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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1  Entstehung von Cholesterin-Gallensteinen

Das Gallensteinleiden (Cholesterin-Cholelithiasis) ist eine der häufigsten

gastroenterologischen Erkrankungen in Europa, Nord- und Südamerika. In Deutschland

haben 10 Millionen Menschen Gallensteine. Ihre Behandlung - meist durch die

Standardtherapie der Gallenblasenentfernung (130 000 Operationen pro Jahr) - verursacht in

Deutschland jährlich Kosten von mehr als 500 Millionen Euro [1, 2]. Trotz dieser

beträchtlichen sozioökonomischen Bedeutung ist die molekularbiologische Ursache der

Gallensteinentstehung bislang wenig untersucht. Die Galleproduktion der Leber hängt von

der koordinierten Interaktion verschiedener hepatozellulärer Transporter ab [3], die

Gegenstand intensiver Forschung sind.

Die physikalisch-chemischen Mechanismen der Gallesekretion und -homöostase und der

Cholesterinkristallisation wurden dagegen schon vor 30 Jahren intensiv erforscht [4-7]. Die

Cholesterinhomöostase der Galle basiert auf dem thermodynamischen Gleichgewicht von

Cholesterin und seinen beiden Lösungsvermittlern Gallensäuren und Phosphatidylcholin

(Lecithin), dem vorherrschenden biliären Phospholipid. Diese halten das hydrophobe

Cholesterin in der wässrigen Galleflüssigkeit in einem System von Lipidkomplexen in

Lösung. Gallensäuren werden unter Verbrauch von ATP in die Galle sezerniert und lösen

Cholesterin in einfachen Mizellen. Phospholipide werden gleichzeitig mit Cholesterin als

Vesikel an der kanalikulären Membran des Hepatozyten abgegeben [8, 9]. Gallensäuren

können aus diesen Vesikeln Segmente herauslösen und gemischte Vesikel bilden (Abb.1-1).

Ist die Gallenblasengalle mit Cholesterin übersättigt, wird Cholesterin in unilamellaren

Phospholipid-Cholesterin-(Gallensäure)-Vesikeln gelöst, die eine große Kapazität für

Cholesterin besitzen. Diese fusionieren zu multilamellaren Vesikeln oder Flüssigkristallen

und führen über die Bildung von Cholesterin-Monohydratkristallen (Nukleation) zur

Entstehung von Cholesterin-Gallensteinen [10, 11]. Die Cholesterinübersättigung wird

allgemein auf eine gesteigerte Cholesterinsekretion der Leber zurückgeführt, deren Ursachen

unbekannt sind [12, 13].
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Abb. 1-1: Modell der kanalikulären Lipidsekretion (nach [9], verändert).

Das Heterodimer aus ABCG5/8 gilt als potenzieller Cholesterintransporter [14-16].

1.2 Genetische Prädisposition

Epidemiologische Studien zeigen deutliche geografische Unterschiede im

Gallensteinvorkommen [17, 18]. In den meisten europäischen Ländern, Amerika und

Australien wurde eine erhöhte Prävalenz dokumentiert, wohingegen in Asien und Afrika

eine niedrige Prävalenz zu verzeichnen ist. Diese Unterschiede spiegeln nur teilweise den

Einfluss exogener Faktoren, insbesondere der Ernährung, wider [19, 20]. Bei

nordamerikanischen Pima-Indianern kommen Cholesterin-Gallensteine mit einer

Gesamtprävalenz von fast 50% vor [21], obwohl die Nahrungsaufnahme der Pima nicht vom

nordamerikanischen Durchschnitt abweicht [22].
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Auswahlfreie Zwillings- und systematische Familienuntersuchungen weisen auf die

Bedeutung genetischer Faktoren bei der Gallensteinentstehung hin [23, 24]. Gallensteine

treten signifikant häufiger (3:1) in Familien erkrankter Probanden als in denen gesunder

Kontrollen auf [24-26]. Die Cholesterin-Cholelithiasis ist damit - wie die Adipositas oder der

Diabetes mellitus - eine "polygene Erkrankung", d. h. Gallensteine sind das Ergebnis einer

komplexen Interaktion von Umwelteinflüssen mit multiplen genetischen Faktoren bzw.

zwischen den Genen untereinander (Epistase), die das Krankheitsbild und die quantitative

Ausprägung des Phänotyps beeinflussen [27].

Dennoch sind die zugrunde liegenden genetischen Faktoren nicht genau bekannt. Während

die epidemiologischen Studien und die Familien- und Zwillingsstudien eine generelle

genetische Prädisposition für einen Phänotyp beschreiben, versuchen Assoziationsstudien

einen direkten Zusammenhang zwischen Gallensteinphänotypen und einzelnen Genen

herzustellen. Für die Cholesterin-Gallensteinentstehung konnten bisher fünf Kandidatengene

durch Untersuchungen bei Gallensteinpatienten identifiziert werden. Dabei handelt es sich

um die Apolipoproteine APOB und E und drei weitere Gene, die an der

Cholesterinhomöostase beteiligt sind.

Es gibt drei häufige, kodominant vererbte APOE-Allele (ε2, ε3 und ε4). Bertomeu et al. [28]

zeigten, dass das ε4-Allel neben dem Morbus ALZHEIMER, auch mit der Cholesterin-

Cholelithiasis assoziiert ist. Eine Untersuchung bei 190 chinesischen Gallensteinpatienten

konnte eine Kopplung zwischen einem Restriktionsfragmentlängen-Polymorphismus

(RFLP) in Exon 26 des APOB-Gens (XbaI) und Cholesterin-Gallensteinen nachweisen [29].

Bei 232 mexikanischen Patienten traten Polymorphismen im 5'-Ende des CYP7A1-Gens der

Cholesterin 7α-Hydroxylase mit Gallenblasenerkrankungen bei Männern, nicht jedoch bei

Frauen auf  [30]. In einer finnischen Studie unterschied sich die Verteilung eines RFLP im

Gen des Cholesterinester-Transferproteins CETP (TaqIB) signifikant zwischen Patienten mit

Cholesterinsteinen und steinfreien Kontrollpersonen [31]. Darüber hinaus wurden bei

Patienten mit Gallenblasensteinen und intrahepatischen Cholesterinsteinen vor kurzem

Nonsense- und Missense-Mutationen im Gen des kanalikulären 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 Erbgänge, die sich auf

einen einzigen Genlocus begründen. Diese können rezessiver oder dominanter Art sein. Bei

polygenen Phänotypen stellen experimentelle Kreuzungen von Inzuchtmäusen ein geeignetes

Tiermodell zur Genomanalyse dar [33]. Ein Mausstamm gilt nach 20 Generationen der

Geschwisterverpaarung als Inzuchtstamm. Da er für alle Allele homozygot ist, vermeidet

man mit einem Inzuchtstamm als Modellorganismus das Problem der genetischen

Heterogenität. Außerdem ermöglichen Inzuchtmäuse die Untersuchung großer

Nachkommenzahlen sowie die Kontrolle der Umweltbedingungen. Sie eröffnen vielfältige

Möglichkeiten, pathophysiologische Zusammenhänge durch genetische Veränderungen

(Knockout- oder transgene Mäuse) zu untersuchen [34]. Die genetische Verwandtschaft  der

Säugetiere gestattet es zudem, von murinen Kandidatengenen für einen Phänotypen auf die

orthologen humanen Gene zu schließen.

Unter der Fütterung einer lithogenen Provokationsdiät, die 1% Cholesterin und 0,5%

Cholsäure zur Erhöhung der intestinalen Cholesterinabsorption enthielt [35], entwickelten

80% der C57L/J-Inzuchtmäuse Cholesterin-Gallensteine, während sich andere Stämme (A/J,

AKR/J, SWR/J) als resistenter erwiesen (0-44%) [36]. Phänotypisch wiesen C57L-Mäuse im

Vergleich zu AKR-Mäusen auf Normaldiät eine biliäre Cholesterinhypersekretion bei

gesteigerten Sekretionsraten aller biliären Lipide auf. Unter der lithogenen Diät sezernierten

die C57L-Mäuse signifikant mehr Cholesterin und Phospholipide, während die

Gallensäurensekretion unverändert blieb. Dies führte zu einer Erhöhung des Cholesterin-

Sättigungsindexes (CSI) [37]. Außerdem zeigten die Gallenstein-sensitiven Mäuse eine

fehlende Suppression der Cholesterinbiosynthese und eine reduzierte Gallen-

säurenbiosynthese [38].

1.4 Murine Gallensteinloci (Lith-Loci)

Die Quantitative Trait Locus Analysis (QTL-Analyse) stellt eine neue Methode dar, mit

deren Hilfe pathophysiologisch relevante Genregionen für die Gallensteinentstehung in

verschiedenen Mausinzuchtstämmen identifiziert und lokalisiert werden können. Sie geht
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von einem Phänotypen aus und sucht die ihm zugrunde liegenden primären, strukturellen

Gendefekte. Die Methode analysiert die genetische Kopplung eines quantitativen Phänotyps

mit zwischen Mausinzuchtstämmen polymorphen, genetischen Markern (Mikrosatelliten),

deren Lokalisationen im Genom bekannt sind [39]. Mikrosatellitenmarker (Mit-Marker) sind

kurze repetitive DNA-Sequenzen, deren Länge sich zwischen verschiedenen

Mausinzuchtstämmen unterscheidet und mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermittelt

werden kann.

Das Ergebnis verschiedener QTL-Anlaysen für Cholesterin-Gallensteine sind fünf

identifizierte, lithogene, d. h. steinbildende (Lith-)Loci und weitere QTLs für die

Gallensteinentstehung auf den 20 Chromosomen der Maus [27]. Kolokalisationen von QTLs

und Genen, die eine Schlüsselrolle in der Cholesterinhomöostase spielen, sprechen für deren

pathophysiologische Relevanz in der Gallensteinentstehung.

Eine QTL-Anlayse zwischen den beiden Mausstämmen AKR und C57L zeigte, dass ihre

unterschiedliche Gallensteinempfindlichkeit auf mindestens zwei ungekoppelte Lith-Loci

zurückzuführen ist [40]. Da die F1-Generation aus C57L und AKR mit C57L/J den gleichen

Phänotyp aufweist, schlossen Wang et al., dass die Prädisposition für die Cholesterin-

Cholelithiasis dominant vererbt wird [36]. Weitere Untersuchungen ergaben den stärksten

Effekt für den QTL Lith 1 [41], dessen LOD-Score - ein Maß für 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

Rückkreuzungen kongene Mäuse mit den zu Gallensteinen prädisponierenden C57L-Allelen

im Lith 1-Locus auf dem resistenten genetischen Hintergrund AKR hergestellt [42]. Die

kongenen Mäuse entwickelten in kurzer Zeit viele Gallensteine und entsprachen damit dem

C57L-Phänotyp [41]. Dies belegte einen starken, unabhängigen Effekt von Lith 1 auf die

Gallensteinentstehung.

Der kanalikuläre Gallensäurentransporter der Leber Abcb11 (alte Gensymbole Spgp =

Sister-of-p-glycoprotein oder Bsep = Bile salt export pump) stellt ein attraktives

Kandidatengen für die Gallensteinprädisposition im Lith 1-Locus auf Chromosom 2 dar, da

er mit diesem kolokalisiert [43]. In Lith 1 wurde außerdem das Gen für das Low Density

Lipoprotein Related Protein Lrp2 (auch Megalin Gp330 genannt) kartiert [44]. Dieses wurde
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zunächst 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 (frühere

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 Gallensteinsuszeptibilität der

Mausstämme C57L und AKR zugrunde liegen könnte [46].

