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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Entstehung von Cholesterin-Gallensteinen

Das Gdlensteinleiden  (Cholesterin-Cholelithiasis) ist ene der  haufigsten
gastroenterologischen Erkrankungen in Europa, Nord- und Sidamerika. In Deutschland
haben 10 Millionen Menschen Galensteine. Ihre Behandlung - meist durch die
Standardtherapie der Gallenblasenentfernung (130 000 Operationen pro Jahr) - verursacht in
Deutschland jdhrlich Kosten von mehr als 500 Millionen Euro [1, 2]. Trotz dieser
betrachtlichen soziotkonomischen Bedeutung ist die molekularbiologische Ursache der
Gallensteinentstehung bislang wenig untersucht. Die Galleproduktion der Leber hangt von
der koordinierten Interaktion verschiedener hepatozelluldarer Transporter ab [3], die
Gegenstand intensiver Forschung sind.

Die physikalisch-chemischen Mechanismen der Gallesekretion und -homdostase und der
Cholesterinkristallisation wurden dagegen schon vor 30 Jahren intensiv erforscht [4-7]. Die
Cholesterinhomoostase der Galle basiert auf dem thermodynamischen Gleichgewicht von
Cholesterin und seinen beiden Lésungsvermittlern Gallensduren und Phosphatidylcholin
(Lecithin), dem vorherrschenden biliaren Phospholipid. Diese haten das hydrophobe
Cholesterin in der wassrigen Galleflissigkeit in einem System von Lipidkomplexen in
Losung. Gallensduren werden unter Verbrauch von ATP in die Galle sezerniert und lésen
Cholesterin in einfachen Mizellen. Phospholipide werden gleichzeitig mit Cholesterin als
Vesikel an der kanalikularen Membran des Hepatozyten abgegeben [8, 9]. Gallensduren
konnen aus diesen Vesikeln Segmente herausl6sen und gemischte Vesikel bilden (Abb.1-1).

Ist die Gallenblasengalle mit Cholesterin Uberséttigt, wird Cholesterin in unilamellaren
Phospholipid-Cholesterin-(Gallenséure)-Vesikeln  gelost, die eine grolle Kapazitét fur
Cholesterin besitzen. Diese fusionieren zu multilamellaren Vesikeln oder Flussigkristallen
und fihren Uber die Bildung von Cholesterin-Monohydratkristallen (Nukleation) zur
Entstehung von Cholesterin-Gallensteinen [10, 11]. Die Cholesterintbersattigung wird
allgemein auf eine gesteigerte Cholesterinsekretion der Leber zurtickgefuhrt, deren Ursachen
unbekannt sind [12, 13].
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Abb. 1-1: Modell der kanalikul&ren Lipidsekretion (nach [9], verandert).
Das Heterodimer aus ABCG5/8 gilt als potenzieller Cholesterintransporter [14-16].

1.2 Genetische Pradisposition

Epidemiologische  Studien  zeigen  deutliche  geografische  Unterschiede im
Galensteinvorkommen [17, 18]. In den meisten europédischen Landern, Amerika und
Australien wurde eine erhdhte Pravalenz dokumentiert, wohingegen in Asien und Afrika
eine niedrige Prévalenz zu verzeichnen ist. Diese Unterschiede spiegeln nur teilweise den
Einfluss exogener Faktoren, insbesondere der Erndhrung, wider [19, 20]. Bei
nordamerikanischen Pima-Indianern  kommen  Cholesterin-Gallensteine  mit  einer
Gesamtpravaenz von fast 50% vor [21], obwohl die Nahrungsaufhahme der Pima nicht vom

nordamerikanischen Durchschnitt abweicht [22].



Einleitung 3

Auswahlfreie Zwillingss und systematische Familienuntersuchungen weisen auf die
Bedeutung genetischer Faktoren bel der Gallensteinentstehung hin [23, 24]. Gallensteine
treten signifikant haufiger (3:1) in Familien erkrankter Probanden as in denen gesunder
Kontrollen auf [24-26]. Die Cholesterin-Cholédlithiasis ist damit - wie die Adipositas oder der
Diabetes mellitus - eine "polygene Erkrankung”, d. h. Gallensteine sind das Ergebnis einer
komplexen Interaktion von Umwelteinfliissen mit multiplen genetischen Faktoren bzw.
zwischen den Genen untereinander (Epistase), die das Krankheitsbild und die quantitative

Auspragung des Phénotyps beeinflussen [27].

Dennoch sind die zugrunde liegenden genetischen Faktoren nicht genau bekannt. Wahrend
die epidemiologischen Studien und die Familien- und Zwillingsstudien eine generelle
genetische Prédisposition fir einen Phanotyp beschreiben, versuchen Assoziationsstudien
einen direkten Zusammenhang zwischen Gallensteinphanotypen und einzelnen Genen
herzustellen. Fir die Cholesterin-Gallenstei nentstehung konnten bisher fiinf Kandidatengene
durch Untersuchungen bei Gallensteinpatienten identifiziert werden. Dabel handelt es sich
um die Apolipoproteine APOB und E und dre weitere Gene, die an der
Cholesterinhomgostase beteiligt sind.

Es gibt drei haufige, kodominant vererbte APOE-Allele (€2, €3 und e4). Bertomeuet al. [28]
zeigten, dass das e4-Allel neben dem Morbus ALZHEIMER, auch mit der Cholesterin-
Choldlithiasis assoziiert ist. Eine Untersuchung bei 190 chinesischen Gallensteinpatienten
konnte eine Kopplung zwischen einem Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismus
(RFLP) in Exon 26 des APOB-Gens (Xbal) und Cholesterin-Gallensteinen nachweisen [29].
Bel 232 mexikanischen Patienten traten Polymorphismen im 5'-Ende des CYP7A1-Gens der
Cholesterin 7a-Hydroxylase mit Gallenblasenerkrankungen bel Méannern, nicht jedoch bei
Frauen auf [30]. In einer finnischen Studie unterschied sich die Verteilung eines RFLP im
Gen des Cholesterinester-Transferproteins CETP (Taqgl B) signifikant zwischen Patienten mit
Cholesterinsteinen und steinfreien Kontrollpersonen [31]. Darlber hinaus wurden bei
Patienten mit Gallenblasensteinen und intrahepatischen Cholesterinsteinen vor kurzem
Nonsense- und Missense-Mutationen im Gen des kanalikuldren Phosphatidylcholin-
Transporters der Leber (ABCB4, inoffizielles Gensymbol MDR3) detektiert [32].
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1.3 Genomanalysen in der Gallensteinmaus

Die klassische Stammbaumanalyse nach Mendel untersucht einfache Erbgange, die sich auf
einen einzigen Genlocus begrinden. Diese konnen rezessiver oder dominanter Art sein. Bei
polygenen Phanotypen stellen experimentelle Kreuzungen von Inzuchtmausen ein geeignetes
Tiermodell zur Genomanalyse dar [33]. Ein Mausstamm gilt nach 20 Generationen der
Geschwisterverpaarung als Inzuchtstamm. Da er fir alle Allele homozygot ist, vermeidet
man mit einem Inzuchtstamm as Modellorganismus das Problem der genetischen
Heterogenitdt. AulRerdem ermdglichen Inzuchtméduse die Untersuchung  grof3er
Nachkommenzahlen sowie die Kontrolle der Umweltbedingungen. Sie erdffnen vielféltige
Maoglichkeiten, pathophysiologische Zusammenhénge durch genetische Veranderungen
(Knockout- oder transgene Mause) zu untersuchen [34]. Die genetische Verwandtschaft der
Saugetiere gestattet es zudem, von murinen Kandidatengenen fur einen Phanotypen auf die

orthologen humanen Gene zu schlief3en.

Unter der Fltterung einer lithogenen Provokationsdidt, die 1% Cholesterin und 0,5%
Cholsaure zur Erhéhung der intestinalen Cholesterinabsorption enthielt [35], entwickelten
80% der C57L/JInzuchtmause Cholesterin-Gallensteine, wahrend sich andere Stamme (A/J,
AKR/J, SWR/J) dsresistenter erwiesen (0-44%) [36]. Phénotypisch wiesen C57L-Mé&use im
Vergleich zu AKR-Mausen auf Normaldié eine bilidre Cholesterinhypersekretion bel
gesteigerten Sekretionsraten aller bilidgren Lipide auf. Unter der lithogenen Diét sezernierten
die C57L-Méause sdignifikant mehr Cholesterin und Phospholipide, wahrend die
Gallensaurensekretion unverandert blieb. Dies fuhrte zu einer Erhdhung des Cholesterin-
Séttigungsindexes (CSl) [37]. Aulkerdem zeigten die Gallenstein-sensitiven Méuse eine
fehlende Suppresson der Cholesterinbiosynthese und eine reduzierte Gallen-

saurenbiosynthese [38].

1.4 Murine Gallensteinloci (Lith-Loci)

Die Quantitative Trait Locus Anaysis (QTL-Anayse) stellt eine neue Methode dar, mit
deren Hilfe pathophysiologisch relevante Genregionen fur die Gallensteinentstehung in

verschiedenen Mausinzuchtstdammen identifiziert und lokalisiert werden konnen. Sie geht
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von einem Phanotypen aus und sucht die ihm zugrunde liegenden priméren, strukturellen
Gendefekte. Die Methode analysiert die genetische Kopplung eines quantitativen Phanotyps
mit zwischen Mausinzuchtstémmen polymorphen, genetischen Markern (Mikrosatelliten),
deren Lokalisationen im Genom bekannt sind [39]. Mikrosatellitenmarker (Mit-Marker) sind
kurze repetitive DNA-Sequenzen, deren Lange sich zwischen verschiedenen
Mausinzuchtstdmmen unterscheidet und mittels Polymerase-K ettenreaktion (PCR) ermittelt
werden kann.

Das Ergebnis verschiedener QTL-Anlaysen fur Cholesterin-Gallensteine sind finf
identifizierte, lithogene, d. h. steinbildende (Lith-)Loci und weitere QTLs fir die
Gallenstei nentstehung auf den 20 Chromosomen der Maus [27]. Kolokalisationen von QTLSs
und Genen, die eine Schltsselrolle in der Cholesterinhomdostase spielen, sprechen fir deren

pathophysiol ogische Relevanz in der Gallenstel nentstehung.

Eine QTL-Anlayse zwischen den beiden Mausstdammen AKR und C57L zeigte, dass ihre
unterschiedliche Gallensteinempfindlichkeit auf mindestens zwel ungekoppelte Lith-Loci
zuriickzufUhren ist [40]. Da die Fi-Generation aus C57L und AKR mit C57L/J den gleichen
Phanotyp aufweist, schlossen Wang et al., dass die Pradisposition fur die Cholesterin-
Cholélithiasis dominant vererbt wird [36]. Weitere Untersuchungen ergaben den stérksten
Effekt fur den QTL Lith 1 [41], dessen LOD-Score - ein Mald fur die Kopplungs
wahrscheinlichkeit - > 3,3 und damit statistisch signifikant war. Um den Einfluss von Lith 1
auf die Gallensteinentstehung genauer zu charakterisieren, wurden durch konsekutive
Rickkreuzungen kongene Mé&use mit den zu Gallensteinen pradisponierenden C57L-Allelen
im Lith 2-Locus auf dem resistenten genetischen Hintergrund AKR hergestellt [42]. Die
kongenen M&use entwickelten in kurzer Zeit viele Gallensteine und entsprachen damit dem
C57L-Phénotyp [41]. Dies belegte einen starken, unabhéngigen Effekt von Lith 1 auf die
Gallenstei nentstehung.

Der kandlikuldre Gallensaurentransporter der Leber Abcbll (alte Gensymbole Spgp =
Sister-of-p-glycoprotein oder Bsep = Bile salt export pump) stellt ein attraktives
Kandidatengen fir die Gallensteinprédisposition im Lith 1-Locus auf Chromosom 2 dar, da
er mit diesem kolokalisiert [43]. In Lith 1 wurde auf3erdem das Gen fur das Low Density
Lipoprotein Related Protein Lrp2 (auch Megalin Gp330 genannt) kartiert [44]. Dieses wurde
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zunédchst weitgehend als Kandidatengen ausgeschlossen, weil keine Expression in der Leber
nachgewiesen werden konnte [45].

Der QTL Lith 2 liegt auf Mauschromosom 19. In dieser Region befindet sich als Gallenstein-
Kandidatengen der multispezifische organische Anionentransporter Abcc2 (frihere
Bezeichnung Mrp2 = Multi-drug resistence protein oder Cmoat = Canalicular multispecific
organic anion transporter) [27]. Bouchard et al. detektierten in der cDNA des Abcc2-Gens
einen strukturellen Polymorphismus, der der unterschiedlichen Gallensteinsuszeptibilitédt der
Mausstamme C57L und AKR zugrunde liegen kdnnte [46].

Eine Kreuzung der Inzuchtstdmme A/J und AKR lokalisierte den Gallensteinlocus Lith 3 auf
Chromosom 17 [47]. Als Kandidatengen in Lith 3 wird der basolaterale organische
Kationentransporter Sc22al (frihere Bezeichnung Octl) untersucht, Uber den Cholin, ein
essenzieller Baustein fur die hepatische Phosphatidylcholin-Biosynthese, in die Hepatozyten
absorbiert wird [48]. Weitere Lith-Loci wurden in ener Kreuzung zwischen den
Mausinzuchtstammen SWR/J und AKR auf Chromosom X (ith 4 und Chromosom 9
(Lith 5) identifiziert [49]. Lith 4 auf dem X-Chromosom kolokalisiert mit dem Gen fir die
3b-Hydroxysteroiddehydrogenase [50], einem Enzym der Cholesterinbiosynthese; der QTL
Uberlappt zudem mit murinen QTLs fur polygene Adipositas, die das Korpergewicht
beeinflussen [49, 51]. Im Lith 5-Locus auf Chromosom 9 liegt als mogliches Kandidatengen
das Gen der hepatischen Lipase (Lipc), eéinem hydrolytisches Enzym, das an der Aufnahme
von Chylomikronen-Remnants und HDL-Cholesterin durch die Leber betelligt ist [27, 52].

1.5 Der ABC-Transporter ABCB11 im GallensteinlocusLith 1

ABCB11 gehort zur Familie der membranstandigen ABC-Transporter, die sich durch eine
hoch konservierte ATP-Bindungscassette auszeichnen. Sie sind in der Lage durch ATP-
Hydrolyse verschiedene endogene Metaboliten - wie z. B. ABCB11 Gallensduren aus dem
Hepatozyten in den Gallenkanalikulus - entgegen eines hohen Konzentrationsgradienten zu
transportieren. Andere ABC-Transporter, wie ABCB1 (= MDR 1, Multidrug resistance
protein oder P-glycoprotein) spielen eine Rolle bei der Exkretion von Xenobiotica und deren
Konjugaten [53].



Einleitung 7

Abcbl1l wurde as Erstes von Childs et a. aus dem Schwein kloniert und aufgrund seiner
Homologie zu Abcbl Sister of P-glycoprotein genannt [54]. Das murine ABCB11
trangportiert Glycocholat, Taurochenodeoxycholat und Taurocholat [55-57]. Mutationen im
humanen ABCB11-Gen, die mit der Krankheit PFIC2 (Progressive Familiére Intrahepatische
Cholestase) assoziiert sind, bestdtigen seine Funktion als Gallensaurentransporter [58].
PFIC2-Patienten zeigen einen Galerickstau (Cholestase) infolge eines defekten

kanalikuldren Gallensdurentransportes.

Das Abcb11-Gen codiert ein 160 kDa schweres Protein, welches fast ausschlief3dlich und
hoch in der Leber exprimiert wird [59]. Es konnte gezeigt werden, dass der kanalikulére
Gallensdurentransporter Abcb11 in dem zu Gallensteinen prédisponierten Mausstamm C57L
auf mRNA-Ebene 2- bis 3-fach und auf Proteinebene 3-fach stérker exprimiert wird als im
resistenten Stamm AKR [60, 61].

1.6 Ziel der Arbeit

Der Gallensteinlocus Lith 1 wurde durch die Erzeugung eines kongenen Mausstammes, der
auch Gallenstein-sensitiv ist, bestdtigt. Dies bietet eine solide Grundlage fur die
Untersuchung von Gallenstein-Kandidatengenen in dieser Region auf Chromosom 2, die
durch die Mikrosatellitenmarker D2Mit182 und D2Mit56 begrenzt wird [43].

In der vorliegenden Arbeit sollten zwel methodische Ansétze zur ndheren Charakterisierung
des murinen Gallensdurentransporters Abcbll und seiner Verifizierung als Gallenstein-
Kandidatengen im Hauptlocus Lith 1 verfolgt werden.

Es sollte die Frage untersucht werden, ob der strukturelle Unterschied von Lith 1 zwischen
den Mausstdmmen im Abcbl1l-Gen liegt und dessen Transkription und Trandation
beeintréchtigt.

Deshalb war die cDNA von Abcbl11l zu klonieren und durch Einzelstrangkonformations-
Polymorphismen (SSCP)-Analyse und Sequenzierung vergleichend zwischen dem

Gallenstein-sensitiven Mausstamm C57L und dem —resistenten AKR zu analysieren.
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Andernfalls sollte die Sequenzanalyse auf den Promotor ausgedehnt werden, um zu
untersuchen, ob Polymorphismen in regulatorischen Bereichen eine unterschiedliche
Expression des kanalikuléaren Gallensdurentransporters bedingen und fir die erhohte
Gallensdurensekretion im Gallenstein-sensitiven Mausstamm C57L  verantwortlich sind.
Eine funktionelle Analyse identifizierter Polymorphismen sollte gegebenenfalls

angeschlossen werden.

Parallel zum molekularen Aufkléarungsansatz wurde ein physiologischer Ansatz gewdhit, in
dem Uberprift wurde, ob eine quantitativ gesteigerte Abcbll-Genexpression durch das
Einschleusen einer weiteren Genkopie von Abcbll Auswirkungen auf die hepatische
Cholesterinhomdostase und die Gallensteinentstehung in vivo hat. Dafir sollte eine
transgene Maus durch Mikroinjektion eines BACs (bakterielles artifizielles Chromosom)
hergestellt und unter Futterung einer cholesterinreichen Provokationsdiét phéanotypisiert

werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Klonierungen

2.1.1 Prokaryontische Zellen und deren Kultivierung

Um bestimmte DNA-Fragmente bzw. sie enthaltende Plasmide fir die Sequenzierung oder
Transformation eukaryontischer Zellen in grofRerem Mal3stab zu gewinnen, wurden sie in
E. coli IM83 oder One Shot Cells INVaF (fur TA-Cloning, Gibco, Eggenstein) kloniert.
Die Bakterien wurden in LuriaBertani (LB)-Flissigmedium [62] unter Zugabe des
entsprechenden Antibiotikums (100 mg/ml Ampicillin bzw. 50 ng/ml Kanamycin) kultiviert.
Stammkulturen zur langerfristigen Aufbewahrung wurden mit 15% Glyzerin versetzt und bei

-70°C eingefroren.

2.1.2 Restriktionsverdau von DNA

DNA-Fragmente aus Polymerase-Kettenreaktionen (PCRs) und Plasmide wurden for
Klonierungen oder analytische Zwecke nach Angaben des Enzymherstellers (New England
Biolabs, Frankfurt oder Roche, Mannheim) verdaut. 0,1 bis zu 10 ug DNA (fur einen
préparativen Verdau) wurden in Reaktionsvolumina von 10-50 pl bei 37°C fir 1-16 h
inkubiert. Fir einen doppelten Restriktionsverdau wurde das optimale Puffersystem
ausgewahlt und gleichzeitig fir mindestens 3 h inkubiert. In problematischen Féllen wurde
zundchst das eine Enzym zugegeben und nach dem Verdau bel -20°C inaktiviert, dann

erfolgte der zweite Verdau.

2.1.3 Dephosphorylierung linearisierter Plasmid-DNA

Fals das Plasmid mit nur einem Restriktionsenzym linearisiert wurde, wurde die
endsténdige 5 -Phosphatgruppe der DNA entfernt, um die Mdoglichkeit der Vektor-
Religation zu verringern. Nach dem Restriktionsverdau und der Inaktivierung des
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Restriktionsenzyms durch Einfrieren des Versuchsansatzes bei -20°C wurde das linearisierte
Plasmid fir 1 h mit 2 U / mg DNA akalischer Phosphatase (Roche, Mannheim) bei 37°C
dephosphoryliert. Die Reaktion wurde ebenfalls durch Einfrieren beendet.

2.1.4 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Restringierte DNA wurde zur GrofRenbestimmung in 1-4%-igen Agarosegelen (Roth,
Karlsruhe) elektrophoretisch aufgetrennt. Der Agarose wurde 3 ng/ml Ethidiumbromid
zugesetzt, um die DNA-Banden unter UV-Licht sichtbar zu machen. Als Laufpuffer diente
TBE (90 mM TRIS/Borat, 1 mM EDTA, pH 8,0), as Probenpuffer 6 % Saccharose, 0,1 mM
Kresolrot. DNA-Marker (Roche, Mannheim oder Peglab, Erlangen) wurden as
Grolenstandard eingesetzt. Die Dokumentation erfolgte mit Hilfe eines digitalen Charged
Coupled Device (CCD)-Kamera-Systems (Fluor S Multiimager, Biorad, MUnchen).

2.1.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

DNA-Fragmente, die nach einem Restriktionsverdau oder einer PCR gelelektrophoretisch
aufgetrennt worden waren, wurden fur die anschlief3ende Ligation oder Sequenzierung aus
dem Agarosegel isoliert. Hierzu wurde der QIA Quick Gel Extraktions-Kit (Qiagen, Hilden)
verwendet. Die DNA wurde am Ende von der Silikamatrix mit ddH,O eluiert.

