentration der
einzelnen Proben bestimmt werden. Die Proben wurden entsprechend dem Pipettierschema aus Tabelle 4.2
in die Mikrotestplatten pipettiert und dann fiir fiinf Minuten bei 37 °C im Inkubator inkubiert [97]. Danach
wurde direkt die Extinktionsmessung im Photometer bei einer Wellenldnge von 492 nm durchgefiihrt. Die
gemessenen Extinktonswerte des Sunrise Photometers wurden mit der zugehorigen Magellan™ Software
[95] ausgelesen und die Werte in Microsoft Excel extrahiert. Die Extinktionswerte der Standardprobe wur-

den fiir jede Mikrotestplatte in Abhangigkeit von ihrer Konzentration entsprechend des Verdiinnunggrades
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aufgetragen, und dann wurde die lineare Regressionsgerade ermittelt. Mithilfe dieser Geradengleichung und
anhand der gemessenen Extinktionswerte wurden fiir unsere unbekannten Proben die Cholesterinkonzen-

trationen bestimmt.

4.4.2 Phospholipidbestimmung

Die Phospholipidkonzentration wurde mithilfe des Phospholipid Lyo-Buffer Kits (ehemals Bestellnummer:
555-752; jetzt Buffer Bestellnummer: 553-006) und dem Phospholipid [300 mg/dl] Standard (Bestellnum-
mer: 006S) der Firma mti-diagnostics, Idstein, [100] bestimmt. Hierbei handelt es sich, wie bei der Chole-
sterinbestimmung, um eine enzymatische Extinktionsmessung basierend auf der Bildung von H,O, [101].
Das Messprotokoll wurde aufgrund der geringen Probenmenge angepasst (s. Tabelle 4.3). In Gegenwart
der Phospholipase D hydrolysieren Phospholipide zu Choline und Phosphatid Séure. Nach Oxidation der
Choline durch die Cholinoxidase bildet sich HoO, und Betaine. HyO; reagiert in Anwesenheit von Peroxi-
dase (POD) mit 4-Aminoantipyrine (PAP) und Phenol zum rot-violetten Chinonimin. Die Intensitit der roten
Farbe des Chinonimin ist proportional zur H,O, Konzentration und daher proportional zur Phospholipid-
konzentration. Durch Messung der Extinktion mit dem Sunrise Photometer der Firma Tecan [95] bei einer
Wellenlange von 492 nm kann somit die Phospholipidkonzentration bestimmt werden. Wie bei der Choleste-
rinbestimmung wurde auch bei der Phospholipidbestimmung fiir jede Mikrotestplatte eine Leerwertmessung
mit ddH,O und eine Standardverdiinnungsreihe als Referenzmessung durchgefiithrt, mit deren Ausgleichs-
gerade die unbekannten Phospholipidkonzentrationen anhand der gemessenen Extinktionswerte berech-
net werden kénnen. Da nach Herstellerangaben ab einer Phospholipidkonzentration gréf3er als 1000 mg/dl
(12,9 mmol/1) keine Linearitat zwischen Extinktion und Phospholipidkonzentration mehr gegeben ist, wur-
den die Proben entsprechend 1:3 (normale Diét) bzw. 1:4 (lithogene Didt) verdiinnt und die Messwerte mit

dem entsprechenden Verdiinnungsfaktor multipliziert.

Tabelle 4.3: Pipettierschema zur photometrischen Bestimmung der Phospholipidkonzentration

Losung ‘Reagenz Blank SO  Standard S1 Probe‘

ddH,O 1ul - -

Standard - 1ul -
Probe - - 1l

Reagenz 150 ul 150 pl 150 pl
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4.4.3 Gallensiurenbestimmung

Die Gallensiaurenkonzentration wurde mithilfe des Total Bile Acids (TBA) Kit der finften Generation (Cat
No.: BI3863) der Firma Randox Laboratories Ltd., Grofibritannien, [97] bestimmt. Das Versuchsprotokoll des
Herstellers basiert auf einer modifizierten Methode von Komiyama et al. aus dem Jahre 1982 [102] und von
Agape et al. aus dem Jahre 1989 [103]. Die Taurochlorsaure wurde mit Methanol verdiinnt, und fiinf Verdiin-
nungsstufen wurden jeweils im doppelten Ansatz als Standardmessung mitgefithrt. Die Gallensdurenkon-
zentration wird, basierend auf einer enzymatischen Reaktion, durch Messung der Extinktion bestimmt. Bei
Anwesenheit von Thio-Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (Thio-NAD) (Reagenz I) wandelt das Enzym 3-a-
Hydroxysteroid Dehydrogenase (3-a-HSD) Gallensaure in das 3-Keto Steroid um, wobei Thio-NAD zu Thio-
NADH reagiert. Hierbei handelt es sich um eine reversible Reaktion, bei der sich ein Reaktionsgleichgewicht
einstellt. Bei einem Uberangebot an NADH (Reagenz II) wird die Reaktion effizient, sodass anhand der Bil-
dung von Thio-NADH die vorhandene Gallensdurenkonzentration bestimmt werden kann.

Aufgrund der geringen Probenmenge wurde das Versuchsprotokoll modifiziert (s. Tabelle 4.4). Die Proben
wurden mit Methanol 1:200 verdiinnt. Nach Zugabe von Reagenz I, welches unter anderem Thio-NAD ent-
halt, wurde die Mikrotestplatte bei 37 °C inkubiert. Danach wurde Reagenz II, welches unter anderem NADH
und das Enzym 3-a-HSD enthalt, in die Mirkotestplatte pipettiert. Die Extinktion wurde nach einer Minute
(A1) und nach weiteren zwei Minuten (A;) mit dem Sunrise Photometer [95] bei einer Wellenlange von
405 nm gemessen. Die Differenz der beiden Extinktionswerte (AA = Ay — A1) gibt Aufschluss auf die Bildung
von Thio-NADH und damit auf die vorliegende Gallensidurenkonzentration. Mithilfe der Ausgleichsgeraden
der Standardextinktionswerte kénnen aus den gemessenen Extinktionswerten der Proben die jeweiligen

Gallensaurenkonzentrationen ermittelt werden.

Tabelle 4.4: Pipettierschema zur photometrischen Bestimmung der Gallensdurenkonzentration

Losung ‘ Reagenz Blank SO  Standard S1  Probe ‘

ddH,O 1,5pl - -

Standard - 1,5ul -
Probe - - 1,5pul
Reagenz I 100 pl 100 pl 100 pl
Reagenz I 30pul 30pl 30pl
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4.5 Berechnungen und statistische Methoden

4.5.1 Berechnungen

Die gemessenen Extinktionswerte wurden mithilfe der Magalan Software des Sunrise Photometers der Firma
Tecan Group Ltd., Schweiz, [95] ausgelesen und die Werte in Microsoft Excel extrahiert. Anhand der Aus-
gleichsgeraden der Standardmessungen und nach Abzug des Extinktionswertes der immer mitgefiithrten

Leerwertmessung wurden die jeweiligen Konzentrationen berechnet.

4.5.1.1 Gesamtlipidkonzentration

Die Gesamtlipidkonzentration ist die Summe aus der Cholesterin-, Phospholipid- und Gallensaurenkonzen-
tration. Sie wird in g/dl angegeben. Die einzelnen Konzentrationen, gemessen in mmol/l, werden durch Mul-
tiplikation mit ihrer molaren Masse und Division durch 1000 in g/dl umgerechnet (Mcho = 38, 67 g/mol,
Mpr =77,5g/mol, Mgs = 53,77 g/mol). Die Angaben der einzelnen Konzentrationen an der Gesamtlipid-
konzentration werden in mol % angegeben. Es werden der erste Stundenwert der Gesamtlipidkonzentration

und der einzelnen Lipidkonzentrationen der unterschiedlichen Mausreihen miteinander verglichen.

4.5.1.2 Gallefluss

Der Gallefluss wird in pl/hr auf ein Kérpergewicht von 100 g angegeben. Durch Normierung auf 100 g

Korpergewicht wird der Gallefluss der Méuse untereinander vergleichbar.

4.5.1.3 Cholesterinsittigungsindex

Der Cholesterinsattigungsindex (CSI-Wert) einer Gallenprobe entspricht dem Quotienten aus der ermittel-
ten Cholesterinkonzentration und der maximal 16slichen Cholesterinkonzentration in dieser Galle. Zur Er-
mittlung der maximal I6slichen Cholesterinkonzentration in der Galle wurden die Tabellen von Carey et
al. [104] herangezogen. In den Tabellen wird fiir verschiedene Gesamtlipidkonzentrationen die maximal
16sliche Cholesterinkonzentration in Abhéngigkeit vom N-Wert, welcher dem Quotienten aus der Phospho-
lipidkonzentration und der Summe aus Phospholipid- und Gallensaurenkonzentration entspricht, aufgelis-
tet. Ein CSI-Wert grofler als 1 représentiert eine iibersattigte Galle. Mithilfe des CSI-Wertes lasst sich die

Cholesterintibersattigung quantifizieren und die Gefahr einer Gallensteinbildung quantitativ abschétzen.
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In der vorliegenden Arbeit wurde diese Liste in Microsoft Excel iibertragen und graphisch dargestellt. Fiir
jede Gesamtlipidkonzentration wurden die Punkte mit einem Polynom dritten Grades interpoliert. Mithilfe
dieser Polynomgleichungen muss fiir jede beliebige Geamtlipidkonzentration und fiir jeden beliebigen N-
Wert (sofern er innerhalb des Wertebereichs liegt) nur noch zwischen zwei statt vier Werten interpoliert wer-
den, um die maximal 16sliche Cholesterinkonzentration zu erhalten. Die graphische Darstellung der Tabelle
mit Interpolation der einzelnen Punkte entsprechend der Gesamtlipidkonzentration durch ein Polynom drit-
ten Grades findet sich im Anhang (s. Abb. 9.1). Ein CSI-Wert grofier als 1 reprasentiert eine iibersattigte
Galle. Mithilfe des CSI-Wertes lasst sich die Cholesteriniiberséttingung quantifizieren und die Gefahr einer

Gallensteinbildung besser abschatzen.

4.5.1.4 Output- und Sekretionswerte

Bei in dieser Arbeit ausgewerteten Outputwerten handelt es sich jeweils um die absoluten Cholesterin-,
Phospholipid- bzw. Gallensdurenkonzentrationen der ersten Stunde. Diese Outputkonzentrationen ent-
sprechen dem Mittelwert aus den gemessenen Konzentrationen der Gallenproben, welche nach 15 Minuten,
30 Minuten, 45 Minuten und nach 60 Minuten gewonnen wurden, normiert auf eine Stunde und auf ein Kilo-
gramm Korpergewicht (umol/hr/kg). Diese Normierung erlaubt den Vergleich der einzelnen Gallenkonzen-
trationen zwischen den verschiedenen Mausmodellen.

Die Sekretionswerte der einzelnen Konzentrationen werden in umol/hr/g angegeben. Hierbei wird nicht
der Mittelwert der einzelnen Konzentrationen aus den Messwerten der ersten Stunde gebildet, sondern die
jeweiligen gemessenen Konzentrationen nach 15 Minuten, 30 Minuten, 45 Minuten und nach 60 Minuten
gehen, entsprechend normiert, in die Auswertung ein. Mithilfe dieser Sekretionswerte wird die Abhéngigkeit

des Galleflusses, der Cholesterin- und der Phospholipidsekretion von der Gallensdurensekretion analysiert.

4.5.2 Statistische Methoden

Die Auswertung und Analyse der Daten wurde mit der Software GraphPad Prism 6 fiir Windows (Version
6.01) [105] durchgefiihrt.

Die absoluten Werte wie Korpergewicht (BW), Lebergewicht (LW), der Quotient aus Leber- und Korper-
gewicht, die Gesamtlipidkonzentration, die einzelnen Konzentrationen in mol% sowie der CSI-Wert und
die Outputwerte der einzelnen Konzentrationen werden mit ungepaarten t-Tests auf ein Signifikanzniveau
von p = 0,05 analysiert. Fiir diese Werte wird jeweils der Mittelwert + SEM (standard error of the mean)

angegeben.
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4 Methodik

Die Abhéngigkeit des Galleflusses und der Cholesterinsekretion von der Gallensidurensekretion wurde
mithilfe der linearen Regressionanalyse untersucht. Zunichst wird auf ein Signifikantsniveau von p < 0,05
getestet, ob zwischen diesen Parametern fiir das jeweilige Mausmodell eine lineare Abhangigkeit besteht.
Danach wird untersucht, ob die Ausgleichsgeraden der jeweiligen untersuchten Mausmodelle sich signifikant
unterscheiden. Dieses bedeutet, dass ein signifikanter Unterschied in der Steigung und/oder im y-Achsen-
schnittpunkt der Ausgleichsgeraden existiert. Zur Priifung der Abhangigkeit der Phospholipidkonzentration
von der Gallensaurensekretion wurde eine nichtlineare Regresssionsanalyse mithilfe einer hyperbolischen
Fitfunktion auf ein Signifikantsniveau von p < 0, 05 durchgefiihrt. Diese Fitfunktion wird in Abschnitt 5.1.3

genauer erldutert.
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5. Ergebnisse: Auswirkungen der lithogenen Diit auf die

Wildtyp-Miuse und die AlbCre-Miuse

Nachfolgend werden die Auswirkungen der lithogenen Diét im Vergleich zur normalen Diit anhand des

WT-Mausmodells und des AlbCre-Mausmodells untersucht.