Eine Kreuzung der Inzuchtstämme A/J und AKR lokalisierte den Gallensteinlocus Lith 3 auf

Chromosom 17 [47]. Als Kandidatengen in Lith 3 wird der basolaterale organische

Kationentransporter Slc22a1 (frühere Bezeichnung Oct1) untersucht, über den Cholin, ein

essenzieller Baustein für die hepatische Phosphatidylcholin-Biosynthese, in die Hepatozyten

absorbiert wird [48]. Weitere Lith-Loci wurden in einer Kreuzung zwischen den

Mausinzuchtstämmen SWR/J und AKR auf Chromosom X (Lith 4) und Chromosom 9

(Lith 5) identifiziert [49]. Lith 4 auf dem X-Chromosom kolokalisiert mit dem Gen für die

3β-Hydroxysteroiddehydrogenase [50], einem Enzym der Cholesterinbiosynthese; der QTL

überlappt zudem mit murinen QTLs für polygene Adipositas, die das Körpergewicht

beeinflussen [49, 51]. Im Lith 5-Locus auf Chromosom 9 liegt als mögliches Kandidatengen

das Gen der hepatischen Lipase (Lipc), einem hydrolytisches Enzym, das an der Aufnahme

von Chylomikronen-Remnants und HDL-Cholesterin durch die Leber beteiligt ist [27, 52].

1.5 Der ABC-Transporter ABCB11 im Gallensteinlocus Lith 1

ABCB11 gehört zur Familie der membranständigen 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 Gallensäuren 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].
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Abcb11 wurde als Erstes von Childs et al. aus dem Schwein kloniert und aufgrund seiner

Homologie zu Abcb1 Sister of P-glycoprotein genannt [54]. Das murine ABCB11

transportiert Glycocholat, Taurochenodeoxycholat und Taurocholat [55-57]. Mutationen im

humanen ABCB11-Gen, die mit der Krankheit PFIC2 (Progressive Familiäre Intrahepatische

Cholestase) assoziiert sind, bestätigen seine Funktion als Gallensäurentransporter [58].

PFIC2-Patienten zeigen einen Gallerückstau (Cholestase) infolge eines defekten

kanalikulären Gallensäurentransportes.

Das Abcb11-Gen codiert ein 160 kDa schweres Protein, welches fast ausschließlich und

hoch in der Leber exprimiert wird [59]. Es konnte gezeigt werden, dass der kanalikuläre

Gallensäurentransporter Abcb11 in dem zu Gallensteinen prädisponierten Mausstamm C57L

auf mRNA-Ebene 2- bis 3-fach und auf Proteinebene 3-fach stärker 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, bestätigt. Dies bietet eine solide Grundlage für 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 zwei methodische Ansätze zur näheren Charakterisierung

des murinen Gallensäurentransporters Abcb11 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 Mausstämmen im Abcb11-Gen liegt und dessen Transkription und Translation

beeinträchtigt.

Deshalb war die cDNA von Abcb11 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 kanalikulären Gallensäurentransporters bedingen und für die erhöhte

Gallensäurensekretion im Gallenstein-sensitiven Mausstamm C57L verantwortlich sind.

Eine funktionelle Analyse identifizierter Polymorphismen sollte gegebenenfalls

angeschlossen werden.

Parallel zum molekularen Aufklärungsansatz wurde ein physiologischer Ansatz gewählt, in

dem überprüft wurde, ob eine quantitativ gesteigerte Abcb11-Genexpression durch das

Einschleusen einer weiteren Genkopie von Abcb11 Auswirkungen auf die hepatische

Cholesterinhomöostase und die Gallensteinentstehung in vivo hat. Dafür sollte eine

transgene Maus durch Mikroinjektion eines BACs (bakterielles artifizielles Chromosom)

hergestellt und unter Fütterung einer cholesterinreichen Provokationsdiät phänotypisiert

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 für die Sequenzierung oder

Transformation eukaryontischer Zellen in größerem Maßstab zu gewinnen, wurden sie in

E. coli JM83 oder One Shot Cells INVαF’ (für TA-Cloning, Gibco, Eggenstein) kloniert.

Die Bakterien wurden in Luria-Bertani (LB)-Flüssigmedium [62] unter Zugabe des

entsprechenden Antibiotikums (100 µg/ml Ampicillin bzw. 50 µg/ml Kanamycin) kultiviert.

Stammkulturen zur längerfristigen 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 für

Klonierungen oder analytische Zwecke nach Angaben des Enzymherstellers (New England

Biolabs, Frankfurt oder Roche, Mannheim) verdaut. 0,1 bis zu 10 µg DNA (für einen

präparativen Verdau) wurden in Reaktionsvolumina von 10-50 µl bei 37°C für 1-16 h

inkubiert. Für einen doppelten Restriktionsverdau wurde das optimale Puffersystem

ausgewählt und gleichzeitig für mindestens 3 h inkubiert. In problematischen Fällen wurde

zunächst das eine Enzym zugegeben und nach dem Verdau bei -20°C inaktiviert, dann

erfolgte der zweite Verdau.

2.1.3 Dephosphorylierung linearisierter Plasmid-DNA

Falls das Plasmid mit nur einem Restriktionsenzym linearisiert wurde, wurde die

endständige 5’-Phosphatgruppe der DNA entfernt, um die Möglichkeit 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 für 1 h mit 2 U / µg DNA alkalischer 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 Größenbestimmung in 1-4%-igen Agarosegelen (Roth,

Karlsruhe) elektrophoretisch aufgetrennt. Der Agarose wurde 3 µg/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), als Probenpuffer 6 % Saccharose, 0,1 mM

Kresolrot. DNA-Marker (Roche, Mannheim oder Peqlab, Erlangen) wurden als

Größenstandard eingesetzt. Die Dokumentation erfolgte mit Hilfe eines digitalen Charged

Coupled Device (CCD)-Kamera-Systems (Fluor S Multiimager, Biorad, München).

2.1.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente, die nach einem Restriktionsverdau oder einer PCR gelelektrophoretisch

aufgetrennt worden waren, wurden für die anschließende 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 ddH2O eluiert.

Für relativ schwache DNA-Banden wurde zur Erhöhung der DNA-Konzentration im Eluat

der QIA Min Elute Gel Extraktions-Kit (Qiagen, Hilden) eingesetzt.

2.1.6 Quantifizierung des DNA-Gehaltes im ng-Bereich

Um geringe Mengen DNA, wie z. B. gelextrahierte Fragmente, mit dem Fluorometer

(Biorad, München) 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) durchgeführt. Als Standard diente λ-DNA (2 ng/µl;

Molecular Probes, Leiden, NL).
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2.1.7 DNA-Ligation

Doppelsträngige DNA-Fragmente und -Plasmide wurden mit Hilfe der T4-DNA-Ligase

(Roche, Mannheim) nach Herstellerangaben ligiert. 50 ng des linearisierten Vektors und eine

mindestens äquimolare 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 MgCl2 kompetent gemacht. 50 µl Zellen wurden mit

1-10 ng Plasmid-DNA für 30 min auf Eis inkubiert. Die Transformation erfolgte durch

60 sek Hitzeschock bei 42°C und anschließende Abkühlung auf Eis. Nach Zugabe von

250 µl SOC-Medium [62] wurden die Zellen 60 min bei 37°C inkubiert. Danach wurden 50–

200 µl der transformierten Bakterien auf LB-Agar-Platten mit dem geeigneten Antibiotikum

und gegebenenfalls 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranosid (X–Gal) und IPTG

(Isopropyl-β-D-thiogalactosid) zur Selektion erfolgreich transformierter Zellen ausgestrichen

und für 16-18 h bei 37°C inkubiert.

2.1.9 Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Maßstab

Die Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Maßstab dient der Charakterisierung

rekombinanter Bakterienklone durch anschließenden Restriktionsverdau oder

Sequenzierung. Hierzu wurde eine 6 ml Bakterienflüssigkultur von einer Einzelkolonie eines

Bakterienausstrichs über Nacht vermehrt und nachfolgend durch 10-minütige Zentrifugation

bei 3000 U/min sedimentiert. Die Isolierung erfolgte mit Hilfe des QIA Prep Spin-

Minipräparationskits (Qiagen, Hilden).

2.1.10 Isolierung von Plasmid-DNA im großen Maßstab

Die Isolierung von Plasmid-DNA im großen Maßstab dient der Gewinnung größerer

Mengen DNA zur anschließenden Transfektion eukaryontischer Zellen. Die Bakterien einer
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50 ml Übernachtkultur wurden mit Hilfe des HiSpeed Plasmid Midi Prep Kits (Qiagen,

Hilden) präpariert.

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 Nukleinsäurekonzentration in der Probe. Eine optische Dichte von 1

entspricht 50 µg/ml doppelsträngiger DNA. Mit dem Verhältnis OD260/OD280 läßt sich die

Reinheit der isolierten Nukleinsäuren abschätzen. Eine reine DNA-Präparation hat eine

Ratio von OD260/OD280 = 1,8 - 2,0.

2.2 Experimentelle Sequenzanalysen

2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten bis 800 bp Länge wurde eine PCR mittels Taq

Polymerase (Peqlab, Erlangen) durchgeführt. cDNA oder genomische DNA (aus Milz,

Jackson Labor, Bar Harbor, USA) verschiedener Mausinzuchtstämme 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 Länge wurden als Primer eingesetzt.

20-100 ng DNA wurden in 20 µl Reaktionsansätzen, die neben 100-500 nM der beiden

Primer, 20 mM TRIS/HCl pH 8,55, 1,5 mM MgCl2, 1,6 mM (NH4)2SO4 sowie 50-200 µM

Deoxynucleosidtriphosphate und 0,4 U Polymerase enthielten, amplifiziert. Nach

Denaturierung der DNA für 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 für 7 min bei 72°C.

Für die Amplifizierung längerer DNA-Fragmente bis 4000 bp wurde das Expand Long

Template PCR System (Roche, Mannheim) genutzt. In 25 µl Reaktionsansätzen wurden

m
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neben 20-100 ng DNA, 500 µM Deoxynucleosidtriphosphate, 500 nM Primer, das

Puffersystem 3 und 2,5 U der Expand Polymerase eingesetzt. Die Amplifizierung erfolgte je

nach Länge des zu amplifizierenden Fragments nach Angaben des Herstellers in einer Zwei-

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

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 Abcb11-Gens, ausgehend von der cDNA,

weiterzuwandern. Hierzu wurde der Universal Genome Walker Kit (Clontech, Heidelberg)

eingesetzt.

Zunächst wurden Genome Walker Bibliotheken, d. h. je ein Pool unklonierter genomischer

DNA-Fragmente von der genomischen DNA der beiden Mausinzuchtstämme AKR/J und

C57L/J mit Hilfe der Restriktionsenzyme DraI, EcoRV, PvuII und StuII hergestellt. Nach

einer Phenol-Chloroform-Extraktion wurden Genome Walker Adaptoren, doppelsträngige

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 äußere

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. Für das Design der genspezifischen Primer sollte eine Länge von

26-30 Nukleotiden und ein G/C-Gehalt von 40-60% gewählt werden. Die Parameter der

Zwei-Schritt-PCR waren: 7 Zyklen bei 94°C, 25 sek und 70°C, 3 min; 32 Zyklen bei 94°C,

25 sek und 65°C, 3 min; ein abschließender Elongationsschritt von 7 min bei 65°C.