Fir relativ schwache DNA-Banden wurde zur Erhéhung der DNA-Konzentration im Eluat
der QIA Min Elute Gel Extraktions-Kit (Qiagen, Hilden) eingesetzt.

2.1.6 Quantifizierung des DNA-Gehaltesim ng-Bereich

Um geringe Mengen DNA, wie z. B. gelextrahierte Fragmente, mit dem Fluorometer
(Biorad, Minchen) zu quantifizieren, wurde der Farbstoff Picogreen (Molecular Probes,
Leiden, NL) nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Die Messung wurde bei 365 nm
(langes UV-Licht einer Quecksilberlampe) mit dem Probenpuffer TNE (10 mM TrisBase,
200 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,4) durchgefihrt. Als Standard diente | -DNA (2 ng/ul;
Molecular Probes, Leiden, NL).
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2.1.7 DNA-Ligation

Doppelstréngige DNA-Fragmente und -Plasmide wurden mit Hilfe der T4-DNA-Ligase
(Roche, Mannheim) nach Herstellerangaben ligiert. 50 ng des linearisierten Vektors und eine
mindestens aquimolare Menge des gelextrahierten Fragments wurden mit 1 U Ligase 4-16 h

bei Raumtemperatur inkubiert.

2.1.8 Transformation von Bakterien

JM83 E. coli Bakterien wurden durch MgCh kompetent gemacht. 50 pl Zellen wurden mit
1-10 ng Plasmid-DNA fir 30 min auf Eis inkubiert. Die Transformation erfolgte durch
60 sek Hitzeschock bei 42°C und anschlief3ende Abkihlung auf Eis. Nach Zugabe von
250 ul SOC-Medium [62] wurden die Zellen 60 min bel 37°C inkubiert. Danach wurden 50—
200 pl der transformierten Bakterien auf LB-Agar-Platten mit dem geeigneten Antibiotikum
und gegebenenfalls 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl- b-D-galactopyranosid (X—Gal) und IPTG
(Isopropyl- b-D-thiogalactosid) zur Selektion erfolgreich transformierter Zellen ausgestrichen
und fir 16-18 h bel 37°C inkubiert.

2.1.9 Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen M af3stab

Die Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Malistab dient der Charakterisierung
rekombinanter ~ Bakterienklone  durch  anschlieffenden  Restriktionsverdau  oder
Sequenzierung. Hierzu wurde eine 6 ml BakterienflUssigkultur von einer Einzelkolonie eines
Bakterienausstrichs Uber Nacht vermehrt und nachfolgend durch 10-minltige Zentrifugation
bei 3000 U/min sedimentiert. Die Isolierung erfolgte mit Hilfe des QIA Prep Spin-
Minipraparationskits (Qiagen, Hilden).

2.1.10 Isolierung von Plasmid-DNA im grof3en Mal3stab

Die Isolierung von Plasmid-DNA im grofRen Maldstab dient der Gewinnung grof3erer

Mengen DNA zur anschlief3enden Transfektion eukaryontischer Zellen. Die Bakterien einer
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50 ml Ubernachtkultur wurden mit Hilfe des HiSpeed Plasmid Midi Prep Kits (Qiagen,
Hilden) prépariert.

2.1.11 Quantifizierung des DNA-Gehaltes

Die DNA-Konzentration der Midi-Preps wurde mit Hilfe eines Photometers (Eppendorf,
Hamburg) im UV-Bereich bestimmt. Eine Extinktionsmessung bei 260 nm erlaubt die
Berechnung der Nukleinsdurekonzentration in der Probe. Eine optische Dichte von 1
entspricht 50 pg/ml doppelstréngiger DNA. Mit dem Verhéltnis OD2g0/OD2gp 183 Sich die
Reinheit der isolierten Nukleinsduren abschéatzen. Eine reine DNA-Préparation hat eine
Ratio von ODy60/OD2g = 1,8 - 2,0.

2.2 Experimentelle Sequenzanalysen

2.2.1 Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten bis 800 bp Lange wurde eine PCR mittels Taq
Polymerase (Peglab, Erlangen) durchgefiihrt. cDNA oder genomische DNA (aus Milz,
Jackson Labor, Bar Harbor, USA) verschiedener Mausinzuchtstdmme dienten als Matrize.
cDNA wurde mittels des Superscript-Systems (Gibco, Eggenstein) aus isolierter RNA
reverse transkribiert. Synthetisch hergestellte Oligonucleotide (MWG, Ebersberg) von 18 bis
24 bp Lange wurden als Primer eingesetzt.

20-100 ng DNA wurden in 20 pl Reaktionsansétzen, die neben 100-500 nM der beiden
Primer, 20 mM TRIS/HCI pH 8,55, 1,5 mM MgCh, 1,6 mM (NH,),SO, sowie 50-200 uM
Deoxynucleosidtriphosphate und 0,4 U Polymerase enthielten, amplifiziert. Nach
Denaturierung der DNA fur 5 min bei 95°C schlossen sich 35 Zyklen an wie folgt: 1 min
Denaturierung bei 95°C, 30 sek Annealing bei 55°C und 1 min Elongation bei 72°C; es
folgte ein weiterer Elongationsschritt fir 7 min bei 72°C.

Fur die Amplifizierung léangerer DNA-Fragmente bis 4000 bp wurde das Expand Long
Template PCR System (Roche, Mannheim) genutzt. In 25 pl Reaktionsansétzen wurden
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neben 20-100 ng DNA, 500 pM Deoxynucleosidtriphosphate, 500 nM Primer, das
Puffersystem 3 und 2,5 U der Expand Polymerase eingesetzt. Die Amplifizierung erfolgte je
nach Lange des zu amplifizierenden Fragments nach Angaben des Herstellers in einer Zwei-

Schritt PCR, wobei sich im zweiten Schritt die Zyklusdauer schrittweise verlangerte.

2.2.2 Genome Walking

Genome Walking ist eine Methode mit der man Fragmente von unbekannten genomischen
DNA-Sequenzen, die an bekannte Sequenzen grenzen, amplifizieren kann. Sie wurde hier
benutzt, um in den 5'-Promotorbereich des Abcbll-Gens, ausgehend von der cDNA,
weiterzuwandern. Hierzu wurde der Universal Genome Walker Kit (Clontech, Heidelberg)
eingesetzt.

Zunéchst wurden Genome Walker Bibliotheken, d. h. je ein Pool unklonierter genomischer
DNA-Fragmente von der genomischen DNA der beiden Mausinzuchtstémme AKR/J und
C57L/J mit Hilfe der Restriktionsenzyme Dral, EcoRV, Pwvull und Stull hergestellt. Nach
einer Phenol-Chloroform-Extraktion wurden Genome Walker Adaptoren, doppelstrangige
Oligonukleotide, an die Fragmente ligiert.

Nach Konstruktion der Bibliotheken konnte man durch zwei aufeinanderfolgende PCR-
Reaktionen (Nested PCR) neue Fragmente amplifizieren. Es wurde das Polymerase-System
Expand Long Template (s. Kap. 2.2.1) benutzt. Als Forward-Primer wurde der aul3ere
Adapter-Primer des Kits, der an die ligierten Adaptoren bindet, als Reverse-Primer ein
genspezifischer Primer (5'-ttgaagtgacccttgtgacatcctg-3'), der an die bekannte Promotor-
Sequenz bindet, eingesetzt. Fir das Design der genspezifischen Primer sollte eine Lénge von
26-30 Nukleotiden und ein G/C-Gehalt von 40-60% gewdahit werden. Die Parameter der
Zwei-Schritt-PCR waren: 7 Zyklen bel 94°C, 25 sek und 70°C, 3 min; 32 Zyklen bel 94°C,
25 sek und 65°C, 3 min; ein abschlief3ender Elongationsschritt von 7 min bei 65°C.

Die Reaktionen wurden 4-fach in HO verdinnt und 2 ml davon in der zweiten Nested PCR
eingesetzt. Als Forward-Primer wurde der innere Adapter-Primer, as Reverse-Primer der
innere genspezifische Primer (5°-cttctgctcagaactctgtgcacac-3') eingesetzt.

Der zweite Reaktionsansatz wurde in einem 1,5%-igem Agarosegel aufgetrennt, und die

Fragmente wurden anschlief3end gelextrahiert.
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2.2.3 Einzelstrangkonfor mations-Polymor phismen (SSCP)-Analyse

Eine kostenglinstige Methode, die es erlaubt, schnell zahlreiche DNA-Proben auf
Polymorphismen zu untersuchen, ist die SSCP (= Single Strand Conformation
Polymorphism)-Analyse. Mit Hilfe der eektrophoretischen Auftrennung von PCR-
Fragmenten lassen  sich  Sequenzunterschiede  zwischen  Individuen  oder
Mausinzuchtstdmmen in einem unterschiedlichen Laufverhalten der Einzelstrdnge in der
Gelelektrophorese sichtbar machen.

Ein Aliquot der PCR-Proben (s. Kap. 2.2.1) wurde mit dem 4-fachen VVolumen an Formamid
und 1 Volumen Blaupuffer fir 10 min bei 97°C denaturiert. Nach ihrer Abkuhlung auf Eis
wurden die Proben in einem 8%-igem nicht denaturierenden Polyacrylamidgel
(37,5% Acrylamid, 2,5% Bisacrylamid; [62]) in TBE-Puffer bei 4°C und 140-150 V fir 4—
5 h aufgetrennt.

Anschlieffend wurden die Gele folgenden Wasch- und Férbeschritten unterzogen: 2 x 5min
mit 10%-igem Ethanol waschen, 10 min mit 1%-igem HNOs; waschen, 30 min mit
Silbernitrat schitteln (Schalen dabei mit Alufolie bedecken), 4-mal mit ddH,O waschen und
anschliefend mit 0,05% Formaldehyd in 0,3%-iger NaCOs-L6sung féarben, bis die Banden
erscheinen. Die Reaktion wurde mit 10%-iger Essigséure (10 min) gestoppt.

Die DNA-Banden wurden mit Hilfe des digitalen Fluor S Multiimager CCD-Kamera
Systems dokumentiert und die Gele Uber Nacht bei Raumtemperatur auf einem

Vakuumgeltrockner (Eppendorf, Hamburg) getrocknet.

2.2.4 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Kettenabbruchmethode von Sanger [63]. 10—
100 ng gelextrahierte PCR-Produkte bzw. 500 ng Plasmid-DNA wurden in einem 20 ul
Reaktionsansatz mit 4 ul Big Dye Terminator Reaction Mix (Applied Biosystems,
Weiterstadt) und 0,5 uM des entsprechenden Primers in 25 Zyklen wie folgt amplifiziert:
96°C / 20 sek, 50°C / 20 sek und 60°C / 4 min.

Die Produkte wurden durch Ethanol-/Natriumacetat-Fallung gereinigt. Fir die Auftrennung
Im automatischen Kapillar-Sequenzierer ABI PRISM 310 (Applied Biosystems, Weiter-
stadt) im Polymer POP-6 wurden die Pellets in 24 ul Template Suppression Reagent gel 6st
und 2 min bei 95°C denaturiert.
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Die Auswertung der Fluoreszenzsignadle erfolgte mit Hilfe der Hersteller-Software
»Sequencing Analysis* (Applied Biosystems, Welterstadt).

2.3 In Silico Sequenzanalysen

2.3.1 Alignment von Sequenzen

Das Programm ,Autoassembler (Applied Biosystems, Weliterstadt) wurde genutzt, um
Uberlappende Sequenzen im Primer Walking wahrend der Ermittlung neuer Sequenz zu
verknipfen und um Polymorphismen zwischen Mausinzuchtstdmmen zu identifizieren.
Dabel wurde jede neue Sequenz mindestens zweifach in der einen Richtung und einfach in
der entgegengesetzten gelesen.

2.3.2 Homologievergleich zwischen Maus und Mensch

Um Sequenzen durch einen Homologievergleich zwischen Maus und Mensch auf
konservierte Bereiche zu untersuchen, wurden die On-Line Programme ,Pipmaker”
(http://bio.cse.psu.edu/pipmaker) und , Vista® (http://www-gsd.lbl.gov/VISTA) verwendet.

2.3.3 Transkriptionsfaktor-Analyse

Das On-Line Programm Matinspector 2.2, basierend auf der Transfac Database 4.0
(http://transfac.gbf.de' TRANSFAC/index.html)  wurde  genutzt, um  potenzielle
Bindungsstellen fur (hepatische) Transkriptionsfaktoren in Promotor bzw. Intron 1 des
Abcbl11-Gens zu lokalisieren. Fur die Identifizierung moglicher Bindungsstellen fur nukleére
Rezeptoren  wurde  kirzlich  en neues On-Line  Programm  NUBIScan

(http://www.nubiscan.unibas.ch) entwickelt [64].
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2.4 Reportergenassay

2.4.1 Eukaryontische Zelen und deren Kultivierung

HepG2-Zellen (ATCC, Wesdl), eine humane, hepatische Tumorzelllinie, wurden bei 37°C in
wassergeséttigter Luft mit 5% CO, kultiviert, um sie flr einen Reportergenassay zu nutzen.
DMEM/F12-Flussigmedium (Gibco, Eggenstein) wurde 10% mykoplasmenfreies, fotales
K& berserum (Seromed, Berlin) und 1% Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml / 10 mg/ml;
Cytogen, Sinn) zugegeben. Zur weiteren Kultivierung wurden konfluente Platten adhérent
wachsender Zellen mit PBS-Puffer (200 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 8 mM NaHPO4, 1,5 mM
KH2PO,) gewaschen und die Zellen durch Behandlung mit Trypsin/EDTA (0,05% / 0,02%;
Cytogen, Sinn) von der Platte gelost und durch eine 0,9 mm-Kanile vereinzelt. Sie wurden
ineiner 1.2 bis 1:10-Verdinnung in frischem Medium aufgenommen.

Zur Langzeitaufbewahrung wurden HepG2-Zellen in Medium mit 10% DMSO
aufgenommen, in 1 ml-Aliquots fir 24 h bel -70°C tiefgefroren und langfristig in flissigem
Stickstoff gelagert.

2.4.2 Herstellung von Reporter genkonstrukten

Promotor- und Intron-Fragmente unterschiedlicher Lange wurden jeweils fur Sequenzen der
Mausinzuchtstamme AKR/J- und C57L/J in den Luciferasevektor pGLb (Promega, Madison,
USA) kloniert (s. Kap. 2.1), um die funktionelle Relevanz der identifizierten
Polymorphismen im Reportergenassay zu untersuchen. Dabel erfolgte die Klonierung der
Promotorfragmente in die Multiple Cloning Site vor dem Luciferasegen, die der

Intronfragmente in die zweite Cloning Site hinter dem Luciferasegen (Abb. 2-1).
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Abb. 2-1: Reportergenkonstrukte

a) Der Minimalpromotor (-376 bis +64) wurde in die Multiple Cloning Site des L uciferasevektors pGL3-Basic
Kloniert. b) Zur Uberprifung des Polymorphismus im Lx8-Repeat-Element (-4050 bis —3561) wurde dieses
zudem vor den Promotor kloniert. ¢) Zur Uberpriifung der Intron-Polymorphismen wurde ein Intron-Fragment
(Position +2105 bis +2461 und +43 bis +3210 ab Transkriptionsstart) in die zweite Cloning Site hinter dem
Luciferasegen kloniert.

2.4.3 Expressionsvektoren fur Transkriptionsfaktoren

Durch Kotransfektion von HepG2-Zellen mit Expressionsvektoren, die die cDNA von
Transkriptionsfaktoren enthalten, &/t sich die Luciferaseaktivitét dosisabhangig stimulieren.
Die Expressionsvektoren fur hFXR und hRXR wurden freundlicher Weise von Dr. D.

Mangelsdorf (Dalas, USA), die Vektoren fur rHNF3b und rC/EBPa von Dr. R. Costa
(Chicago, USA) zur Verfigung gestellt.

24.4 Transiente Transfektion von HepG2-Zellen

Fir eine transiente Transfektion wurden 1,4 x 10° HepG2-Zellen/well in 12-well Platten
ausgesdt. 16 h spdter wurde das DMEM/F12-Medium gegen DMEM ausgetauscht. Die
Transfektion mit Hilfe der Calciumphospat-Prazipitation erfolgte weitere 6 h spéter. Hierzu



Material und Methoden 18

wurden 1-4 pg Plasmid-DNA, 33 mM CaCk und BBS (6,5 mM BES, 33 mM NaCl und
0,2mM N&HPO4) dem Medium zugegeben und vermischt. EsS wurde immer ene
Kotransfektion mit 37,5 pg Renillauciferase-Plasmid pRL (Promega, Madison,USA) zur
Kontrolle der Transfektionseffizienz durchgefiihrt. Nach 16-stindiger Inkubation wurden
das Transfektionsmedium entfernt, die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen und mit
DMEM/F12-Medium fur weitere 24 h inkubiert. An dieser Stelle wurden 100 pM
Gallensauren in 0,2% Ethanol mit dem frischen Medium zugegeben, wenn eine Stimulation

erfolgen sollte.

2.4.5 Reportergenassay

32 h nach der transienten Transfektion von HepG2-Zellen wurde ein Dualluciferase-Assay
(Promega, Madison, USA) durchgefihrt, um die Transkriptionsinduktion durch die
eingeschleusten Promotor- und Intron-Reportergenkonstrukte zu bestimmen. Die Zelllyse
und Chemilumineszenz-Analyse erfolgte nach Angaben des Herstellers, wobei die
Voluminaangaben auf die Hélfte reduziert werden konnten. Die Luciferaseaktivitdsmessung
erfolgte am Luminometer (EG& G Berthold, Bad Wildbad).

246 Statistik

In den Abbildungen ist jeweils der Mittelwert + Standardfehler (SEM) angegeben. Dabei
bezieht sich der Mittelwert in den Reportergenassays auf je zwei unabhangige Versuche, die
dreifach durchgefuhrt wurden. Es wurde ein Student's t-Test fir zwel unabhadngige

Variablen durchgefiihrt, wobei ein Signifikanzniveau von p < 0,05 angenommen wurde.
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2.5 Elektrophoretischer Mobilitats-Shift-Assay (EM SA)

25.1 Herstellung von nukledren Extrakten aus L eber

Die Lebern von AKR/J und C57L/JInzuchtmausen wurden unmittelbar nach deren Tétung
durch Genickbruch entnommen und in flissigem Stickstoff tiefgefroren bzw. bei —70°C
gelagert, bis sie zur Zellkernextraktion fur einen EMSA eingesetzt wurden.

Alle Extraktions- und Zentrifugationsschritte fanden auf Eis bzw. bei 4°C dtatt. 1/4
Mausleber wurde in Homogenisierungspuffer LHB (0,25 M Sucrose, 10 mM HEPES pH 8,
10 mM MgCh, 0,1% Triton X-100, 2 mM DTT und einem Proteaseinhibitor-Gemisch aus
100 M PMSF, 1 ng/ml Pepstatin A, 1 nmg/ml Leupeptin und 1 ng/ml Aprotinin) mittels
eines Teflon-Glas-Homogenisators (Heidolph, Kelheim) mit 10-15 Hiben homogenisiert.
Nach Filtration des Homogenisats durch einen Mullstreifen wurde es fir 10 min bei
2500 U/min zentrifugiert (Beckman, Minchen). Nachdem das Sediment in 25 ml LHB
resuspendiert wurde, wurden 10 ml 2,1 M Saccharosekissen (in LHB) vor erneuter
Zentrifugation fur 80 min bei 19000 U/min in der Ultrazentrifuge (Kontron, Neufahrn)
dazugegeben. Das glasige Zellkern-Sediment wurde anschlief3end in Kernextraktionspuffer
HSB (25% Glyzerin, 0,1 mM EDTA, 1,5 mM MgCh, 420 mM NaCl und 10 mM HEPES
pH 7,6) gelogt, in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalie tberfuhrt und nach 30 min Inkubation
10 min bei 13000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in Aliquots bei —70°C gel agert.

2.5.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt der nukledren Extrakte wurde photometrisch bei 595 nm mit Hilfe des
Bradford Reagenz (Biorad, Minchen) bestimmt [65].

2.5.3 Oligonukleotide

Einzelstréngige Oligonukleotide (siehe Tab. 2-1) wurden von der Firma MWG (Ebersberg)
bezogen. Um doppelstréngige Oligos zu erzeugen, wurden die passenden sense und
antisense- Strange 10 min bei 95°C in Anwesenheit von 10 mM Trig/HCI, pH 7,5, 50 mM
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NaCl und 200 MM EDTA inkubiert und anschlief3end bei Raumtemperatur abgekihlt. Die in
Tab. 2-1 zusammengefassten Sequenzen wurden eingesetzt, um einen stammesspezifischen

Unterschied hinsichtlich der identifizierten Polymorphismen zu untersuchen.

Tab. 2-1: DNA-Sequenz der Oligonukleotide fir die EM SAs

Oligonukleotid DNA-Sequenz (sense)

HNF3b-5A-AKR-s caacaacaaaaaacttctga

HNF3b-5A-C57L-s caacaaaaaaaaccttctca
HNF3b-TTR-costa-s tgactaagtcaataatcagaatcagcaggtttggagtcag
HNF3b-5A-nonsense-s caggccggccgtgaagttaa

2.5.4 Radioaktive Markierung doppelstrangiger DNA-Sonden

Die radioaktive Markierung der DNA erfolgte durch Anhangen von 32P-ATP durch die T4-
Polynucleotidkinase (New England Biolabs, Frankfurt) nach Angaben des Herstellers. Die
radioaktiv markierten Sonden wurden Uber eine Sephadex-Saule (Amersham Pharmacia

Biotech, Freiburg) aufgereinigt.

255 EMSA

Im elektrophoretischen Mobilitéts Shift Assay wird die Bindung von Transkriptionsfaktoren,
z. B. aus nukledren Leberextrakten, an potenzielle Bindungsstellen fur Transkriptions-
faktoren einer DNA-Sequenz (hier aus Intronl) Uberpriift.