5.1 Vergleich zwischen Wildtyp-Miusen bei normaler und bei lithogener
Diit
5.1.1 Korpergewicht, Lebergewicht, Verhiltnis Leber- zu Korpergewicht

Das Lebergewicht und das Verhéltnis von Leber- zu Kérpergewicht sind bei den WT-Mausen mit lithogener
Diat signifikant (jeweils p < 0,0001) hoher als die entsprechenden Werte der WT-Mause unter normaler

Diat. Im Korpergewicht zeigt sich beziiglich der Fiitterungsform kein Unterschied (s. Abb. 5.1).
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Abbildung 5.1: Korpergewicht (BW), Lebergewicht (LW) und der Quotient aus Leber- und Koérpergewicht
(LW/BW) der WT-Miuse bei normaler und bei lithogener Diit.
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5.1 Vergleich zwischen Wildtyp-Mdusen bei normaler und bei lithogener Didt

5.1.2 Gesamtlipidkonzentration, Gallensiuren-, Cholesterin- und

Phospholipidkonzentration, Cholesterinsattigungsindex

Die Gesamtlipidkonzentration und der CSI-Wert sind fiir die WT-Méause mit lithogener Diét signifikant (je-
weils p < 0,0001) hoher als die entsprechenden Werte bei normaler Didt (s. Abb. 5.3). Vergleicht man
die Cholesterin- (p < 0,0001) und Phospholipidkonzentrationen (p = 0,0004), jeweils bezogen auf die
Gesamtlipidkonzentration, der WT-Méause bei normaler Didt mit denen bei lithogener Diit, so findet sich
auch hier ein signifikanter Anstieg dieser Konzentrationen unter lithogener Diét. Die relative Gallensauren-
konzentration ist hingegen unter lithogener Diét signifikant (p < 0,0001) geringer als unter normaler Diat

(s. Abb. 5.2).

Gallensdurenkonzentration Cholesterinkonzentration Lecithinkonzentration
100- | * | 20- | * | 40+ —_—
°\° —_
> 4 I X —_
5 80 S 154 = 30-
£ 60 E E
: 1 —
g £ 104 < 20
=] Q -
@ 404 ‘,;,' <
(7] e =
5 3 3
% 20+ 2 5 5 104
s o
0 T T 0 T T 0 T T
-~ I B A B B
° & & < P & &

Abbildung 5.2: Gallensauren-, Cholesterin- und Phospholipidkonzentration der 1. Stunde in mol % bezogen
auf die Gesamtlipidkonzentration fiir die WT-Méause bei normaler und bei lithogener Diit.

5.1.3 Gallefluss, Cholesterinsekretion und Phospholipidsekretion versus

Gallensaurensekretion

Die Abhingigkeit des Galleflusses und der Cholesterinsekretion von der Gallensaurensekretion wurde je-
weils mithilfe einer linearen Regressionsanalyse untersucht (s. Abb. 5.4). Unabhéngig von der Futterungsart,
also sowohl fiir die WT-Mause mit normaler Diét (p < 0,0001) als auch fiir die mit lithogener Diét (p =
0,005), zeigt sich eine lineare Abhéngigkeit des Galleflusses von der Gallensaurensekretion. Die Steigungen
der beiden Regressionsgeraden unterscheiden sich signifikant (p < 0,0001) mit einer geringeren Steigung

fur die WT-Méause mit lithogener Diét. Aufgrund des linearen Fits ergibt sich fiir die WT-Méause mit litho-
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5.1 Vergleich zwischen Wildtyp-Mdusen bei normaler und bei lithogener Didt
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Abbildung 5.3: Gesamtlipidkonzentration und CSI-Wert der 1. Stunde der WT-Mé&use bei normaler und bei
lithogener Diit.

gener Dit ein gallensdurenunabhangiger Gallefluss von GFwr + piat = (460, 50 £42, 12) ul/hr/100g, welcher
hoher ist als der der WT-Méuse mit normaler Diét (GFwr - pie = (229, 00 £ 30, 24) pl/hr/100g).

> WT - Didt: GFwr-pist = 22,52 (£2,43) - GSqec + 229,00 (£30,24)
(R? = 0,5268; p < 0,0001),

> WT +Didt:  GFwr.piat = 6,06 (£2,09) - GSiee + 460,50 (+£42,12)
(R? =0,1134; p < 0,0050).

Die Cholesterinsekretion zeigt bei den WT-M&ausen mit normaler Didt eine lineare Abhangigkeit von der
Gallensdurensekretion (R2 =0,2687, p < 0,0001). Dies trifft jedoch nicht fiir die WT-Méause mit lithogener
Diat zu (R?> = 0,0231, p = 0,2164). Vergleicht man dennoch fiir beide Fiitterungsvarianten die Geraden
mit den besten Fits, so zeigen beide Ausgleichsgeraden die gleiche Steigung. Die y-Achsenabschnitte der

Cholesterinsekretion unterscheiden sich signifikant (p < 0,0001).

> WT - Diit: Ch = 0,03 (£0,01) - GSsec + 0,15 (+0,07)

SECWT - Diit

(R? = 0,2687); p < 0,0001),

> WT + Didit:  Chgecyr. pyy = 0,03 (20,03) - GSgec + 3,88 (20, 55)

(R =0,0231; p =0,2164).
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5 Ergebnisse: Auswirkungen der lithogenen Didt auf die Wildtyp-Mduse und die AlbCre-Mduse

Gallefluss vs. GS-Sekretion Ch- vs. GS-Sekretion
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Abbildung 5.4: Darstellung des Galleflusses und der Cholesterinsekretion (Ch-Sekretion) in Abhéngigkeit
von der Gallensidurensekretion (GS-Sekretion) fiir die WT-Méause bei normaler und bei litho-
gener Didt. Die Abhangigkeit des Galleflusses bzw. der Cholesterinsekretion (Ch-Sekretion)
von der Gallensaurensekretion (GS-Sekretion) zeigt einen linearen Fit.

Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Phospholipidsekretion und Gallensaurensekretion (s.
Abb. 5.5) bedient man sich einer rechteckigen Hyperbel nach N. A. Mazer et al. [106], welche durch folgende

Gleichung beschrieben wird:

Lecec,,,,

T . ~c ' sec. 1

Lecsec = (

Diese Gleichung entspricht der Michaelis-Menten Gleichung, welche von Leonor Michaelis und Maud
Menten 1913 zur Beschreibung der Beziehung zwischen Anfangsgeschwindikeit vy und Substratkonzentra-
tion S einer enzymatisch katalysierten Reaktion entwickelt wurde: vy = S/(S+ Kp)-Umax [107]. Hierbei stellt
Ky die Michaelis-Konstante dar. In Gleichung (5.1) entspricht vy der Phospholipidsekretion Lecgec, Umax der
maximalen Phospholipidsekretion Lecge,, , S der Gallensaurensekretion GSge. und Ky der Dissoziations-
konstanten Kj.

Fur grofle Gallensdurensekretionswerte verliert die Konstante Ky in Gleichung (5.1) an Bedeutung und
kann vernachléssigt werden, sodass sich der Faktor GSg.. aus dem Bruch kiirzen lasst und man folgende

Gleichung erhélt: Lecsec = LeCsec,, . Die Phospholipidsekretion Lecge. strebt somit fiir sehr grofle Gallen-

40



5.1 Vergleich zwischen Wildtyp-Mdusen bei normaler und bei lithogener Didt

saurensekretionswerte einen maximalen Wert Lecge,,, an. Diese Gleichung beschreibt eine Reaktion nullter
Ordnung, wobei die Phospholipidsekretion unabhangig von der Gallensaurensekretion ist [107].

Fir sehr kleine Gallensdurensekretionswerte, GSg.c << Ky, lasst sich Gleichung (5.1) vereinfachen zu
Lecsec = (LeCsec,,, /Ka) - GSsec. Diese Gleichung beschreibt eine Reaktion erster Ordnung, d.h. die Phospho-
lipidsekretion ist der Gallensdaurensekretion direkt proportional, sodass eine lineare Abhédngigkeit besteht
[107]. Kq entspricht dem Gallensdurensekretionswert, bei welchem die Phospholipidsekretion ihren halb-
maximalen Wert erreicht.

Die hyperbolische Regressionsanalyse ergibt fiir die WT-Méuse folgende Gleichungen:

11,19 (i3, 55) : Gssec
31,58 (+14,46) + GSgec’

> WT - Diat: LecseCWT.Dizit =

12,24 (£1,30) - GSgec
> WT + Diit: Lecsecyrr, pis = 1,41 (+2,11) + GSure”

Diese Gleichungen zeigen einen signifikanten (p < 0,0001) Unterschied fiir die Abhéngigkeit der Phos-
pholipidsekretion von der Gallensaurensekretion zwischen den beiden Fiitterungsvarianten der WT-Mause.
Betrachtet man die Phospholipidsekretionswerte fiir die fiir uns relevanten Gallensdurensekretionswerte, so
zeigen sich deutlich héhere Phospholipidsekretionswerte fiir die WT-Mause mit lithogener Diat als fur die
mit normaler Diét.

Zur Analyse der Abhangigkeit der Cholesterinsekretion von der Phospholipidsekretion (s. Abb. 5.5) wird
auch die hyperbolische Regressionsanalyse benutzt. Mit der Analysesoftware kann jedoch kein Vergleich
der Fitfunktionen berechnet werden. Es wird aber deutlich, dass die WT-Mause mit normaler Diat, ver-
glichen mit den lithogen gefiitterten WT-Méausen, wesentlich geringere Phospholipidsekretionswerte bei

niedrigeren Cholesterinsekretionswerten besitzen.

5.1.4 Output-Werte fiir Gallensiauren-, Cholesterin- und Phospholipidkonzentration

Die Output-Werte der Gallensduren- (p = 0,0098), Cholesterin- (p < 0,0001) und Phospholipidkonzen-
tration (p < 0,0001) der 1. Stunde der WT-Méuse mit normaler und mit lithogener Diét unterscheiden
sich signifikant. Die Konzentrationen sind jeweils fiir die lithogen gefiitterten WT-M&use hoher als die

entsprechenden Werte der WT-M4use, die eine normale Diét erhielten (s. Abb. 5.6).

41



5 Ergebnisse: Auswirkungen der lithogenen Didt auf die Wildtyp-Mduse und die AlbCre-Mduse

Lec- vs. GS-Sekretion Ch- vs. Lec-Sekretion
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Abbildung 5.5: Darstellung der Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) in Abhangigkeit von der Gallenséu-
rensekretion (GS-Sekretion) sowie der Cholesterinsekretion (Ch-Sekretion) in Abhangigkeit
von der Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) fiir die WT-Méause bei normaler und bei li-
thogener Didt. Die Abhéngigkeit der Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) von der Gal-
lensaurensekretion (GS-Sekretion) sowie die Beziehung zwischen Cholesterinsekretion (Ch-
Sekretion) und Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) zeigen einen hyperbolischen Fit.
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Abbildung 5.6: Output-Werte der 1. Stunde fur die Gallensiduren-, Cholesterin- und Phospholipidkonzentra-
tionen der WT-Méuse bei normaler und bei lithogener Diét.
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5.2 Vergleich zwischen AlbCre-Mdusen bei normaler und bei lithogener Didt

5.2 Vergleich zwischen AlbCre-Miusen bei normaler und bei lithogener
Diit
5.2.1 Korpergewicht, Lebergewicht, Verhiltnis Leber- zu Korpergewicht

Das Korpergewicht (p = 0,0045), das Lebergewicht und der Quotient aus Leber- und Korpergewicht (je-
weils p < 0,0001) sind bei den AlbCre-Mausen, die eine lithogene Diat erhielten, signifikant hoher als die

jeweiligen Werte der AlbCre-Mause mit normaler Diét (s. Abb. 5.7).
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Abbildung 5.7: Korpergewicht (BW), Lebergewicht (LW) und der Quotient aus Leber- und Koérpergewicht
(LW/BW) der AlbCre-Miuse bei normaler und bei lithogener Diit.