Die Reaktionen wurden 4-fach in H2O verdünnt und 2 µl davon in der zweiten Nested PCR

eingesetzt. Als Forward-Primer wurde der innere Adapter-Primer, als 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 anschließend gelextrahiert.
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2.2.3 Einzelstrangkonformations-Polymorphismen (SSCP)-Analyse

Eine kostengünstige Methode, die es erlaubt, schnell zahlreiche DNA-Proben auf

Polymorphismen zu untersuchen, ist die SSCP (= Single Strand Conformation

Polymorphism)-Analyse. Mit Hilfe der elektrophoretischen Auftrennung von PCR-

Fragmenten lassen sich Sequenzunterschiede zwischen Individuen oder

Mausinzuchtstämmen in einem unterschiedlichen Laufverhalten der Einzelstränge in der

Gelelektrophorese sichtbar machen.

Ein Aliquot der PCR-Proben (s. Kap. 2.2.1) wurde mit dem 4-fachen Volumen an Formamid

und 1 Volumen Blaupuffer für 10 min bei 97°C denaturiert. Nach ihrer Abkühlung 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 für 4–

5 h aufgetrennt.

Anschließend wurden die Gele folgenden Wasch- und Färbeschritten unterzogen: 2 x 5 min

mit 10%-igem Ethanol waschen, 10 min mit 1%-igem HNO3 waschen, 30 min mit

Silbernitrat schütteln (Schalen dabei mit Alufolie bedecken), 4-mal mit ddH2O waschen und

anschließend mit 0,05% Formaldehyd in 0,3%-iger Na2CO3-Lösung färben, bis die Banden

erscheinen. Die Reaktion wurde mit 10%-iger Essigsäure (10 min) gestoppt.

Die DNA-Banden wurden mit Hilfe des digitalen Fluor S Multiimager CCD-Kamera-

Systems dokumentiert und die Gele über 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 µl

Reaktionsansatz mit 4 µl Big Dye Terminator Reaction Mix (Applied Biosystems,

Weiterstadt) und 0,5 µM 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-Fällung gereinigt. Für die Auftrennung

im automatischen Kapillar-Sequenzierer ABI PRISM 310 (Applied Biosystems, Weiter-

stadt) im Polymer POP-6 wurden die Pellets in 24 µl Template Suppression Reagent gelöst

und 2 min bei 95°C denaturiert.
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Die Auswertung der Fluoreszenzsignale erfolgte mit Hilfe der Hersteller-Software

„Sequencing Analysis“ (Applied Biosystems, Weiterstadt).

2.3 In Silico Sequenzanalysen

2.3.1 Alignment von Sequenzen

Das Programm „Autoassembler“ (Applied Biosystems, Weiterstadt) wurde genutzt, um

überlappende Sequenzen im Primer Walking während der Ermittlung neuer Sequenz zu

verknüpfen und um Polymorphismen zwischen Mausinzuchtstämmen zu identifizieren.

Dabei 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 für (hepatische) Transkriptionsfaktoren in Promotor bzw. Intron 1 des

Abcb11-Gens zu lokalisieren. Für die Identifizierung möglicher Bindungsstellen für nukleäre

Rezeptoren wurde kürzlich ein neues On-Line Programm NUBIScan

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

2.4.1 Eukaryontische Zellen und deren Kultivierung

HepG2-Zellen (ATCC, Wesel), eine humane, hepatische Tumorzelllinie, wurden bei 37°C in

wassergesättigter Luft mit 5% CO2 kultiviert, um sie für einen Reportergenassay zu nutzen.

DMEM/F12-Flüssigmedium (Gibco, Eggenstein) wurde 10% mykoplasmenfreies, fötales

Kälberserum (Seromed, Berlin) und 1% Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml / 10 mg/ml;

Cytogen, Sinn) zugegeben. Zur weiteren Kultivierung wurden konfluente Platten adhärent

wachsender Zellen mit PBS-Puffer (200 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 1,5 mM

KH2PO4) gewaschen und die Zellen durch Behandlung mit Trypsin/EDTA (0,05% / 0,02%;

Cytogen, Sinn) von der Platte gelöst und durch eine 0,9 mm-Kanüle vereinzelt. Sie wurden

in einer 1:2 bis 1:10-Verdünnung in frischem Medium aufgenommen.

Zur Langzeitaufbewahrung wurden HepG2-Zellen in Medium mit 10% DMSO

aufgenommen, in 1 ml-Aliquots für 24 h bei -70°C tiefgefroren und langfristig in flüssigem

Stickstoff gelagert.

2.4.2 Herstellung von Reportergenkonstrukten

Promotor- und Intron-Fragmente unterschiedlicher Länge wurden jeweils für Sequenzen der

Mausinzuchtstämme 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. Dabei 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).



Material und Methoden 17

Minimal-
promotor

Minimal-
promotor

Intron1-
fragment

Lx8-Repeat-
Element

Minimal-
promotor

a)

b) c)

Abb. 2-1: Reportergenkonstrukte

a) Der Minimalpromotor (-376 bis +64) wurde in die Multiple Cloning Site des Luciferasevektors pGL3-Basic
kloniert. b) Zur Überprüfung des Polymorphismus im Lx8-Repeat-Element (-4050 bis –3561) wurde dieses
zudem vor den Promotor kloniert. c) Zur Überprüfung 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 für Transkriptionsfaktoren

Durch Kotransfektion von HepG2-Zellen mit Expressionsvektoren, die die cDNA von

Transkriptionsfaktoren enthalten, läßt sich die Luciferaseaktivität dosisabhängig stimulieren.

Die Expressionsvektoren für hFXR und hRXR wurden freundlicher Weise von Dr. D.

Mangelsdorf (Dallas, USA), die Vektoren für rHNF3β  und rC/EBPα von Dr. R. Costa

(Chicago, USA) zur Verfügung gestellt.

2.4.4 Transiente Transfektion von HepG2-Zellen

Für eine transiente Transfektion wurden 1,4 x 105 HepG2-Zellen/well in 12-well Platten

ausgesät. 16 h später wurde das DMEM/F12-Medium gegen DMEM ausgetauscht. Die

Transfektion mit Hilfe der Calciumphospat-Präzipitation erfolgte weitere 6 h später. Hierzu
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wurden 1-4 µg Plasmid-DNA, 33 mM CaCl2 und BBS (6,5 mM BES, 33 mM NaCl und

0,2 mM Na2HPO4) dem Medium zugegeben und vermischt. Es wurde immer eine

Kotransfektion mit 37,5 pg Renillaluciferase-Plasmid pRL (Promega, Madison,USA) zur

Kontrolle der Transfektionseffizienz durchgeführt. Nach 16-stündiger Inkubation wurden

das Transfektionsmedium entfernt, die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen und mit

DMEM/F12-Medium für weitere 24 h inkubiert. An dieser Stelle wurden 100 µM

Gallensäuren 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) durchgeführt, 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 Hälfte reduziert werden konnten. Die Luciferaseaktivitätsmessung

erfolgte am Luminometer (EG&G Berthold, Bad Wildbad).

2.4.6 Statistik

In den Abbildungen ist jeweils der Mittelwert ± Standardfehler (SEM) angegeben. Dabei

bezieht sich der Mittelwert in den Reportergenassays auf je zwei unabhängige Versuche, die

dreifach durchgeführt wurden. Es wurde ein Student’s t-Test für zwei unabhängige

Variablen durchgeführt, wobei ein Signifikanzniveau von p < 0,05 angenommen wurde.
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2.5 Elektrophoretischer Mobilitäts-Shift-Assay (EMSA)

2.5.1 Herstellung von nukleären Extrakten aus Leber

Die Lebern von AKR/J und C57L/J-Inzuchtmäusen wurden unmittelbar nach deren Tötung

durch Genickbruch entnommen und in flüssigem Stickstoff tiefgefroren bzw. bei –70°C

gelagert, bis sie zur Zellkernextraktion für einen EMSA eingesetzt wurden.

Alle Extraktions- und Zentrifugationsschritte fanden auf Eis bzw. bei 4°C statt. 1/4

Mausleber wurde in Homogenisierungspuffer LHB (0,25 M Sucrose, 10 mM HEPES pH 8,

10 mM MgCl2, 0,1% Triton X-100, 2 mM DTT und einem Proteaseinhibitor-Gemisch aus

100 µM PMSF, 1 µg/ml Pepstatin A, 1 µg/ml Leupeptin und 1 µg/ml Aprotinin) mittels

eines Teflon-Glas-Homogenisators (Heidolph, Kelheim) mit 10-15 Hüben homogenisiert.

Nach Filtration des Homogenisats durch einen Mullstreifen wurde es für 10 min bei

2500 U/min zentrifugiert (Beckman, München). Nachdem das Sediment in 2,5 ml LHB

resuspendiert wurde, wurden 10 ml 2,1 M Saccharosekissen (in LHB) vor erneuter

Zentrifugation für 80 min bei 19000 U/min in der Ultrazentrifuge (Kontron, Neufahrn)

dazugegeben. Das glasige Zellkern-Sediment wurde anschließend in Kernextraktionspuffer

HSB (25% Glyzerin, 0,1 mM EDTA, 1,5 mM MgCl2, 420 mM NaCl und 10 mM HEPES

pH 7,6) gelöst, in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt und nach 30 min Inkubation

10 min bei 13000 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde in Aliquots bei –70°C gelagert.

2.5.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt der nukleären Extrakte wurde photometrisch bei 595 nm mit Hilfe des

Bradford Reagenz (Biorad, München) bestimmt [65].

2.5.3 Oligonukleotide

Einzelsträngige Oligonukleotide (siehe Tab. 2-1) wurden von der Firma MWG (Ebersberg)

bezogen. Um doppelsträngige Oligos zu erzeugen, wurden die passenden sense und

antisense- Stränge 10 min bei 95°C in Anwesenheit von 10 mM Tris/HCl, pH 7,5, 50 mM

n
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NaCl und 200 µM EDTA inkubiert und anschließend bei Raumtemperatur abgekühlt. 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 für die EMSAs

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 doppelsträngiger DNA-Sonden

Die radioaktive Markierung der DNA erfolgte durch Anhängen von 32P-ATP durch die T4-

Polynucleotidkinase (New England Biolabs, Frankfurt) nach Angaben des Herstellers. Die

radioaktiv markierten Sonden wurden über eine Sephadex-Säule (Amersham Pharmacia

Biotech, Freiburg) aufgereinigt.

2.5.5 EMSA

Im elektrophoretischen Mobilitäts Shift Assay wird die Bindung von Transkriptionsfaktoren,

z. B. aus nukleären Leberextrakten, an potenzielle Bindungsstellen für Transkriptions-

faktoren einer DNA-Sequenz (hier aus Intron1) überprüft.

10 µg Kernextrakt wurden bei Raumtemperatur mit 25.000 cpm der radioaktiven Sonde in

25 mM Hepes pH 7,6, 50 mM KCl, 0,5 mM DTT, 0,5 mM NaEDTA, 5 mM MgCl2,

10% Glyzerin, 0,5 µg/µl Poly(dIdC)•Poly(dIdC) und den unter Kap. 2.5.1 beschriebenen

Proteinase-Inhibitoren inkubiert. Als Kontrolle für die spezifische Bindung wurde ein 200-

facher Überschuss nichtmarkierter Oligonukleotide (20 pmol/Ansatz), entweder identisch

mit dem radioaktiv markierten Oligonukleotid (spezifische Kompetition) oder einer anderen

Nukleotidsequenz (unspezifische Kompetition), eingesetzt. Die Spezifität wurde außerdem

durch Zugabe eines Antikörpers (Santa Cruz, Heidelberg) für den potenziell bindenden



Material und Methoden 21

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, München) sichtbar gemacht.