10 ng Kernextrakt wurden bei Raumtemperatur mit 25.000 cpm der radioaktiven Sonde in
25 mM Hepes pH 7,6, 50 mM KCI, 0,5 mM DTT, 05 mM NaEDTA, 5 mM MqgCh,
10% Glyzerin, 0,5 mym Poly(dIdC)- Poly(didC) und den unter Kap. 2.5.1 beschriebenen
Proteinase-Inhibitoren inkubiert. Als Kontrolle fUr die spezifische Bindung wurde ein 200-
facher Uberschuss nichtmarkierter Oligonukleotide (20 pmol/Ansatz), entweder identisch
mit dem radioaktiv markierten Oligonukleotid (spezifische Kompetition) oder einer anderen
Nukleotidsequenz (unspezifische Kompetition), eingesetzt. Die Spezifitét wurde auf3erdem
durch Zugabe eines Antikorpers (Santa Cruz, Heidelberg) fir den potenziell bindenden
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Transkriptionsfaktor untersucht. Die Protein-DNA-Komplexe wurden in einem 6%-igen
Polyacrylamid Gel [62] bei 300 V in 80 min von der ungebundenen radioaktiven Sonde
getrennt. Die Banden wurden nach Trocknen des Gels durch Autoradiographie (Exposition
3-16 h) mittels des Phosphorimagers Personal FX (Biorad, Mnchen) sichtbar gemacht.

2.6 Bakteridleartifizielle Chromosomen (BACs)

2.6.1 BAC-Bibliothek

Eine BAC-Bibliothek RPCI-23 des Maus-Inzuchtstammes C57BL6/J wurde von BACPAC
Resources, Roswell Park Cancer Insitute, (Buffalo, USA) bezogen. Sie enthélt die gesamte
genomische DNA in 11,2-facher Kopienzahl im BAC-Vektor pBACe3,6 (Abb. 2-2) mit
einer durchschnittlichen Fragmentlange von 197 kb.

Die Bibliothek wurde nach Abcbll-positiven BACs durchsucht, um das Abcbl1l-Gen zu
sequenzieren bzw. seine Struktur aufzukldren und eine BAC-transgene Maus fur Abcbll

herstellen zu kdnnen.

2.6.2 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Zur ldentifizierung Abcbll positiver BAC-Klone wurde ein 5’- und ein 3'-Fragment des
Abcb11-Gens mit 32P-dCTP radioaktiv markiert. Hierzu wurde das Random Primer Labeling
System von Gibco (Eggenstein) benutzt.

Als Ankerproben, die zur Ausrichtung des Gitters auf der Membran hilfreich sind, wurden
Overgo-Proben nach Angaben von BACPAC Resources verwendet. Zur Markierung der
Proben wurden 10 pmol zweier Uberlappender Oligos in Anwesenheit von 100 ng/ml BSA,
OLB-Puffer und 2 U Klenow Fragment mit **P-dCTP 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Zur Aufreinigung wurde eine Sephadex-Saule (NucTrap Column, Stratagene, Amsterdam,
NL) eingesetzt. Dabei wurde die DNA in 800 my Lachsspermien-DNA und 400 mM NaOH
aufgefangen und anschlief3end mit 370 nM HCI und 220 mM TrisHCI, pH 7,6 versetzt. Die

Aktivitdt der Sonden wurde in einer Szintillationsmessung bestimmt.
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2.6.3 Hybridisierung der BAC-Bibliothek

Die Hybridisierung der Membranen erfolgte bei 65°C Uber Nacht in Church-Puffer (1%
BSA, 05 M EDTA, 1 M NaHPO, pH 7,2, 20% SDS) mit einer komplexen Probe aus
radioaktiv markierter Sonde und Overgo (je 1x10° — 1x10” cpm).

Die hybridisierten Membranen wurden nach Angaben des Herstellers gewaschen. Die
Autoradiographie erfolgte durch Exposition eines Phosphorscreens fur 1,5 bis 3 h, wie unter
Kap. 2.5.5 beschrieben.

a) b)
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Sz 11(8)
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Abb. 2-1: BAC-Bibliothek RPCI-23

a) BAC-Vektor pBACe3.6, b) Positives Doppel-Signal (mit Ausschnittsvergréf3erung) fir einen Klon eines
hybridisierten RPCI-23 Filters und seine Ausrichtung am K oordinatengitter.

2.6.4 Isolierung von BAC-DNA im kleinen M al3stab

Zur schnellen Charakterisierung der von BACPAC-Resources bezogenen Klone wurden
2 ml Ubernachtkulturen von Einzelkolonien angeimpft (s. Kap. 2.1). Die BAC-DNA wurde
durch akalische Lyse isoliert [62]. Anschlief3end wurde eine PCR mit Abcb11- oder anderen
genspezifischen Primern durchgeftihrt.
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2.6.5 Isolierung und Aufreinigung von BAC-DNA im grof3en M al3stab

Um grofRere Mengen ausgewahlter BAC-DNAS zur Sequenzierung oder Herstellung einer
BAC-transgenen Maus zu gewinnen, wurden 500 ml Ubernachtkulturen angesetzt. Diese
wurden mit dem Nucleobond AX—Kit (Macherey-Nagel, Diren) nach Herstellerangaben
prapariert und in 500 ml Injektionspuffer (10 mM TRIS/HCI pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 30 niM
Spermine, 70 MM Spermidine und 100 mM NaCl) resuspendiert, aliquotiert und bel —20°C

gelagert.

2.6.6 Quantifizierung des BAC-DNA Gehaltes

Ein Aliquot der isolieten BAC-DNA wurde durch einen Notl-Restriktionsverdau (s.
Kap. 2.1.2) linearisiert und ihre Konzentration in einem 1%-igem Agarose-Schétzgel

bestimmt. Als Standard dienten verschiedene Mengen | -DNA (10-400 ng).

2.6.7 GrolRenbestimmung der BAC-Inserts durch Pulsfeld-Gelelektr ophorese (PFGE)

Zur Charakterisierung der BACs, d. h. ihrer GroRenbestimmung, sowie Uberpriifung des
Inserts auf interne Notl-Schnittstellen wurde ein Notl-Restriktionsverdau vorgenommen, um
die Inserts vom Vektor (11.490 bp) zu trennen (s. Kap. 2.1.2). Der Verdau wurde mit 10x-
Puffer versetzt (0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylen Cyanol FF, Ficoll 400) und Uber
Nacht in der PFGE (CHEF DR ll1, Biorad, Minchen) aufgetrennt. Als Marker diente eine
50 kb-| -Leiter (Promega, Madison, USA).

Das Protokoll war wie folgt: Anfangs-Switch-Zeit 10 sek, End-Switch-Zeit 50 sek bel einer
Laufzeit von 15 h, 6 Volt/cm, einem Winkel von 120° und einer Temperatur von 14°C. Die
Proben wurden in einem 1%-igem Agarosegel in 0,5 x TBE-Laufpuffer aufgetrennt.

Das Ge wurde nach Ablauf der 15 h in einer Ethidiumbromid-L6sung (50 ng / 100 ml H;O)
fur 20 min geféarbt und dokumentiert (s. Kap. 2.1.4).
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2.6.8 BAC-DNA-Sequenzierung

80-1000 ng BAC-DNA wurden fur 30 min bei 60°C inkubiert. Dann wurden sie in einem
40 ul Reaktionsansatz mit 12 pl Big Dye Terminator Reaction Mix (Applied Biosystems,
Welterstadt) und 0,5 uM des entsprechenden Primers bei 95°C fir 5 min denaturiert und in
100 Zyklen wie folgt amplifiziert: 95°C / 30 sek, 50°C / 20 sek und 60°C / 4 min.
Die Produkte wurden Uber Centrisep-Saulen (Princeton Seperations, emp Biotech, Berlin)
gereinigt. Die Auftrennung im Kapillar-Sequenzierer ist in Kap. 2.2.4 dargestellt.

2.7 Abcbll BAC-transgene Maus

2.7.1 Mikroinjektionen von Maus-Embryonen zur Erzeugung einer BAC-transgenen

Maus

In Zusammenarbeit mit dem Jackson Labor, Bar Harbor, USA (Dr. B. Paigen) wurde eine
BAC-transgene Maus fur Abcbll hergestellt. Nach Identifizierung und Isolierung des
Abcbl11-positiven Klons RP23-291P1 (s. Kap. 2.6), wurde die BAC-DNA im Jackson Labor
nach Standardprotokollen [66] mikroinjiziert.

Um eine ausreichende Anzahl préimplantierter Embryonen (Einzell-Stadium vor der
Kernverschmelzung) fur die Mikroinjektion zu gewinnen, wurden je Injektionsrunde 10-20
Weibchen der Inzuchtstdmme AKR/J, CBA/J und 129S1/SvimJ superovuliert. Dazu wurden
die Méause mit PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotropin) intraperitoneal injiziert. 24 h
gpdter erfolgte eine Injektion mit hCG (human Chorionic Gonadotropin) und die
anschlieffende Verpaarung der Weibchen mit Mannchen des entsprechenden
Inzuchtstammes.

48 h gpater wurden die trachtigen Weibchen getttet, um die fertilisierten Eizellen zu
gewinnen. Die BAC-DNA wurde nach Abtrennen der Embryonen von den Cumuluszellen in
einen Pronukleus mikroinjiziert. Anschlief3end wurden je 15 bis 30 der injizierten
Embryonen unter Narkose in die beiden Eileiter scheintrachtiger F-Empféngerweibchen des
Hybridstammes (C57BL6/J x Balb/cByJ) F transferiert. Die Empfangerweibchen wurden

durch Verpaarung mit vasektomierten Mannchen scheintrachtig.
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Der MausInzuchtstamm 129S1/SvimJ erwies sich as der fur Superovulation,
Lebensfahigkeit der Embryonen und Vertréglichkeit mit dem Empféangerstamm as der
geeignetste und lieferte zwel transgene Founder-Mause. Auf sie begriinden sich die beiden
BAC-transgenen Linien 129S1/SvimJ-Tg(RP23-291P1)1flp und 129S1/SvimJ-Tg(RP23-
291P1)2flp. Der Name eines BA C-transgenen Mausstammes setzt sich zusammen aus dem
Stamm, in den injiziert wurde, dem offiziellen Namen des BAC-Klons und einer Nummer,

diedie Linie identifiziert sowie einem Kiirzel der Experimentatoren.

2.7.2 Versuchstiereund Haltung

Die beiden BAC-transgenen Founder-Mause wurden mit 129S1/SvimJ-Inzuchtmausen
verpaart, um zwei hemizygote Linien zu etablieren. Die M&use wurden in Temperatur-
kontrollierten Raumen (22-23°C) bei einem 12-stindigen Licht-Dunkel-Zyklus in
Gemeinschaftskdfigen mit bis maximal 5 Tieren gehaten. Futter (Zuchtdid 1314
Ratte/Maus, Altromin, Lage) und Wasser standen ad libitum zur Verfigung. Nach dem
Abstillen erhielten alle Nachkommen Ohrmarkierungen und wurden anschlief3end
genotypisiert. Alle Tierversuche wurden gemal3 8 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes durch das

Regierungsprasidium Kaln begutachtet und genehmigt.

2.7.3 DNA-Isolierung

Fir die Bestimmung transgener Mause mittels PCR wurde DNA aus Mausschwanzen
isoliert. Hierzu wurden 3-4 mm des Schwanzes abgetrennt und die DNA mit Hilfe des
DNeasy Tissue Kits (Qiagen, Hilden) isoliert. Die DNA wurde in 2 x 100 n1 Elutionspuffer

eluiert.

2.7.4 ldentifizierung transgener Méause

In der PCR zur Identifizierung des Transgens wurden zwei Primerpaare eingesetzt, die beide
Enden des BACs RP23-291P1 erkennen. Ein BAC-spezifischer Primer (T7 und SP6) wurde

jeweils mit einem Insert-spezifischen Primer gepaart (Tab. 2-2).
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2 m isolierter Schwanz-DNA wurden in 25 pl Reaktionsansitzen amplifiziert. Diese
enthielten neben 200 nM der beiden Primer, 20 mM Trig/HCI, pH 8,55, 1,5 mM MgCb,
1,6 MM (NH4).SO, sowie 200 uM Deoxynucleosidtriphosphate und 1 U Polymerase.
Nachdem die DNA 5 min bel 95°C denaturiert wurde, folgten 35 PCR-Zyklen, bestehend
aus. 30 sek Denaturierung bei 95°C, 1 min Annedling bel 52°C und 30 sek Elongation bei
72°C; es schloss sich ein weiterer Elongationsschritt fir 10 min bei 72°C an.

Die Analyse erffolgte durch Auftrennung der Fragmente im 1,5%-igen Agarosegel
(s Kap. 2.1.4).

Tab. 2-1: DNA-Sequenzen der Primer fur die Genotypisierung BAC-transgener M éuse

Primer DNA-Sequenz (5'-3") Amplikonlange (bp)
T7 taatacgactcactataggg 367
BacEnd30rp3 ctggtgtcacggtccatcttg

SP6 gtcgacatttaggtgacactatag 200
BacEnd30rp2 cccattcagaccagctgagagc

2.7.5 Southern Blot zur Untersuchung desintegrierten BACs

Zur Integritétsbestimmung des BACs in den transgenen Linien wurde ein Southern Blot
durchgefthrt. Durch Hybridisierung der mit Hindlll verdauten DNA mit 3 Sonden, die die
gesamte cDNA abdecken (5': -129 bis +66, Mitte: +24 bis +3916, 3‘: +3788 bis 4788),
konnte anhand eines identischen Bandenmusters mit dem BAC bzw. der 129S1-Wildtyp-
DNA die Integritét des Abcb11-Gens Uberprift werden.

Parallel dazu wurde die BAC-Kopienzahl in den transgenen Linien bestimmt. Dazu wurde
neben den DNAs transgener Mause 129S1-DNA allein bzw. mit 1, 3 und 5 zusétzlichen
Kopien des BACs auf das 0,7%ige Agarosegel aufgetragen.

Der Southern Blot wurde nach Sambrook et al. [62] durchgefuhrt. Nach 3-stiindiger
gelelektrophoretischer Auftrennung von 10 ng verdauter und NaAc/Ethanol-gefallter
DNA/Bande bei 75V wurde die DNA im ,, Upward“-Blot-Verfahren Gber Nacht in 10 x SSC
(1,5 M NaCl, 0,15 M NaCitrat) auf eine Nylon-Membran (Dupont NEN, Bad Homburg)
geblottet.
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Die im UV-Stratalinker (Stratagene, Amsterdam, NL) fixierte Membran wurde nach 1-
stundiger Prahybridisierung mit Slurp-Lésung (0,2 mM Dextransulfat, 40% Formaldehyd, 4
X SSC, 1,6% 50 x Denhardt's Lésung — 0,025 mM Ficoll, 0,25 mM Polyvinylpyrrolidone,
0,14 M BSA — 10 mg DNA, 7 mM Tri/HCl, pH 7,4) tber Nacht bei 42°C mit O 10° cpm/ng
hybridisiert. Die Sonden wurden entsprechend Kap. 2.6.2 radioaktiv markiert.

Die Membran wurde 30 min bei 42°C mit 1 x SSC, 0,1% SDS, 15 min bel 42°C mit 0,1 x
SSC, 0,1% SDS, 15 min bei 61,5°C mit 0,1 x SSC, 0,1% SDS und 15 min bei 68°C mit 0,1 x

SSC, 0,1% SDS gewaschen, bevor sie Uiber Nacht einem Phosphorscreen exponiert wurde.

2.7.6 RNA-Isolierung

Die Isolierung von RNA aus Leber fir eine Northern Hybridisierung dient der Analyse der
Gen-Expression. Gesamt-RNA wurde mittels des RNA Ultraspec Reagenz (Biotecx, Texas,
USA) nach dem vom Hersteller empfohlenen Protokoll isoliert und in 150 mi DEPC-H,O
resuspendiert. Die Konzentration wurde mit einem Photometer bestimmt. Eine optische
Dichte von 1 bel 260 nm entspricht 40 pg/ml einzelstrangiger RNA.

2.7.7 Northern Blot zur Untersuchung der Abcbl1-Expression

Je 20 ng Gesamt-RNA/Bande wurden in einem denaturierendem Gel (1% Agarose, 0.67%
Formaldehyd in 10 x MOPS: 0,2 M MOPS, 0,05 M NaAcetat, 0,01 M Di-Natrium EDTA)
nach Sambrook et a. [62] aufgetrennt. Das Gel wurde 30 min in 50 mM NaOH denaturiert,
in H,O gewaschen und 2 mal 15 min in 0,1 M Tris/HCI, pH 7,5 neutralisiert. Nach 5
mindtiger Inkubation des Gelsin 20 x SSC (1,5 M NaCl, 0,15 M NaCitrat) wurde die RNA
im ,Upward”-Blot-Verfahren Uber Nacht in 20 x SSC auf eine Nylon-Membran (Dupont
NEN, Bad Homburg) geblottet.

Die im UV-Stratalinker (Stratagene, Amsterdam, NL) fixierte Membran wurde in 50 mM
Tris/HCI, pH 8 mit 0,1% SDS, 1 M NaCl und 1 mM EDTA gebadet. Nachdem die Membran
fir 1 h bei 42°C mit Slurp-Lésung (s. 0.) inkubiert wurde, wurde sie mit einem 3?P-dCTP
markierten 3'-Fragment der Abcb11-cDNA (s. Kap. 2.6.2 und 2.7.5.) Uber Nacht bei 42°C
hybridisiert.
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Nach 30-minttigem Waschen bei 42°C mit 1x SSC, 0,1% SDS, 15-minitigem Waschen bel
42°C mit 0,1x SSC, 0,1% SDS und 15-minttigem Waschen bei 61,5°C mit 0,1 x SSC, 0,1%

SDS wurde die Membran tber Nacht einem Phosphorscreen exponiert.

2.7.8 Densitometrische Quantifizierung von Northern und Southern Blots

Die hybridisierten Sonden auf den Northern bzw. Southern Blots wurden durch 2 mal 15-
mindtiges Waschen mit 0,05x SSC, 0,01 M EDTA und 0,1% SDS bei 90°C entfernt.
Anschlief3end wurden die Blots zur Ladungskontrolle mit Ubiquitin hybridisiert.

Die Banden wurden durch das digitde Fluor S Multiimager CCD-Kamera-System
eingelesen und mit Hilfe des Densitometrie-Programms Quantity One (Biorad, Munchen)
anaysiert. Die Ergebnisse stellen den Quotienten aus Probe und mittlerer Bande der

Ubiquitin-Kontrolle dar.

2.8 Induktion der Gallensteinentstehung

2.8.1 Lithogene Provokationsdiét

Um einen Effekt des Transgens auf die Gallenstelnentstehung zu untersuchen, wurden 6 bis
8 Wochen ate BAC-transgene Mause, sowie ihre nicht-transgenen Geschwister als
Kontrolltiere, mit einer lithogenen, d. h. einer cholesterin- und fettreichen sowie cholséure-
haltigen Diéa geflttert. Diese enthielt 1,25% Cholesterin, 17,32%  Buitterfett,
0,5% Cholsaure, 0,98% Maisol, 48,81% Saccharose, 19,33% Kasein sowie Vitamine und
Mineralien. Die Futterung erfolgte in Gruppen zu je 4 mannlichen und 4 weiblichen
transgenen Mausen der Linie 129S1/SvimJ-Tg(RP23-291P1)1flp, je 4 mannlichen und 4
weiblichen transgenen Mausen der Linie 129S1/SvimJ-Tg(RP23-291P1)2flp und je
8 méannlichen und 8 weiblichen Kontrolltieren Uber einen Zeitraum von O, 2, 4 und 8

Wochen.
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2.8.2 Phanotypisierung

Nach Futterung der lithogenen Provokationsdidt wurden die Mause mit Isofluran (Abbott,
Wiesbaden) betdubt und durch Genickbruch getétet. 100-300 nmi Blut wurden durch
Kardiozentese gewonnen. Das Blut wurde 30 min bei 4°C und 15.000 U/min zentrifugiert
und das Serum bei —70°C gelagert. Nach Eréffnung des Bauchraumes wurden Leber und
Milz entnommen. Die Leber wurde gewogen und in flissigem Stickstoff tiefgefroren, bis sie
zur weiteren Verarbeitung bel —70°C gelagert wurde. Nach Entnahme der Gallenblase unter
Ligatur des Ductus cysticus wurde diese zur Volumenbestimmung unter der Annahme, dass
die GallenflUssigkeit eine Dichte von 1 g/ml hat, auf einer Feinwaage (Sartorius, Gottingen)
gewogen. Anschlielend wurde die Galenblase gedffnet und die Gale auf einem
Objekttrager zur mikroskopischen Untersuchung (im Polarisationslicht) ausgestrichen.

Es wurde eine semiquantitative Dokumentation des Mucins und der Cholesterin-Lipid-
Komplexe nach kleinen FlUssigkristallen, aggregierten Flussigkristallen, fusionierten
Flissigkristallen, Cholesterin-Monohydratkristallen, Cholesterin-Nadeln, aggregierten
Monohydratkristallen und sandigen Steinen von 0 bis 4 vorgenommen. Auf3erdem wurde die
Anzahl der echten Gallensteine bestimmt. Mittelwerte + SEM wurden berechnet. Die
Signifikanz der Ergebnisse wurde mit Hilfe des Student's-t-Tests Uberprift, wobel en

Signifikanzniveau von p < 0,05 angenommen wurde.