5.2.2 Gesamtlipidkonzentration, Gallensiuren-, Cholesterin- und

Phospholipidkonzentration, Cholesterinsattigungsindex

Die Gallensiuren-, Cholesterin- und Phospholipidkonzentration der AlbCre-Méuse unterschiedlicher Didt
unterscheiden sich signifikant (s. Abb. 5.8). Wihrend die Cholesterin- und Phospholipidkonzentration der
AlbCre-Méuse mit lithogener Didt signifikant (jeweils p = 0,0018) hoher sind als die der AlbCre-Méause
mit normaler Diét, ist die Gallensdurenkonzentration der lithogen gefiitterten AlbCre-Mause signifikant
(p = 0,0004) geringer als die der normal gefiitterten AlbCre-Mause. Zudem zeigt sich ein signifikanter
(p = 0,0002) Unterschied in der Gesamtlipidkonzentration mit hoheren Werten fiir die AlbCre-Mause mit li-
thogener Diit (s. Abb. 5.9). Hinsichtlich des CSI-Wertes unterscheiden sich die beiden AlbCre-Mausgruppen
unterschiedlicher Diat nicht (s. Abb. 5.9).
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5 Ergebnisse: Auswirkungen der lithogenen Didt auf die Wildtyp-Mduse und die AlbCre-Mduse
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Abbildung 5.8: Gallensauren-, Cholesterin- und Phospholipidkonzentration der 1. Stunde in mol % bezogen
auf die Gesamtlipidkonzentration fiir die AlbCre-Méause bei normaler und bei lithogener Diét.
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Abbildung 5.9: Gesamtlipidkonzentration und CSI-Wert der 1. Stunde der AlbCre-Mause bei normaler und
bei lithogener Diét im Vergleich.

5.2.3 Gallefluss, Cholesterinsekretion und Phospholipidsekretion versus
Gallensdurensekretion

Die Abhangigkeit des Galleflusses und der Cholesterinsekretion von der Gallensdurensekretion wurde je-
weils mithilfe einer linearen Regressionsanalyse untersucht (s. Abb. 5.11). Unabhéngig von der Fiitterungsart,

sowohl fiir die AlbCre-Mause mit normaler Diat (p < 0,0001) als auch fiir die mit lithogener Diét
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5.2 Vergleich zwischen AlbCre-Mdusen bei normaler und bei lithogener Didt

(p = 0,0145), zeigt sich eine lineare Abhédngigkeit des Galleflusses von der Gallensdurensekretion. Die
Steigungen der beiden Regressionsgeraden unterscheiden sich signifikant (p = 0,0007), mit einer gerin-
geren Steigung der AlbCre-Miuse unter lithogener Diat. Da der Unterschied in den Steigungen hoch sig-
nifikant ist, ist es der Analysesoftware nicht moglich, auf einen signifikanten Unterschied im gallensduren-
unabhingigen Gallefluss zwischen den beiden Didtformen der AlbCre-Mause zu testen. Entsprechend dem
linearen Fit ergibt sich fiir die AlbCre-Méuse mit lithogener Diét ein gallensdurenunabhéngiger Gallefluss
von GF atpcre + piat = (537,0 = 30, 75) pl/hr/100g, welcher hoher ist als der der AlbCre-Mause unter normaler
Diét (GF atpcre - piat = (373,3 + 36, 69) pl/hr/100g). Zudem fallen die geringen Gallensdurensekretionswerte
besonders bei den AlbCre-Mausen mit normaler Didt auf. Nur bei den AlbCre-Mausen mit lithogener Diat
zeigen einzelne Mause Gallensdurensekretionsraten tiber 20 pmol/hr/100g.

Die Abhéngigkeiten des Galleflusses von der Gallensdurensekretion fiir die AlbCre-Mause werden durch

folgenden Gleichungen beschrieben:

> AlbCre - Dit: GFatbcre - piat = 31,05 (£6,76) - GSsec + 373,30 (36, 69)
(R? = 0,1574; p < 0,0001),
> AlbCre + Didt:  GFalbcre s Diat = 6,59 (£2,63) - GSsec + 537,00 (£30, 75)

(R*> =0,0761; p = 0,0145).

Die Cholesterinsekretion zeigt bei beiden Diatformen, fiir die AlbCre-Mause mit normaler (p < 0,0001)
und fiir die mit lithogener (p = 0,0005) Diit, eine lineare Abhangigkeit von der Gallensaurensekretion. Wie
bereits beim Vergleich der unterschiedlichen Diatformen innerhalb der WT-Gruppe zu sehen war, besitzen
die Ausgleichsgeraden der beiden Diatformen der AlbCre-Mause die gleiche Steigung, aber eine signifikant
unterschiedliche basale Cholesterinsekretion.

Zur Untersuchung des Zusammenhanges zwischen Phospholipidsekretion und Gallensaurensekretion be-
dient man sich wieder einer hyperbolischen Fitfunktion (s. Abb. 5.11). Die hyperbolische Regressionsanalyse

ergibt folgende Gleichungen:

(8,87 (£3,11) - GSsec
> AlbCre - Diét: LeCsecppene pise = 11,17 (25,98) + GSuy’

10,12 (£1,15) - GSgec
> AlbCre + Diét: Lecsecpiere » piat = 1,35 (+1,46) + GSuc”
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5 Ergebnisse: Auswirkungen der lithogenen Didt auf die Wildtyp-Mduse und die AlbCre-Mduse

Gallefluss vs. GS-Sekretion Ch- vs. GS-Sekretion
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Abbildung 5.10: Darstellung des Galleflusses und der Cholesterinsekretion (Ch-Sekretion) in Abhéangigkeit
von der Gallensaurensekretion (GS-Sekretion) fiir die AlbCre-Méause bei normaler und bei
lithogener Didt. Die Abhéangigkeit des Galleflusses und der Cholesterinsekretion (Ch-
Sekretion) von der Gallensaurensekretion (GS-Sekretion) zeigt einen linearen Fit.

die sich signifikant (p < 0,0001) voneinander unterscheiden. Der maximale Phospholipidsekretionswert,
gegen den die jeweilige Fitfunktion konvergiert, ist fir die AlbCre-Méause mit lithogener Diét signifikant
(p < 0,0001) hoher.

Weiterhin lasst sich die Abhéngigkeit der Cholesterinsekretion von der Phospholipidsekretion mithilfe
der hyperbolischen Fitfunktion analysieren. Auch hier wird ein signifikanter (p < 0,0001) Unterschied
zwischen den beiden Didtformen der AlbCre-Mause mit hoheren Werten fiir die lithogen gefuitterten Mause

beobachtet.

5.2.4 Output-Werte fiir Gallensiuren-, Cholesterin- und Phospholipidkonzentration

Die Output-Werte der Cholesterin- und Phospholipidkonzentration sind fiir die AlbCre-M&use mit litho-
gener Diit signifikant (jeweils p < 0,0001) grofler als die der AlbCre-Méuse mit normaler Diat. Fir die
Gallensdurenkonzentration zeigt sich zwischen den beiden Didtformen der AlbCre-Mause kein Unterschied

(s. Abb. 5.12).
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5.3 Zusammenfassung
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Abbildung 5.11: Darstellung der Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) in Abhangigkeit von der Gallenséu-
rensekretion (GS-Sekretion) sowie der Cholesterinsekretion (Ch-Sekretion) in Abhéngigkeit
von der Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) fiir die AlbCre-M&use bei normaler und bei
lithogener Diit. Die Abhéngigkeit der Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) von der Gal-
lensdurensekretion (GS-Sekretion) sowie die Beziehung zwischen Cholesterinsekretion (Ch-
Sekretion) und Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) zeigen einen hyperbolischen Fit.
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Abbildung 5.12: Output-Werte der 1. Stunde fiir die Gallensduren-, Cholesterin- und Phospholipidkonzen-
tration der AlbCre-Mause bei normaler und bei lithogener Diit.

5.3 Zusammenfassung

In der Tabelle 5.1 sind die Abweichungen aller untersuchten Parameter der WT-Mause und der AlbCre-

Maéuse unter lithogener Didt im Vergleich zur normalen Diét dargestellt.
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5 Ergebnisse: Auswirkungen der lithogenen Didt auf die Wildtyp-Mduse und die AlbCre-Mduse

Tabelle 5.1: Zusammenfassung der untersuchten Parameter der WT und AlbCre-Mause bei normaler und bei
lithogener Diét. Die Pfeile stellen jeweils die Abweichung der Parameter unter lithogener Diét
im Vergleich zur normalen Diat des jeweiligen Mausmodells dar. Die fettgedruckten Pfeile stellen
die gleiche Tendenz bei den WT-Mausen und bei den AlbCre-Méausen dar.

Variable WT + Diat vs. WT — Diit AlbCre + Diat vs. AlbCre — Diat
Lebergewicht 1 1
LW/BW T T
Gallensaurenkonzentration l l
Cholesterinkonzentration 1 1
Lecithinkonzentration 1 1
Gesamtlipidkonzentration 1 1
CSI ) =

il Steigung: | Steigung: |

gallensaureunabh. Gallefluss: T

gallensdureunabh. Gallefluss: T

Cholesterin- vs. Gallensaurensekretion

Steigung: ¢

gallensdureunabh. Gallefluss: T

Steigung: <>

gallensdureunabh. Gallefluss: T

Lecithin- vs. Gallensdurensekretion Lecmax: T LEC s U
Gallensaurenoutput ) ©
Cholesterinoutput T T
Lecithinoutput 1 1
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6. Ergebnisse: Vergleich zwischen Wildtyp-Miusen und

AlbCre-Miusen bei normaler und bei lithogener Diit

Nachfolgend werden die AlbCre-Méuse (gewebsspezifischen Abcg5/g8 Knock-out in der Leber) mit dem WT-
Mausmodell (Kontrollgruppe) verglichen. Der Vergleich wird jeweils fiir die Mduse mit normaler und mit

lithogener Diat durchgefithrt.

6.1 Vergleich zwischen Wildtyp-Miusen und AlbCre-Miusen bei

normaler Diat

6.1.1 Korpergewicht, Lebergewicht, Verhiltnis Leber- zu Korpergewicht

Unter normaler Diét zeigen sich beziiglich Kérpergewicht (BW), Lebergewicht (LW) und dem Quotienten
aus Leber- und Kérpergewicht keine Unterschiede zwischen den AlbCre-Méausen und der Kontrollgruppe (s.

Abb. 6.1).

Korpergewicht (normale Diat) Lebergewicht (normale Diét) Leber-/Korpergewicht (normale Diat)
40+

-

o
1

o
1

30+ 1

20+

Korpergewicht (g)
>
Lebergewicht (g)
@ =
LW/BW (%)
+

)
e
o
)

Abbildung 6.1: Kérpergewicht (BW), Lebergewicht (LW) und der Quotient aus Leber- und Korpergewicht
(LW/BW) der AlbCre-Méause und der WT-Méuse bei normaler Diit.
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6.1 Vergleich zwischen Wildtyp-Mdusen und AlbCre-Mdusen bei normaler Didt

6.1.2 Gesamtlipidkonzentration, Gallensiauren-, Cholesterin- und

Phospholipidkonzentration, Cholesterinsattigungsindex

Die beiden Mausmodelle zeigen bei normaler Didt signifikante (jeweils p < 0,0001) Unterschiede in der
Gallensduren-, Cholesterin- und Phospholipidkonzentration, die bezogen auf die Gesamtlipidkonzentration
angegeben werden (s. Abb. 6.2). Zusatzlich zeigt sich ein signifikanter (p = 0,0163) Unterschied in der
Gesamtlipidkonzentration (s. Abb. 6.3). Die Gesamtlipidkonzentration ist, wie auch die relative Gallen-
sdaurenkonzentration, bei den AlbCre-Mausen im Vergleich zu den WT-Mausen erniedrigt. Die Cholesterin-
und Phospholipikonzentration der AlbCre-Méuse sind, verglichen mit der Kontrollgruppe, erhoht. Ebenso
lasst sich ein sigifikanter (p < 0,0001) Unterschied im CSI-Wert feststellen (p < 0,0001), der fiir die AlbCre-

Maéuse mit CSIajpcre - Diat = 2,31 deutlich iiber einem CSI-Wert von 1 liegt (s. Abb. 6.3).

Gallensdurenkonz. (normale Diét) Cholesterinkonz. (normale Diat) Lecithinkonz. (normale Diét)
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Abbildung 6.2: Gallensauren-, Cholesterin- und Phospholipidkonzentration der 1. Stunde in mol % bezogen
auf die Gesamtlipidkonzentration fiir die AlbCre-M&use und die WT-Mause bei normaler Dit.