2.6 Bakterielle artifizielle 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 enthält die gesamte

genomische DNA in 11,2-facher Kopienzahl im BAC-Vektor pBACe3,6 (Abb. 2-2) mit

einer durchschnittlichen Fragmentlänge von 197 kb.

Die Bibliothek wurde nach Abcb11-positiven BACs durchsucht, um das Abcb11-Gen zu

sequenzieren bzw. seine Struktur aufzuklären und eine BAC-transgene Maus für Abcb11

herstellen zu können.

2.6.2 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Zur Identifizierung Abcb11 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 überlappender Oligos in Anwesenheit von 100 ng/µl BSA,

OLB-Puffer und 2 U Klenow Fragment mit 32P-dCTP 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Zur Aufreinigung wurde eine Sephadex-Säule (NucTrap Column, Stratagene, Amsterdam,

NL) eingesetzt. Dabei wurde die DNA in 800 µg Lachsspermien-DNA und 400 µM NaOH

aufgefangen und anschließend mit 370 µM HCl und 220 µM TrisHCl, pH 7,6 versetzt. Die

Aktivität 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 über Nacht in Church-Puffer (1%

BSA, 0,5 M EDTA, 1 M NaHPO4 pH 7,2, 20% SDS) mit einer komplexen Probe aus

radioaktiv markierter Sonde und Overgo (je 1x106 – 1x107 cpm).

Die hybridisierten Membranen wurden nach Angaben des Herstellers gewaschen. Die

Autoradiographie erfolgte durch Exposition eines Phosphorscreens für 1,5 bis 3 h, wie unter

Kap. 2.5.5 beschrieben.

Abb. 2-1: BAC-Bibliothek RPCI-23

a) BAC-Vektor pBACe3.6, b) Positives Doppel-Signal (mit Ausschnittsvergrößerung) für einen Klon eines
hybridisierten RPCI-23 Filters und seine Ausrichtung am Koordinatengitter.

2.6.4 Isolierung von BAC-DNA im kleinen Maßstab

Zur schnellen Charakterisierung der von BACPAC-Resources bezogenen Klone wurden

2 ml Übernachtkulturen von Einzelkolonien angeimpft (s. Kap. 2.1). Die BAC-DNA wurde

durch alkalische Lyse isoliert [62]. Anschließend wurde eine PCR mit Abcb11- oder anderen

genspezifischen Primern durchgeführt.

a) b)
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2.6.5 Isolierung und Aufreinigung von BAC-DNA im großen Maßstab

Um größere Mengen ausgewählter BAC-DNAs zur Sequenzierung oder Herstellung einer

BAC-transgenen Maus zu gewinnen, wurden 500 ml Übernachtkulturen angesetzt. Diese

wurden mit dem Nucleobond AX–Kit (Macherey-Nagel, Düren) nach Herstellerangaben

präpariert und in 500 µl Injektionspuffer (10 mM TRIS/HCl pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 30 µM

Spermine, 70 µM Spermidine und 100 mM NaCl) resuspendiert, aliquotiert und bei –20°C

gelagert.

2.6.6 Quantifizierung des BAC-DNA Gehaltes

Ein Aliquot der isolierten BAC-DNA wurde durch einen NotI-Restriktionsverdau (s.

Kap. 2.1.2) linearisiert und ihre Konzentration in einem 1%-igem Agarose-Schätzgel

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

2.6.7 Größenbestimmung der BAC-Inserts durch Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

Zur Charakterisierung der BACs, d. h. ihrer Größenbestimmung, sowie Überprüfung des

Inserts auf interne NotI-Schnittstellen wurde ein NotI-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 über

Nacht in der PFGE (CHEF DR III, Biorad, München) aufgetrennt. Als Marker diente eine

50 kb-λ-Leiter (Promega, Madison, USA).

Das Protokoll war wie folgt: Anfangs-Switch-Zeit 10 sek, End-Switch-Zeit 50 sek bei 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 Gel wurde nach Ablauf der 15 h in einer Ethidiumbromid-Lösung (50 µg / 100 ml H2O)

für 20 min gefärbt und dokumentiert (s. Kap. 2.1.4).
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2.6.8 BAC-DNA-Sequenzierung

80-1000 ng BAC-DNA wurden für 30 min bei 60°C inkubiert. Dann wurden sie in einem

40 µl Reaktionsansatz mit 12 µl Big Dye Terminator Reaction Mix (Applied Biosystems,

Weiterstadt) und 0,5 µM des entsprechenden Primers bei 95°C für 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 über Centrisep-Säulen (Princeton Seperations, emp Biotech, Berlin)

gereinigt. Die Auftrennung im Kapillar-Sequenzierer  ist in Kap. 2.2.4 dargestellt.

2.7 Abcb11 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 für Abcb11 hergestellt. Nach Identifizierung und Isolierung des

Abcb11-positiven Klons RP23-291P1 (s. Kap. 2.6), wurde die BAC-DNA im Jackson Labor

nach Standardprotokollen [66] mikroinjiziert.

Um eine ausreichende Anzahl präimplantierter Embryonen (Einzell-Stadium vor der

Kernverschmelzung) für die Mikroinjektion zu gewinnen, wurden je Injektionsrunde 10-20

Weibchen der Inzuchtstämme AKR/J, CBA/J und 129S1/SvImJ superovuliert. Dazu wurden

die Mäuse mit PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotropin) intraperitoneal injiziert. 24 h

später erfolgte eine Injektion mit hCG (human Chorionic Gonadotropin) und die

anschließende Verpaarung der Weibchen mit Männchen des entsprechenden

Inzuchtstammes.

48 h später wurden die trächtigen Weibchen getötet, um die fertilisierten Eizellen zu

gewinnen. Die BAC-DNA wurde nach Abtrennen der Embryonen von den Cumuluszellen in

einen Pronukleus mikroinjiziert. Anschließend wurden je 15 bis 30 der injizierten

Embryonen unter Narkose in die beiden Eileiter scheinträchtiger F1-Empfängerweibchen des

Hybridstammes (C57BL6/J x Balb/cByJ) F1 transferiert. Die Empfängerweibchen wurden

durch Verpaarung mit vasektomierten Männchen scheinträchtig.
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Der Maus-Inzuchtstamm 129S1/SvImJ erwies sich als der für Superovulation,

Lebensfähigkeit der Embryonen und Verträglichkeit mit dem Empfängerstamm als der

geeignetste und lieferte zwei transgene Founder-Mäuse. Auf sie begründen sich die beiden

BAC-transgenen Linien 129S1/SvImJ-Tg(RP23-291P1)1flp und 129S1/SvImJ-Tg(RP23-

291P1)2flp. Der Name eines BAC-transgenen Mausstammes setzt sich zusammen aus dem

Stamm, in den injiziert wurde, dem offiziellen Namen des BAC-Klons und einer Nummer,

die die Linie identifiziert sowie einem Kürzel der Experimentatoren.

2.7.2 Versuchstiere und Haltung

Die beiden BAC-transgenen Founder-Mäuse wurden mit 129S1/SvImJ-Inzuchtmäusen

verpaart, um zwei hemizygote Linien zu etablieren. Die Mäuse wurden in Temperatur-

kontrollierten Räumen (22-23°C) bei einem 12-stündigen Licht-Dunkel-Zyklus in

Gemeinschaftskäfigen mit bis maximal 5 Tieren gehalten. Futter (Zuchtdiät 1314

Ratte/Maus, Altromin, Lage) und Wasser standen ad libitum zur Verfügung. Nach dem

Abstillen erhielten alle Nachkommen Ohrmarkierungen und wurden anschließend

genotypisiert. Alle Tierversuche wurden gemäß § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes durch das

Regierungspräsidium Köln begutachtet und genehmigt.

2.7.3 DNA-Isolierung

Für die Bestimmung transgener Mäuse mittels PCR wurde DNA aus Mausschwänzen

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 µl Elutionspuffer

eluiert.

2.7.4 Identifizierung transgener Mäuse

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 µl isolierter Schwanz-DNA wurden in 25 µl Reaktionsansätzen amplifiziert. Diese

enthielten neben 200 nM der beiden Primer, 20 mM Tris/HCl, pH 8,55, 1,5 mM MgCl2,

1,6 mM (NH4)2SO4 sowie 200 µM Deoxynucleosidtriphosphate und 1 U Polymerase.

Nachdem die DNA 5 min bei 95°C denaturiert wurde, folgten 35 PCR-Zyklen, bestehend

aus: 30 sek Denaturierung bei 95°C, 1 min Annealing bei 52°C und 30 sek Elongation bei

72°C; es schloss sich ein weiterer Elongationsschritt für 10 min bei 72°C an.

Die Analyse erfolgte durch Auftrennung der Fragmente im 1,5%-igen Agarosegel

(s. Kap. 2.1.4).

Tab. 2-1: DNA-Sequenzen der Primer für die Genotypisierung BAC-transgener Mäuse

Primer DNA-Sequenz (5‘-3‘) Amplikonlänge (bp)

T7  taatacgactcactataggg
BacEnd30rp3 ctggtgtcacggtccatcttg

367

SP6 gtcgacatttaggtgacactatag
BacEnd30rp2 cccattcagaccagctgagagc

290

2.7.5 Southern Blot zur Untersuchung des integrierten BACs

Zur Integritätsbestimmung des BACs in den transgenen Linien wurde ein Southern Blot

durchgeführt. Durch Hybridisierung der mit HindIII 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 Integrität des Abcb11-Gens überprüft werden.

Parallel dazu wurde die BAC-Kopienzahl in den transgenen Linien bestimmt. Dazu wurde

neben den DNAs transgener Mäuse 129S1-DNA allein bzw. mit 1, 3 und 5 zusätzlichen

Kopien des BACs auf das 0,7%ige Agarosegel aufgetragen.

Der Southern Blot wurde nach Sambrook et al. [62] durchgeführt. Nach 3-stündiger

gelelektrophoretischer Auftrennung von 10 µg verdauter und NaAc/Ethanol-gefällter

DNA/Bande bei 75 V wurde die DNA im „Upward“-Blot-Verfahren über 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–

stündiger Prähybridisierung mit Slurp-Lösung (0,2 mM Dextransulfat, 40% Formaldehyd, 4

x SSC, 1,6% 50 x Denhardt‘s Lösung – 0,025 mM Ficoll, 0,25 mM Polyvinylpyrrolidone,

0,14 M BSA – 10 mg DNA, 7 mM Tris/HCl, pH 7,4) über Nacht bei 42°C mit � 109 cpm/µg

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 bei 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 über Nacht einem Phosphorscreen exponiert wurde.

2.7.6 RNA-Isolierung

Die Isolierung von RNA aus Leber für 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 µl DEPC-H2O

resuspendiert. Die Konzentration wurde mit einem Photometer bestimmt. Eine optische

Dichte von 1 bei 260 nm entspricht 40 µg/ml einzelsträngiger RNA.