Mucin ist im Durchlicht as amorphe, filamentose Struktur zu sehen. Kleine Flussigkristalle
(unilamellare Cholesterin-Phospholipid-Vesikel) sind im Durchlicht als Tropfchen mit etwa
5 mm Durchmesser zu erkennen. Diese kdnnen sich zu aggregierten Flussigkristalen
zusammenlagern. Bei fusionierten FlUssigkristallen handelt es sich um multilamellare
Veskel, deren Durchmesser von 2,5 bis 15 nm variieren. Im Polarisationslicht sind die
fusionierten Flussigkristalle doppelbrechend und zeigen eine Malteserkreuz-artige Struktur.
Cholesterin-Monohydratkristalle sind flache Parallelogramme mit einer Kantenlénge von
10 bis 150 mm, die im Polarisationdlicht doppelbrechend erscheinen. Die Winkel der Ecken,
die haufig abgebrochen sind, betragen typischerweise 79° und 101°. Cholesterin-Nadeln sind
im Polarisationdlicht doppelbrechende nadelférmige Cholesterinkristalle, die aus
wasserfreien Cholesterinkristallen bestehen [67]. Cholesterin-Monohydratkristalle kénnen

auch zu gréleren Formationen aggregieren. Wenn sie mit Mucingel Agglomerate bilden,
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entstehen sandige Steine mit  unregelmélliger Oberflache, aus der Cholesterin-
Monohydratkristalle herausragen. Sandige Steine erscheinen unter dem Mikroskop gelb bis
braun und haben einen Durchmesser von 0,1 bis 0,4 mm. Echte Gallensteine sind harte,
kugelformige Objekte mit weil3-gelblicher Farbe und glatter Oberflache. Im Durchlicht unter
dem Mikroskop sind sie undurchsichtig und braun-schwarz. Sie haben einen Durchmesser

von 0,3 bis 1,2 mm.

2.8.3 Infrarotspektroskopie zur Analyse der Gallensteinzusammensetzung

Die Gallensteine wurden im Institut fir Klinische Chemie und Pathobiochemie der RWTH
Aachen (Prof. Dr. Gressner) mittels Infrarotspektroskopie nach Hesse et a. [68] auf ihre
Bestandteile untersucht. Hierzu wurden die Gallensteine in einem Achatmdrser zerrieben
und mit KBr bel 8 t/cm zu Pellets gepresst. Infrarotspektren einer Wellenlénge von 4000 cni
! bis 400 cmi! wurden aufgenommen und rechnergestiitzt mit einem Standardspektrum von
Cholesterin verglichen [69].
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3 ERGEBNISSE

3.1 Molekulare Analyse des Gallensiurentransporter-Gens Abcbll

Kartierungsexperimente zeigten, dass der kanalikulére Gallensaurentransporter der Leber
(Abcbl1l) mit dem Galengteinlocus Lith 1 kolokalisiert [27, 43]. Dartber hinaus wird
Abcbll in Galenstein-sensitiven (C57L) und -resistenten (AKR) Mausen auf mRNA- und
Proteinebene differenziell exprimiert [60, 61]. Die strukturelle Ursache hierflr ist nicht

bekannt und sollte durch eine molekulare Analyse des Abcbl11-Gens untersucht werden.

3.1.1 Ermittlung der Abcbll-Sequenz und Genstruktur

Zu Beginn der Untersuchungen waren lediglich Fragmente der murinen cDNA-Sequenz
bekannt. Kenntnis der cDNA-Sequenz und der Genstruktur von Abcbll sind aber fur
welterfiUhrende, molekulare  Vergleichsanalysen  zwischen  Mausinzuchtstémmen
(Intraspezies-Vergleich) bzw. zwischen Maus und Mensch (Interspezies-Vergleich)
unabdingbar. Deshalb wurden ein 3893 bp langes cDNA-Fragment sowie ein Uberlappendes
1001 bp langes Fragment am 3'-cDNA-Ende amplifiziert und nach Klonierung in den
Vektor pBluescript SK™ sequenziert. Am 5'-Ende wurde ein Uberlappendes 195 bp langes
Fragment von genomischer DNA kloniert, um den nicht genau definierten
Transkriptionsstart einzuschlief3en. Mit Hilfe der Methode des Primerwalkings auf diesen
Klonen wurde so die cDNA-Sequenz vervollsténdigt. Sie ist identisch mit der
zwischenzeitlich veroffentlichten Abcbl1-cDNA Sequenz (Genbank # NM_021022) mit
Ausnahme eines Guanins an Position +1784 anstelle eines Adenins.

Ausgehend von der cDNA wurde mittels der erfolgreichen Anwendung von Genome
Walking, d. h. Adapter ligierter PCR (s. Kap. 2.2.2), in zwel Schritten Sequenzinformation
im unbekannten genomischen 5'-Bereich bis —1785 bp erzeugt und in der Genbank deponiert
(#AF303740).

Daneben wurde die BAC (Bakterielles Artifizielles Chromosom)-Bibliothek RPCI-23 des
Mausinzuchtstammes C57BL/6J nach Klonen durchsucht, die das vollstandige Abcb11-Gen
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enthalten. Die 10 Membranen der Bibliothek wurden jeweils mit radioaktiv markierten
Sonden vom 5'-Ende des ermittelten Promotors (bp —1766 bis -1431) und der 3'-UTR der
cDNA (bp +4446 bis +4729) hybridisiert. Dabei wurden 14 Abcbll-positive Klone
identifiziert. Nach Isolation der BAC-DNA aus Bakterien-Flussigkulturen wurde die Grofse
der detektierten Abcbl1-positiven Klone durch einen Restriktionsverdau und anschlief3ende
Analyse der BAC-Inserts in der Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) bestimmt (Abb. 3-1).
Durch Etablierung der direkten BAC-Sequenzierung wurde der genomische 5'-Bereich von

Abcbl11 schrittweise bis 5485 bp sequenziert.

M BACs M

Abb. 3-1: GroRenbestimmung der BAC-Klonein der PFGE

Auftrennung von 10 ml BAC-DNA in einem 1%-igem Agarosegel. Als GroRenstandard (M) diente eine 50 kb-
| -Leiter.

Wéhrend der fortschreitenden eigenen Sequenzierungen wurde ein  Antrag zur
Sequenzierung des kompletten Abcbll-positiven BACs RP23-291P1 bel der Trans NIH
Mouse Initiative (http://www.nih.gov/science/modelss/mouse) gestellt und bewilligt. Hierbei
handelt es sich um ein Programm zur Sequenzierung von DNA-Regionen mit hoher
biomedizinischer Bedeutung in Modellorganismen, welches Teil des 6ffentlichen Maus-

Genomprojektes ist.
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Ein Veglech der ¢cDNA und der von der Trans NIH Mouse Initiative erzeugten
genomischen Sequenz von Abcbll erméglichte dann die vollsténdige Bestimmung der
Genstruktur mit ihren Exon-Intron-Grenzen (Abb. 3-2). Das Abcbll-Gen der Maus ist
104.322 bp lang. Die Grolien der 28 Exons betragen 22 bp bis 1.003 bp (Exon 28, inklusive
3'UTR), die der Introns von 91 bis 15.285 bp. Das Trandlationsstart-Codon befindet sich in
Exon 2 an Position +99 vom Transkriptionsstart (nach R. Green [56]), das Trandlationsstop-
Codon in Exon 28 an Position +4064. Daraus ergibt sich ein 3.966 bp grof3er offener
Leserahmen in der 4.866 bp langen cDNA.

Promotor | 1 | 13159 2 1271 2781 4 1073 5 15285 | 6 | 1821
7 I 7 T T 197 248 249 487 T TT4Bs 575 T
99 ATG
7 2396 8 4009 9 3316 10 4257 11 2464 12 1641 E
576 700 710 881 882 1006 1007 1181 1182 1295 1296 1406
13 730 14 1284 15 418 16 1929 4720 18 3611 i
1407 1532 1533 1736 1737 1907 1908 2109 2110 2179 2180 2279
19 8255 20 | 91 21 3818 22 1638 23 2119 24 8295
2280 2441 2442 2546 2547 2708 2709 2912 2913 3154 3155 3311
25 2762 26 2183 27 4130 28
3312 3509 3510 3716 3717 3863 3864 4866

4064 TGA

r===
I:' Exon ' ! Intron
| Jup——]

Abb. 3-2: Schematische Darstellung der Struktur desAbcbl1-Gens

Exon-Intron-Grenzen wurden durch ein Alignment der cDNA mit der genomischen DNA (BAC Klon RP23-
291P1) bestimmt. In den Exons ist deren Nummerierung von 1 bis 28 angegeben, in den Introns deren Lénge
in bp. Unterhalb der Exons befindet sich ihre Start- und Endposition ab Transkriptionsstart auf cONA-Ebene.
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3.1.2 ldentifizierung unbekannter Exonsim Intron 1

Durch den Vergleich der Abcb11-Genstruktur mit der anderer Abc-Transporter, insbesondere
Abcal [70] stellte sich die Frage nach weiteren unbekannten Exons aufRerhalb der
vertffentlichten cDNA-Sequenz. Ein Alignment der cDNA-Sequenz von Abcbll der Ratte
mit der Sequenz der Maus ergab eine 90%ige Ubereinstimmung von bp 15 bis 87 der Ratte
mit bp 2 bis 74 der Maus (entsprechend Exon 1) und bp 263 bis 5.035 der Ratte mit bp 99
bis 4.859 der Maus (entsprechend Exon 2 ab dem Trandationsstart). Die Basenpaare 93 bis
151 der Ratte ergaben im Alignment mit der genomischen Maus-Sequenz des BACs RP23-
291P1 eine Ubereinstimmung zu Position +12.846 bis +12.941 im ersten Intron. Die
Existenz dieses zusétzlichen Exons (1z) wurde mittels PCR von cDNA Uberprift. Die
anschlieffende Sequenzierung der amplifizierten Bande ergab eine tats&chliche Lange von
156 bp (Position +12.833 his +12.988) und ein weiteres Exon (1y) von +12.065 bis
+12.139. In weiteren PCRs konnten Amplifikate erzeugt werden, die eine Verbindung von
Exon 1 nach 1y, nach 1z und 2, aber auch solche, die sich von Exon 1 direkt nach 1z, bzw.

von 1y nach 2 erstrecken.

3.1.3 Vergleichende Sequenzanalyse desAbcbhl1-Gens zwischen Gallenstein-sensitiven
(C57L) und -resistenten (AKR) M&usen

Mehrere QTL-Analysen weisen auf einen strukturellen Unterschied im Lith 1-Locus, in dem
sich das Kandidatengen Abcbll befindet, zwischen den beiden Mausinzuchtstéammen C57L
und AKR hin [27], (Beverly Paigen unvertffentlichte Ergebnisse). Die Abcbll-Sequenz
sollte daher vergleichend zwischen C57L und AKR analysiert werden, um das Gen nach
moglichen Mutationen zu untersuchen, die fur die Entstehung von Gallensteinen im
sensitiven Stamm C57L urséchlich sein konnten. Die Sequenzierung von je drel unabhangig
voneinander erzeugten cDNAS ergab, dass die cDNA der beiden Stamme identisch ist.

Deshalb wurde der Vergleich im Folgenden auf regul atorische Bereiche ausgedehnt, die die
differenzielle Phospholipidsekretion bedingen kénnten. Zur Regulation des Abcbl1l-Gens
war inzwischen nur bekannt, dass es Uber den Farnesoid-X-Rezeptor FXR, der als
Heterodimer mit dem Retinoid-X-Rezeptor RXR an ein IR1 (Inverted Repeat)-Element
bindet, aktiviert wird [71-73]. FXR (offizielles Gensymbol Nrl1h4) und RXR (offizielles
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Gensymbol Nr2bl) gehtren zur Familie der nukledren Rezeptoren. Vor kurzem wurde
gezeigt, dass Gallensauren ihre eigene Biosynthese und ihren Transport durch Bindung und
Aktivierung an FXR regulieren [74, 75]. Das IR1-Bindungselement, bestehend aus zwei
invertierten Hexamerwiederholungen, die durch ein Basenpaar separiert werden, wurde bei —
92 bis —80 bp stromaufwarts vom Transkriptionsstart identifiziert. Es unterscheidet sich aber,
wie auch der Rest des Minimalpromotors, nicht zwischen AKR und C57L.

Eine weitere Ausdehnung des Sequenzvergleichs auf nicht-codierende Regionen konnte auf
zusétzliche regulatorische Bereiche hinweisen. Wahrend die Analyse der distalen Introns 26
und 27 keinen Unterschied ergab, wurde in der 5'-flankierenden Region des Gens durch
Einzelstrangkonformations-Polymorphismen  (SSCP)-Analyse ein  Polymorphismus
detektiert. Dieser wurde durch Sequenzierung bel —3.757 as Cytosin/Thymidin-Transition
Im Gallenstein-sensitiven Stamm C57L verifiziert (Abb. 3-3, Tab. 3-1). Er liegt in einem
Repesat-Element (Lx8), einem LINE1-Fragment rekombinativen Ursprungs. LINEs (Long
Interspersed Repeats) sind Pseudogene  oder Pseudogenfragmente  von
Wiederholungssequenzen, die in grof3er Zahl im Genom vorkommen [76]. Fir andere Gene

wurde gezeigt, dass sie eine regulatorische Funktion haben kénnen [77, 78].

TTCCCTTCGCTCA
- - . L AKR
, o TTCCCTTTGCTCA
T EEEEEE S VY esn

Abb. 3-1: Detektion des Polymor phismus zwischen AKR und C57L im 5'-Bereich des Abcb11-Gens

a) SSCP-Analyse: In einem 6%-igen Polyacrylamidgel wurden jeweils stammessspezifische, identische PCR-
Fragmente von AKR und C57L nach deren Denaturierung nebeneinander aufgetragen. b) Positive Ergebnisse
aus der SSCP-Analyse wurden durch vergleichende Sequenzierung zwischen AKR und C57L Uberpriift und die
Position des Polymorphismus bestimmt.
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Die vergleichende Sequenzierung zwischen AKR und C57L des ersten Introns von Abcbll
ergab 19 Einzelnukleotid-Austausche sowie eine 5 bp-Insertion und eine 3 bp-Deletion in
der Gallenstein-sensitiven Maus (Tab. 3-1). Die Insertion und Deletion sowie zwel weitere
Einzel nukleotid-Austausche befinden sich in einem Mikrosatelliten der (CAAAA)-Familie.
In anderen Genen konnte ein quantitativer Effekt solcher kurzer Wiederholungssequenzen
auf den Phanotyp nachgewiesen werden [79]. Es konnten keine Polymorphismen zwischen
AKR und C57L in den im Intron 1 liegenden Exons 1y und 1z (sKap. 3.1.2) detektiert
werden.

Tab. 3-1: Abcb11-Polymorphismen im 5'-Bereich und Intron 1 zwischen AKR- und C57L-Mausen

Die Nummerierung bezieht sich auf den Stamm C57L, dessen Sequenz mit der veroffentlichten genomischen
Sequenz von C57BL6/J (BAC RP23-291P1) in den untersuchten Bereichen identisch ist. Die Charakterisierung
der Polymorphismen nimmt den Stamm C57L (Phanotyp Gallensteine) als den gegeniiber AKR verénderten an.

Position ab Position ab Start
Transkriptions- Region Introni C57L AKR Polymorphismus

start
-3757 5'-Region - T C Transition
373 Intronl 302 A G Transition
1531 Intronl 1460 A C Transversion
1554 Intronl 1483 G - G-Insertion

2213-2217 Intronl 2142-2146 AAAAC - AAAAC-Insertion
2239 Intronl 2168 A C Transversion

2241/2242 Intronl 2170/2171 C CAA CAA-Deletion
2245 Intronl 2174 C A Transversion
2251 Intronl 2180 C G Transversion
2284 Intronl 2213 G A Transition
2355 Intronl 2284 G A Transition
2374 Intronl 2303 A G Transition
2405 Intronl 2334 G T Transversion

2804/2805 Intronl 2733/2734 - T T-Insertion
2858 Intronl 2787 T C Transition
2864 Intronl 2793 C T Transition
2883 Intronl 2812 C T Transition
2909 Intronl 2838 C A Transversion
3118 Intronl 3047 T C Transition

3305/3306 Intronl 3234/3235 - G G-Deletion
3313 Intronl 3242 C - C-Insertion
3315 Intronl 3244 A C Transversion
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3.1.4 Haplotyp-Analyse der Abcbll-Polymorphismen in Gallenstein-sensitiven und

-resistenten M ausinzuchtstammen

Die identifizierten Polymorphismen wurden bei verschiedenen Mausinzuchtstdmmen, deren
Gallensteinprédisposition bekannt ist, hinsichtlich einer Korrelation der Polymorphismen mit
der Pradisposition untersucht. Dabel wurden der 5°'-Polymorphismus im Lx8-Element und
ein Fragment des Introns (Mikrosatellit, s. Kap. 3.1.3) berticksichtigt.

Die Sequenzierung ergab eine gute Korrelation der Haplotypen mit der Anzahl echter
Gallensteine. Der Stamm 129S1 ist Gallenstein-resistent, entspricht aber dem Haplotyp von
C57L. Wird die Anzahl der sandigen Steine bertcksichtigt, entfélt die Assoziation fur die
Stéamme Cast/Ei und DBA/2J.

Tab. 3-2: Analyseder Polymorphismen im 5'-Bereich und Intronl zwischen Mausinzuchtstammen

Aufgelistet sind verschiedene Mausinzuchtstdmme in ihrer Rangfolge von einer hohen Anzahl echter
Gallensteine zu einer niedrigen Anzahl. Der Phanotyp Gallensteine, entsprechend C57L, ist grau unterlegt. Fir
die Stamme 129P3 und 129X 1 sind keine Pradispositionen bekannt. Die Daten sind der Phenome Database
(http://aretha.jax.org/pub-cgi/phenome/mpdcgi Zrth=docs/home) entommen. n.b. = nicht bestimmt.

) ) Anzahl echter Anzahl echter Anzahl echter
Mausstamm Lx8wie: Intronlwie: Gallensteine Gallensteine Gallensteine
Mannchen Weibchen gesamt

C3H/HeJ C57L C57L 5,20 0,00 1,90
C57BL/6J C57L C57L 2,50 0,00 0,94
C57L1 C57L C57L 0,80 0,10 0,45
DBA/2J C57L C57L 0,00 0,30 0,16
BALB/cJ C57L C57L 0,10 0,10 0,10
129P3/J C57L C57L n.b. n.b. n.b.
129S1/SvimJ C57L C57L 0,00 0,20 0,10
129X1/SvJ AKR AKR n.b. n.b. n.b.
Al AKR AKR 0,00 0,60 0,30
SPRET/Ei AKR AKR 0,00 0,00 0,00
FVB/NJ AKR AKR 0,00 0,00 0,00
Cast/Ei AKR AKR 0,00 0,00 0,00
AKR/J AKR AKR 0,00 0,00 0,00
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3.1.5 Vergleichende Sequenzanalyse desAbchl11-Gens zwischen Maus und Mensch

Die genomische Abcb11-Sequenz sollte vergleichend zwischen Maus und Mensch analysiert
werden. Da wahrend der Evolution konservierte nicht-codierende Bereiche (CNS =
Conserved Non-coding Sequences) auf eine mogliche regulatorische Bedeutung hinweisen
[80, 81], kdnnte ein Inter-Speziesvergleich neben dem Intra-Speziesvergleich zwischen AKR
und C57L weitere wertvolle Informationen liefern.

Die Anayse wurde mittels Vista und Pipmaker Software durchgefuhrt (s.Kap.2.3.2). Sie
ergab eilnen homologen Bereich in der Promotorregion. Des Welteren wurden zwe langere
Bereiche im Intron 1 sowie zusétzliche in anderen Introns und im 3'-Bereich des Gens

identifiziert.
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Abb. 3-4: Vista-Plot der Abcb11-Sequenzen von Maus und Mensch

Der Vista-Plot untersucht Sequenzen durch einen Homologievergleich zwischen Maus und Mensch auf
konservierte Bereiche. Als Ausschlusskriterien fiir homologe Bereiche wurde eine Identitdt >75% Uber eine
Lange von mindestens 100 bp vorausgesetzt. Fir die Vista-Analyse wurde der murine BAC-Klon RP23-291P1,
der das komplette Abcbl11-Gen enthélt, benutzt. Als humane BAC-Klone wurden RP11-527A7 und RP11-
750D14, die das 5'-Ende von Abcb11 bis Exon 22 bzw. das 3'-Ende ab Exon 22 beinhalten, eingesetzt.
Abszisse: Sequenz des murinen BAC-Klons RP23-291P1 in kb, Ordinate: % Homologie der humanen Sequenz,
[0 Exonsentsprechend des Basis-Organismus Maus, [J] CNS = Conserved Non-Coding Sequences.
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3.1.6 Identifizierung moglicher Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen

Da Polymorphismen zwischen den beiden Mausinzuchtstémmen eine differenzielle
Regulation des Gallensdurentransporters bedingen kdnnten, wenn sie sich in regulatorischen
Elementen befinden, wurden ihre Positionen nach madglichen Transkriptionsfaktor-
Bindungsstellen untersucht (s.Kap. 2.3.3).

Die Analyse des 5-Bereiches von Abcbll auf potenzielle, hepatische Transkriptionsfaktor-
Bindungsstellen zeigt keine Kolokalisation mit dem Polymorphismus bei —3.757 zwischen
AKR und C57L (Abb. 3-53).