6.1.3 Gallefluss, Cholesterinsekretion und Phospholipidsekretion versus

Gallensaurensekretion

Die Abhangigkeit des Galleflusses und der Cholesterinsekretion von der Gallensdurensekretion wurde je-
weils mithilfe einer linearen Regressionsanalyse untersucht (s. Abb. 6.4). Bei jedem Mausmodell zeigt sich
eine lineare Abhangigkeit des Galleflusses von der Gallensaurensekretion (p < 0,0001). Anzumerken ist je-
doch, dass die Fits mit einem R? = 0, 5268 fiir die Kontrollgruppe und mit einem R? = 0, 1574 fiir die AlbCre-
Miuse angegeben werden. Die linearen Fits zeigen keinen Unterschied in den Steigungen der Geraden. Der

gallensdurenunabhingige Gallefluss der AlbCre-Mause ist mit GF appcre - piat = 373,30 (£36, 69) pl/hr/100g
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6 Ergebnisse: Vergleich zwischen Wildtyp-Mdusen und AlbCre-Mdusen bei normaler und bei lithogener Didt

Gesamtlipidkonz. (normale Diat) CSI (normale Diat)
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Abbildung 6.3: Gesamtlipidkonzentration und CSI-Wert der 1. Stunde der AlbCre-Méuse und der WT-Méuse
bei normaler Diit.

signifikant (p < 0,0001) hoher als der entsprechende Wert der WT-Mause (GFwr - piat = 229, 00 (+30, 24) pl/hr/100g)
(p < 0,0001). Zusatzlich stellt sich in diesem Diagramm (s. Abb. 6.4) die bereits gemachte Beobachtung der
geringeren Gallensdurenkonzentration bezogen auf die Gesamtlipidkonzentration dar. Die Gallensaurense-
kretion der AlbCre-Méause scheint auf einen Maximalwert von 10 pmol/hr/100g beschrankt zu sein, mit zum

Teil hohen Galleflussraten. Nachfolgend finden sich die Gleichungen der Ausgleichsgeraden:

> WT - Diat: GFwrt - piat = 22,52 (£2,43) - GSsec + 229,00 (£30, 24)
(R? = 0,5268; p < 0,0001),

> AlbCre - Didt:  GFalbcre - Diat = 31,05 (£6,76) - GSgec + 373,30 (+36, 69)
(R?> = 0,1574; p < 0,0001).

Betrachtet man die Cholesterinsekretion in Abhéngigkeit von der Gallensdurensekretion, besteht auch
hier fiir jedes Mausmodell eine linerare Beziehung (p < 0,0001). Die Giite der Fits werden mit einem
R? = 0,1514 fiir die AlbCre-Mause und mit einem R? = 0, 2687 fiir die WT-Mause angegeben. Die Ausgle-
ichsgerade fiir die AlbCre-Méause ist signifikant (p = 0,0179) steiler verglichen mit der Ausgleichsgeraden

der Kontrollgruppe. Vor allem fallen beim AlbCre-Mausmodell hohe Cholesterinsekretionswerte bei gerin-

gen Gallensdurensekretionwerten auf. Nachfolgend finden sich die Gleichungen der Ausgleichsgeraden:
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6.1 Vergleich zwischen Wildtyp-Mdusen und AlbCre-Mdusen bei normaler Didt

> WT - Dit: Chieoyr . = 0,03 (£0,01) - GFyee + 0,15 (£0,07)
(R? = 0,2687; p < 0,0001),
> AlbCre - Didt:  Chgeepers o = 0,07 (£0,02) - GFee + 0,55 (+0, 08)

(R? = 0,1514; p < 0,0001) .

Gallefluss vs. GS-Sekretion (normale Diat) Ch- vs. GS-Sekretion (normale Diat)
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Abbildung 6.4: Darstellung des Galleflusses und der Cholesterinsekretion (Ch-Sekretion) in Abhangigkeit
von der Gallensdurensekretion (GS-Sekretion)fiir die AlbCre-Mause und die WT-Mause
bei normaler Didt. Die Abhangigkeit des Galleflusses und der Cholesterinsekretion (Ch-
Sekretion) von der Gallensaurensekretion (GS-Sekretion) zeigt einen linearen Fit.

Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Phospholipid- und Gallensdurensekretion bedient man
sich wieder einer rechteckigen Hyperbel (s. Abb. 6.5). Die hyperbolische Fitfunktion zeigt fiir die AlbCre-
Méuse und den WT einen signifikanten (p < 0,0001) Unterschied in der Abhéngigkeit der Phospholipid-
von der Gallensaurensekretion.

Die Fitfunktion ergibt eine maximale Phospholipidsekretion von Lecy, = 8,87 (%3, 11) pmol/hr/100g fir
die AlbCre-Méuse, welche geringer ist als die der Kontrollgruppe (Lecqx = 11,19 (3, 55) pmol/hr/100g).
Jedoch ist im Diagramm erkennbar, dass die einzelnen Phospholipidsekretionsmesswerte der AlbCre-M&use
hoher liegen als die der WT-Méuse (s. Abb. 6.5).

11,19 (i?), 55) : Gssec

> WT - Diat: LecSECWT-Diét = 31,58 (+14,46) + GSgec ’

8, 87 (13, 11) : Gssec
11,17 (£5,98) + GSsec

> AlbCre - Diét: LeCsecpere pise =
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6 Ergebnisse: Vergleich zwischen Wildtyp-Mdusen und AlbCre-Mdusen bei normaler und bei lithogener Didt
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Abbildung 6.5: Darstellung der Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) in Abhangigkeit von der Gallenséu-
rensekretion (GS-Sekretion) sowie der Cholesterinsekretion (Ch-Sekretion) in Abhangigkeit
von der Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) fiir die AlbCre-Méause im Vergleich zu den WT-
Mausen bei normaler Diat. Die Abhangigkeit der Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) von
der Gallensdurensekretion (GS-Sekretion) sowie die Beziehung zwischen Cholesterinsekre-
tion (Ch-Sekretion) und Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) zeigen einen hyperbolischen
Fit.

6.1.4 Output-Werte fiir Gallensiuren-, Cholesterin- und Phospholipidkonzentration

Betrachtet man die Output-Werte der 1. Stunde fiir die Gallensduren- (p = 0,0024) und die Cholesterin-
konzentration (p = 0,0015) der AlbCre-Mause und der WT-Mause, ergibt sich jeweils ein signifikanter
Unterschied mit den hoheren Werten fur die AlbCre-Méuse (s. Abb. 6.6). Die Output-Werte der Phospho-

lipidkonzentration hingegen zeigen keinen Unterschied (s. Abb. 6.6).
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6.2 Vergleich zwischen Wildtyp-Mdusen und AlbCre-Mdusen bei lithogener Didt
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Abbildung 6.6: Output-Werte der 1. Stunde fiir die Gallensauren-, Cholesterin- und Phospholipidkonzentra-
tion der AlbCre-Mause und der WT-Méuse bei normaler Diét.

6.2 Vergleich zwischen Wildtyp-Miausen und AlbCre-Miusen bei

lithogener Diit

6.2.1 Korpergewicht, Lebergewicht, Verhiltnis Leber- zu Korpergewicht

Unter lithogener Diét ergibt sich, wie schon unter normaler Diat festgestellt wurde, kein Unterschied zwischen
den beiden Mausmodellen beziiglich des Koérpergewichts. Die Parameter Lebergewicht und Quotient aus

Leber- und Korpergewicht der beiden Mausmodelle unterscheiden sich jedoch unter lithogener Diat sig-

nifikant (jeweils p < 0,0001) (s. Abb. 6.7).
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Abbildung 6.7: Kérpergewicht (BW), Lebergewicht (LW) und der Quotient aus Leber- und Kérpergewicht
(LW/BW) der AlbCre-Mause und der WT-Mause bei lithogener Diat.
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6 Ergebnisse: Vergleich zwischen Wildtyp-Mdusen und AlbCre-Mdusen bei normaler und bei lithogener Didt

6.2.2 Gesamtlipidkonzentration, Gallensiauren-, Cholesterin- und

Phospholipidkonzentration, Cholesterinsattigungsindex

Vergleicht man die mit lithogener Diét gefiitterten AlbCre-Mause mit der ebenfalls mit lithogener Diét gefiit-
terten WT-Gruppe, so ergibt sich ein signifikanter Unterschied der Gesamtlipidkonzentration (p < 0,0001)
(s. Abb. 6.9) sowie der Gallensauren- (p = 0,0172) und der Phosholipidkonzentrationen (p = 0,0160),
welche bezogen auf die Gesamtlipidkonzentration angegeben werden (s. Abb. 6.8). In der Cholesterinkon-
zentration, bezogen auf die Gesamtlipidkonzentration, ergibt sich kein Unterschied. Die Tendenz, die be-
reits beim Vergleich dieser Werte zwischen den beiden Mausmodellen bei normaler Diét festgetellt wurde,
bestatigt sich auch unter lithogener Diét. Die Gesamtlipidkonzentration ist, wie auch die Gallensdurensekre-
tion, bei den AlbCre-Miusen geringer verglichen mit der Kontrollgruppe. Die Phospholipidkonzentration
ist hingegen, wie bereits bei normaler Diat zu beobachten, in der AlbCre-Gruppe héher als bei dem WT.
Auch die Cholesterinkonzentration ist bei der AlbCre-Mausgruppe hoher, der Unterschied ist jedoch unter
lithogener Diit nicht signifikant. Der CSI-Wert unterscheidet sich, anders als unter normaler Diat, nicht (s.

Abb. 6.9). Die Anderungen weiterer Werte konnen der Tabelle 6.1 entnommen werden.
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Abbildung 6.8: Gallensauren-, Cholesterin- und Phospholipidkonzentration der 1. Stunde in mol % bezogen
auf die Gesamtlipidkonzentration fiir die AlbCre-Mause und die WT-Méuse bei lithogener
Diit.

6.2.3 Gallefluss, Cholesterinsekretion und Phospholipidsekretion versus

Gallensaurensekretion

Die Abhéngigkeit des Galleflusses und der Cholesterinsekretion von der Gallensaurensekretion wurde je-

weils mithilfe einer linearen Regressionsanalyse untersucht (s. Abb. 6.10). Bei jedem Mausmodell zeigt sich
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6.2 Vergleich zwischen Wildtyp-Mdusen und AlbCre-Mdusen bei lithogener Didt

Gesamtlipidkonz. (lithogene Diit) CSiI (lithogene Diat)
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Abbildung 6.9: Gesamtlipidkonzentration in g/dl und CSI der 1. Stunde fiir die AlbCre-Mause und die WT-
Mause bei lithogener Diit.

eine lineare Abhangigkeit des Galleflusses von der Gallensdurensekretion (p = 0,0050 bzw. p = 0,0145).
Die Steigungen der Regressionsgeraden unterscheiden sich nicht.

Die gallensdurenunabhingige Gallensekretion zeigt jedoch einen signifikanten (p = 0, 0051) Unterschied
zwischen den beiden Mausmodellen. Diese Beobachtungen konnten auch schon unter normaler Diat gemacht
werden. Weiterhin ist zu beobachten, dass die Gallensaurensekretion der AlbCre-Méuse, abgesehen von
einzelnen Ausreiflern, im Vergleich zur Kontrollgruppe wesentlich geringer ist und einen maximalen Wert
von etwa GS = 20mol/hr/100g besitzt. Der Verdacht einer maximalen Gallensdurensekretionsrate der

AlbCre-Mause wurde bereits unter normaler Didt geauflert.
> WT + Diat: GFwt + piat = 6,06 (£2,09) - GSgec + 460,50 (+42,12)
(R?> = 0,1134; p = 0,0050),
> AlbCre + Didt:  GFalpcre + Diat = 6,59 (£2,63) - GSsec + 537,00 (£30,75)
(R? =0,0761; p =0,0145).

Die Cholesterinsekretion zeigt bei den AlbCre-M&usen eine lineare Abhéngigkeit von der Gallensaurense-
kretion (p = 0,0005). Dies trifft jedoch nicht fiir die Kontrollgruppe zu (p = 0,2164), wodurch ein weiterer
Vergleich sehr schwierig ist. Betrachtet man die Punktwolken der Messwerte, so ist die der AlbCre-Mause
auf niedrige Cholesterinsekretionsraten bei geringen Gallensiurensekretionsraten konzentriert, wohinge-

gen beim WT eine grofie Spannweite der Messwerte zu beobachten ist.
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6.2 Vergleich zwischen Wildtyp-Mdusen und AlbCre-Mdusen bei lithogener Didt

> WT + Diat: Chyeoyr. o = 0,03 (£0,03) - GSqec + 3,88 (£0,55)

(R?> =0,0231; p =0,2164),

> AlbCre + Dit:  Ch = 0,07 (£0,02) - GSec + 2,26 (0, 24)

S€CAIbCre + Didt

(R? = 0,1468; p = 0,0005).
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Abbildung 6.10: Darstellung des Galleflusses und der Cholesterinsekretion (Ch-Sekretion) in Abhangigkeit
von der Gallensdurensekretion (GS-Sekretion) fiir die AlbCre-Mause und die WT-Méiuse
bei lithogener Diat. Die Abhingigkeit des Galleflusses und der Cholesterinsekretion (Ch-
Sekretion) von der Gallensdurensekretion (GS-Sekretion) zeigt einen linearen Fit.

Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Phospholipidsekretion und Gallensdaurensekretion be-
dient man sich wieder der in Gleichung (5.1) beschriebenen hyperbolischen Fitfunktion (s. Abb. 6.11). Die

hyperbolische Regressionsanalyse ergibt folgende Gleichungen

12,24 (il, 30) : GSsec
> WT + Dit: LeCsecyr , pis = 4,41 (£2,11) + GSeec’
, +Z, sec

10,12 (£1,15) - GSsec
> AlbCre + Diét: LeCsecpiere it = 1,35 (+1,46) & GSure”

Diese zeigen einen signifikanten (p = 0,0217) Unterschied fiir die Abhéangigkeit der Phospholipidsekre-
tion von der Gallensaurensekretion zwischen dem AlbCre-Mausmodell und dem WT (p = 0,0217). Ins-
gesamt fallen auch hier bei den AlbCre-Méausen geringe Phospholipidsekretionsraten bei geringen Gallen-
sdurensekretionraten auf. Unter lithogener Diét besitzt die Fitfunktion der AlbCre-Messwerte eine maxi-

male Phospholipidsekretion von Lecpax = 10,12 pmol/hr/100g. Diese ist, wie schon unter normaler Dit
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6 Ergebnisse: Vergleich zwischen Wildtyp-Mdusen und AlbCre-Mdusen bei normaler und bei lithogener Didt

zu beobachten war, geringer als die maximale Phospholipidsekretion der WT-Méause. Jedoch liegen jetzt
die einzelnen Messwerte der AlbCre-Méause hiufig auch unterhalb der der WT-MAuse, was sich von den

Beobachtungen bei normaler Didt unterscheidet.
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Abbildung 6.11: Darstellung der Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) in Abhéingigkeit von der Gallenséu-
rensekretion (GS-Sekretion) sowie der Cholesterinsekretion (Ch-Sekretion) in Abhéngigkeit
von der Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) fir die AlbCre-Méause und die WT-Méiuse
bei lithogener Diat. Die Abhangigkeit der Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) von der
Gallensaurensekretion (GS-Sekretion) sowie die Beziehung zwischen Cholesterinsekretion
(Ch-Sekretion) und Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) zeigen einen hyperbolischen Fit.

6.2.4 Output-Werte fiir Gallensiuren-, Cholesterin- und Phospholipidkonzentration

Vergleicht man die Output-Werte der 1. Stunde fiir die Gallensduren- (p < 0,0001), die Cholesterin- (p =
0,0082) und die Phospholipidkonzentration (p = 0,0014) der AlbCre-Méuse und der Kontrollgruppe unter
lithogener Diit, zeigt sich fiir jeden dieser Parameter ein signifikanter Unterschied (s. Abb. 6.12). Unter

lithogener Diét sind alle drei Parameter der AlbCre-Méuse geringer als die der WT-Mause.

6.3 Zusammenfassung

In der nachfolgenden Tabelle 6.1 sind die einzelnen untersuchten Parameter und deren Abweichungen aus

Sicht der AlbCre-Méuse verglichen mit den WT-Mausen zusammengefasst.
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6.3 Zusammenfassung

Gallensauren-Output (lithogene Diét) Cholesterin-Output (lithogene Diat) Lecithin-Output (lithogene Diat)
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Abbildung 6.12: Output-Werte der 1. Stunde fiir die Gallensauren-, Cholesterin- und Phospholipidkonzen-
tration fiir der AlbCre-Mause im Vergleich zu den WT-Mausen bei lithogener Diat.

Tabelle 6.1: Zusammenfassung WT versus AlbCre bei normaler und bei lithogener Diét. Die Pfeile stellen
jeweils die Abweichung des Parameters der AlbCre-Méuse unter der entsprechenden Diét von
den WT-Méausen dar. Fettgedruckte Pfeile deuten auf gleiche Abweichungsrichtung unter der
entsprechenden Diét hin.

Variable normale Diét lithogene Diét
Lebergewicht <—> )
LW/BW © 7
Gallensaurenkonzentration l l
Cholesterinkonzentration T —
Lecithinkonzentration 1 1
Gesamtlipidkonzentration l l
CSI T ©

— Steigung: < Steigung: <
gallensaurenunabh. Gallefluss: T | gallensdurenunabh. Gallefluss: T
Cholesterin- vs. Gallensidurensekretion Steigung: T WT: nicht linear
Lecithin- vs. Gallensdurensekretion LeCmax: | LeCmax: |

Gallensaurenoutput l l
Cholesterinoutput ) l
Lecithinoutput A l
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7. Ergebnisse: Vergleich zwischen VilCre-Miusen und

AlbCre-Miusen bei normaler und bei lithogener Diit

Nachfolgend wird der gewebsspezifische Abcg5/g8 Knock-out in der Leber (AlbCre) mit dem gewebsspe-
zifischen Abcg5/g8 Knock-out im Darm (VilCre) verglichen. Der Vergleich wird jeweils fiir die Mause mit

normaler Diit und mit lithogener Didt durchgefiihrt.

7.1 Vergleich zwischen VilCre-Miusen und AlbCre-Miusen bei normaler
Diat
7.1.1 Korpergewicht, Lebergewicht, Verhiltnis Leber- zu Korpergewicht

Vergleicht man die AlbCre-Méause mit den VilCre-M&usen unter normaler Fiitterung, zeigt sich beziiglich
Korpergewicht und Lebergewicht kein signifikanter Unterschied (s. Abb. 7.1). Der Quotient aus Leber- und
Korpergewicht unterschiedet sich signifikant (p = 0,0077) mit einem kleineren Quotienten fiir die AlbCre-
Mause (s. Abb. 7.1).

Korpergewicht (normale Diat) Lebergewicht (normale Diat) Korper-/Lebergewicht (normale Diat)
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Abbildung 7.1: Korpergewicht (BW), Lebergewicht (LW) und Quotient aus Leber- und Koérpergewicht
(LW/BW) der AlbCre-Méuse und der VilCre-Mause bei normaler Diét.
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7 Ergebnisse: Vergleich zwischen VilCre-Mdusen und AlbCre-Mdusen bei normaler und bei lithogener Didt

7.1.2 Gesamtlipidkonzentration, Gallensiuren-, Cholesterin- und

Phospholipidkonzentration, Cholesterinsattigungsindex

In der relativen Cholesterinkonzentration unterscheiden sich die beiden Mausmodelle unter lithogener Dit
nicht (s. Abb. 7.2). Auflerdem unterscheiden sich die Gesamtlipidkonzentration und der CSI-Wert der
AlbCre-Méuse nicht von den entsprechenden Werten der VilCre-Méduse (s. Abb. 7.3). Ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Mausmodellen zeigt sich nur fiir die Gallensauren- (p = 0,0164) und die

Phospholipidkonzentration (p = 0, 0220), jeweils bezogen auf die Gesamtlipidkonzentration (s. Abb. 7.2).

Gallensaurenkonz. (normale Diét) Cholesterinkonz. (normale Diat) Lecithinkonz. (normale Diat)
* *
100- _ 15- 40+ —_—_
= 9
5 80 _|_ 5 X 304
E £ 101 3
c 604 = E
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2 = = 20
= Q —
3 401 B £
& 29 8 10
= 20 2 4
S )
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@ N @ @ @ @
& & Ry & Ry &

Abbildung 7.2: Gallensduren-, Cholesterin- und Phospholipidkonzentration der 1. Stunde in mol % bezogen
auf die Gesamtlipidkonzentration fiir die AlbCre-Mause und die VilCre-Mause bei normaler
Diat.

7.1.3 Gallefluss, Cholesterinsekretion und Phospholipidsekretion versus

Gallensaurensekretion

Die Abhingigkeit des Galleflusses und der Cholesterinsekretion von der Gallensdurensekretion wurde je-
weils mithilfe einer linearen Regressionsanalyse untersucht (s. Abb. 7.5). Fiir die VilCre-Mause ergibt sich,
genau wie beim AlbCre-Mausmodell in Abschnitt 5.2.3, eine lineare Abhéngigkeit des Galleflusses von der
Gallensiurensekretion (p = 0,0179). Anzumerken ist jedoch, dass die Fits mit einem R? = 0,0607 fiir die
VilCre-Gruppe und mit einem R? = 0,1574 fiir die AlbCre-Mzuse angegeben werden. Die linearen Fits
zeigen keinen Unterschied, weder in der Steigung noch im y-Achsenabschnitt der Geraden. Die Ausgleichs-

geraden besitzen folgende Gleichungen:
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7.1 Vergleich zwischen VilCre-Mdusen und AlbCre-Mdusen bei normaler Didt

Gesamtlipidkonz. (normaler Diat) CSI (normale Diét)
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Abbildung 7.3: Gesamtlipidkonzentration in g/dl und CSI der 1. Stunde der AlbCre-Méause und der VilCre-
Maiuse bei normaler Diét.

> VilCre - Didt:  GFyiicre - piat = 20,52 (£8,51) - GSgec + 429,00 (£70, 86)
(R?> = 0,0607; p < 0,0179),
> AlbCre - Didt:  GFaipcre - piat = 31,05 (£6,76) - GSgec + 373,30 (£36,69)

(R? =0,1574; p < 0,0001).

Betrachtet man die Cholesterinsekretion in Abhangigkeit von der Gallensidurensekretion, besteht auch
hier fir die VilCre-Méause eine linerare Beziehung (p < 0,0001), wie sie bereits fiir die AlbCre-Mause
beobachtet wurde (p < 0,0001). Die Giite der Fits werden mit R> = 0,1514 fiir die AlbCre-Méuse und
mit R? = 0, 1995 fiir die VilCre-Miuse angegeben. Die Ausgleichsgeraden zeigen keinen Unterschied in der
Steigung. Der y-Achsenabschnitt unterscheidet sich hingegen signifikant (p = 0,0002) mit einer hoheren

basalen Cholesterinsekretion fur die AlbCre-Mause.

> VilCre - Dit:  Ch = 0,07 («0,01) - GSsec + 0,30 (20,11)

S€CVilCre - Diit

(R? = 0,1995); p < 0,0001),

> AlbCre - Diit: Ch = 0,07 (0,02) - GSsec + 0,55 (+0,09)

S€CAIbCre - Diat

(R? = 0,1514; p < 0,0001) .
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7 Ergebnisse: Vergleich zwischen VilCre-Mdusen und AlbCre-Mdusen bei normaler und bei lithogener Didt

Gallefluss vs. GS-Sekretion (normale Diat) Ch- vs. GS-Sekretion (normale Diat)
4000~ —— AlbCre D 4- —— AlbCre
5 s —— VilCre S —— VilCre
=3 =
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Abbildung 7.4: Darstellung des Galleflusses und der Cholesterinsekretion (Ch-Sekretion) in Abhéngigkeit
von der Gallensaurensekretion (GS-Sekretion) fiir die AlbCre-Méuse und die VilCre-Mause
bei normaler Didt. Die Abhangigkeit des Galleflusses und der Cholesterinsekretion (Ch-
Sekretion) von der Gallensaurensekretion (GS-Sekretion) zeigt einen linearen Fit.

Zur Untersuchung des Zusammenhanges zwischen der Phospholipidsekretion und der Gallensdurense-
kretion bedient man sich wieder der hyperbolischen Fitfunktion aus Gleichung (5.1) (s. Abb. 7.5). Die hy-
perbolischen Fitfunktionen fiir die Abhéngigkeit der Phospholipidsekretion von der Gallensaurensekretion
der AlbCre- und der VilCre-Mause unterscheiden sich signifikant (p < 0,0001).

6,48 (1,89) - GSsec
12,60 (£6,36) + GSsec’

> VilCre - Didt:  LecCsecyyere . pist =

8,87 (£3,11) - GSgec
11,17 (£5,98) + GSgec

> AlbCre - Didt:  LeCsecppore . e =

Die Abhéngigkeit der Cholesterinsekretion von der Phospholipidsekretion ist nicht signifikant, sodass
eine gemeinsame hyperbolische Fitfunktion ermittelt wird (s. Abb. 7.5).
7.1.4 Output-Werte fiir Gallensiuren-, Cholesterin- und Phospholipidkonzentration

Betrachtet man die Output-Werte der 1. Stunde fiir die Gallensduren-, die Cholesterin- und die Phospho-
lipidkonzentration der AlbCre-Mause und der VilCre-Mause, zeigt sich fiir keinen dieser Parameter ein Un-

terschied zwischen den beiden Mausmodellen (s. Abb. 7.6).
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7.1 Vergleich zwischen VilCre-Mdusen und AlbCre-Mdusen bei normaler Didt

Lec- vs. GS-Sekretion (normale Diat) Ch- vs. Lec-Sekretion (normale Diat)
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Abbildung 7.5: Darstellung der Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) in Abhangigkeit von der Gallenséu-
rensekretion (GS-Sekretion) sowie der Cholesterinsekretion (Ch-Sekretion) in Abhangigkeit
von der Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) fiir die AlbCre-Méuse und die VilCre-Méause
bei normaler Diét. Die Abhéngigkeit der Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) von der Gal-
lensaurensekretion (GS-Sekretion) sowie die Beziehung zwischen Cholesterinsekretion (Ch-
Sekretion) und Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) zeigen einen hyperbolischen Fit.