2.7.7 Northern Blot zur Untersuchung der Abcb11-Expression

Je 20 µg 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 al. [62] aufgetrennt. Das Gel wurde 30 min in 50 mM NaOH denaturiert,

in H2O gewaschen und 2 mal 15 min in 0,1 M Tris/HCl, pH 7,5 neutralisiert. Nach 5

minütiger Inkubation des Gels in 20 x SSC (1,5 M NaCl, 0,15 M NaCitrat) wurde die RNA

im „Upward“-Blot-Verfahren über 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/HCl, pH 8 mit 0,1% SDS, 1 M NaCl und 1 mM EDTA gebadet. Nachdem die Membran

für 1 h bei 42°C mit Slurp-Lösung (s. o.) inkubiert wurde, wurde sie mit einem 32P-dCTP

markierten 3‘-Fragment der Abcb11-cDNA (s. Kap. 2.6.2  und 2.7.5.) über Nacht bei 42°C

hybridisiert.
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Nach 30-minütigem Waschen bei 42°C mit 1x SSC, 0,1% SDS, 15-minütigem Waschen bei

42°C mit 0,1x SSC, 0,1% SDS und 15-minütigem Waschen bei 61,5°C mit 0,1 x SSC, 0,1%

SDS wurde die Membran über 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-

minütiges Waschen mit 0,05x SSC, 0,01 M EDTA und 0,1% SDS bei 90°C entfernt.

Anschließend wurden die Blots zur Ladungskontrolle mit Ubiquitin hybridisiert.

Die Banden wurden durch das digitale Fluor S Multiimager CCD-Kamera-System

eingelesen und mit Hilfe des Densitometrie-Programms Quantity One (Biorad, München)

analysiert. Die Ergebnisse stellen den Quotienten aus Probe und mittlerer Bande der

Ubiquitin-Kontrolle dar.

2.8 Induktion der Gallensteinentstehung

2.8.1 Lithogene Provokationsdiät

Um einen Effekt des Transgens auf die Gallensteinentstehung zu untersuchen, wurden 6 bis

8 Wochen alte BAC-transgene Mäuse, sowie ihre nicht-transgenen Geschwister als

Kontrolltiere, mit einer lithogenen, d. h. einer cholesterin- und fettreichen sowie cholsäure-

haltigen Diät gefüttert. Diese enthielt 1,25% Cholesterin, 17,32% Butterfett,

0,5% Cholsäure, 0,98% Maisöl, 48,81% Saccharose, 19,33% Kasein sowie Vitamine und

Mineralien. Die Fütterung erfolgte in Gruppen zu je 4 männlichen und 4 weiblichen

transgenen Mäusen der Linie 129S1/SvImJ-Tg(RP23-291P1)1flp, je 4 männlichen und 4

weiblichen transgenen Mäusen der Linie 129S1/SvImJ-Tg(RP23-291P1)2flp und  je

8 männlichen und 8 weiblichen Kontrolltieren über einen Zeitraum von 0, 2, 4 und 8

Wochen.
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2.8.2 Phänotypisierung

Nach Fütterung der lithogenen Provokationsdiät wurden die Mäuse mit Isofluran (Abbott,

Wiesbaden) betäubt und durch Genickbruch getötet. 100-300 µl 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 Eröffnung des Bauchraumes wurden Leber und

Milz entnommen. Die Leber wurde gewogen und in flüssigem Stickstoff tiefgefroren, bis sie

zur weiteren Verarbeitung bei –70°C gelagert wurde. Nach Entnahme der Gallenblase unter

Ligatur des Ductus cysticus wurde diese zur Volumenbestimmung unter der Annahme, dass

die Gallenflüssigkeit eine Dichte von 1 g/ml hat, auf einer Feinwaage (Sartorius, Göttingen)

gewogen. Anschließend wurde die Gallenblase geöffnet und die Galle auf einem

Objektträger zur mikroskopischen Untersuchung (im Polarisationslicht) ausgestrichen.

Es wurde eine semiquantitative Dokumentation des Mucins und der Cholesterin-Lipid-

Komplexe nach kleinen Flüssigkristallen, aggregierten Flüssigkristallen, fusionierten

Flüssigkristallen, Cholesterin-Monohydratkristallen, Cholesterin-Nadeln, aggregierten

Monohydratkristallen und sandigen Steinen von 0 bis 4 vorgenommen. Außerdem wurde die

Anzahl der echten Gallensteine bestimmt. Mittelwerte ± SEM wurden berechnet. Die

Signifikanz der Ergebnisse wurde mit Hilfe des Student‘s-t-Tests überprüft, wobei ein

Signifikanzniveau von p < 0,05 angenommen wurde.

Mucin ist im Durchlicht als amorphe, filamentöse Struktur zu sehen. Kleine Flüssigkristalle

(unilamellare Cholesterin-Phospholipid-Vesikel) sind im Durchlicht als Tröpfchen mit etwa

5 µm Durchmesser zu erkennen. Diese können sich zu aggregierten Flüssigkristallen

zusammenlagern. Bei fusionierten Flüssigkristallen handelt es sich um multilamellare

Vesikel, deren Durchmesser von 2,5 bis 15 µm variieren. Im Polarisationslicht sind die

fusionierten Flüssigkristalle doppelbrechend und zeigen eine Malteserkreuz-artige Struktur.

Cholesterin-Monohydratkristalle sind flache Parallelogramme mit einer Kantenlänge von

10 bis 150 µm, die im Polarisationslicht doppelbrechend erscheinen. Die Winkel der Ecken,

die häufig abgebrochen sind, betragen typischerweise 79° und 101°. Cholesterin-Nadeln sind

im Polarisationslicht doppelbrechende nadelförmige Cholesterinkristalle, die aus

wasserfreien Cholesterinkristallen bestehen [67]. Cholesterin-Monohydratkristalle können

auch zu größeren Formationen aggregieren. Wenn sie mit Mucingel Agglomerate bilden,
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entstehen sandige Steine mit unregelmäßiger Oberfläche, 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,

kugelförmige Objekte mit weiß-gelblicher Farbe und glatter Oberfläche. 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 für Klinische Chemie und Pathobiochemie der RWTH

Aachen (Prof. Dr. Gressner) mittels Infrarotspektroskopie nach Hesse et al. [68] auf ihre

Bestandteile untersucht. Hierzu wurden die Gallensteine in einem Achatmörser zerrieben

und mit KBr bei 8 t/cm zu Pellets gepresst. Infrarotspektren einer Wellenlänge von 4000 cm–

1 bis 400 cm-1 wurden aufgenommen und rechnergestützt mit einem Standardspektrum von

Cholesterin verglichen [69].
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3 ERGEBNISSE

3.1 Molekulare Analyse des Gallensäurentransporter-Gens Abcb11

Kartierungsexperimente zeigten, dass der kanalikuläre Gallensäurentransporter der Leber

(Abcb11) mit dem Gallensteinlocus Lith 1 kolokalisiert [27, 43]. Darüber hinaus wird

Abcb11 in Gallenstein-sensitiven (C57L) und -resistenten (AKR) Mäusen auf mRNA- und

Proteinebene differenziell exprimiert [60, 61]. Die strukturelle Ursache hierfür ist nicht

bekannt und sollte durch eine molekulare Analyse des Abcb11-Gens untersucht werden.

3.1.1 Ermittlung der Abcb11-Sequenz und Genstruktur

Zu Beginn der Untersuchungen waren lediglich Fragmente der murinen cDNA-Sequenz

bekannt. Kenntnis der cDNA-Sequenz und der Genstruktur von Abcb11 sind aber für

weiterführende, molekulare Vergleichsanalysen zwischen Mausinzuchtstämmen

(Intraspezies-Vergleich) bzw. zwischen Maus und Mensch (Interspezies-Vergleich)

unabdingbar. Deshalb wurden ein 3893 bp langes cDNA-Fragment sowie ein überlappendes

1001 bp langes Fragment am 3‘-cDNA-Ende amplifiziert und nach Klonierung in den

Vektor pBluescript SK- sequenziert. Am 5‘-Ende wurde ein überlappendes 195 bp langes

Fragment von genomischer DNA kloniert, um den nicht genau definierten

Transkriptionsstart einzuschließen. Mit Hilfe der Methode des Primerwalkings auf diesen

Klonen wurde so die cDNA-Sequenz vervollständigt. Sie ist identisch mit der

zwischenzeitlich veröffentlichten Abcb11-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 zwei 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 vollständige 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 Abcb11-positive Klone

identifiziert. Nach Isolation der BAC-DNA aus Bakterien-Flüssigkulturen wurde die Größe

der detektierten Abcb11-positiven Klone durch einen Restriktionsverdau und anschließende

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

Abcb11 schrittweise bis –5485 bp sequenziert.

M MBACs

250

150
100

300

50

200

kb

Vektor

Abb. 3-1: Größenbestimmung der BAC-Klone in der PFGE

Auftrennung von 10 µl BAC-DNA in einem 1%-igem Agarosegel. Als Größenstandard (M) diente eine 50 kb-
λ-Leiter.

Während der fortschreitenden eigenen Sequenzierungen wurde ein Antrag zur

Sequenzierung des kompletten Abcb11-positiven BACs RP23-291P1 bei der Trans NIH

Mouse Initiative (http://www.nih.gov/science/models/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 öffentlichen Maus-

Genomprojektes ist.
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Ein Vergleich der cDNA und der von der Trans NIH Mouse Initiative erzeugten

genomischen Sequenz von Abcb11 ermöglichte dann die vollständige Bestimmung der

Genstruktur mit ihren Exon-Intron-Grenzen (Abb. 3-2). Das Abcb11-Gen der Maus ist

104.322 bp lang. Die Größen 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 Translationsstart-Codon befindet sich in

Exon 2 an Position +99 vom Transkriptionsstart (nach R. Green [56]), das Translationsstop-

Codon in Exon 28 an Position +4064. Daraus ergibt sich ein 3.966 bp großer offener

Leserahmen in der 4.866 bp langen cDNA.

Exon Intron

1271

4009

2781

2396

1821152851073

3316 2464 1641

730 1284 1929418 4720 3611

8255 3818 1638

4257

91  2119 8295

2762 2183

Promotor 1 2 3 4 5 6

7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18

19 20 22 23 24

25 26 27 28

21

13159

4130

 1  71  72   174  175  196   197   248  249            487    488  575

 576   709  710     881  882  1006     1007    1181   1182  1295    1296  1406

  1407  1532    1533     1736   1737   1907    1908     2109    2110  2179    2180   2279

  2280    2441    2442  2546   2547  2708     2709     2912     2913           3154     3155   3311

  3312       3509    3510     3716     3717   3863    3864                                                                                   4866

  99 ATG

  4064 TGA

Abb. 3-2: Schematische Darstellung der Struktur des Abcb11-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 Länge
in bp. Unterhalb der Exons befindet sich ihre Start- und Endposition ab Transkriptionsstart auf cDNA-Ebene.
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3.1.2 Identifizierung unbekannter Exons im Intron 1

Durch den Vergleich der Abcb11-Genstruktur mit der anderer Abc-Transporter, insbesondere

Abca1 [70] stellte sich die Frage nach weiteren unbekannten Exons außerhalb der

veröffentlichten cDNA-Sequenz. Ein Alignment der cDNA-Sequenz von Abcb11 der Ratte

mit der Sequenz der Maus ergab eine 90%ige Übereinstimmung 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 Translationsstart). Die Basenpaare 93 bis

151 der Ratte ergaben im Alignment mit der genomischen Maus-Sequenz des BACs RP23-

291P1 eine Übereinstimmung zu Position +12.846 bis +12.941 im ersten Intron. Die

Existenz dieses zusätzlichen Exons (1z) wurde mittels PCR von cDNA überprüft. Die

anschließende Sequenzierung der amplifizierten Bande ergab eine tatsächliche Länge von

156 bp (Position +12.833 bis  +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 des Abcb11-Gens zwischen Gallenstein-sensitiven

(C57L) und -resistenten (AKR) Mäusen

Mehrere QTL-Analysen weisen auf einen strukturellen Unterschied im Lith 1-Locus, in dem

sich das Kandidatengen Abcb11 befindet, zwischen den beiden Mausinzuchtstämmen C57L

und AKR hin [27], (Beverly Paigen unveröffentlichte Ergebnisse). Die Abcb11-Sequenz

sollte daher vergleichend zwischen C57L und AKR analysiert werden, um das Gen nach

möglichen Mutationen zu untersuchen, die für die Entstehung von Gallensteinen im

sensitiven Stamm C57L ursächlich sein könnten. Die Sequenzierung von je drei unabhängig

voneinander erzeugten cDNAs ergab, dass die cDNA der beiden Stämme identisch ist.