Desgleichen wurden die CNS zwischen Maus und Mensch nach maoglichen
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen untersucht. Der konservierte Bereich des Promotors
enthdlt das regulatorisch bedeutende IR1-Element, die bekannte Bindungsstelle fir den
Gallensaurensensor FXR, eine Bestétigung fur das wichtige Prinzip dieser Analyse (Abb. 3—

5a). Er weist aulRerdem ein weiteres potenzielles IR1-Element auf.
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L e 1
1 Lx8-Repeat |
AKR ittcagaagatgctac ttctctgtggtcctt cccaacctccaattc ttacaattcttcctt ccctt€gctcacaat ggtctctaagcccte -3733
C57L :ttcagaagatgctac ttctctgtggtcctt cccaacctccaattc ttacaattcttcctt ccctttgctcacaat ggtctctaageccctc -3733
____________________________________________________________________________ 1
AKR jagggaggt atcccat ttatagctaagcact ccacagtcttattta tcttctgeactttga tcagttctgggtitc tgtgttggccaccat - 3643
C57L :agggaggt atcccat ttatagctaagcact ccacagtcttattta tcttctgcactttga tcagttctgggtttc tgt gttggccaccat:—3643
AKR rat_gc_cét_:;c_caaga_a_EEt_t_ct_Et_gét_éa_g?_Ec_taaéa_a?:fac_ﬁt__a_a?attaaacagat tggtgtggcttattt ctaagggtctac... -3753
C57L :at accataccaagaa acttctctgataagt cctgagaactacttt aatctttaaacagat tggtgtggcttattt ctaagggtctac... -3753
AKR ...cagatcactgag ggcctgcaacccagg atgtcacaagggtca cttcaaatagagcag agacgataagaagta gtttggtcctgttag -313
C57L ...cagatcactgag ggcctgcaacccagg atgtcacaagggtca cttcaaatagagcag agacgat aagaagta gtttggtcctgttag -313
AKR atttttttaaagtta ctttttaaaacctag ggcttaaaaaagaag agtcgggcctctcac caggctctctaccat gaggccccactctcg -223
C57L atttttttaaagtta ctttttaaaacctag ggcttaaaaaagaag agtcgggcctctcac caggctctctaccat gaggccccactctcg -223
AKR ggcaactgggcat|{tt tctaaagcttgttga taccctcagaaggtc cccacgcactctggg tttgggttcctgett tgagtatgttcgacq -133
C57L ggcaactgggcat|tt tctaaagcttgttga taccctcagaaggtc cccacgcactctggg tttgggttcctgett tgagtatgttcgacd -133
TRT — TRT — HNF3D
AKR [tttcctctcatgtca ctgaaclgtgctaga tctggactttaggcc attgacctataagca aatagatagtgttct taaaaaagcclgatt -43
C57L |tttcctctcatgtca ctgaactgtgctaga tctggactttaggec attgacctaffaagca aatagatagtgttct taaaaaagecfgatt -43
AKR |Jtctgttcaatgcttt attaccatgaaaact gaacttggaaagGGG TGTACAACCCTGACT TTCCACAGTGGCGTC TCTCGCTTCTCCTGG — +48
C57L |tctgttcaatgcttt attaccatgaaaact gaacttggaaagGGG TGTACAACCCTGACT TTCCACAGTGGCGTC TCTCGCTTCTCCTGG — +48
AKR CTCCCTCAAATTCAC ATCTGTAG  +71
C57L CTCCCTCAAATTCAC ATCTGTAG  +71

Abb. 3-5a: Alignment der 5'-Region von Abcb11 zwischen AKR und C57L

Die Sequenz beginnt mit dem Lx8-Element bei -3822, gefolgt vom Basalpromotor (dargestellt in
Kleinbuchstaben) und Exonl (in Grof3buchstaben). Sequenzunterbrechungen sind durch ... gekennzeichnet. Die
Nummerierung bezieht sich auf C57L (entsprechend GenBank AC084429). Polymorphismen sind grau
unterlegt. [] Konservierte nicht kodierende Sequenzen (CNS) zwischen Maus und Mensch. Mdgliche
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen, die mit den Polymorphismen oder CNS in Maus und Mensch
kolokalisieren sind durch Pfeile markiert. |+ Strukturelemente, die mit Polymorphismen oder homologen
Regionen Uberlappen.

Von den Intron 1-Polymorphismen zwischen den Inzuchtmausen kolokalisieren einige mit
maoglichen Bindungsstellen fir die hepatischen Transkriptionsfaktoren HNF3b (Hepatocyte
Nuclear Factor 3), HFH2 HNF Forkhead Homolog), C/EBPa (CAAT-Element Binding
Protein) und NF-Y (Nuclear Factor Y) (Abb. 3-5b).

In den beiden zwischen Maus und Mensch homologen Bereichen in Intron 1 befinden sich
potenzielle Bindungsstellen fur C/EBPb und LXRa (Liver X Receptor a). LXRa gehort wie
FXR zur Familie der nukledren Rezeptoren und zeichnet sich durch ein DR (Direct
Repeat) 4-Element als Bindungsstelle aus. Ein DR4-Element setzt sich aus zwel
Hexamerwiederholungen zusammen, die durch 4 Nukleotide voneinander getrennt sind.

LXRa wird in der Leber exprimiert und beeinflusst als Oxysterolrezeptor Gene wie die
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Cholesterin-7-a-Hydroxylase Cyp7al, die an der Cholesterinhomdostase beteiligt sind [82,
83].

AKR GGGTGTACAACCCTG ACTTTCCACAGIGGC GTCTCTCGCTTCTCC TGGCTCCCTCAAATT CACATCTGTAGgt aa gtgactctcatt. .. 90
C57L GGGTGTACAACCCTG ACTTTCCACAGTGGC GTCTCTCGCTTCTCC TGGCTCCCTCAAATT CACATCTGTAGgt aa gtgactctcatt. .. 90
AKR . aaaaaagaggt c acccaaaataaaaac cccagagagatgtcc tttaaacttggcatt atagaagcatgattt gaactaataatc... 450
C57L ...aaaaaagagatc acccaaaat aaaaac cccagagagatgtcc tttaaacttggcatt atagaagcatgattt gaactaataatc... 450
AKR .gcetgtgtttgt cccctttcatctgga gtatctcggaggeccc ctcattcgtccccat cgctggatgcetctca tcccttaggttctca 1530
C57L ...gcctgtgtttgt cccctttcatctgga gtatctcggaggccc ctcattcgtccccat cgctggatgctctca tcccttaggttctca 1530
AKR cggacaat ccat gca gacgctgg-ctccac ccttctgctcgactg tgctcttccaggage tgatgcaaatgttct aagatagaaaagtca 1620
C57L aggacaat ccat gca gacgctgggctccac ccttctgctcgactg tgctcttccaggage tgatgcaaatgttct aagatagaaaagtca 1620
DR4
AKR ctgctgaggctacca gttatggtcatggga ctgacctccagtgtt cggctctgaattgat aagattccatctttt atcaaaaggaaactt| 1710
C57L ctgctgaggctacca gttatggtcatggga cf'gacctccagt gtt cggctctgaattgat aagattccatctttt atcaaaaggaaactt| 1710
AKR |[caccctagttgaaca gaagcacat atatat agtaggcaggttaaa tatcacatgtcatgg aacagagagggacac tgggggttttgtggt| 1800
C57L |caccct agtt gaaca gaagcacat atatat agtaggcaggttaaa tatcacatgtcatgg aacagagagggacac tgggggttttgtggt| 1800
AKR [Caaataagagitcit gaggitgttfpctactt acacagccaagtcag Rtaaccattatgtag aaatcttaatttcct gcittaaactgctag] 1890
C57L |caaat aagagttctt gaggtgttfpctactt acacagccaagtcag ptaaccattat gt ag aaatcttaatttcct gctttaaactgctag| 1890
CIFBPh
AKR [affctccgatgitac agaaaattgatttit ctgaaaggcitgaaa attctcagtcctttc ct'cagagatttggga gagat aaaaataatt| 1980
C57L |attctccgatgttac agaaaattgattttt ctgaaa&gcttgaaa attctcagf‘cctttc ctcagagatttggga gagat aaaaataatt| 1980
AKR cattacatggaattt cagaggaaaagcgaa taacattaaattttg ttttcagctctgaat tatgtgttattaatt taaaatttttat... 2070
C57L cattacatggaattt cagaggaaaagcgaa taacattaaattttg ttttcagctctgaat tatgtgttattaatt taaaatttttat... 2070
T T T T T T T T T T T T T T T T T T E S S s s e T TS 1
lqa_H.NESJLLI:LEI:l; AAA)-R t SH.N.ESJI_L
AKR . gtaggact cagc aacattgtgactgct tcagttgataacaaa acaaaac----- aac taac(aaacca hcaegegaa aacaaaaaact 2247
C57L ...gtaggactcagc aacattgtgactgct tcagttgat aacapa acaaaacaaaacaac taacaaaccaaacaa caaaaa---aaacbt 2247
N o o W e e e e e e e e e e o e ————— I
AKR Tctgatagtctcaag cacctgccaaacctg tttgtcattgagaat cggattcctacctca ttgctagggtttcag agactaacaggacta 2337
C57L tctcatagtctcaag cacctgccaaacctg tttgtcgttgagaat cggattcctacctca ttgctagggtttcag agactaacaggacta 2337
HNF3b / HFH2
AKR ctacaagccgtttcc agaactgttcctgag tcagccgat gggtga agatgtggtctaata cagattgtttgce cat® ctacactgtaat... 2427
C57L ctacaagccgtttcc aggactgttcctgag tcagccaatgggtga agatgtggtctaata cagattggttgcatt ctacactgtaat... 2427
_________________________________ ’T_-_--_-_-_-_-_-_-_-_-
r CIEBPa / NFY B1_ MM-Repeat '
AKR ...accacatttttt tttcfttttggtttt fcgagacagggtttc tctgtgtagecctgg ctgtcctggaactca ctttgtagaccagge ;2876
C57L ...accacatttttt tt-cnttttggtttt tcgagacagggtttc tctgtgtagccctgg ctgtcctggaattca ctctgtagaccaggc 12876
1
________________ gy
AKR 'tggccttgaactcag aaatctgcctgectc tgactcctgagtget geccggettttcace acatttaatgetaaa aattcttcagtg. .. 2966
C57L ,t ggcctcgaact cag aaatctgcctgectc tgectcctgagtget gpccggcttttcacc acatttaatgctaaa aattcttcagtg... 2966
AKR .ccaattctcaca gaaatactgatgaat gcctttggccccgag acctgtgtcctgtga actat gt caagaaga ggat catagcactac 3146
C57L ...ccaattctcaca gaaatactgatgaat gcctttggccccgag acctgtgtcctgtga attatgtcaagaaga ggatcatagcactac 3146
3b
AKR ttagacacagacata agcaatctcacagcg ctaacctcagaccta ctctgaaagcataca tagtaaaacgaadaaa ac-acagaatagtta 3325
C57L ttagacacagacata agcaatctcacagcg ctaacctcagaccta ctctgaaagcataca tagtaaaac-aaaaa accaaagaatagtta 3325

—
C/EBPa / HNF3 / HFH2

Abb. 3-5b: Alignment der Intron 1-Sequenz von Abcb11 zwischen AKR und C57L

Die Sequenz beginnt mit Exon 1, dargestellt in GroRRbuchstaben, gefolgt von Intron 1 in Kleinbuchstaben bis
+3325 bp. Sequenzunterbrechungen sind durch ... gekennzeichnet. Die Nummerierung bezieht sich auf C57L
(entsprechend AC084429). Polymorphismen sind grau unterlegt. [ ] Konservierte nicht kodierende Sequenzen
(CNS) zwischen Maus und Mensch. Mdogliche Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen, die mit den
Polymorphismen oder CNS von Maus und Mensch kolokalisieren sind durch Pfeile markiert._iStruktur-
elemente, die mit Polymorphismen oder homol ogen Regionen tiberlappen.
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3.2 Regulatorische Unter suchungen des Abcbl11-Gens

Wie in Kap. 3.1.3 erwdhnt, ist zur Regulation des Abcbll-Gens bislang nachgewiesen
worden, dass es ene Bindungsstelle fur den nukledren Rezeptor FXR, den
Gallensaurensensor der Zelle, besitzt [71, 73]. Durch Gallensduren, insbesondere
Chenodeoxycholsdaure (CDCA) kann die Abcbll-Aktivitdt gesteigert werden. Diese
Ergebnisse konnten in HepG2-Zellen durch Dualluciferase-Assays unter Einsatz eines
Minimal promotor-Konstruktes von Abcbl1 reproduziert werden.

Im Gegensatz zu Ananthanarayanans Experimenten [71] zeigt der Minimalpromotor ohne
Kotransfektion von FXR- und RXR-Expressionsplasmiden hier jedoch keine
Luciferaseaktivitdt im Vergleich zur Hintergrundaktivitdt des Leervektors. Die
Kotransfektion mit FXR und RXR fihrt zu einer 11,2—fachen, die zusétzliche Stimulation
mit 100 nM CDCA zu einer 237,7-fachen Aktivitatssteigerung (Abb. 3-6). Deshalb wurden
ale folgenden Transfektionen in Gegenwart von FXR und RXR durchgefihrt, um eine
gegeniber dem Hintergrund messbare Aktvitéat zu erreichen.



Ergebnisse 45

*%
12.0

10.0 -

/]
1.0 1

0.8 -

0.6 - -

0.4 -

0.2 -

0.0
pGL3b Minimalpromotor

Firefly-/Renillaluciferaseaktivitat / RLUs

FXR/RXR - - + +
CDCA - - - +

Abb. 3-6: Die Induktion desAbcb11-Minimalpromotors durch den Gallensauren-Rezeptor FXR und den
Retinoid-Rezeptor RXR wird durch Chenodeoxycholsidure (CDCA) stimuliert

Fir den Reportergenassay wurden HepG2-Zellen mit 2mg des Abcbl1-Minimalpromotor-Konstrukts und
Expressionsvektoren fir FXR und RXR (je 150 ng) bzw. dem Kontrollvektor pGL3basic (pGL3b) transient
kotransfiziert. 16 h nach der Transfektion wurden die Zellen fur 24 h mit 0,2% Ethanol allein oder mit 100 mvi
CDCA in 0,2% Ethanol behandelt. Die Luciferaseaktivitdt der Lysate wurde gegen die Renilla-
Luciferaseaktivitét der Transfektionskontrolle (pRL-TK) normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM von
in zwei unabhangigen Experimenten gemessenen Luciferaseaktivitéten, RLUs = Relative Light Units, N = 3-6,
** p<0,01.

3.2.1 Funktionelle Untersuchung des 5 -Polymor phismus im Reporter genassay

Nachdem in einem Lx8-Repeat-Element (s. Kap. 3.1.3) im 5 -Bereich des Abcb11-Gens ein
Polymorphismus detektiert wurde, sollte im Folgenden seine mogliche funktionelle
Relevanz fur die Regulation des Gallensaurentransporters und damit die Cholesterin-

Gallensteinentstehung untersucht werden.
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Deshalb wurde das Lx8-Element von AKR und C57L vor den Minimapromotor in den
Luciferasevektor kloniert. Wenngleich sich kein Unterschied zwischen den beiden
Mausstammen aufzeigen l&sst, ist eine signifikante Aktivitétsminderung von 0,32 +0,05 des

Minimal promotors nach 0,17 +0,01 durch das Lx8-Element zu verzeichnen (Abb. 3-7).

1.0 -

0.8 -

0.6 -

0.4 -

*%

0.2 A

ol H B

pGI3b  Minimalpromotor Lx8-AKR Lx8-C57L

Firefly-/Renillaluciferase-Aktivitat / RLUs

Abb. 3-7: Dualluciferase-Assay des 5'-Polymor phismusim L x8-Repeat-Element von Abcb11

Fir den Reportergenassay wurden HepG2-Zellen mit 2 ng des Abcbl1l-Minimalpromotor-Konstrukts bzw.
einesfir AKR und C57L spezifischen Lx8-Element/Minimal promotor-K onstrukts und 150 ng der Expressions-
vektoren fir FXR und RXR transient kotransfiziert. pGL3b = pGL3basic, Leervektor. Die Luciferaseaktivitat
der Lysate wurde gegen die Renilla-Luciferaseaktivitét der Transfektionskontrolle (pRL-TK) normiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM von in zwe unabhéngigen Experimenten gemessenen
Luciferaseaktivitdten, RLUs = Relative Light Units, N =6, ** p<0,01.
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3.2.2 Funktionelle Untersuchung der Intron 1-Polymor phismen im Reporter genassay

Da einige der Polymorphismen im Intron 1 mit mdglichen Bindungsstellen fir hepatische
Transkriptionsfaktoren kolokalisieren (Abb. 3-5b), sollte auch eine Bedeutung dieser
Polymorphismen untersucht werden.

Im Folgenden wurden zwei Intron 1-Fragmente zusétzlich in das Abcb11-Minimalpromotor-
Konstrukt kloniert. Ein kurzes Fragment, welches den Mikrosatelliten und einen Cluster von
Polymorphismen enthdlt, und ein langes Fragment, welches ale bis zu dem Zeitpunkt
identifizierten Nukleotidunterschiede enthdt, wurden ausgewahlt.

Der Reportergenassay in HepG2-Zellen zeigt durch das kurze Intronl-Fragment von Abcbll
gegentber dem Minimalpromotor keine signifikante Luciferase-Aktivitétsanderung. Eine
Transfektion mit dem langen Intron 1-Fragment fuhrt zu einer 3-fachen Aktivitétssteigerung
gegeniber der Aktivitét des Minimapromotors (0,77 +0,30 vs. 0,26 £0,09 RLU). Es ist
jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den Fragmenten von AKR bzw. C57L
festzustellen (Abb.3-8).
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Abb. 3-8: Dualluciferase-Assay der Polymorphismen im Intron 1 von Abcb11

Fir den Reportergenassay wurden HepG2-Zellen mit 2 ng des Abcbh11-Minimalpromotor-Konstrukts, eines fir
AKR und C57L spezifischen kurzen Intronl-Fragments (+2105 bis +2461), eines fur AKR und C57L
spezifischen langen Intronl-Fragment (+43 bis +3210) und 150 ng der Expressionsvektoren fir FXR und RXR
transient kotransfiziert. pGL3b = pGL3basic, Leervektor. Die Luciferaseaktivitét der Lysate wurde gegen die
Renilla-Luciferaseaktivitét der Transfektionskontrolle (pRL-TK) normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SEM von in zwei unabhangigen Experimenten gemessenen Luciferaseaktivitdten, RLUs = Relative Light
Units, N =6, ** p<0,01.

3.2.3 Kotransfektions-Assays mit hepatischen Transkriptionsfaktoren

Da die Reportergenassays mit den Intron 1-Fragmenten keinen stammesspezifischen
Unterschied aufwiesen, wurden im Folgenden Kotransfektions-Assays mit HNF3b und
C/EBPa durchgefiihrt, da mdgliche Bindungsstellen fur diese mit den in Intron 1
identifizierten Polymorphismen kolokalisieren. Fir diese hepatischen Transkriptionsfaktoren
konnte bereits en Einfluss auf die Expresson von Genen, die in der
Gallensaurenhomdostase involviert sind, gezeigt werden [84]. Durch die Kotransfektion
sollte ener moglicherweise zu  niedrigen  endogenen  Konzentration — der

Transkriptionsfaktoren in den HepG2-Zellen entgegengewirkt werden.
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Eine Kotransfektion der Intron 1-Fragmente mit HNF3b bzw. C/EBPa in Anwesenheit von
FXR/RXR fihrt zu einem Abfal der Luciferaseaktivitdt auf das Hintergrund-
Aktivitdtsniveau. Durch Stimulation mit CDCA kann eine deutliche Aktivitétssteigerung
bewirkt werden. Kotransfektion mit HNF3b in Anwesenheit von CDCA flhrt zu einem
merklichen Abfall der Luciferasesktivitdt. Ein Unterschied zwischen AKR und C57L ist
nicht erkennbar; es bleibt aber festzustellen, dass die Standardabwei chungen recht hoch sind.
Die Kotransfektion von C/EBPa in Anwesenheit von CDCA flhrt sogar zu einer

Aktivitatsminderung in den Hintergrundbereich.

3.24 Untersuchung potenzieller Bindungsstellen mittels Elektrophoretischem
Mobilitats-Shift-Assay (EM SA)

Da in den Dualuciferase-Assays keine unterschiedliche Aktivierung der Stammes-
spezifischen Intronl-Fragmente nachgewiesen werden konnte, sollte mittels eines EMSAs
eine potenzielle Bindung von HNF3b an den Mikrosatelliten hinsichtlich ihrer
differenziellen Stérke untersucht werden. Ausgewéhlt wurde ein Oligo von bp +2233 bis
+2252 des Intronl von Abcbll. Die Inkubation mit nukledrem Leberextrakt ergiebt einen
spezifischen Shift der Bande (Abb. 3.9a). Die Stérke der Banden fir das C57L und AKR-
Oligo ist vergleichbar. Dieses Ergebnis ist sowohl mit nukledrem Extrakt von AKR- als auch
C57L-Maé&usen reproduzierbar.

Die Bande |al3t sich 100% durch nicht-markiertes Oligo kompetitieren. Durch Inkubation mit
einem Oligo der HNF3b-Bindungsstelle des Transthyretin-Promotors [85] lasst sich eine
Teilkompetition erzielen (Abb. 3.9b,c).

Eine dhnliche Teillkompetition erhdlt man alerdings mit einem veranderten unspezifischen
Nonsense-Oligo gleicher Lénge, welches keine potenzielle Bindungsstelle enthalt (Abb.
3.9.c) und welches alein keinen spezifischen Bandenshift erzeugt.