Gallensauren-Output (normale Diét) Cholesterin-Output (normale Diat) Lecithin-Output (normale Diét)
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Abbildung 7.6: Output-Werte der 1. Stunde fiir die Gallensauren-, Cholesterin- und Phospholipidkonzentra-
tion der AlbCre-Mause und die VilCre-Mause bei normaler Dit.
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7 Ergebnisse: Vergleich zwischen VilCre-Mdusen und AlbCre-Mdusen bei normaler und bei lithogener Didt

7.2 Vergleich zwischen VilCre-Miusen und AlbCre-Miusen bei

lithogener Diit

7.2.1 Korpergewicht, Lebergewicht, Verhiltnis Leber- zu Korpergewicht

Unter lithogener Diét ergibt sich wie unter normaler Diit kein Unterschied im Korpergewicht und im
Lebergewicht (p = 0,6549) zwischen den AlbCre-Méusen und den VilCre-Mausen (s. Abb. 7.7). Zudem
zeigt sich kein Unterschied im Quotienten aus Leber- und Kérpergewicht, der unter normaler Didt noch

beobachtet werden konnte (s. Abb. 7.7).

Korpergewicht (lithogene Diat) Lebergewicht (lithogene Diét) Leber-/Kérpergewicht (lithogene Diat)

35- 8- 30+
3 5 —_1— T
: e 6- (J
£ 30 [ [ £ —— T 204 T
H 2 4 2
= > a
0 i
3 25 g I = 104 p—
g 1 L 37 L ——

20 T T 0 T T 3 T T
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Abbildung 7.7: Kérpergewicht (BW), Lebergewicht (LW) und der Quotient aus Leber- und Korpergewicht
(BW/LW) der AlbCre-Méause und der VilCre-M&use bei lithogener Diét.

7.2.2 Gesamtlipidkonzentration, Gallensiuren-, Cholesterin- und

Phospholipidkonzentration, Cholesterinsittigungsindex

Unter lithogener Diét unterscheidet sich weder die relative Cholesterinkonzentration der AlbCre- und VilCre-
Miuse, was bereits unter normaler Didt beobachtet werden konnte, noch zeigt sich ein Unterschied in der
relativen Gallensauren- und Phospholipidkonzentration (s. Abb. 7.8). Auflerdem ist der CSI-Wert identisch
(s. Abb. 7.9).
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7.2 Vergleich zwischen VilCre-Mdusen und AlbCre-Mdusen bei lithogener Didt

Gallensaurenkonz. (lithogene Diat) Cholesterinkonz. (lithogene Diét) Lecithinkonz. (lithogene Diat)
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Abbildung 7.8: Gallensauren-, Cholesterin- und Phospholipidkonzentration der 1. Stunde in mol % bezogen
auf die Gesamtlipidkonzentration fiir die AlbCre-Méuse und die VilCre-Mause bei lithogener

Diit.
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Abbildung 7.9: Gesamtlipidkonzentration in g/dl und CSI der 1. Stunde der AlbCre-M&use und der VilCre-
MdAuse bei lithogener Diit.

7.2.3 Gallefluss, Cholesterinsekretion und Phospholipidsekretion versus

Gallensaurensekretion

Die Abhéngigkeit des Galleflusses und der Cholesterinsekretion von der Gallensaurensekretion wurde je-
weils mithilfe einer linearen Regressionsanalyse untersucht (s. Abb. 7.11). Wie schon bei den AlbCre-
Maéusen unter lithogener Didt gesehen (s. Abschnitt 5.2.3), zeigt sich auch bei den VilCre-Mausen unter

lithogener Diét eine lineare Abhangigkeit des Galleflusses von der Gallensaurensekretion (p = 0,0032). Die
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7 Ergebnisse: Vergleich zwischen VilCre-Mdusen und AlbCre-Mdusen bei normaler und bei lithogener Didt

Steigungen der Regressionsgeraden unterscheiden sich auch unter lithogener Diét nicht. Der gallensiu-
renunabhéngige Gallefluss zeigt jedoch einen signifikanten (p = 0,0002) Unterschied zwischen den beiden
Mausmodellen. Dies konnte unter normaler Didt nicht beobachtet werden. Der gallensdurenunabhiangige
Gallefluss ist mit GF ajpcre + piat = D37, 00 (£30, 75) pl/hr/100g fiir die AlbCre-Méuse signifikant hoher als
der der VilCre-Méuse (GFyviicre + Diat = 345.40 (£52,16) pl/hr/100g).

> VilCre + Diat:  GFyilcre + it = 14,79 (4, 89) - GSyec + 345,40 (+52, 16)
(R? = 0,0871; p = 0,0032),

> AlbCre + Didt: GFalbcre + it = 6,59 (£2,63) - GSsec + 537,00 (+30, 75)
(R? = 0,0761; p = 0,0145).

Eine lineare Abhangigkeit der Cholesterinsekretion von der Gallensdaurensekretion, wie sie bei den AlbCre-
Maéusen unter lithogener Didt beobachtet werden konnte (s. Abschnitt 5.2.3), zeigt sich bei den lithogen
gefiitterten VilCre-Méause nicht. Dadurch wird ein weiterer Vergleich der Gruppen erschwert. Die den-
noch ermittelten Ausgleichsgeraden zeigen weder einen signifikanten Unterschied in der Steigung noch im

y-Achsenabschnitt.

> VilCre + Didit:  Chgeeyyon, oy = 0,12 (20,06) - Chigee + 2,20 (20, 66)

(R? =0,0379; p = 0,0547),

> AlbCre + Didit:  Chgeeyyere o = 0, 0737 (£0,0204) - Chigee + 2,26 (£0,23)
(R® = 0,1468; p = 0,0005) .

Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Phospholipidsekretion und der Gallensdurense-
kretion bedient man sich der hyperbolischen Fitfunktion aus Gleichung (5.1). Die Regressionsanalyse ergibt
keinen Unterschied fiir die Abhangigkeit der Phospholipidsekretion von der Gallensdurensekretion zwischen
dem AlbCre-Mausmodell und dem VilCre-Mausmodell. Es wird eine gemeinsame Fitfunktion ermittelt (s.

Abb. 7.11)

9,51 (+0,83) - GSiec

> VilCre + Diat bzw. AlbCre + Diit: LeCsecyyereatnere » pist = 3,36 (=1, 04) + GOu’
7 -7 sec

Zwischen der Cholesterinsekretion und der Phospholipidsekretion besteht bei den VilCre-Mausen mit li-
thogener Diit, im Gegensatz zu den AlbCre-Méusen, kein hyperbolischer Zusammenhang, sodass ein weit-

erer Vergleich hier schwierig ist (s. Abb. 7.11).
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7.2 Vergleich zwischen VilCre-Mdusen und AlbCre-Mdusen bei lithogener Didt

Gallefluss vs. GS-Sekretion (lithogene Diit) Ch- vs. GS-Sekretion (lithogene Diat)
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Abbildung 7.10: Darstellung des Galleflusses und der Cholesterinsekretion (Ch-Sekretion) in Abhangigkeit
von der Gallensdurensekretion (GS-Sekretion) fiir die AlbCre-Méuse und die VilCre-Mé&use
bei lithogener Diat. Die Abhingigkeit des Galleflusses und der Cholesterinsekretion (Ch-
Sekretion) von der Gallensaurensekretion (GS-Sekretion) zeigt einen linearen Fit.
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Abbildung 7.11: Darstellung der Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) in Abhéngigkeit von der Gallenséu-
rensekretion (GS-Sekretion) sowie der Cholesterinsekretion (Ch-Sekretion) in Abhéngigkeit
von der Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) fiir die AlbCre-Méuse und die VilCre-Méuse
bei lithogener Didt. Die Abhéngigkeit der Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) von der
Gallensaurensekretion (GS-Sekretion) sowie die Beziehung zwischen Cholesterinsekretion
(Ch-Sekretion) und Phospholipidsekretion (Lec-Sekretion) zeigt einen hyperbolischen Fit.
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7 Ergebnisse: Vergleich zwischen VilCre-Mdusen und AlbCre-Mdusen bei normaler und bei lithogener Didt

7.2.4 Output-Werte fiir Gallensiuren-, Cholesterin- und Phospholipidkonzentration

Vergleicht man die Output-Werte der 1. Stunde fiir die Gallensiduren-, Cholesterin- und die Phospholipid-
konzentration der AlbCre-M&use und der VilCre-M&use unter lithogener Diét, zeigt sich fiir jeden dieser

Parameter kein Unterschied (s. Abb. 7.12), was auch unter normaler Diéit beobachtet werden konnte.

Gallensauren-Output (lithogene Diat) Cholesterin-Output (lithogene Diat) Lecithin-Output (lithogene Diat)
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Abbildung 7.12: Output-Werte der 1. Stunde fiir die Gallensduren-, Cholesterin- und Phospholipidkonzen-
tration der AlbCre-Mause und der VilCre-Méuse bei lithogener Diét.
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7.3 Cholesterin/Phospholipid-Verhdltnis der VilCre- und AlbCre-Mduse bei normaler und bei lithogener Didt

7.3 Cholesterin/Phospholipid-Verhiltnis der VilCre- und AlbCre-Miuse

bei normaler und bei lithogener Diat

Vergleicht man das Verhiltnis aus der bilidren Cholesterin- zu Phospholipidkonzentration der AlbCre- und
VilCre-Méuse jeweils bei normaler und lithogener Diat untereinander und mit dem entsprechenden Quo-
tienten der Kontrollgruppe, ergibt sich unter normaler Diét jeweils ein signifikanter (p < 0,001) Unter-
schied. Dabei besitzt die Kontrollgruppe den geringsten und die AlbCre-M&use den gréfiten Cholesterin- zu
Phospholipidquotienten. Unter lithogener Didt nimmt der Cholesterin- zu Phospholipidquotient der AlbCre-
Maéuse nur gering zu. Der Quotient der VilCre- und WT-M4use steigt hingegen an, sodass sich unter litho-

gener Diét das Cholesterin- zu Phospholipidverhéltnis der verschiedenen Mausgruppen sich nicht unter-

scheidet.
Ch/PL Verhaltnis (normale Diat) Ch/PL Verhaltnis (Diat)
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Abbildung 7.13: Der Quotient aus bilidrer Cholesterin- und Phospholipidkonzentration der VilCre- und der
AlbCre-Mause im Vergleich zur Kontrollgruppe (WT-Mause) jeweils bei normaler und bei
lithogener Diit.

70



7 Ergebnisse: Vergleich zwischen VilCre-Mdusen und AlbCre-Mdusen bei normaler und bei lithogener Didt

7.4 Zusammenfassung

In der nachfolgenden Tabelle 7.1 sind alle Abweichungen aller untersuchten Parameter aus Sicht der AlbCre-

Miuse verglichen mit den VilCre-Mausen zusammengefasst.

Tabelle 7.1: Zusammenfassung VilCre-Méuse versus AlbCre-Méuse bei normaler und bei lithogener Diét. Die
Pfeile stellen jeweils die Abweichung der Parameter der AlbCre-Mause unter der entsprechenden
Diét von den VilCre-M&usen dar. Fettgedruckte Pfeile stehen fiir keine Abweichungen zwischen
den Mausmodellen unter der entsprechenden Diit.

Variable normale Didt lithogene Diét
Lebergewicht © o
LW/BW l o
Gallensaurenkonzentration ! ©
Cholesterinkonzentration © ©
Lecithinkonzentration T ©
Gesamtlipidkonzentration © !
CSI © ©

Steigung: <> Steigung: <

Gallefluss

gallensdurenunabh. Gallefluss: &

gallensdurenunabh. Gallefluss: T

Cholesterin- vs. Gallensaurensekretion

Steigung: ¢

gallensdurenunabh. Gallefluss: T

WT: nicht linear

Lecithin- vs. Gallensidurensekretion LeCmax: T LeCay: €
Output: Gallensaure © ©
Output: Cholesterin © ©

Output: Lecithin © ©
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8. Diskussion

8.1 Auswirkungen der lithogenen Diit auf die Wildtyp-Miuse und die
AlbCre-Miuse

8.1.1 Vergleich zwischen Wildtyp Mausen bei normaler und bei lithogener Diit

Die Ergebnisse des Vergleichs der WT-Méause mit normaler und mit lithogener Didt entsprechen den Er-
wartungen und zeigen, dass die Zusammensetzung der lithogenen Diit die gewiinschte Wirkung erzeugt.
Die lithogene Diat fithrt zu einer Zunahme des Lebergewichts bei unverandertem Korpergewicht. Aufgrund
der lithogenen Diat kommt es zu einem Uberangebot an Lipiden, welche in der Leber akkumulieren und zu
einer Leberzellverfettung entsprechend einer ,nichtalkoholischen Fettlebererkrankung® (NAFLD = ,Non-
alcoholic fatty liver disease®) fithren [108]. Unter einer NAFLD versteht man eine Steatose der Leber mit
einem Fettanteil von mehr als 5% des Lebergewichts oder eine Makrosteatose der Hepatozyten gleichen
Ausmafes, die nicht maigeblich durch erhohten Alkoholkonsum verursacht ist [108]. Der Fettanteil der
Lebern der WT-Mause wurde zwar nicht bestimmt, aber die makroskopische Betrachtung der Lebern bei
der Operation bestatigte die deutliche Leberverfettung. NAFLD stellt einen Oberbegriff fiir eine einfache
Fettleber (NAFL = ,Non-alcoholic fatty liver”) und einer nichtalkoholischen Steatohepatitis (NASH = ,Non-
alcoholic steatohepatitis®), die durch eine entziindliche Reaktion mit Hepatozytenschiaden mit Fibrosierung
gekennzeichnet ist [108]. Um welchen Typ der Leberzellverfettung es sich genau bei den untersuchten WT-
Maiusen handelt, kann nicht beschrieben werden.