Deshalb wurde der Vergleich im Folgenden auf regulatorische Bereiche ausgedehnt, die die

differenzielle Phospholipidsekretion bedingen könnten. Zur Regulation des Abcb11-Gens

war inzwischen nur bekannt, dass es über 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 Nr1h4) und RXR (offizielles
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Gensymbol Nr2b1) gehören zur Familie der nukleären Rezeptoren. Vor kurzem wurde

gezeigt, dass Gallensäuren 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 stromaufwärts 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 könnte auf

zusätzliche regulatorische Bereiche hinweisen. Während 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 bei –3.757 als Cytosin/Thymidin-Transition

im Gallenstein-sensitiven Stamm C57L verifiziert (Abb. 3-3, Tab. 3-1). Er liegt in einem

Repeat-Element (Lx8), einem LINE1-Fragment rekombinativen Ursprungs. LINEs (Long

Interspersed Repeats) sind Pseudogene oder Pseudogenfragmente von

Wiederholungssequenzen, die in großer Zahl im Genom vorkommen [76]. Für andere Gene

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

AKR

C57LC57
L

C57
L

C57
L

C57
L

AK
R

AK
R

AK
R

AK
R

Abb. 3-1: Detektion des Polymorphismus 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 überprüft und die
Position des Polymorphismus bestimmt.
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Die vergleichende Sequenzierung zwischen AKR und C57L des ersten Introns von Abcb11

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 zwei weitere

Einzelnukleotid-Austausche befinden sich in einem Mikrosatelliten der (CAAAA)n-Familie.

In anderen Genen konnte ein quantitativer Effekt solcher kurzer Wiederholungssequenzen

auf den Phänotyp nachgewiesen werden [79]. Es konnten keine Polymorphismen zwischen

AKR und C57L in den im Intron 1 liegenden Exons 1y und 1z (s.Kap. 3.1.2) detektiert

werden.

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

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

Position ab
Transkriptions-

start
Region

Position ab Start
Intron1 C57L AKR Polymorphismus

-3757 5‘-Region - T C Transition
373 Intron1 302 A G Transition

1531 Intron1 1460 A C Transversion
1554 Intron1 1483 G - G-Insertion

2213-2217 Intron1 2142-2146 AAAAC - AAAAC-Insertion
2239 Intron1 2168 A C Transversion

2241/2242 Intron1 2170/2171 C CAA CAA-Deletion
2245 Intron1 2174 C A Transversion
2251 Intron1 2180 C G Transversion
2284 Intron1 2213 G A Transition
2355 Intron1 2284 G A Transition
2374 Intron1 2303 A G Transition
2405 Intron1 2334 G T Transversion

2804/2805 Intron1 2733/2734 - T T-Insertion
2858 Intron1 2787 T C Transition
2864 Intron1 2793 C T Transition
2883 Intron1 2812 C T Transition
2909 Intron1 2838 C A Transversion
3118 Intron1 3047 T C Transition

3305/3306 Intron1 3234/3235 - G G-Deletion
3313 Intron1 3242 C - C-Insertion
3315 Intron1 3244 A C Transversion
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3.1.4 Haplotyp-Analyse der Abcb11-Polymorphismen in Gallenstein-sensitiven und

-resistenten Mausinzuchtstämmen

Die identifizierten Polymorphismen wurden bei verschiedenen Mausinzuchtstämmen, deren

Gallensteinprädisposition bekannt ist, hinsichtlich einer Korrelation der Polymorphismen mit

der Prädisposition untersucht. Dabei wurden der 5‘-Polymorphismus im Lx8-Element und

ein Fragment des Introns (Mikrosatellit, s. Kap. 3.1.3) berücksichtigt.

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 berücksichtigt, entfällt die Assoziation für die

Stämme Cast/Ei und DBA/2J.

Tab. 3-2: Analyse der Polymorphismen im 5‘-Bereich und Intron1 zwischen Mausinzuchtstämmen

Aufgelistet sind verschiedene Mausinzuchtstämme in ihrer Rangfolge von einer hohen Anzahl echter
Gallensteine zu einer niedrigen Anzahl. Der Phänotyp Gallensteine, entsprechend C57L, ist grau unterlegt. Für
die Stämme 129P3 und 129X1 sind keine Prädispositionen bekannt. Die Daten sind der Phenome Database
(http://aretha.jax.org/pub-cgi/phenome/mpdcgi?rtn=docs/home) entommen. n.b. = nicht bestimmt.

Mausstamm Lx8 wie: Intron1 wie:
Anzahl echter
Gallensteine
Männchen

Anzahl echter
Gallensteine

Weibchen

Anzahl echter
Gallensteine

gesamt

C3H/HeJ C57L C57L 5,20 0,00 1,90

C57BL/6J C57L C57L 2,50 0,00 0,94

C57L/J 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.

A/J 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 des Abcb11-Gens zwischen Maus und Mensch

Die genomische Abcb11-Sequenz sollte vergleichend zwischen Maus und Mensch analysiert

werden. Da während der Evolution konservierte nicht-codierende Bereiche (CNS =

Conserved Non-coding Sequences) auf eine mögliche regulatorische Bedeutung hinweisen

[80, 81], könnte ein Inter-Speziesvergleich neben dem Intra-Speziesvergleich zwischen AKR

und C57L weitere wertvolle Informationen liefern.

Die Analyse wurde mittels Vista und Pipmaker Software durchgeführt (s.Kap.2.3.2). Sie

ergab einen homologen Bereich in der Promotorregion. Des Weiteren wurden zwei längere

Bereiche im Intron 1 sowie zusätzliche 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 für homologe Bereiche wurde eine Identität >75% über eine
Länge von mindestens 100 bp vorausgesetzt. Für die Vista-Analyse wurde der murine BAC-Klon RP23-291P1,
der das komplette Abcb11-Gen enthält, 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,
     Exons entsprechend des Basis-Organismus Maus,        CNS = Conserved Non-Coding Sequences.
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3.1.6 Identifizierung möglicher Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen

Da Polymorphismen zwischen den beiden Mausinzuchtstämmen eine differenzielle

Regulation des Gallensäurentransporters bedingen könnten, wenn sie sich in regulatorischen

Elementen befinden, wurden ihre Positionen nach möglichen Transkriptionsfaktor-

Bindungsstellen untersucht (s.Kap. 2.3.3).

Die Analyse des 5‘-Bereiches von Abcb11 auf potenzielle, hepatische Transkriptionsfaktor-

Bindungsstellen zeigt keine Kolokalisation mit dem Polymorphismus bei –3.757 zwischen

AKR und C57L (Abb. 3-5a).

Desgleichen wurden die CNS zwischen Maus und Mensch nach möglichen

Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen untersucht. Der konservierte Bereich des Promotors

enthält das regulatorisch bedeutende IR1-Element, die bekannte Bindungsstelle für den

Gallensäurensensor FXR, eine Bestätigung für das wichtige Prinzip dieser Analyse (Abb. 3–

5a). Er weist außerdem ein weiteres potenzielles IR1-Element auf.
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AKR  ttcagaagatgctac ttctctgtggtcctt cccaacctccaattc ttacaattcttcctt cccttcgctcacaat ggtctctaagccctc -3733
C57L ttcagaagatgctac ttctctgtggtcctt cccaacctccaattc ttacaattcttcctt ccctttgctcacaat ggtctctaagccctc -3733

AKR  agggaggtatcccat ttatagctaagcact ccacagtcttattta tcttctgcactttga tcagttctgggtttc tgtgttggccaccat -3643
C57L agggaggtatcccat ttatagctaagcact ccacagtcttattta tcttctgcactttga tcagttctgggtttc tgtgttggccaccat -3643

AKR  ataccataccaagaa acttctctgataagt cctgagaactacttt aatctttaaacagat tggtgtggcttattt ctaagggtctac... -3753
C57L ataccataccaagaa acttctctgataagt cctgagaactacttt aatctttaaacagat tggtgtggcttattt ctaagggtctac... -3753

AKR  ...cagatcactgag ggcctgcaacccagg atgtcacaagggtca cttcaaatagagcag agacgataagaagta gtttggtcctgttag  -313
C57L ...cagatcactgag ggcctgcaacccagg atgtcacaagggtca cttcaaatagagcag agacgataagaagta gtttggtcctgttag  -313

AKR  atttttttaaagtta ctttttaaaacctag ggcttaaaaaagaag agtcgggcctctcac caggctctctaccat gaggccccactctcg  -223
C57L atttttttaaagtta ctttttaaaacctag ggcttaaaaaagaag agtcgggcctctcac caggctctctaccat gaggccccactctcg  -223

AKR  ggcaactgggcattt tctaaagcttgttga taccctcagaaggtc cccacgcactctggg tttgggttcctgctt tgagtatgttcgacc  -133
C57L ggcaactgggcattt tctaaagcttgttga taccctcagaaggtc cccacgcactctggg tttgggttcctgctt tgagtatgttcgacc  -133

AKR  tttcctctcatgtca ctgaactgtgctaga tctggactttaggcc attgacctataagca aatagatagtgttct taaaaaagcctgatt   -43
C57L tttcctctcatgtca ctgaactgtgctaga tctggactttaggcc attgacctataagca aatagatagtgttct taaaaaagcctgatt   -43

AKR  tctgttcaatgcttt 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 Exon1 (in Großbuchstaben). 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. Mögliche
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen, die mit den Polymorphismen oder CNS in Maus und Mensch
kolokalisieren sind durch Pfeile markiert.   Strukturelemente, die mit Polymorphismen oder homologen
Regionen überlappen.

Von den Intron 1-Polymorphismen zwischen den Inzuchtmäusen kolokalisieren einige mit

möglichen Bindungsstellen für die hepatischen Transkriptionsfaktoren  HNF3β (Hepatocyte

Nuclear Factor 3β), HFH2 (HNF Forkhead Homolog), C/EBPα (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 für C/EBPβ  und LXRα (Liver X Receptor α). LXRα gehört wie

FXR zur Familie der nukleären Rezeptoren und zeichnet sich durch ein DR (Direct

Repeat) 4-Element als Bindungsstelle aus. Ein DR4-Element setzt sich aus zwei

Hexamerwiederholungen zusammen, die durch 4 Nukleotide voneinander getrennt sind.

LXRα wird in der Leber exprimiert und beeinflusst als Oxysterolrezeptor Gene wie die

Lx8-Repeat

HNF3ββIR1 IR1
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Cholesterin-7-α-Hydroxylase Cyp7a1, die an der Cholesterinhomöostase beteiligt sind [82,

83].