Durch Inkubation mit einem kommerziellen, polyklonalen Antikorper fir HNF3b, der in der
Positivkontrolle fir den Transthyretin-Promotor eine Abschwéchung der Bande erzeugt,
lasst sich bei den AKR und C57L-Banden weder eine Abschwéachung noch ein Supershift
erzielen (Abb. 3-9d).
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Abb. 3-9: Untersuchung der Bindung von Transkriptionsfaktoren an den polymorphen Mikrosatelliten
inIntron 1

Die EMSAs wurden mit *’P-ATP markierten Oligos @) von AKR (A) und C57L (C) (Banden 1,2) in
Anwesenheit von 10 ng nukledrem Extrakt von AKR (Banden 3,4) bzw. C57L (Banden 5,6) durchgeftihrt.
b) Dem Reaktionsansatz von Oligo und nukledrem Extrakt (Banden 1,2) wurde ein 200-facher UberschuR
kaltes Transthyretin(T)-Oligo (Banden 3,4) bzw. kalte AKR und C57L-Oligos als spezifische Kompetitoren
zugegeben. ¢) Dem Reaktionsansatz von Oligo (Banden 1-3) und nukledrem Extrakt (Banden 7-9) wurden ein
200-facher UberschuR® kaltes T-Oligo (Banden 4-6) as spezifischer Kompetitor bzw. kaltes unspezifisches
Nonsense-Oligo zugefugt (Banden 10-12). d) Dem Reaktionsansatz von Oligo und nukledrem Extrakt (NE;
Banden 4-6) wurde ein spezifischer Antikorper (AK) fir HNF3b zugesetzt (Banden 1-3).
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3.3 Herstellung einer Abcbll BAC-transgenen Maus

Parallel zur molekularen Aufklérung der Abcbl1-Regulation sollte in einem physiologischen
Ansatz eine BAC-transgene Maus fur Abcbll in Zusammenarbeit mit dem Jackson Labor
(Bar Harbor, USA) hergestellt werden. Durch das Einschleusen einer weiteren Genkopie von
Abcbl1l in einen Gallenstein-resistenten Hintergrund sollten die protektiven oder deletéren
Auswirkungen einer quantitativ gesteigerten Abcbll-Genexpression auf die hepatische
Cholesterinhomdostase und die Gallesekretion in vivo nachgewiesen und charakterisiert

werden.

3.3.1 Mikroinjektionen von BAC-DNA in Gallenstein-resistente Mausinzuchtstamme

Zunéchst wurde ein Abcbl1-positiver BAC (RP23-291P1) des zu C57L nahe verwandten,
Gallenstein-sensitiven Inzuchtstammes C57B/L6 aus der BAC-Bibliothek RPCI-23 isoliert
(s. Kap. 3.1.1). Der ausgewahlte BAC hat eine Insertgrofe von 181 kb. 5°-warts von dem
104 kb langen Abcbl11-Gen enthdlt er 33 kb genomische DNA, 3'-warts 44 kb. Dieser BAC
sollte in den in der QTL zur Ermittlung des Lith 1-Locus verwendeten, Galenstein-
resistenten Stamm AKR injiziert werden. Da sich Inzuchtstdmme bekanntermal3en als
problematisch bei der Mikroinjektion erweisen, wurde parallel in einen zweiten resistenten
Stamm CBA injiziert.

Die AKR-Weibchen hatten eine hohe Tréchtigkeitsrate mit Embryonen von guter Qualitét.
Allerdings superovulierten sie nicht und hatten deshalb nur wenige Embryonen. Aus
mehreren Injektionsrunden resultierten zwei Schwangerschaften, deren drei Nachkommen
aber starben. Die CBA-Weibchen wurden schlecht tréchtig und hatten wenige Embryonen.
Aus drei Schwangerschaften resultierten 10 Nachkommen, die aber als nicht transgen
genotypisiert wurden.

Deshalb wurden die folgenden Mikroinjektionen im Gallenstein-resistenten Maus-
Inzuchtstamm 129S1/SvimJ durchgefihrt, der nach den bisherigen Erfahrungen des Jackson
Labors fur Superovulation, Lebensfahigkeit der Embryonen und Vertraglichkeit mit dem
Empféngerstamm geeigneter ist. Die Mikroinjektionen lieferten ein transgenes Founder-

Weibchen (#46) und ein transgenes Founder-Mé&nnchen (#60) in 72 Nachkommen. Auf sie
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begrinden sich die beiden BAC-transgenen Linien 129S1/SvimJ-Tg(RP23-291P1)1flp und
129S1/SvimJ-Tg(RP23-291P1) 2f I p.

3.3.2 Charakterisierung Abcbll BAC-transgener Nachkommen 129S1/SvimJ-
Tg(RP23-291P1)1flp und 129S1/SvimJ-Tg(RP23-291P1)2flp

129S1 Méause haben durchschnittlich 5-6 Nachkommen. In der N1-Generation der Founder-
Méuse 46 und 60 des neuen Stammes 129S1/SvimJ- Tg(RP23-291P1)1,2flp gab es nur einen
transgenen Nachkommenanteil von 20 bzw. 5%. Dieser konnte auf eine Mosaikintegration
des BACsin den Keimzellen des Founders hinweisen, die allgemein bei 10 — 20% Foundern
aufgrund einer spéten Integration des Transgens wahrend der Embryogenese zuriickzufihren
sein konnte. Eine Rulckkreuzung BAC-transgener Mause ab N2 mit 129S1 liefert

durchschnittlich &hnliche Nachkommenzahlen (4-6) wie reine 129S1-V erpaarungen.

Die heterozygoten Nachkommen beider transgener Linien 129S1/SvimJ-Tg(RP23-
291P1)1flp und —2flp zeigen wie der Wildtypstamm 129S1 nach dem Abstillen von den
Muttertieren eine gleichméllige Gewichtszunahme. Das Gewicht transgener Mause
(Mannchen 22,26 + 0,73 g, Weibchen 18,06 + 0,50 g) und Wildtyp-Mause (Méannchen 23,16
+ 0,57 g, Weibchen 17,71 £ 0,68 g) im Alter von 8 Wochen unterscheidet sich nicht.

Nach T6tung der Mause wurden Lebern und Gallenblasen entnommen. Die Lebern
8 Wochen dter transgener Mause (Méannchen 0,86 + 0,03 g, Weibchen 0,63+ 0,02 g) sind
gleich schwer wie die von Wildtyp-M&usen (Mannchen 0,87 + 0,03 g, Weibchen
0,61+ 0,02 Q).

Eine Volumenbestimmung der Gallenblasen erfolgte durch Wiegen. Auf Normaldiét (Tag 0)
unterscheiden sich die Gallenblasen-Volumina zwischen Abcbll-transgenen (Mannchen
16,8 £ 2,27 m, Weibchen 26,4 + 2,21 nl) und Wildtyp-Mausen (Mannchen 19,6 = 3,61 m,
Welbchen 30,8 = 3,24 ml) nicht signifikant. Das Gallenblasenvolumen der Weibchen ist
1,5fach groR3er als das der Mannchen (Tab. 3-3).

Eine mikroskopische Analyse der Galle ergab keinen Unterschied zwischen transgenen und
Wildtyp-Mausen im Alter von 8 Wochen. In der Galle aler Mause kommen kleine
Flussigkristalle vor. Dies weist auf eine leichte Ubersittigung der Gallenblasen-Galle unter
der Normaldié&t hin, da Flussigkristalle erst bei einem CSI > 1 auftreten (Abb. 3-10).
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Abb. 3-10: Kleine Flussigkristalle
Gallenblasengalle im Durchlicht, 8 Wochen alte Mause auf Normal diét.

3.3.3 Integritatsiberprifung und K opienzahlbestimmung des Transgens

Das identische Bandenmuster im Southern Blot von beiden transgenen Linien 129S1/SvimJ-
Tg(RP23-291P1)1flp und —2flp sowie dem BAC RP23-291P1 und dem Wildtypstamm
12951 zeigt, dass bei der Integration des BACs in das Genom des Mausstammes 129S1 das
Abcb11-Gen nicht zerbrochen ist. Die DNA des BACs dlein zeigt ein leicht verlangsamtes
Laufverhalten gegenliber der genomischen DNA (Abb. 3-114).

Des Weiteren kann man im Southern Blot eine Kopienzahl von jeweils ein bis zwel
zusétzlichen Kopien des Abcb11-Gens zur endogen vorhandenen in Linie 1 bzw. 2 ablesen
(Abb. 3-11b).
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Abb. 3-11: Integritatstiber prifung und Kopienzahlbestimmung des Transgensin 129S1/SvimJ-Tg(RP23-
291P1)1,2flp

Der Southern Blot wurde aufeinanderfolgend mit Uberlappenden 5, 3 und Mitte-*>P-dCTP-Sonden
hybridisiert, die die gesamte cDNA abdecken. Die anschlieffende Hybridisierung mit einer Ubiquitin-Sonde
fungiert als Ladungskontrolle. A) Integritétsiberprifung: Hybridisierung mit der 4000bp langen Mitte-Sonde
erkennt auch die 5'- und 3'-Bande. B) Quantifizierung: Normalisierung der 5'-Bande gegen Ubiquitin. S1 -
12951, B - BAC 291P1, 1 - transgene Linie 1, 2 - transgene Linie 2, +1, 3 bzw. 5 - 129S1-DNA versetzt mit 1,
3 bzw. 5 Kopien BAC RP23-291P1 al's Standard.

3.3.4 Expression von Abcbll-mRNA unter Standarddiat

Die Expression auf RNA-Ebene der durch den BAC zusétzlich eingeschleusten Kopien des
Abcb11-Gens wurde mittels einer Northern Hybridisierung Uberpriift. Sie zeigte eine 2-fach
hohere Expression des Gallensaurentransporters in den transgenen Mé&usen gegentiber dem
Wildtyp 129S1 und bestétigt somit das quantitative Ergebnis des Southern Blots (Abb.3-12).
Die Expression von Abcb11l ist in den Mannchen doppelt so hoch wie in den Weibchen.
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Abb. 3-12: Expression von Abcb11-mRNA in 129S1/SvimJ-Tg(RP23-291P1)1,2flp unter Standar ddi&t

Der Northern Blot wurde mit einer 3'-3P-dCTP-Sonde von Abcbl1 hybridisiert. Die Werte wurden gegen die
Ubiquitin-Kontrolle normalisiert. [] Wildtyp S1, [ Abcb11 BAC transgene Linien 1 und 2. N = 2.
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3.4 Phanotypiserung Abcbll BAC-transgener Mause auf lithogener
Provokationsdiat

Die murinen Gallenstein-Loci wurden in mehreren QTL-Analysen ermittelt. Dabei wurden
in den Mausen durch die Fitterung einer fett (17%)- und cholesterinreichen (1,25%) sowie
cholsdurehaltigen (0,5%) Didt Gallensteine provoziert, well Méause spontan keine
Gallensteine entwickeln. Cholsdure wird dem Futter zugesetzt, um die Mausgalle
hydrophober zu machen und sie der humanen Gallensauren-Zusammensetzung
anzugleichen. Aulerdem steigert Cholsaure die Cholesterinabsorption [35]. Die Abcbll
BAC-transgene Maus sollte entsprechend mit der lithogenen Didt Uber verschiedene

Zeitraume gefttert und phanotypisiert werden.

3.4.1 Korpergewichtsverlauf unter lithogener Diéat

Das Korpergewicht der Mause wurde nach 2, 4 und 8-wdchiger Fitterung der lithogenen
Dia gemessen. Die Gewichtszunahme der transgenen Mause beider Linien 1 und 2
entspricht der der Wildtyp-Mause (Tab. 3-3). Die transgenen Mannchen wiegen nach 8-
wochiger lithogener Dié 29,17 + 0,48 g, die Wildtyp-Méannchen 29,27 + 0,55 g, die
transgenen Weibchen 22,79 + 0,51 g und die Wildtyp-Weibchen 23,08 + 0,44 g.

3.4.2 Phéanotypisierung von Leber, Galle und Darm

Die Lebern der Mause unter lithogener Dié sind sehr blass und weich. Sie unterscheiden
sich nicht zwischen transgenen und Wildtyp-Tieren. |hr Fettgehalt nimmt deutlich zu.
Tellweise zeigen die Lebern eine leichte Entziindung, die sich in infiltrierten Lymphozyten
auRert. Bei einigen Mausinzuchtstdmmen ist bei einer Fettleber eine mehr oder weniger
starke Entziindung dokumentiert [86, 87].

Uber die bis zu 8 Wochen lange Fiitterung nehmen die Lebern aller Mause gleichméiig an
Gewicht zu (Tab.3-3). Das Leber-/Korpergewichtsverhditnis der Mannchen steigt wahrend
dieser Versuchsperiode von 3,89 + 0,03% um das 1,3-fache auf 4,94 + 0,12% an, das der
Weibchen von 3,48 + 0,08% um das 1,8-fache auf 6,11 + 0,21%.
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Wahrend der Fitterung der lithogenen Diét blieb das Gallenblasenvolumen im Durchschnitt
gleich (Tab. 3-3). Die Galle der transgenen und Wildtyp-Méause sah meist gelb und klar aus.
Bei einem sehr hohen Mucingehalt erschien sie triib. Echte Gallensteine konnte man durch
die Gallenblasenwand erkennen. Wenn viele Kristalle oder sandige Steine vorhanden waren,
waren auch diese als kleine Kdrnchen zu sehen. Beim Auftreten von Gallensteinen war die

Gallenblasenwand teilweise entziindet, und die Galle hatte eine grunliche Farbe.

Der Dinndarm transgener Mause sah makroskopisch unauffdlig aus, und die

Gewichtszunahme des Darms aler Mause war gleich (Tab. 3-3).
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Tab. 3-3: Korper-, Leber-, Darmgewicht und Gallenblasenvolumen im Verlauf der lithogenen Diat

Angegeben sind die Gruppen der beiden Abcbll BAC-transgenen Linien individuell und zusammengefasst,
sowie die Wildtyp-Kontrollgruppe, jeweils fir Mannchen und Weibchen. N = 4 bzw. 5-8; Mittelwerte+ SEM.

Gallenblasenvolumen: ®p < 0,01, ® p < 0,05 im Vergleich zum Wildtyp; ®p < 0,01, ¢ p < 0,05 im Vergleich zu
Weibchen; ®p < 0,01, "p < 0,05 im Vergleich zu Tg Linie 2; 9 p < 0,01 und " p < 0,05 im Vergleich zu 0

Wochen Diét.
Wochen Koérper- Lebergewicht | Darmgewicht | Gallenblasen-
lithogene Genotyp Geschlecht | gewicht (g) (9) (s)] volumen (mi)
Diat

0 Tg Linie 1 mannlich 20,93+1,03 0,82+0,05 0,85+0,05 18,0+1,47
0 Tg Linie 2 mannlich 23,60+0,49 0,90+0,02 0,76+0,04 15,5+4,55
0 Tg gesamt mannlich 22,26+0,73 0,86+0,03 0,81+0,03 16,8+2,27°
0 Wildtyp mannlich 22,16+0,74 0,87+0,03 0,73+0,03 19,6+3,61°
0 Tg Linie 1 weiblich 18,43+0,84 0,64+0,04 0,66+0,01 29,0+2,83
0 Tg Linie 2 weiblich 17,70+0,61 0,63+0,03 0,77+0,08 23,8+3,20
0 Tg gesamt weiblich 18,06+0,50 0,63+0,02 0,71+0,04 26,4+2,21
0 Wildtyp weiblich 17,71+0,68 0,61+0,02 0,68+0,02 30,8+3,24
2 Tg Linie 1 mannlich 23,01+0,93 1,03+0,01 0,90+0,05 22,7545,44
2 Tg Linie 2 mannlich 23,32+0,77 0,97+0,09 0,85+0,02 21,25+4,44
2 Tg gesamt mannlich 23,16+0,56 1,00+0,04 0,88+0,03 22,00+3,26
2 Wildtyp mannlich 24,51+0,86 1,00+0,05 0,90+0,03 17,14+2,53
2 Tg Linie 1 weiblich 21,04+1,07 0,90+0,05 0,85+0,04 22,75+6,34
2 Tg Linie 2 weiblich 20,05+0,68 0,94+0,02 0,97+0,02 12,33+1,20
2 Tg gesamt weiblich 20,54+0,61 0,92+0,02 0,91+0,03 18,29+4,02
2 Wildtyp weiblich 20.34+0,58 0.86+0,03 0,84+0,03 18,00+4,45"
4 Tg Linie 1 mannlich 25,99+0,78 1,26+0,05 0,86+0,02 17,25+5,72
4 Tg Linie 2 mannlich 22,22+0,86 1,02+0,06 0,79+0,06 62,00+15,00°
4 Tg gesamt mannlich 24,10+0,89 1,14+0,06 0,83+0,03 32,17+£10,82
4 Wildtyp mannlich 25,21+1,46 1,16+0,05 0,87+0,03 24,67+6,24
4 Tg Linie 1 weiblich 21,48+0,77 1,06+0,08 0,80+0,03 33,75+6,14
4 Tg Linie 2 weiblich 20,81+1,50 1,04+0,07 0,69+0,05 44,75+6,81
4 Tg gesamt weiblich 21,14+0,79 1,05+0,05 0,75+0,03 39,25+4,73"
4 Wildtyp weiblich 22,34+0,60 1,02+0,01 0,83+0,04 28,00+3,65
8 Tg Linie 1 mannlich 30,01+0,32 1,5840,05 0,85+0,10 22,0045,76
8 Tg Linie 2 mannlich 28,33+0,70 1,33+0,05 0,67+0,02 19,7545,84
8 Tg gesamt mannlich 29,17+0,48 1,46£0,06 0,76+0,06 20,88+3,82
8 Wildtyp mannlich 29,27+0,55 1,4340,05 0,89+0,05 14,89+1,74°
8 Tg Linie 1 weiblich 22,68+1,04 1,36+0,09 0,71+0,09 28,50+8,29
8 Tg Linie 2 weiblich 22,90+0,34 1,3740,11 0,78+0,06 55,67+18,89
8 Tg gesamt weiblich 22,79+0,51 1,36+0,06 0,74+0,05 40,14+10,03
8 Wildtyp weiblich 23,08+0,44 1,44+0,08 0,82+0,06 24,40%4,39
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3.4.3 Expression von Abcbll-mRNA unter lithogener Diét

Die Expression des Gallensdurentransporters ist nach 8-woéchiger Futterung der lithogenen
Diét gegentiber dem 0 Wochen Zeitpunkt nicht verandert (Abb. 3-13). Die transgenen Méause
haben im Vergleich zum Wildtyp eine 2-fach hohere Expression.
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Abb. 3-13: mRNA-Expression des Abcb11-Gensin 129S1/SvimJ-Tg(RP23-291P1)1,2flp unter 8 Wochen
lithogener Diat

Der Northern Blot zeigt die Expression der Mannchen und wurde mit einer 3'-3P-dCTP-Sonde von Abch11l
hybridisiert. Die Werte wurden gegen die Ubiquitin-Kontrolle normalisiert.._] 0 Wochen, []8 Wochen litho-
gene Didt, S1 = Wildtyp 12951, 1,2 = transgene Linien 1und 2, N = 2.
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3.4.4 Cholesterin-Kristallisation und Gallenstein-Pravalenz

Die Gadlenblasengale wurde nach Toétung der Mause mikroskopisch analysiert. Die
einzelnen Stufen der Cholesterinkristallisation mit den verschiedenen Phospholipid-
Cholesterin-Komplexen wurden nach Wang et a. [36, 67, 88] semiquantitativ erfasst (s.
Kap. 2.8.2).

Nach 2-wochiger Futterung der lithogenen Diét treten in der Galle beider transgener Linien
wie auch der Wildtyp-Méause Mucin, aggregierte und fusionierte Flussigkristalle (Abb. 3—
14a) sowie Cholesterinnadeln (Abb. 3-14b) auf. Die Zahl und die Morphologie der
Flissigkristalle und Cholesterinnadeln unterscheiden sich zu diesem und spéteren
Zeitpunkten nicht zwischen den transgenen Mausen und den Wildtyp-Mausen unter
lithogener Dié (Tab. 3-4, 3-5). In den Mannchen treten auch schon erste Cholesterin-
Monohydrat (ChM)-Kristalle (Abb.3-14c, Tab. 3-5) auf.
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Abb. 3-14: Fusionierte Flissigkristalle, Cholesterinnadeln und ChM-Kristalle

Gallenblasengalle im Polarisationslicht, 2 Wochen lithogene Did. a) Fusionierte Flissigkristalle,
b) Cholesterinnadeln, c) (Aggregierte) ChM-Kristalle.
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Tab. 3-4: Mucin-, und Flussigkristallgehalt im Verlauf der lithogenen Diat

Angegeben sind die Gruppen der beiden Abcbll BAC-transgenen Linien individuell und zusammengefasst,
sowie die Wildtyp-Kontrollgruppe, jeweils fur Mannchen und Weibchen. N = 4 bzw. 5-8; Mittelwerte + SEM
in relativen Einheiten.
39<0,01," p<0,05im Vergleich zum Wildtyp; ¢p < 0,01, ¢ p < 0,05 im Vergleich zu Weibchen; ¢ p < 0,01,
p < 0,05im Vergleich zu Tg Linie 2; 9 p < 0,01 und" p < 0,05 im Vergleich zu 0 Wochen Dit.