An der Gesamtlipidkonzentration wie auch an den Outputwerten der einzelnen Lipidkonzentrationen der
Galle zeigt sich, dass der Organismus der WT-Méuse bei lithogener Didt mit dem Lipidangebot ibersat-
tigt ist. Dies wird mit einem CSI-Wert deutlich gréfler 1, der signifikant hoher liegt als der CSI-Wert bei
normaler Diit, bestitigt. Anzumerken ist, dass bei den lithogen gefiitterten Miusen die Cholesterin- und
Lipidkonzentration, jeweils bezogen auf die Gesamtlipidkonzentration, erhéht sind, dies jedoch nicht fiir
die Gallensaurenkonzentration bezogen auf die Gesamtlipidkonzentration zutrifft. Die gleiche Beobachtung

wurde auch von Wang et al. [16] gemacht. Trotz einer erhdhten absoluten Gallensdurenkonzentration in der
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Galle der WT-Mause mit lithogener Diét verschiebt sich das Verhiltnis der Lipide zugunsten des Lecithin-
und Cholesteringehalts.

In Berge et al. [83] wird eine Steigerung des ABCG5/G8 Transporters um das Zweifache im Darm und um
das Dreifache in der Leber durch eine einwochige, cholesterinreiche Didt postuliert. Dieses stellt einen pro-
tektiven Mechanismus des Korpers gegen Arteriosklerose dar. Andererseits wird dadurch das Risiko zur
Entstehung von Gallensteinen erhéht. Unter lithogener Diét scheint dieser Mechanismus jedoch an seine
Grenzen zu gelangen, sodass es zu einer Leberzellverfettung kommt.

Die Reaktion des Organismus auf das erhdhte Lipidangebot wird bei der Betrachtung des Galleflusses und
der Cholesterin- und Lecithinsekretion in Abhéngigkeit von der Gallensaurensekretion deutlich. Der gallen-
sdaurenunabhéngige Gallefluss ist fiir die lithogen gefiitterten Mause hoher. Zudem liegen die Cholesterin-
sekretionswerte genauso wie die Lecithinsekretionswerte fiir alle Gallensaurensekretionswerte deutlich iiber
den entsprechenden Werten der WT-Mause mit normaler Didt. Die Lebern der lithogen gefiitterten Mause
versuchen, durch vermehrte Sekretion der entsprechenden Lipide, dem Uberangebot entgegenzusteuern.
So wird relativ gesehen auf weniger Gallensduren mehr Cholesterin und Lecithin sezerniert. Dass dieser
Kompensationsversuch jedoch nur eingeschrinkt erfolgreich ist, zeigt die Verfettung bzw. signifikante Ge-

wichtszunahme der Lebern dieser Tiere.

8.1.2 Vergleich zwischen AlbCre-Mausen bei normaler und bei lithogener Diiit

Die Ergebnisse des Vergleichs der AlbCre-Méause mit normaler und lithogener Diét zeigen die gleiche Ten-
denz wie der Vergleich der WT-Méause untereinander. Jedoch sollen im Folgenden einige Merkmale her-
vorgehoben werden: Das Lebergewicht, aber bereits auch das Kérpergewicht der lithogen gefiitterten AlbCre-
Mause, ist gegeniiber den entsprechenden Werten der normal gefiitterten AlbCre-Méusen erhéht. Diese
Unterschiede zwischen den Diatformen sind bei den AlbCre-Méusen starker ausgepragt als bei den WT-
Maiusen, dieses wird im Abschnitt 8.2 genauer analysiert. Ebenso zeigen sich bei den lithogen gefiitterten
AlbCre-Mausen im Vergleich zu den normal gefiitterten eine Erh6hung der Gesamtlipidkonzentration sowie
eine Erhéhung der absoluten und relativen Cholesterin- und Lecithinkonzentrationen. Diese Beobachtung
konnte auch im Vergleich der beiden Didtgruppen der WT-Méuse gemacht werden, wobei jedoch der Un-
terschied, obgleich er signifikant ist, geringer ausfillt. Die relative Gallensdurenkonzentration ist unter
lithogener Diét signifikant geringer; dieser Unterschied ist noch signifikant, wohingegen sich der absolute
Gallensdurenoutput nicht mehr signifikant unterscheidet, auch wenn die héheren absoluten Werte der Ten-

denz der WT-Maiuse entsprechen. Die Beobachtung dieser gleichen Tendenzen zeigt uns, dass die AlbCre-
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Méiuse mit Hilfe des gleichen Mechanismus wie die Kontrollgruppe versuchen, mit dem Uberangebot an
Lipiden zurecht zu kommen. Aufgrund der Mutation des Abcg5/g8 Transporters haben diese Méduse jedoch
eine geringere Kompensationsfahigkeit. Den lithogen gefiitterten Mausen gelingt es zwar, mehr Cholesterin
zu sezernieren, jedoch nicht in dem Ausmafl wie den WT-Mausen. Dieser Weg der Cholesterinexkretion,
welcher in Abschnitt 8.2 niher diskutiert wird, scheint schneller an seine Grenzen zu kommen. Auch kommt
es bei den AlbCre-Miusen zu einer relativen Reduktion der Gallensdurenkonzentration. Der bereits schon
bei normaler Diat hohe CSI-Wert erhoht sich durch die lithogene Diét nicht weiter. Dies ist ein Indiz dafiir,
dass trotz des Kompensationsversuchs es den Mause nicht gelingt die iiberséttigte Galle, welche bereits bei
normaler Didt vorliegt, zu dquilibrieren. Das Resultat ist die wesentlich groiere Zunahme im Lebergewicht
und die Zunahme extrahepatischer Fetteinlagerungen. Bei den AlbCre-Méausen scheint bereits unter nor-
maler Diit ein spontanes NAFLD-Modell vorzuliegen [108].

Der gallensdurenunabhangige Gallefluss ist auch bei den lithogen gefiitterten AlbCre-Mausen, wie schon
bei den WT-Mausen beobachtet, hoher als der Gallefluss der normal gefiitterten AlbCre-Méuse. Diese
Steigerung fallt jedoch im Vergleich mit den WT-Mausen geringer aus. Unabhingig von der Didtform
zeigen die AlbCre-Méuse geringere absolute Gallensaurensekretionsraten. Die Mutation im Abcg5/g8 Trans-
porter scheint auf noch unbekannte Weise die Gallensdurensekretion zu beeinflussen. Die Abhingigkeit
der Cholesterin- und der Lecithinsekretion von der Gallensaurensekretion zeigt die bereits oben gemachte
Beobachtung hoherer Lipidsekretionsraten unter lithogener Diét, wie auch in der WT-Gruppe zu beobachten.
Diese Steigerung fallt jedoch geringer aus als beim WT und zeigt nochmal die eingeschrinkte Kapazitat der

AlbCre-Mause, die Anflutung der Lipide zu kompensieren.

8.2 Vergleich zwischen Wildtyp-Mausen und AlbCre-Miusen bei

normaler und bei lithogener Diit

Vergleicht man den WT mit dem AlbCre-Mausmodell bei normaler Diét, fallt auf, dass der Knock-out keinen
Einfluss auf Kérper- und Lebergewicht der Mause hat. Uberraschend ist der Unterschied in der Choleste-
rinkonzentration in der Galle zwischen den beiden Mausmodellen. Hierbei handelt es sich nicht nur um
eine signifikante Erh6hung der relativen, sondern auch der absoluten Cholesterinkonzentration. Dies wird
deutlich bei der Betrachtung der Output-Werte der 1. Stunde fiir Cholesterin.

Die Existenz einer bilidren Cholesterinsekretion trotz Abcg5/g8 Knock-out in den AlbCre-Mausen wurde be-

reits in Abschnitt 8.1.2 beobachtet. Aktuelle Erkenntnisse [12] gehen davon aus, dass der ABCG5/G8 Trans-
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porter der Haupttransporter fur die bilidire Cholesterinsekretion ist. Demnach héitte man fir die AlbCre-
Maéuse, bei denen dieser Transporter in der Leber ausgeschaltet ist, genau das Gegenteil erwartet, d.h. eine
im Vergleich zu den WT-Mausen verminderte Cholesterinsekretion in die Galle. Die komplette Uberpriifung
der Expressionsdaten dieses Transporters in den Lebern der AlbCre-Mausen steht noch aus. Jedoch lassen
erste Ergebnisse darauf schliefen, dass bei diesen Mausen der ABCG5/G8 Transporter nicht exprimiert wird
und es sich um einen vollstindigen Knock-out in der Leber handelt [109].

Demnach zeigt der Vergleich der beiden Mausmodelle, dass die AlbCre-Mause fahig sind, auf einem ABCG5/G8
unabhéngigen Weg Cholesterin aus der Leber in die Galle zu sezernieren. Diese Ergebnisse bestitigen die
bereits in Wang et al. [16] gemachte Beobachtung eines ABCG5/G8 unabhingigen Sekretionsweges fiir
Cholesterin. In [16] wird postuliert, dass dieser ABCG5/G8 unabhéngige bilidre Sekretionsweg fiir 30 % -
40 % der hepatischen Cholesterinsekretion verantwortlich ist. Jedoch wurde in ihrer Arbeit [16] nicht der
Abcg5/g8 Knock-out in der Leber untersucht. Demnach wird in Wang et al. [16] keine Aussage tiber die
Leistungsfahigkeit dieses Transportwegs bei einem leberspezifischen Abcg5/g8 Knock-out gemacht. Es wird
jedoch dem ABCG5/G8 unabhéngigen Sekretionsweg bei einem Abcg5/g8 Knock-out eine zentrale Rolle in
der bilidren Cholesterinsekretion zugeschrieben. Weiterhin ist dieser ABCG5/G8 unabhéingige Sekretions-
weg nicht fahig, Pflanzensterole zu sezernieren und lésst sich nicht durch einen LXR-Agonisten regulieren
[16]. Die Funktionsweise der Transporter und eventuelle Kopplungsmechanismen der Transporter unter-
einander, die es den AlbCre-Mausen unter normaler Didt erméglichen, signifikante Mengen an Cholesterin
in die Galle zu sezernieren, sind im Moment noch unverstanden.

Auffallig ist zudem der Unterschied in der bilidren Gallensdurenkonzentration mit niedrigeren Werten fiir
die AlbCre-Méuse bei normaler und bei lithogener Diit, der sich sowohl relativ als auch absolut signifikant
darstellt. Entweder wird die Gallensaurensynthese oder die -sekretion durch den Knock-out beeinflusst.
Diese geringen Gallensdurensekretionsraten werden auch in den Abbildungen 6.4 und 6.10 deutlich, die die
Abhéngigkeiten des Galleflusses und der Cholesterinsekretion von der Gallensaurensekretion darstellen.
Fiir die AlbCre-Mause scheint es eine maximale Gallensaurensekretionsrate zu geben, die bei normaler Diit
bei 10 pmol/hr/100g und bei lithogener Diét bei 20 pmol/hr/100g, abgesehen von einzelnen Ausreifiern, zu
liegen scheint.