AKR  GGGTGTACAACCCTG ACTTTCCACAGTGGC GTCTCTCGCTTCTCC TGGCTCCCTCAAATT CACATCTGTAGgtaa gtgactctcatt...    90
C57L GGGTGTACAACCCTG ACTTTCCACAGTGGC GTCTCTCGCTTCTCC TGGCTCCCTCAAATT CACATCTGTAGgtaa gtgactctcatt...    90

AKR  ...aaaaaagaggtc acccaaaataaaaac cccagagagatgtcc tttaaacttggcatt atagaagcatgattt gaactaataatc...   450
C57L ...aaaaaagagatc acccaaaataaaaac cccagagagatgtcc tttaaacttggcatt atagaagcatgattt gaactaataatc...   450

AKR  ...gcctgtgtttgt cccctttcatctgga gtatctcggaggccc ctcattcgtccccat cgctggatgctctca tcccttaggttctca  1530
C57L ...gcctgtgtttgt cccctttcatctgga gtatctcggaggccc ctcattcgtccccat cgctggatgctctca tcccttaggttctca  1530

AKR  cggacaatccatgca gacgctgg-ctccac ccttctgctcgactg tgctcttccaggagc tgatgcaaatgttct aagatagaaaagtca  1620
C57L aggacaatccatgca gacgctgggctccac ccttctgctcgactg tgctcttccaggagc tgatgcaaatgttct aagatagaaaagtca  1620

AKR  ctgctgaggctacca gttatggtcatggga ctgacctccagtgtt cggctctgaattgat aagattccatctttt atcaaaaggaaactt  1710
C57L ctgctgaggctacca gttatggtcatggga ctgacctccagtgtt cggctctgaattgat aagattccatctttt atcaaaaggaaactt  1710

AKR  caccctagttgaaca gaagcacatatatat agtaggcaggttaaa tatcacatgtcatgg aacagagagggacac tgggggttttgtggt  1800
C57L caccctagttgaaca gaagcacatatatat agtaggcaggttaaa tatcacatgtcatgg aacagagagggacac tgggggttttgtggt  1800

AKR  caaataagagttctt gaggtgttcctactt acacagccaagtcag ataaccattatgtag aaatcttaatttcct gctttaaactgctag  1890
C57L caaataagagttctt gaggtgttcctactt acacagccaagtcag ataaccattatgtag aaatcttaatttcct gctttaaactgctag  1890

AKR  attctccgatgttac agaaaattgattttt ctgaaaggcttgaaa attctcagtcctttc ctcagagatttggga gagataaaaataatt  1980
C57L attctccgatgttac agaaaattgattttt ctgaaaggcttgaaa attctcagtcctttc ctcagagatttggga gagataaaaataatt  1980

AKR  cattacatggaattt cagaggaaaagcgaa taacattaaattttg ttttcagctctgaat tatgtgttattaatt taaaatttttat...  2070
C57L cattacatggaattt cagaggaaaagcgaa taacattaaattttg ttttcagctctgaat tatgtgttattaatt taaaatttttat...  2070

AKR  ...gtaggactcagc aacattgtgactgct tcagttgataacaaa acaaaac-----aac taacaaaccaaacaa caacaacaaaaaact  2247
C57L ...gtaggactcagc aacattgtgactgct tcagttgataacaaa acaaaacaaaacaac taacaaaccaaacaa caaaaa---aaacct  2247

AKR  tctgatagtctcaag cacctgccaaacctg tttgtcattgagaat cggattcctacctca ttgctagggtttcag agactaacaggacta  2337
C57L tctcatagtctcaag cacctgccaaacctg tttgtcgttgagaat cggattcctacctca ttgctagggtttcag agactaacaggacta  2337

AKR  ctacaagccgtttcc agaactgttcctgag tcagccgatgggtga agatgtggtctaata cagattgtttgcatt ctacactgtaat...  2427
C57L ctacaagccgtttcc aggactgttcctgag tcagccaatgggtga agatgtggtctaata cagattggttgcatt ctacactgtaat...  2427

AKR  ...accacatttttt tttctttttggtttt tcgagacagggtttc tctgtgtagccctgg ctgtcctggaactca ctttgtagaccaggc  2876
C57L ...accacatttttt tt-ctttttggtttt tcgagacagggtttc tctgtgtagccctgg ctgtcctggaattca ctctgtagaccaggc  2876

AKR  tggccttgaactcag aaatctgcctgcctc tgactcctgagtgct gcccggcttttcacc acatttaatgctaaa aattcttcagtg...  2966
C57L tggcctcgaactcag aaatctgcctgcctc tgcctcctgagtgct gcccggcttttcacc acatttaatgctaaa aattcttcagtg...  2966

AKR  ...ccaattctcaca gaaatactgatgaat gcctttggccccgag acctgtgtcctgtga actatgtcaagaaga ggatcatagcactac  3146
C57L ...ccaattctcaca gaaatactgatgaat gcctttggccccgag acctgtgtcctgtga attatgtcaagaaga ggatcatagcactac  3146

AKR  ttagacacagacata agcaatctcacagcg ctaacctcagaccta ctctgaaagcataca tagtaaaacgaaaaa ac-acagaatagtta  3325
C57L ttagacacagacata agcaatctcacagcg ctaacctcagaccta ctctgaaagcataca tagtaaaac-aaaaa accaaagaatagtta  3325

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

Die Sequenz beginnt mit Exon 1, dargestellt in Großbuchstaben, 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. Mögliche Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen, die mit den
Polymorphismen oder CNS von Maus und Mensch kolokalisieren sind durch Pfeile markiert.  Struktur-
elemente, die mit Polymorphismen oder homologen Regionen überlappen.

HNF3 ββ  / HFH2     HNF3 ββ

C/EBPαα  / NFY

C/EBPαα  / HNF3ββ  / HFH2

C/EBPββ

(CAAAA)n-Repeat

B1_MM-Repeat

HNF3ββ  / HFH2

HNF3ββ

DR4

C/EBPββ
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3.2 Regulatorische Untersuchungen des Abcb11-Gens

Wie in Kap. 3.1.3 erwähnt, ist zur Regulation des Abcb11-Gens bislang nachgewiesen

worden, dass es eine Bindungsstelle für den nukleären Rezeptor FXR, den

Gallensäurensensor der Zelle, besitzt [71, 73]. Durch Gallensäuren, insbesondere

Chenodeoxycholsäure (CDCA) kann die Abcb11-Aktivität gesteigert werden. Diese

Ergebnisse konnten in HepG2-Zellen durch Dualluciferase-Assays unter Einsatz eines

Minimalpromotor-Konstruktes von Abcb11 reproduziert werden.

Im Gegensatz zu Ananthanarayanans Experimenten [71] zeigt der Minimalpromotor ohne

Kotransfektion von FXR- und RXR-Expressionsplasmiden hier jedoch keine

Luciferaseaktivität im Vergleich zur Hintergrundaktivität des Leervektors. Die

Kotransfektion mit FXR und RXR führt zu einer 11,2–fachen, die zusätzliche Stimulation

mit 100 µM CDCA zu einer 237,7–fachen Aktivitätssteigerung (Abb. 3-6). Deshalb wurden

alle folgenden Transfektionen in Gegenwart von FXR und RXR durchgeführt, um eine

gegenüber dem Hintergrund messbare Aktvität zu erreichen.
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Abb. 3-6: Die Induktion des Abcb11-Minimalpromotors durch den Gallensäuren-Rezeptor FXR und den
   Retinoid-Rezeptor RXR wird durch Chenodeoxycholsäure (CDCA) stimuliert

Für den Reportergenassay wurden HepG2-Zellen mit 2µg des Abcb11-Minimalpromotor-Konstrukts und
Expressionsvektoren für FXR und RXR (je 150 ng) bzw. dem Kontrollvektor pGL3basic (pGL3b) transient
kotransfiziert. 16 h nach der Transfektion wurden die Zellen für 24 h mit 0,2% Ethanol allein oder mit 100 µM
CDCA in 0,2% Ethanol behandelt. Die Luciferaseaktivität der Lysate wurde gegen die Renilla-
Luciferaseaktivität der Transfektionskontrolle (pRL-TK) normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von
in zwei unabhängigen Experimenten gemessenen Luciferaseaktivitäten, RLUs = Relative Light Units, N = 3-6,
**  p < 0,01.

3.2.1 Funktionelle Untersuchung des 5‘-Polymorphismus im Reportergenassay

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 mögliche funktionelle

Relevanz für die Regulation des Gallensäurentransporters und damit die Cholesterin-

Gallensteinentstehung untersucht werden.
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Deshalb wurde das Lx8-Element von AKR und C57L vor den Minimalpromotor in den

Luciferasevektor kloniert. Wenngleich sich kein Unterschied zwischen den beiden

Mausstämmen aufzeigen lässt, ist eine signifikante Aktivitätsminderung von 0,32 ±0,05 des

Minimalpromotors nach 0,17 ±0,01 durch das Lx8-Element zu verzeichnen (Abb. 3-7).

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

pGl3b Minimalpromotor Lx8-AKR Lx8-C57L

**

Abb. 3-7: Dualluciferase-Assay des 5‘-Polymorphismus im Lx8-Repeat-Element von Abcb11

Für den Reportergenassay wurden HepG2-Zellen mit 2 µg des Abcb11-Minimalpromotor-Konstrukts bzw.
eines für AKR und C57L spezifischen Lx8-Element/Minimalpromotor-Konstrukts und 150 ng der Expressions-
vektoren für FXR und RXR transient kotransfiziert. pGL3b = pGL3basic, Leervektor. Die Luciferaseaktivität
der Lysate wurde gegen die Renilla-Luciferaseaktivität der Transfektionskontrolle (pRL-TK) normiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von in zwei unabhängigen Experimenten gemessenen
Luciferaseaktivitäten, RLUs = Relative Light Units, N = 6, **  p < 0,01.
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3.2.2 Funktionelle Untersuchung der Intron 1-Polymorphismen im Reportergenassay

Da einige der Polymorphismen im Intron 1 mit möglichen Bindungsstellen für hepatische

Transkriptionsfaktoren kolokalisieren (Abb. 3-5b), sollte auch eine Bedeutung dieser

Polymorphismen untersucht werden.

Im Folgenden wurden zwei Intron 1-Fragmente zusätzlich in das Abcb11-Minimalpromotor-

Konstrukt kloniert. Ein kurzes Fragment, welches den Mikrosatelliten und einen Cluster von

Polymorphismen enthält, und ein langes Fragment, welches alle bis zu dem Zeitpunkt

identifizierten Nukleotidunterschiede enthält, wurden ausgewählt.

Der Reportergenassay in HepG2-Zellen zeigt durch das kurze Intron1-Fragment von Abcb11

gegenüber dem Minimalpromotor keine signifikante Luciferase-Aktivitätsänderung. Eine

Transfektion mit  dem langen Intron 1-Fragment führt zu einer 3-fachen Aktivitätssteigerung

gegenüber der Aktivität des Minimalpromotors (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

Für den Reportergenassay wurden HepG2-Zellen mit 2 µg des Abcb11-Minimalpromotor-Konstrukts, eines für
AKR und C57L spezifischen kurzen Intron1-Fragments (+2105 bis +2461), eines für AKR und C57L
spezifischen langen Intron1-Fragment (+43 bis +3210) und 150 µg der Expressionsvektoren für FXR und RXR
transient kotransfiziert. pGL3b = pGL3basic, Leervektor. Die Luciferaseaktivität der Lysate wurde gegen die
Renilla-Luciferaseaktivität der Transfektionskontrolle (pRL-TK) normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte ±
SEM von in zwei unabhängigen Experimenten gemessenen Luciferaseaktivitäten, 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 HNF3β  und

C/EBPα durchgeführt, da mögliche Bindungsstellen für diese mit den in Intron 1

identifizierten Polymorphismen kolokalisieren. Für diese hepatischen Transkriptionsfaktoren

konnte bereits ein Einfluss auf die Expression von Genen, die in der

Gallensäurenhomöostase involviert sind, gezeigt werden [84]. Durch die Kotransfektion

sollte einer möglicherweise zu niedrigen endogenen Konzentration der

Transkriptionsfaktoren in den HepG2-Zellen entgegengewirkt werden.
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Eine Kotransfektion der Intron 1-Fragmente mit  HNF3β  bzw. C/EBPα  in Anwesenheit von

FXR/RXR führt zu einem Abfall der Luciferaseaktivität auf das Hintergrund-

Aktivitätsniveau. Durch Stimulation mit CDCA kann eine deutliche Aktivitätssteigerung

bewirkt werden. Kotransfektion mit HNF3β  in Anwesenheit von CDCA führt zu einem

merklichen Abfall der Luciferaseaktivität. Ein Unterschied zwischen AKR und C57L ist

nicht erkennbar; es bleibt aber festzustellen, dass die Standardabweichungen recht hoch sind.