Wochen Kleine Aggregierte Fusionierte
lithogene Genotyp Geschlecht Mucin Flussig- Flussig- Flussig-
Diat kristalle kristalle kristalle

0 Tg Linie 1 mannlich - 1,6740,29 - -
0 Tg Linie 2 mannlich 2,00+0,00 - -
0 Tg gesamt mannlich - 1,80+0,16 - -
0 Wildtyp mannlich - 1,83+0,15 - -
0 Tg Linie 1 weiblich - 2,33+0,29 - -
0 Tg Linie 2 weiblich - 2,00+0,00 - -
0 Tg gesamt weiblich - 2,14+0,13 - -
0 Wildtyp weiblich - 2,00+0,20 - -
2 Tg Linie 1 mannlich 2.00+0,41 2.00+0,46 0.50+0,29 1.0040,41
2 Tg Linie 2 mannlich 1.6310,24 1.754+0,48 1.25+0,14 1.50+0,65
2 Tg gesamt ménnlich 1.81+0,23 1.88+0,31 0.88+0,21 1.25+0,37
2 Wildtyp mannlich 1.5040,19 2.14+0,18 0.57+0,28 1.5740,41
2 Tg Linie 1 weiblich 1.25+0,25 2.13+0,31 1.5040,50 2.00+0,00
2 Tg Linie 2 weiblich 1.88+0,31 1.75+0,25 0.50+0,50 1.38+0,38
2 Tg gesamt weiblich 1.56+0,22 1.94+0,20 1.00+0,38 1.69+0,21
2 Wildtyp weiblich 1.40+0,24 2.30+0,37 0.80+0,34 1.30+0,30
4 Tg Linie 1 mannlich 1,5040,29 2,00+0,41 0,50+0,28° 1,5040,29
4 Tg Linie 2 mannlich 1,25+0,25 2,25+0,75 1,0040,71 0,50+0,29
4 Tg gesamt mannlich 1,38+0,18 2,13+0,40 0,75+0,37° 1,00+0,27
4 Wildtyp mannlich 1,14+0,14 2,57+0,37 1,0040,22 0,86+0,26°
4 Tg Linie 1 weiblich 1,00+0,00 2,88+0,43 2,00+0,00 2,38+0,24
4 Tg Linie 2 weiblich 1,25+0,48 2,50+0,29 2,00+0,41 1,131+0,31
4 Tg gesamt weiblich 1,13+0,22 2,69+0,25 2,00+0,19 1,7540,30
4 Wildtyp weiblich 1,33+0,42 2,67+0,42 1,50+0,34 1,92+0,20
8 Tg Linie 1 mannlich 3,00+0,50 1,00+0,00 0,33+0,29 1,3310,63
8 Tg Linie 2 mannlich 2,00+0,71 1,25+0,48 1,25+0,63 1,75+0,63
8 Tg gesamt ménnlich 2,43+0,45 1,14+0,24 0,86+0,38 1,57+0,41
8 Wildtyp mannlich 1,671+0,43 1,5840,32 1,0040,29 0,93+0,21
8 Tg Linie 1 weiblich 1,75+0,25 1,75+0,25 1,63+0,38 2,00+0,41
8 Tg Linie 2 weiblich 1,00£0,00 1,50+0,35 1,00£0,71 1,00£0,71
8 Tg gesamt weiblich 1,50+0,19 1,67+0,18 1,4240,32 1,67+0,37
8 Wildtyp weiblich 2,38+0,20 1,00+0,00 0,75+0,39 2,00+0,33
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Tab. 3-5: Cholesterin-Nadeln, ChM-Kristalle-, Sandsteingehalt und Anzahl echter Gallensteineim Ver-
lauf der lithogenen Diat

Angegeben sind die Gruppen der beiden Abcbll BAC-transgenen Linien individuell und zusammengefasst,
sowie die Wildtyp-Kontrollgruppe, jeweils fur Mannchen und Weibchen. N = 4 bzw. 5-8; Mittelwerte + SEM
in relativen Einheiten.
39 < 0,01, p<0,05im Vergleich zum Wildtyp; *p < 0,01, ¢ p < 0,05 im Vergleich zu Weibchen; ¢ p < 0,01,

p <0,05im Vergleich zu Tg Linie 2; 9 p < 0,01 und" p < 0,05 im Vergleich zu 0 Wochen Dit.

Wochen Cholesterin- | Cholesterin- Sandige Echte
I|thog"ene Genotyp Geschlecht Nadeln Monphydrat- Steine Gallensteine
Diat kristalle

0 Tg Linie 1 mannlich - - - -

0 Tg Linie 2 mannlich

0 Tg gesamt mannlich - - - -

0 Wildtyp mannlich - - - -

0 Tg Linie 1 weiblich - - - -

0 Tg Linie 2 weiblich - - - -

0 Tg gesamt weiblich - - - -

0 Wildtyp weiblich - - - -

2 Tg Linie 1 mannlich 1,00+0,40 0,75+0,75 - -

2 Tg Linie 2 | mannlich 1,25+0,14% - - -

2 Tg gesamt mannlich 1,13+0,21° 0,38+0,38 - -

2 Wildtyp mannlich 0,43+0,13 0,14+0,14 - 0,14+0,14
2 Tg Linie 1 weiblich 1,38+0,63 - - -

2 Tg Linie 2 weiblich 0,63+0,13 - - -

2 Tg gesamt weiblich 1,00+0,33 - - -

2 Wildtyp weiblich 0,30+0,12 - - -

4 Tg Linie 1 mannlich 0,63+0,38 0,25+0,25 - -

4 Tg Linie 2 mannlich 1,50+0,65 2,50+0,87 1,00+0,58 0,75+0,48
4 Tg gesamt mannlich 1,06+0,38 1,38+0,60 0,50+0,33 0,38+0,26
4 Wildtyp mannlich 0,57+0,20 1,14+0,59 0,43+0,30 0,29+0,29
4 Tg Linie 1 weiblich 0,75+0,48 - - -

4 Tg Linie 2 weiblich 0,13+0,13 - - -

4 Tg gesamt weiblich 0,44+0,26 - - -

4 Wildtyp weiblich 0,33+0,25 - - -

8 Tg Linie 1 mannlich 1,50+0,43 0,75+0,75 0,50+0,50 0,75+0,75
8 Tg Linie 2 mannlich 1,63+0,47 0,13+0,13 - -

8 Tg gesamt mannlich 1,57+0,30 0,44+0,37 0,25+0,25 0,38+0,38
8 Wildtyp mannlich 0,92+0,13 0,38+0,00 - -

8 Tg Linie 1 weiblich 0,75+0,14° - - -

8 Tg Linie 2 weiblich 2,25+0,25 1,50+0,35 1,00+0,71 -

8 Tg gesamt weiblich 1,50+0,31 0,50+0,30 0,3310,29 -

8 Wildtyp weiblich 1,20+0,37 - - -
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Nach 4-wochiger Fitterung zeigt die Galle der Ménnchen neben Mucin und FlUssigkristallen
ChM-Kristalle, sandige Cholesterinsteine sowie echte Gallensteine (Abb. 3-15). Die echten
Gallensteine der Méannchen wurden durch Infrarotspektroskopie analysiert. Sie bestehen
hauptsachlich aus Cholesterin mit kleinen Verunreinigungen (Abb. 3-16). Steine mit einem
Cholesteringehalt > 80% gelten als Cholesterinsteine [88]. In den Weibchen werden zu
diesem Zeitpunkt weder ChM-Kristalle, sandige Steine noch echte Gallensteine detektiert.
Die transgenen Mannchen zeigen tendenziell hdhere Kristallisationsraten als die Wildtyp-
Méannchen: ChM-Kristalle 1,38+0,60 r.E. vs. 1,14+0,59 r.E., sandige Steine 0,50+0,33 r.E.
vs. 0,43 £ 0,30 r.E. und 0,38 + 0,26 vs. 0,29 £ 0,29 echte Gallensteine (Abb. 3-17, Tab. 3—
5).

Abb. 3-15a: Sandige Steine
Mikroskopische Aufnahme der Gallenblasengalle. a) Sandiger Stein, Polarisationslicht.
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Abb. 3-15b: Echter Gallenstein
Mikroskopische Aufnahme der Gallenblasengalle. Echter Gallenstein; Durchlicht.
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Abb. 3-16: Infratrotspektrum eines Gallensteins

Der Stein eines transgenen Mannchens unter lithogener Diat wurde analysiert (oberer Graph). Der untere Graph
zeigt die Standardkurve von Cholesterin.
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Abb. 3-17: Cholesterinkristallisation und Gallensteinvorkommen nach 4-wéchiger lithogener Diét

Transgene Méause (Linien 1 und 2) und Wildtyp-Méause (S1) wurden Uber 4 Wochen mit lithogener Diéat
gefittert. Die Galle wurde unter dem Mikroskop analysiert und relativ quantifiziert. a) Relativer ChM-
Kristallgehalt, b) Relativer Sandsteingehalt und c) Anzahl echter Gallensteine. [_]Wildtyp S12951, ] Abcb11
BAC-transgene Linien 1 und 2. N = 4-7, Mittelwert + SEM.

Die transgenen Mannchen zeigen auch nach 8-wdchiger lithogener Diét tendenziell hohere
Kristallisationsraten as die Wildtyp-Méannchen: ChM-Kristalle 0,44 + 0,37 r.E. vs. 0,38 £
0,00 r.E., sandige Steine 0,25 = 0,25 r.E. vs. O r.E. und 0,38 £ 0,38 vs. 0 echte Gallensteine
(Abb. 3-18a-c, Tab. 3-5). Die Anzahl echter Gallensteine in den transgenen Mannchen ist
nach 4- und 8-wochiger Fitterung gleich hoch. Der relative ChM-Kristall- und der
Sandsteingehalt liegen nach 8 Wochen unter dem 4-Wochengehalt. In den Weibchen treten
nach 8-wochiger lithogener Diét tendenziell mehr ChM-Kristalle und sandige Steine auf als
in den Wildtyp-Weibchen: ChM-Kristalle: 0,50 + 0,30 r.E. vs. O r.E. und sandige Steine 0,33
+ 0,29 r.E. vs. Or.E.. Auch nach 8 Wochen werden in den Weibchen keine echten
Gallensteine beobachtet (Abb. 3-18, Tab. 3-5).
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Abb. 3-18: Cholesterinkristallisation und Gallensteinvorkommen nach 8-wéchiger lithogener Diat

Transgene Méause (Linien 1 und 2) und Wildtyp-Méause (S1) wurden Uber 4 Wochen mit lithogener Diéat
gefittert. Die Galle wurde unter dem Mikroskop analysiert und relativ quantifiziert. a) Relativer ChM-
Kristallgehalt, b) Relativer Sandsteingehalt und ¢) Anzahl echter Gallensteine. [ ] Wildtyp 129S1, [ Abcb11
BAC-transgene Linien 1 und 2. N = 3-9, Mittelwert + SEM.
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4 DISKUSSION

Epidemiologische Studien, Familien- und Zwillingsstudien sowie Assoziationsstudien
belegen eine genetische Prédisposition fur die Cholesterin-Cholelithiasis. Kreuzungen von
Mausinzuchtstammen unterstitzen diese Ergebnisse nicht nur, sondern zeigen in
Quantitative Trait Locus Analysen, dass es sich um eine polygene, dominante Erkrankung
handelt (s. Kap. 1.3). Durch diese leistungsfahige Methode konnten chromosomale Regionen
eingegrenzt werden, die mit dem quantitativen Phanotyp der Gallensteinentstehung unter
lithogener Provokationsdiét gekoppelt sind. Erst kirzlich wurde in einer neuen Kreuzung
zwischen den Mausstdmmen CAST/Ei und DBA/2J der Hauptlocus Lith 1 auf Chromosom 2
bestétigt und ein neuer Gallenstein-Locus Lith 6 auf Chromosom 6 identifiziert [89]. Dieser
Locus enthélt das Gen fir den Peroxisomen Proliferator Aktivierten Rezeptor g Pparg. Die
kartierten Regionen erlauben eine gezielte Untersuchung von Kandidatengenen fir einen
komplexen Phéanotyp. Denn trotz ihrer grofen soziodkonomischen Bedeutung und
Aufklarung ihrer physikalisch-chemischen Parameter ist Uber die molekulargenetische

Grundlage der Gallensteinentstehung wenig bekannt.

Die Ermittlung der Abcbll-Genstruktur ist die Bass fur vergleichende
und funktionelle Unter suchungen des Kandidatengens

Das Gen des kandikuldaren Galensdurentransporters Abcbll stellt aufgrund seiner
Kolokalisation mit dem Hauptlocus Lith 1 und seiner differenziellen Expression in
Hepatozyten von AKR und C57L ein attraktives Kandidatengen fur die Cholesterin-
Gallensteinentstehung dar [60, 61]. In der vorliegenden Arbeit sollte in der molekularen
Anayse das Abcbll-Gen naher charakterisiert werden. Zunachst wurden durch Primer
Walking und Genome Walking die teilweise bekannte cDNA-Sequenz vervollstandigt bzw.
neue Sequenzinformation im unbekannten Promotorbereich erzeugt. Daneben wurde eine
BAC-Bibliothek nach Abcbl1-positiven Klonen durchsucht und der ausgewahlte Klon
RP23-291P1 durch die Trans NIH Mouse Initiative als bevorzugter Klon des offentlichen
Maus-Genomprojektes vollstandig sequenziert. Dies war die Grundlage, um die Genstruktur

von Abcbll durch ein Alignment von cDNA und genomischer Sequenz zu ermitteln
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(Abb. 3-2). Die Maus-Genstruktur von Abcbll mit 28 Exons, Trandationsstartcodon in
Exon 2 und einer langen 3'-UTR entspricht der des humanen Transporters.

Interessant ist auch die Identifizierung weiterer unbekannter Exons in Intron 1 durch PCR
von cDNA wie in ABCAL, einem anderen zur Familie der ABC-Proteine gehdrigen
Transporter. Die genaue Funktion von ABCA1 ist unbekannt, das Protein ist aber im reversen
Cholesterintransport involviert. In ABCA1 hat die Identifizierung eines funktionellen LXR-
Elementes und zweiten Promotors in Intronl in vitro zur Entdeckung dreier alternativer
Transkripte durch drel neue Exons im Intron 1 in vivo gefthrt [70]. Die Lage der
unbekannten Exons vor dem Trandationsstartcodon in Exon 2 bedingt in ABCB11 keine

unterschiedlichen Proteine, konnte aber eventuell eine regulatorische Bedeutung haben.

Nachdem die cDNA-Sequenz von Abcbll der Maus vervollstandigt war, konnte en
Sequenzvergleich zwischen dem Gallenstein-sensitiven Inzuchtstamm C57L und dem
resistenten AKR vorgenommen werden. Die cDNA-Sequenz der beiden Stdmme ist
identisch. Folglich muss auch die Aminosduresequenz des Proteins identisch sein. Dabel
kann auch ein Spleil3defekt ausgeschlossen werden, da die beiden Stdmme in der Northern
Hybridisierung ein Transkript gleicher Grofe aufweisen (Lammert, unverdffentlichte
Ergebnisse). Da sich auch die Sequenzen der Exons 1y und 1z in Intronl nicht zwischen

AKR und C57L unterscheiden, wurde ihre Rolle hier nicht weiter untersucht.

Die identifizierten Polymorphismen im 5-Silencer-Element und im 3'—
Enhancer-Element zeigen keine ssammesspezifische L ucifer aseaktivitat

Nachfolgend wurde der Promotor des Gallensdurentransporters ABCB11 nach einem
strukturellen Unterschied zwischen C57L und AKR untersucht. Die Promotorsequenz der
Stamme einschliedich ihrer bekannten Bindungsstelle IR1 fur den nukledren
Transkriptionsfaktor FXR, der als Gallensdurensensor des Hepatozyten fungiert,
unterscheidet sich nicht.

Eine Ausdehnung des Sequenzvergleichs auf nicht-codierende Regionen, sollte auf weitere
regulatorische Bereiche hinweisen. In der 5'-flankierenden Region des Gens wurde eine
Cytosin/Thymidin-Transition im Gallenstein-sensitiven Stamm C57L detektiert, die in einem
Lx8-Repeat-Element liegt (Abb. 3-3). Das Lx8-Repeat-Element gehért zur LINE 1-Familie

von Retrotransposons. Fur das Agouti-Gen wurde gezeigt, dass Elemente der Repesat-Familie



Diskussion 73

einen regulatorischen, epigenetischen Einfluss auf die Genexpression haben kénnen [90].
Eine funktionelle Relevanz des detektierten Polymorphismus fir die hdhere Abcbll-
Expression in C57L konnte durch einen Reportergenassay nicht belegt werden. Das den
Polymorphismus beinhaltende Lx8-Element beider Stémme zeigt jedoch eine Silencer-
funktion und vermindert die Luciferaseaktivitdt gleichermal3en (von 0,32 +0,05 RLUs des
Minimalpromotors nach 0,17 +0,01 RLUs; Abb. 3-7).

Fir andere Gene konnte bereits ein regulatorischer Einfluss intronischer Bereiche auf die
Transkription nachgewiesen werden.  Ein Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) in
Intron 3 des humanen Calpain (CAPN) 10-Gens, der mit Diabetes Typ 2 assoziiert ist, zeigt
eine differenzielle Aktivitét im Luciferaseassay [91]. AuRerdem wird eine mogliche
regulatorische Bedeutung von Intron 1 des Abcb11-Gens dadurch unterstiitzt, dass im Inter-
Speziesvergleich zwischen Maus und Mensch zwel konservierte Bereiche in Intron 1
detektiert wurden (Abb. 3-4). Die vergleichende Sequenzierung zwischen AKR und C57L
von Abcbll ergab 19 Einzelnukleotid-Austausche sowie eine 5 bp-Insertion und eine 3 bp-
Deletion in der Galenstein-sensitiven Maus (Tab. 3-1) in den ersten 3300 bp des 13 kb
langen Intron 1 Die intronischen Polymorphismen erscheinen umso interessanter, als dass
se mit putativen Bindungsstellen fir Leber-spezifische Transkriptionsfaktoren
kolokalisieren (Abb. 3-5b). Im Reportergenassay erzeugt das Intron 1-Fragment eine
Erhohung der Luciferaseaktivitdt, was wiederum auf ein regulatorisches (Enhancer—
)Potential hinweist. Jedoch unterscheidet sich die Aktivitét zwischen AKR und C57L, auch
bei zusédtzlicher Kotransfektion mit den hepatischen Transkriptionsfaktoren HNF3b und
C/EBPa nicht (Abb.3-8). Dadurch konnte keine funktionelle Bedeutung der
Polymorphismen fir die unterschiedliche Gallensteinsuszeptibilitét der Mausinzuchtstdmme

nachgewiesen werden.

Die potenzielle Transkriptionsfaktor-Bindungsstelle des ersten Introns
bildet einen spezifischen DNA-Protein-K omplex

In EMSAS konnte gezeigt werden, dass eine mogliche Transkriptionsfaktor-Bindungsstelle
in Intron 1, die die 5bp-Insertion und 3bp-Deletion umfasst, einen DNA-Protein-Komplex
mit nukledrem Extrakt aus AKR und C57L-Lebern bildet (Abb. 3-9). Da durch Inkubation
mit einem HNF3b-Antikérper und nicht-markierten Oligos bekannter HNF3b-
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Bindungsstellen kein Supershift bzw. nur eine Teilkompetition des DNA-Protein-Komplexes
erreicht werden konnte, die der Kompetition durch ein nicht-markiertes Nonsense-Oligo
entspricht, handelt es sich be HNF3b vermutlich nicht um das bindende Protein in diesem
Komplex. Es wurde hier nicht weiter untersucht, welcher Transkriptionsfaktor an dem
spezifischen Komplex beteiligt ist, weil keine differenzielle Bindungsstérke zwischen den

M ausstammen detektiert wurde.

Gallenstein-sensitive M ausinzuchtstdmme zeigen enen spezifischen
Haplotypen im Lith 1-L ocus

Auch wenn mit den vorhandenen funktionellen in vitro-Methoden kein Nachwels Uber die
Relevanz der identifizierten Polymorphismen in der Gallensteinentstehung erbracht werden
konnte, unterstreicht die Abcbl1-Haplotypverteilung in verschiedenen Inzuchtstdmmen die
Bedeutung dieser strukturellen Region bei der Entstehung echter Gallensteine. So entspricht
der Haplotyp aler getesteten sensitiven Inzuchtstdmme dem von C57L, der der resistenten
Stdmme -mit Ausnahme von 129S1- dem von AKR (Tab. 3-2). Die Haplotypverteilung
unterstiitzt das Vorgehen, den in der QTL-Analyse ermittelten strukturellen Unterschied in
der Nukleotidsequenz zu suchen. Denkbar wéare daneben auch eine strukturelle Differenz auf
hoherer, epigenetischer Ebene, wie im Methylierungsmuster von Cytosin-/Guanosin-Inseln
der DNA oder auch im Modifikationsmuster (Acetylierung, Methylierung, Phosphory-
lierung) am Amino-terminalen Ende der Histone [92, 93].

Die Herstellung der BAC-transgenen Maus erzeugt eine physiologische
Abcbl1-Expressonssteigerung in vivo

Parallel zum molekularen Ansatz sollte in einem physiologischen Ansatz durch eine Abcbl1
BAC-transgene Maus, die Rolle des Gens in der Gallensteinentstehung untersucht werden.
Im Rahmen dieses Projektes wurde in Kooperation mit dem Jackson Labor, Bar Harbor,
USA eine BAC-transgene Maus angestrebt, da der Transfer dieser langen DNA-Fragmente
die Expresson komplexer Transkriptionseinheiten und die Integration Kkritischer
regulatorischer und isolatorischer Regionen ermdglicht [94]. Normalerweise werden nur

1 bis5 Kopien eines BACs in das Empfangergenom integriert, so dass eine physiologische
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Expressionssteigerung zu erwarten ist. Diese Steigerung entspricht der GrofRenordnung der
hoheren Expression von Abcbll im Gallenstein-suszeptiblen Stamm C57L im Vergleich
zum resistenten AKR. Die Expressionssteigerung von Abcbll und damit die Erhéhung der
Sekretion des Cholesterinlosungsvermittlers  Gallensduren bei  einer  hdheren
Galensteinpréavalenz im natirlichen Modell kénnte paradox erscheinen. Dabel sollte
erwahnt werden, dass es in der Literatur mittlerweile gegensétzliche Ergebnisse zur Abcbl11-
Expression gibt. Miller et al. konnten keine differenzielle Abcb11-Expression auf RNA- und
Proteinebene zeigen [95]. Messungen zur Gallensdurensekretion in dieser Studie existieren
aber nicht. Die Diskrepanz in der Expressionsrate konnte teilweise auf unterschiedliche
Methoden zurtickzufiihren sein. Es ist nicht auszuschlief3en, dass die Fastenzeit der Mause
vor ihrer Totung einen Einfluss auf die Expression von hepatischen Genen, die an der
Cholesterinhomoostase betelligt sind, hat. In einer Microarray-Anayse der Ratte wurden
Schltisselenzyme des Stoffwechsels, wie z. B. die HMGCoA-Synthase identifiziert, die nach
24-stiindigem Fasten unterschiedlich exprimiert werden [96].