Betrachtet man die Abhéngigkeit des Galleflusses von der Gallensdurensekretion deuten die gleichen Stei-
gungen der Ausgleichsgeraden sowohl bei normaler als auch bei lithogener Diét fiir die WT- und fir die
AlbCre-Mause auf einen identischen Mechanismus der Gallensiurensekretion (iiber die Gallensidurenex-

portpumpe ABCB11) hin. Die hohen Galleflussraten der AlbCre-Mause bei normaler und bei lithogener
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Diat mit einem hohen und im Vergleich zum WT signifikant gesteigerten gallensdurenunabhingigen Galle-
fluss konnen den Versuch der AlbCre-Mause widerspiegeln, durch eine hohe Flussrate vermehrt Cholesterin
zu sezernieren. Als Auswirkung der reduzierten Gallensidurensekretion ist auch die reduzierte Gesamtlipid-
konzentration zu werten, da die Gallensdurenreduktion nicht durch die Zunahme ( bei normaler Diat) oder
Konstanz (unter lithogener Diét) der Cholesterinkonzentration kompensiert wird. Der CSI-Wert ist aufgrund
der hoheren Cholesterinkonzentration bei den AlbCre-Méausen signifikant hoher als der der WT-Méuse. Bei
normaler Didt konnen die AlbCre-Méuse tiber den bis jetzt noch nicht identifizierten ABCG5/G8 unabhéngi-
gen Weg den Knock-out kompensieren, sodass es zu keinen Abweichungen im Kérper- und Lebergewicht im
Vergleich zum WT kommt. Jedoch hat dieser Genotyp bereits bei normaler Didt aufgrund eines CSI-Wertes
> 2, welcher signifikant grofler ist als der CSI-Wert der WT-M4use, ein hohes Cholelithiasis-Risiko.

Dieser Kompensationsmechanismus scheint unter lithogener Diét iiberfordert zu sein, da es beim Ver-
gleich der Mausmodelle dann zu einem signifikanten Unterschied im Lebergewicht und im Verhéltnis von
Leber- zu Kérpergewicht kommt. Durch das Fehlen des ABCG5/G8 Transporters gelingt es der Leber der
AlbCre-Mause nicht mehr, das tiberschiissige Cholesterin iiber den ABCG5/G8 unabhéngigen Weg, der unter
normaler Diat beobachtet werden konnte, zu eliminieren. Dies konnte eine Akkumulation des Cholesterins
in der Leber zur Folge haben, die zum Anstieg des Lebergewichts der AlbCre-M&use im Vergleich zu dem
der Kontrollgruppe fithrt und zur Bildung einer Fettleber beitriagt. Unter normaler Diét sind die AlbCre-
Miuse noch fihig, das tiberschiiflige Cholesterin in die Galle zu sezernieren. Unter lithogener Diét scheint
der ABCG5/G8 unabhingige bilidre Sekretionsweg jedoch mit dem anflutenden Cholesterin tiberfordert zu

sein.

Diese These wird durch den unter lithogener Didt nicht mehr zu beobachtenden Unterschied in der re-
lativen Cholesterinkonzentration bestatigt. Die absoluten Cholesterin Output-Werte sind bei den AlbCre-
Maéusen im Vergleich zu den WT-Méausen unter lithogener Didt sogar geringer. Durch den Knock-out und
durch die insbesondere unter lithogener Diat angestiegenen Cholesterinkonzentration scheint die Gallen-
saurensekretion, wie schon unter normaler Didt beobachtet werden konnte, inhibiert zu werden. Trotz der
erniedrigten Gesamtlipidkonzentration steigt der CSI an. Dies lédsst sich anhand des Kurvenverlaufes des
maximal l6slichen Cholesterins in Prozent in Abhangigkeit vom N-Wert, welcher dem Quotienten aus Phos-
pholipidkonzentration und Summe aus Phospholipid- und Gallensidurenkonzentration entspricht, erkliren.
Die erhéhte Phospholipidkonzentration bei unverdnderter Summe aus Phospholipid- und Gallensdurenkon-

zentration ergibt einen erhohten N-Wert, wodurch man auf der x-Achse weiter nach rechts wandert (s. Abb.
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9.1 im Anhang). Hierdurch gelangt man in das Maximum des Kurvenverlaufes, was gleichbedeutend mit
der maximal mdéglichen maximalen Cholesterinkonzentration bei einer bestimmten Gesamtlipidkonzentra-
tion ist. Somit erhalt man trotz erniedrigter Gesamtlipidkonzentration héhere maximal 16sliche Cholester-
inwerte. Da die Cholesterinkonzentration bezogen auf die Gesamtlipidkonzentration starker steigt als die

maximal lsliche Cholesterinkonzentration, ergibt sich im Ergebnis ein Anstieg des CSL

8.3 Vergleich zwischen VilCre-Miausen und AlbCre-Mausen bei normaler

und bei lithogener Diit

Die Ergebnisse des Vergleichs der VilCre- und AlbCre-Méuse zeigen, trotz des unterschiedlichen gewebsspe-
zifischen Abcg5/g8 Knock-outs, tiberraschenderweise einen dhnlichen Phéanotyp. Nicht erst unter lithogener
Diat, sondern bereits unter normaler Diat verhalten sich die beiden Mausmodelle hinsichtlich der betrach-
teten Parameter sehr dhnlich. Der ABCG5/G8 Transporter spielt sowohl eine Hauptrolle in der bilidren
Cholesterinsekretion als auch in der intestinalen Absorption von Sterolen [110]. Patienten, die eine Muta-
tion im ABCG5/G8 Transporter haben, zeigen eine gesteigerte intestinale Absorptionsraten von Pflanzen-
und Nicht-Cholesterinsterolen und eine geringere bilare Sekretion dieser Sterole. Dies resultiert in hohen
Sterolwerten im Blut und einer Akkumulation der Sterole im Gewebe der Patienten [110]. Inwiefern sich
ein gewebsspezifische Knock-out auf die Absorption und Sekretion von Cholesterin auswirkt, ist noch nicht
hinreichend bekannt. Daher liegt die Vermutung nahe, dass durch Fehlen des ABCG5/G8 Transporters im
Darm der VilCre-Méuse und damit Wegfall des exkretorischen ABCG5/G8 Transporters iiber den Npc1l1
Transporter auch absolut mehr Cholesterin im Darm resorbiert wird. Aufgrund des in der Leber funktio-
nierenden ABCG5/G8 Transporters der VilCre-M&use erwartete man bei diesen Mausen eine erhéhte bil-
iare Cholesterinsekretion und damit eine erhohte Cholesterinkonzentration in der Galle verglichen mit dem
AlbCre-Mausmodell. Jedoch wurde von Jakulj et al. [13] durch Experimente an Mausen bestétigt, dass diese
vereinfachte Darstellung der Funktionsweise der Transporter nicht der Realitdt entspricht. In diesen Ex-
perimenten wurden zwar keine leberspezifischen Knock-out Mause untersucht, es konnte jedoch bei Abcg8
Knock-out Mausen die Cholesterinabsorption im Darm bestimmt werden, sodass die Ergebnisse der Arbeit
[13] auch fiir das Verstindnis unserer gewebsspezifischen Knock-out Méuse relevant sind.

Jakulj et al. [13] zeigen, dass die Cholesterinabsorption in Abcg8 Knock-out Mausen geringer ist im Ver-
gleich zu der Cholesterinabsorption der WT-Mause. Dies entspricht nicht der oben gemachten vereinfachten

Darstellung der Funktionsweise des ABCG5/G8 Transporters im Darm. Wie unklar die Erkenntnisse iiber
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die genaue Funktionsweise des ABCG5/G8 Transporters und eventuelle Wechselwirkungen dieses Trans-
porters mit anderen Transportern noch sind, zeigen die widerspriichlichen Beobachtungen in der Literatur.
Von H. Wang et al. [16] wurden Abcg8 und Abcg5/g8 nicht gewebsspezifische Knock-out Mause unter-
sucht. Bei diesen Méausen wurde im Gegensatz zu den Untersuchungen an Abcg8 Knock-out Méusen in [13]
eine gesteigerte intestinale Absorption von Cholesterin festgestellt. In der Arbeit von J. Wang et al. [14]
wird der gewebsspezifische Abcg5/g8 Knock-out, in der Leber und im Darm, mit dem kompletten Knock-
out und mit dem WT verglichen. Der Fokus dieser Arbeit liegt in der Untersuchung der Auswirkungen
der unterschiedlichen Knock-outs auf die intestinale Absorption von Cholesterin und Pfanzensterole sowie
deren bilare Sekretion. In [14] wird postuliert, dass die intestinale Cholesterinabsorption fiir alle Mausreihen
unabhingig von Anwesenheit und Ort des Knock-outs ist. Kein Unterschied in der intestinalen Cholesterin-
absorption wurde auch in [12] fir Abcg5/g8 Knock-out Méuse im Vergleich zu den WT-Mausen beobachtet.
Aufgrund des nicht vorhandenen Unterschiedes in der Cholesterinabsorption zwischen den Abcg5/g8 Knock-
out Miusen und dem WT postulieren Yu et al. [12], dass der ABCG5/G8 Transporter keine limitierende
Funktion in der intestinalen Cholesterinabsportion besitzt. Inwieweit diese unterschiedlichen Beobachtun-
gen beziiglich der intestinalen Cholesterinabsorption auf Unterschiede in der experimentellen Durchfithrung
oder aber mit dem Knock-out der verschiedenen Transporter bzw. Transporterkombinationen (ABCG5/GS,
ABCGS5, ABCG8) zusammenhéngen, bleibt damit offen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass der ABCG5/G8 Transporter in komplexe Transportvor-
génge an den apikalen Zellmembranen involviert ist. In [13] wird bestatigt, dass eine Kopplung zwischen
den gegensitzlich arbeitenden Transportern Npc1ll und ABCG5/G8 existiert. Wie genau diese Kopplung
funktioniert, ist noch nicht bekannt, sie stellt jedoch einen sensiblen Mechanismus zur Kontrolle der Cho-
lesterinkonzentration in den Enterozyten dar. Auflerdem beschreiben Jakuli et al. [13], dass ABCGS8 nicht
als einziger Transporter fur die Cholesterinsekretion der Enterozyten verantwortlich ist, evtl. konnten auch
ABCB1A und ABCB1B die Funktion kompensieren.

Von Yu et al. [12] wurde bei Abcg5/g8 Knock-out Mausen eine reduzierte bilidare Cholesterinkonzen-
tration gefunden bei gleichzeitig sogar geringerem hepatischen Cholesteringehalt. Es wird vermutet, dass
durch eine Akkumulation von Pflanzensterolen in der Leber die Cholesterin-denovo-Synthese unterdriickt
wird, wodurch die geringen Cholesterinwerte in der Leber erkldrt werden. In dem schon zitierten Paper
von Wang et al. [14] wird wie in dieser Arbeit der gewebsspezifische Abcg5/g8 Knock-out untersucht, je-
doch mit einem anderen Fokus. Es wird eine geringere bilidre Cholesterinsekretion bei den leberspezifischen

Abcg5/g8 Knock-out Mausen im Vergleich zu den WT-Mausen beschrieben. Jedoch muss angemerkt werden,
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dass keine Cholesterinsekretionsraten bestimmt wurden. Die erhohte biliare Cholesterinkonzentration beim
leberspezifischen Knock-out wurde durch eine erhéhte Neusynthese von Sterolen aufgrund einer geringeren

Sterolkonzentration in der Leber, verglichen mit den totalen Knock-out Mdusen, erklart [14].

Der Vergleich der VilCre- und AlbCre-Méuse in dieser Arbeit zeigt, dass die Transporter miteinander
zu kommunizieren scheinen und gemeinsam die Cholesterinhomé&ostase beeinflussen. Trotz des Verlusts
des intestinalen ABCG5/G8 Transporters kommt es somit nicht zu einer gesteigerten Cholesterinabsorp-
tion. Durch einen noch nicht bekannten Riickkopplungsmechanismus bzw. durch Wechselwirkung mit
anderen Meachnismen, wie z.B. die Transintestinale Cholesterin Exkretion (TICE), scheint absolut nicht
mehr Cholesterin absorbiert zu werden. Die TICE beschreibt einen zusatzlichen, reversen Cholesterintrans-
port [111, 112]. Hierbei wird Cholesterin vom Blut direkt iiber die Enterozyten, welche sich vor allem im
proximalen Teil des Diinndarms befinden, in das Darmlumen transportiert [111-113]. Die Existenz dieses
Transportwegs wurde in mehreren Studien bei Mausen bewiesen [111, 112, 114] und bereits schon durch
frithere Arbeiten von Simmonds et al. [115] beim Menschen postuliert [111, 113]. Von Temel et al. [113]
wurde die Aktivitit dieses Transports bestétigt [111]. Die genaue Funktionsweise der TICE ist jedoch noch
nicht verstanden [111]. Es konnte aber gezeigt werden, dass HDL, fiir den hepatobilidren Cholesterintrans-
port, aber nicht fir TICE essenziell ist [111]. In vergleichbarer Weise kann durch den Verlust des ABCG5/G8
Transporters in der Leber nicht eine Akkumulation des Cholesterins in der Leber postuliert werden, sondern
es wird moglicherweise iiber einen ABCG5/G8 unabhéngigen Weg die bilidre Cholesterinsekretion ebenfalls

aufrecht gehalten.
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9. Anhang
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Abbildung 9.1: Maximal 16sliches Cholesterin in Abhéngigkeit vom N-Wert, dem Quotienten aus der Phos-
pholipidkonzentration und der Summe aus Phospholipid- und Gallensaurenkonzentration.
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