Die Inzuchtméuse sind selbst der beste Beleg dafir, dass mit einer erhdhten
Gallensdurensekretion eine groRere Gallensteinpréavalenz einhergeht: 85% Pravalenz im
senditiven Stamm C57L im Vergleich zu 15% Prévalenz im resistenten Stamm AKR.
AuRBerdem tritt neben einer erhdhten Gallensdurensekretion eine verstérkte
Cholesterinsekretion auf, so dass in C57L-Mausen die Cholesterin-/Phosphatidylcholinratio
von 0,41 auf 0,54 nach 8-wdchiger lithogener Didt ansteigt, wahrend sie in AKR-Mausen
von 0,31 auf 0,27 leicht abféllt [37]. Bemerkenswert ist auch, dass der Phénotyp humaner,
adiposer Gallensteintréager der Situation in der Maus entspricht. Adipose Patienten mit
Galensteinen zeigen eine erhohte Gallensdurensekretion, die auf eine gesteigerte Abcbll-
Expression zurtckzufiihren sein konnten [97]. Daten zur Expression, die anhand von
L eberbiopsien ermittelt werden koénnten, existieren alerdings nicht. Da die Adipositas einen
Risikofaktor fur Gallensteine darstellt [98], erstaunt es nicht, dass Lith 4 auf dem X-
Chromosom mit QTLs fur Adipositas Uberlappt [49, 51].

Durch die Sequenzierung des gesamten BACs RP23-291P1 durch die Trans NIH Mouse
Initiative wurde nachgewiesen, dass dieser fur die Mikroinjektionen ausgewéhlte BAC
neben Abcbll kein weiteres Kandidatengen fur Lith 1 enthdlt. 5°-warts des Abcbl11-Gens
befindet sich nur das Glucose-6-Phosphatase Catalytic Related Protein (G6pc-rs), welches
vornehmlich im Pankreas exprimiert wird und dessen Funktion noch unbekannt ist [99]. Des
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Weiteren liegt am 5'-Ende des BAC-Inserts ein unvollstandiger EST (Expressed Sequence
Tag) unbekannter Funktion. 3'-wérts liegt das Mitglied der Komplementfaktorfamilie
Integrin Alpha X (Cd11c), welches ebenfalls unvollstandig ist.

Mittels einer Southern Hybridisierung der erhaltenen Abcbll transgenen Mause konnte
gezeigt werden, dass in beiden Linien 129S1/SvimJ-Tg(RP23-291P1)1 und -2flp neben dem
endogenen Gen ein bis zwel zusétzliche Kopien von Abcbll vorliegen (Abb. 3-11). In einer
Northern Hybridisierung konnte bestétigt werden, dass der Gallensaurentransporter Abcbl1
entsprechend der Ergebnisse in der Southern Analyse 1,5 bis 2-fach starker in den
transgenen Mausen exprimiert wird; die beiden transgenen Linien unterscheiden sich nicht in
der Expression. Die Abcbl1-Expression in Mannchen ist etwa doppelt so hoch wie in
Weibchen (Abb. 3-12). Mannliche und weibliche Méuse differieren in vielen Aspekten des
Cholesterin- und Gallensdurenmetabolismus [100]. Die niedrigere Abcb11-Expression in den
BAC-transgenen Weibchen konnte auf einen inhibitorischen Effekt von Ostrogen
zuruckzufthren sein. Es wurde bereits gezeigt, dass sowohl mRNA-Expression as auch
Promotoraktivitdt von Abcbll der Ratte durch b-Estradiol gehemmt werden [72, 101].

Diese Rekapitulation der natirlichen Expressionsunterschiede im Wildtyp belegen, dass die
zusétzlichen Kopien des Abcb11-Gens mit ihrer biologischen Transkriptionseinheit in das
Genom integriert wurden. Die Ergebnisse sprechen dafir, dass die Elemente fir den
geschlechtsspezifischen Einflussin cis liegen.

Die gleiche Kopienzahl und Expression des Transgens in den beiden Linien 129S1/SvimJ-
Tg(RP23-291P1)1flp und —2flp weist darauf hin, dass vermutlich kein phanotypischer
Unterschied zwischen diesen zu erwarten ist. Es ist aber anzunehmen, dass sich die beiden
Linien im Integrationsort des BACs im Genom unterscheiden. Ein Unterschied im
Gallenstein-Phénotyp bzw. der Subphanotypen wirde sich aso auf verschiedene
Integrationsorte begriinden, die die Regulation in trans beeinflussen. Die Insertion in ein
anderes vom Gallenstein-Phanotyp zusammenhangloses Gen konnte eventuell zu einem

unerwarteten knockout fuhren.
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Die physiologische Steigerung der Abcbll-Expression fuhrt zu einer
tendenziell héheren Gallensteinsuszeptibilitat

Da vor alem die Frage geklart werden sollte, ob eine erhohte Abcbll-Expression, die
Gallensteinentstehung beeinflusst, ob also die Abcbll BAC-transgenen Méause Gallenstein-
anfdliger sind, as der Wildtyp 129S1, wurden die Mé&use mit einer lithogenen
Provokationsdidt gefuttert. Inzuchtméuse entwickeln aufgrund ihres hydrophilen
Gallensdurenpools (ca. 50 % Tauro-Cholsdure, 40 % Tauro-b-Muricholséure) spontan keine
Galensteine. Nur in der Wildmaus Peromyscus maniculatus konnte eine spontane
Gallensteinbildung nachgewiesen werden, deren Ausprégung aber auch vom
Erndhrungsstatus der Maus abhangt [102].

Ein weiteres Beispiel fur spontane Gallensteinentwicklung ist die Abcb4-Knockout-Maus.
Sie sezerniert kein Phosphatidylcholin in die Galle [103] und zeichnet sich durch eine hohe
Gallensauren-/Phosphatidylcholinratio sowie eine hohe Cholesterin-/Phosphatidylcholinratio
aus. Mikroskopische Untersuchungen 12 bis 15 Wochen alter Méause zeigten Gallensteine
aus wasserfreien Cholesterinnadeln in der Gallenblase und bel dteren Mausen auch in den
Gallengéngen und intrahepatisch [104]. Somit etabliert das Knockout-Modell Abcb4 als
genetischen Risikofaktor fir Gallensteine. Eine Ubertragung der im Tiermodell gewonnenen
Erkenntnisse auf den Menschen ist inzwischen auch gelungen. Rosmorduc et 4a.
identifizierten Patienten mit intrahepatischen Steinen, die Mutationen im Abcb4-Gen zeigen
[32].

Die Cholesterin-Gallensteinbildung erfolgt Uber verschiedene Stufen von Cholesterin-
Phospholipid-Vesikeln. Bezuglich des Gehaltes an Mucin, aggregierten und fusionierten
Flissigkristallen sowie Cholesterinnadeln, die zuerst nach 2-wéchiger Fitterung der
lithogenen Didt auftreten, ist in der Galle beider transgener Linien und der der Wildtyp-
Maéause kein Unterschied zu verzeichnen (Tab. 3-4). Dies zeigt, dass auch der Wildtypstamm
129S1 eine deutlich Uberséttigte Galle entwickelt und sich unter den lokalen Bedingungen
als weniger resistent erweist, als nach der Phenome Database des Jackson Labors zu
erwarten. Ein moglicher Grund koénnte der etwas hohere Cholesteringehat in der hier
verwendeten Di& von 1,25 % gegeniber 1 % im Jackson Labor sein.

Die Abcb11 BAC-transgenen Weibchen und die 129S1 Wildtyp-Weibchen zeigen unter den
Aachener Bedingungen eine niedrigere Gallensteinsuszeptibilitét as die Méannchen. Dies
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deckt sich nicht mit den Angaben der Phenome Database, nach der die 129S1-Weibchen

eine Gallensteinprévalenz von 20% haben, die Mannchen von 0%. Das Ergebnis stimmt aber
Uberein mit der Suszeptibilitét verschiedener anféliger Stamme wie C57L/J oder C57BL6/J
oder intermediarer Stdmme wie BALB/cJ, in denen die Mannchen mehr Steine und Kristalle
aufweisen (Tab. 3-2).

In den Abcbll-transgenen Mausen zeigt sich nach 4- und 8-wochiger Futterung eine
tendenziell hdhere ChM-Kristallbildung, Sandsteinbildung und Anzahl echter Gallensteine
(Abb. 3-17 u. 3-18). Diese Tendenz unterstreicht die Hypothese, dass eine verdnderte
Gallensdurensekretion einen Einfluss auf die Cholesterinhomoostase hat und somit einen
genetischen Risikofaktor flr pathophysiologische Verénderungen der Galle darstellt.

Welitere Untersuchungen sind hier jedoch notwendig, um den genauen Einfluss der erhdhten
Gallensaurensekretion auf die Gallenhomoostase zu bestimmen. Eine Anayse der
Lipidzusammensetzung, aso der prozentualen Anteile der Gale an Gallensduren,
Cholesterin  und Phosphatidylcholin  und die damit verbundene Ermittlung des
Cholesterinséttigungsindexes sollte eine bessere Einordnung des Gallensteinphanotyps
ermoglichen.

In diesem Zusammenhang sollte selbstverstéandlich auch die Expression des
Phosphatidylcholin-Transporters Abcb4 und des putativen Cholesterintransporters Abcg5/8
untersucht werden. So kann eine Interaktion der Gene untereinander und Primér- von
Sekundéreffekten unterschieden werden. Entsprechend kann auch die Analyse des Einflusses
einer gesteigerten Abcbll-Expression auf weitere Gene, die an der Cholesterinhomdostase
beteiligt sind, wie z. B. die Cholesterin-7a-Hydroxylase Cyp7al oder auch basolaterale
Transporter wie z. B. den Natrium-abhangigen Gallensaurentransporter Sc22al, Aufschluss

Uber die Einstellung des thermodynamischen Gleichgewichts in der Galle geben.

Modifikationen des Abcbll-transgenen Mausmodells konnten die Frage
zur Identitat von Abcbllund Lith 1 eindeutig klaren

Die erhaltenen Ergebnisse des Gallensteinphanotyps zeigen eine Tendenz der transgenen
Méuse zur Suszeptibilitét an. Als mogliche Erklarung fur die verminderte Resistenz des
Wildtyp-Stammes wurde bereits der leicht erhohte Cholesteringehalt der lithogenen

Provokationsdidt angefiihrt. Es bieten sich noch weitere Ansatzpunkte, um das Mausmodell
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SO zu verandern, dass sich ausgeprégtere Steinphanotypen entwickeln. Zunéchst kann durch
die Erzeugung homozygoter transgener Mause untersucht werden, ob durch eine weitere
Steigerung der Abcbl1-Expression, die Gallesekretion so beeinflusst werden kann, dass sie
die Lipidzusammensetzung der Galle dahingehend verandert, dass diese sich eindeutig aus
der mizellaren Phase entfernt. Dadurch konnte eine Dosis-Phanotyp-Abhangigkeit
aufgezeigt werden, wie sie fir Angiotensinogen in transgenen Mausen mit 1 bis 4 Genkopien

dokumentiert wurde [105].

Ein anderer wichtiger Ansatzpunkt ist der Stammeshintergrund des transgenen Mausmodells.
Wie in Kap. 3.3.1 dargestellt war die Herstellung der BAC-transgenen Maus nur auf dem
129S1-Hintergrund moglich. Durch die vergleichende Sequenzierung konnte inzwischen
gezeigt werden, dass der Haplotyp von 129S1 dem des Gallenstein-sensitiven Stammes
C57L entspricht, obwohl 129S1 einen nach der Phenome Database resistenten bzw. nach der
vorgenommenen Fitterung zumindest intermedidren Gallensteinphénotyp aufweist. Da es
sich bel der Gallensteinentstehung um einen komplexen Phénotyp handelt, der auf der
Interaktion mehrerer Gene beruht, muss der Haplotyp fur ein Kandidatengen im Lith 1-
Locus selbstverstandlich nicht fur alle resistenten Stdmme identisch sein. Bel den Stdmmen
der 129-er Maudinie muss darlber hinaus berlcksichtigt werden, dass es sich um eine
heterogene Linie handelt, die Einflissen verschiedener anderer Inzuchtstdmme unterlag
[106, 107]. Es kann also bei der Ermittlung des Kandidatengens, in dem ein struktureller, auf
einem QTL basierender Unterschied liegt, wichtig sein, dass der Stammeshintergrund dem
der urspringlichen QTL-Analyse entspricht. Fir das Abcb11 BAC-transgene Mausmodell ist
hier also eine Rickkreuzung auf den AKR-Hintergrund zu empfehlen, der sich als eindeutig
Gallenstein-resistent erwiesen hat. Nach 10 Generationen der Rickkreuzung gilt ein Stamm
als kongen [42] und enthdt in diesem Fall in einem 99,9%-igen AKR-Hintergrund das
Transgen des suszeptiblen C57BL/6J-Stammes (mit C57L-Haplotyp). Erst wenn das
Abcbl1-transgene Modell so modifiziert wird, ist eine eindeutige Aussage Uber eine Identitét
des Gallensdurentransporters Abcb11 mit Lith 1 mdglich.



Diskussion 80

Der Lith 1-Locuskonnte eine Gruppe funktionell verwandter Gene
darstellen, die gemeinsam die Gallensteinsensitivitat beeinflussen

Im Lith 1-Locus gibt es mittlerweile neue Erkenntnisse zum zweiten Kandidatengen, dem
Gen fir das Low Density Lipoprotein Related Protein Lrp2. Der Multiligandenrezeptor
LRP2 wird in der Niere exprimiert und ist unter anderem an der Vitamin D-Reabsorption
beteiligt [108, 109]. Da durch Immunhistochemie inzwischen eine differenzielle LRP2-
Expression in der Gallenblase und ein Polymorphismus im Promotor detektiert werden
konnten (Davids und Lammert, unveroffentlichte Ergebnisse), konnte LRP2 doch ein
interessantes Kandidatengen darstellen. Falls LRP2 in der Gallenblase ads Vitamin A-
Rezeptor fungiert und in einem Feedback-Mechanismus die Retinolsekretion beeinflusst,
konnte es so Uber den nukledren Rezeptor FXR, der as Heterodimer mit dem Retinoid
Rezeptor RXR agiert, an der Regulation des Gallensaurentransporters ABCB11 beteiligt
sein. Ausserdem wurde kirzlich die Megain Knockout-Maus mit der lithogenen Diét
gefittert und phanotypisiert. Die Méuse zeigen bereits ohne Futterung stark vergrof3erte
Gallenblasen und entwickeln tendenziell mehr ChM-Kristalle und Gallensteine (Bock und
Lammert, unveroffentlichte Ergebnisse).

Die Identifizierung mehrerer Kandidatengene innerhalb eines QTLs bedeutet nicht, dass
diese Gene einander als Kandidaten ausschlief3en. Es ist durchaus moglich, dass Lith 1 eine
Gruppe von funktionell verwandten Genen darstellt und den additiven Effekt von
Polymorphismen in diesen wiedergibt, wie schon fir andere QTLs gezeigt wurde [110, 111].
Dadurch kommt ein entsprechend hoher LOD-Score (> 3,3 fur Lith 1) bel der QTL-Analyse

zustande.

Ausblick

Die experimentellen Ergebnisse dieser Arbeit konnten einen wesentlichen Beitrag zur
Charakterisierung des Abcb11-Gens leisten. Die Genstruktur konnte aufgeklart und zwischen
Gallenstein-sensitiven und resistenten Mausinzuchtstémmen verglichen werden. Mit den
erhaltenen Einblicken in die Regulation des Gallensdurentransporters konnte noch nicht
bewiesen werden, dass der strukturelle Unterschied von Lith 1 tatsachlich im Abcb11-Gen
bzw. seinen regulatorischen Einheiten zu finden ist. Die Abcbll BAC-transgene Maus

koénnte moglicherweise mit den vorgeschlagenen Modifikationen des Modells die Frage zur
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Identitét des Gallensdurentransporters Abcbll und des Galensteinlocus Lith 1 eindeutig
klaren.

Wie in Kap. 1 erlautert handelt es sich bei der Cholesterin-Cholelithiasis um einen
multifaktoriellen Phanotyp. Nachdem kurzlich durch die Herstellung einer transgenen Maus
das Heterodimer aus ABCG5 und ABCG8 als der kanaikulére Cholesterintransporter
bestdtigt wurde, sind die drel Transporter bekannt, die im Wesentlichen die
Lipidzusammensetzung der Galle bestimmen [16]. Darliber hinaus wurde vor kurzem eine
Kolokalisation von Abcg5/8 mit einem Gallensteinlocus auf Chromosom 17 gezeigt [112].
Das Abcb4 Knockout-Modell, aber auch erste Erkenntnisse aus den Abcbll und Abcg5/8
transgenen Mausen zeigen, dass eine verdnderte hepatobilidre Lipidsekretion durch ABC-
Transporter der priméare pathophysiologische Defekt bel der Gallensteinbildung ist. Es gilt
nun, die komplexen Interaktionen der kanalikuldren Transporter untereinander, mit
basolateralen sowie intrazelluléren Transportern und Genen, die an Cholesterinsynthese und
—abbau beteiligt sind, zu analysieren. Eine besondere Rolle wird hier der Kombination von
Mausmodellen wie z. B. der Abcbll transgenen Maus mit der Lrp2 Knockout-Maus
zukommen. Die Kombination konnte kléren, ob es sich bel Lith 1 wirklich um enen

additiven QTL aus funktionell verwandten genetischen Risikofaktoren handelt.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die Entstehung von Cholesterin-Gallensteinen zéhlt zu den polygenen Erkrankungen. Dies
bedeutet, dass die Interaktion von multiplen genetischen Faktoren mit Umwelteinfllissen, die
gquantitative Ausprégung des Phanotyps beeinflusst. Die Gallensteingene liegen in
Quantitative Trait Loci (QTLS), d. h. chromosomalen Regionen, die mit der Cholesterin-
Cholelithiasis assoziiert sind. In dieser Arbeit wurde ein Kandidatengen fur den Cholesterin-
Gallensteinlocus Lith 1, das Gen fur den kanalikuléaren Gallensdurentransporter der Leber
Abcbll, genauer charakterisiert und durch die Herstellung einer BAC (Bakterielles

Artifizielles Chromosom)-transgenen Maus in vivo Uberexprimiert.

In der molekularbiologischen Analyse wurden mittels Plasmid- und BAC-klonierter DNA-
Fragmente sowie verankerter PCR (Genome Walking) auf genomischer DNA
Sequenzinformationen in unbekannten Bereichen des Abcbll-Gens erzeugt und die

genomische Struktur des Gens aufgeklart.

Die Sequenzen des Galenstein-sensitiven Mausstammes C57L/J und des resistenten
Stammes AKR/J wurden durch Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP)-Anayse
und Direktsequenzierung von PCR-Fragmenten verglichen. Die cDNA beider Stamme ist
identisch. In der 5'-flankierenden Region des Gens konnte bei -3.757 ein C/T-
Polymorphismus und im ersten Intron konnten 19 Einzelnukleotidaustausche sowie eine

5 bp-Insertion und eine 3 bp-Deletion lokalisiert werden.

Die funktionelle Bedeutung dieser Polymorphismen wurde in Dualluciferase-Assays durch
Kotransfektion mit nukledren Rezeptoren und im Elektrophoretischen Mobilitéts-Shift-
Assay (EMSA) Uberprift. Die experimentellen Untersuchungen wurden durch in silico
Sequenzanalysen erganzt. Wenngleich die untersuchten Bereiche regulatorisches Potenzial
aufweisen, konnte ihre Bedeutung fir eine differenzielle Transkriptionsregulation zwischen

den Inzuchtmausstdmmen nicht nachgewiesen werden.
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Fir die physiologische Analyse des Effekts einer gesteigerten Abcbll1-Expression auf die
Cholesterinhomdostase wurde mit Hilfe einer radioaktiv markierten Sonde eine genomische
BAC-Bibliothek nach Abcbll-positiven Klonen durchsucht, die DNA isoliert und
aufgereinigt.

Nach Mikroinjektion in die Pronuclel Gallenstein-resistenter Mausstdmme, wurden zwei
Abcbl11 BAC-transgene Founder-Linien auf dem 129S1/SvimJ-Stammeshintergrund erzeugt.
Anhand von Southern und Northern Hybridisierungen konnte gezeigt werden, dass beide
Linien 1 — 2 Genkopien zusdtzlich zu ihren endogenen Abcbll-Kopien in ihr Genom
integriert haben und diese exprimieren. Die transgenen Mause zeigen eine normale
Entwicklung und keinen offensichtlichen Phanotyp. Durch Fitterung einer
cholesterinreichen Provokationsdi &t wurden Cholesterin-Kristallbildung und
Gallensteinentstehung induziert. In den transgenen Mausen zeichnet sich im Vergleich zu

den Wildtyp-Méusen eine tendenziell hohere Gallensteinsuszeptibilitat ab.

Die Herstellung der Abcb11 BAC-transgenen Maus wird mit ihren Variationssmoéglichkeiten
einen entscheidenden Beitrag zur Aufklérung der Identitét des Cholesterin-Gallensteinlocus
Lith 1 und des kanalikuléren Gallensdurentransporters Abcbll sowie zur Erforschung der
komplexen Interaktionen der an der biliaren Cholesterinhoméostase beteiligten Proteine

leisten.
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