Die Kotransfektion von C/EBPα in Anwesenheit von CDCA führt sogar zu einer

Aktivitätsminderung in den Hintergrundbereich.

3.2.4 Untersuchung potenzieller Bindungsstellen mittels Elektrophoretischem

Mobilitäts-Shift-Assay (EMSA)

Da in den Dualluciferase-Assays keine unterschiedliche Aktivierung der Stammes-

spezifischen Intron1-Fragmente nachgewiesen werden konnte, sollte mittels eines EMSAs

eine potenzielle Bindung von HNF3β  an den Mikrosatelliten hinsichtlich ihrer

differenziellen Stärke untersucht werden. Ausgewählt wurde ein Oligo von bp +2233 bis

+2252 des Intron1 von Abcb11. Die Inkubation mit nukleärem Leberextrakt ergiebt einen

spezifischen Shift der Bande (Abb. 3.9a). Die Stärke der Banden für das C57L und AKR-

Oligo ist vergleichbar. Dieses Ergebnis ist sowohl mit nukleärem Extrakt von AKR- als auch

C57L-Mäusen reproduzierbar.

Die Bande läßt sich 100% durch nicht-markiertes Oligo kompetitieren. Durch Inkubation mit

einem Oligo der HNF3β-Bindungsstelle des Transthyretin-Promotors [85] lässt sich eine

Teilkompetition erzielen (Abb. 3.9b,c).

Eine ähnliche Teilkompetition erhält man allerdings mit einem veränderten unspezifischen

Nonsense-Oligo gleicher Länge, welches keine potenzielle Bindungsstelle enthält (Abb.

3.9.c) und welches allein keinen spezifischen Bandenshift erzeugt.

Durch Inkubation mit einem kommerziellen, polyklonalen Antikörper für HNF3β , der in der

Positivkontrolle für den Transthyretin-Promotor eine Abschwächung der Bande erzeugt,

lässt sich bei den AKR und C57L-Banden weder eine Abschwächung noch ein Supershift

erzielen (Abb. 3-9d).
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Abb. 3-9: Untersuchung der Bindung von Transkriptionsfaktoren an den polymorphen Mikrosatelliten
in Intron 1

Die EMSAs wurden mit 32P-ATP markierten Oligos a) von AKR (A) und C57L (C) (Banden 1,2) in
Anwesenheit von 10 µg nukleärem Extrakt von AKR (Banden 3,4) bzw. C57L (Banden 5,6) durchgeführt.
b) Dem Reaktionsansatz von Oligo und nukleärem Extrakt (Banden 1,2) wurde ein 200-facher Überschuß
kaltes Transthyretin(T)-Oligo (Banden 3,4) bzw. kalte AKR und C57L-Oligos als spezifische Kompetitoren
zugegeben. c) Dem Reaktionsansatz von Oligo (Banden 1-3) und nukleärem Extrakt (Banden 7-9) wurden ein
200-facher Überschuß kaltes T-Oligo (Banden 4-6) als spezifischer Kompetitor bzw. kaltes unspezifisches
Nonsense-Oligo zugefügt (Banden 10-12). d) Dem Reaktionsansatz von Oligo und nukleärem Extrakt (NE;
Banden 4-6) wurde ein spezifischer Antikörper (AK) für HNF3β zugesetzt (Banden 1-3).
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3.3 Herstellung einer Abcb11 BAC-transgenen Maus

Parallel zur molekularen Aufklärung der Abcb11-Regulation sollte in einem physiologischen

Ansatz eine BAC-transgene Maus für Abcb11 in Zusammenarbeit mit dem Jackson Labor

(Bar Harbor, USA) hergestellt werden. Durch das Einschleusen einer weiteren Genkopie von

Abcb11 in einen Gallenstein-resistenten Hintergrund sollten die protektiven oder deletären

Auswirkungen einer quantitativ gesteigerten Abcb11-Genexpression auf die hepatische

Cholesterinhomöostase und die Gallesekretion in vivo nachgewiesen und charakterisiert

werden.

3.3.1 Mikroinjektionen von BAC-DNA in Gallenstein-resistente Mausinzuchtstämme

Zunächst wurde ein Abcb11-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 ausgewählte BAC hat eine Insertgröße von 181 kb. 5‘-wärts von dem

104 kb langen Abcb11-Gen enthält er 33 kb genomische DNA, 3‘-wärts 44 kb. Dieser BAC

sollte in den in der QTL zur Ermittlung des Lith 1-Locus verwendeten, Gallenstein-

resistenten Stamm AKR injiziert werden. Da sich Inzuchtstämme bekanntermaßen als

problematisch bei der Mikroinjektion erweisen, wurde parallel in einen zweiten resistenten

Stamm CBA injiziert.

Die AKR-Weibchen hatten eine hohe Trächtigkeitsrate mit Embryonen von guter Qualität.

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 trächtig 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 durchgeführt, der nach den bisherigen Erfahrungen des Jackson

Labors für Superovulation, Lebensfähigkeit der Embryonen und Verträglichkeit mit dem

Empfängerstamm geeigneter ist. Die Mikroinjektionen lieferten ein transgenes Founder-

Weibchen (#46) und ein transgenes Founder-Männchen (#60) in 72 Nachkommen. Auf sie
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begründen sich die beiden BAC-transgenen Linien 129S1/SvImJ-Tg(RP23-291P1)1flp und

129S1/SvImJ-Tg(RP23-291P1)2flp.

3.3.2 Charakterisierung Abcb11 BAC-transgener Nachkommen 129S1/SvImJ-

Tg(RP23-291P1)1flp und 129S1/SvImJ-Tg(RP23-291P1)2flp

129S1 Mäuse haben durchschnittlich 5-6 Nachkommen. In der N1-Generation der Founder-

Mäuse 46 und 60 des neuen Stammes 129S1/SvImJ-Tg(RP23-291P1)1,2flp gab es nur einen

transgenen Nachkommenanteil von 20 bzw. 5%. Dieser könnte auf eine Mosaikintegration

des BACs in den Keimzellen des Founders hinweisen, die allgemein bei 10 – 20% Foundern

aufgrund einer späten Integration des Transgens während der Embryogenese zurückzuführen

sein könnte. Eine Rückkreuzung BAC-transgener Mäuse ab N2 mit 129S1 liefert

durchschnittlich ähnliche Nachkommenzahlen (4-6) wie reine 129S1-Verpaarungen.

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 gleichmäßige Gewichtszunahme. Das Gewicht transgener Mäuse

(Männchen 22,26 ± 0,73 g, Weibchen 18,06 ± 0,50 g) und Wildtyp-Mäuse (Männchen 23,16

± 0,57 g, Weibchen 17,71 ± 0,68 g) im Alter von 8 Wochen unterscheidet sich nicht.

Nach Tötung der Mäuse wurden Lebern und Gallenblasen entnommen. Die Lebern

8 Wochen alter transgener Mäuse (Männchen 0,86 ± 0,03 g, Weibchen 0,63± 0,02 g) sind

gleich schwer wie die von Wildtyp-Mäusen (Männchen 0,87 ± 0,03 g, Weibchen

0,61 ± 0,02 g).

Eine Volumenbestimmung der Gallenblasen erfolgte durch Wiegen. Auf Normaldiät (Tag 0)

unterscheiden sich die Gallenblasen-Volumina zwischen Abcb11-transgenen (Männchen

16,8 ± 2,27 µl, Weibchen 26,4 ± 2,21 µl) und Wildtyp-Mäusen (Männchen 19,6 ± 3,61 µl,

Weibchen 30,8 ± 3,24 µl) nicht signifikant. Das Gallenblasenvolumen der Weibchen ist

1,5fach größer als das der Männchen (Tab. 3-3).

Eine mikroskopische Analyse der Galle ergab keinen Unterschied zwischen transgenen und

Wildtyp-Mäusen im Alter von 8 Wochen. In der Galle aller Mäuse kommen kleine

Flüssigkristalle vor. Dies weist auf eine leichte Übersättigung der Gallenblasen-Galle unter

der Normaldiät hin, da Flüssigkristalle erst bei einem CSI > 1 auftreten (Abb. 3-10).
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Abb. 3-10: Kleine Flüssigkristalle

Gallenblasengalle im Durchlicht, 8 Wochen alte Mäuse auf Normaldiät.

3.3.3 Integritätsüberprüfung und Kopienzahlbestimmung 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

129S1 zeigt, dass bei der Integration des BACs in das Genom des Mausstammes 129S1 das

Abcb11-Gen nicht zerbrochen ist. Die DNA des BACs allein zeigt ein leicht verlangsamtes

Laufverhalten gegenüber der genomischen DNA (Abb. 3-11a).

Des Weiteren kann man im Southern Blot eine Kopienzahl von jeweils ein bis zwei

zusätzlichen Kopien des Abcb11-Gens zur endogen vorhandenen in Linie 1 bzw. 2 ablesen

(Abb. 3-11b).

100 x
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Abb. 3-11: Integritätsüberprüfung und Kopienzahlbestimmung des Transgens in 129S1/SvImJ-Tg(RP23-
291P1)1,2flp

Der Southern Blot wurde aufeinanderfolgend mit überlappenden 5‘, 3‘ und Mitte-32P-dCTP-Sonden
hybridisiert, die die gesamte cDNA abdecken. Die anschließende Hybridisierung mit einer Ubiquitin-Sonde
fungiert als Ladungskontrolle. A) Integritätsüberprüfung: Hybridisierung mit der 4000bp langen Mitte-Sonde
erkennt auch die 5‘-  und 3‘-Bande. B) Quantifizierung: Normalisierung der 5‘-Bande gegen Ubiquitin. S1 -
129S1, 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 als Standard.

3.3.4 Expression von Abcb11-mRNA unter Standarddiät

Die Expression auf RNA-Ebene der durch den BAC zusätzlich eingeschleusten Kopien des

Abcb11-Gens wurde mittels einer Northern Hybridisierung überprüft. Sie zeigte eine 2-fach

höhere Expression des Gallensäurentransporters in den transgenen Mäusen gegenüber dem

Wildtyp 129S1 und bestätigt somit das quantitative Ergebnis des Southern Blots (Abb.3-12).

Die Expression von Abcb11 ist in den Männchen 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 Standarddiät

Der Northern Blot wurde mit einer 3‘-32P-dCTP-Sonde von Abcb11  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 Phänotypisierung Abcb11 BAC-transgener Mäuse auf lithogener
Provokationsdiät

Die murinen Gallenstein-Loci wurden in mehreren QTL-Analysen ermittelt. Dabei wurden

in den Mäusen durch die Fütterung einer fett (17%)- und cholesterinreichen (1,25%) sowie

cholsäurehaltigen (0,5%) Diät Gallensteine provoziert, weil Mäuse spontan keine

Gallensteine entwickeln. Cholsäure wird dem Futter zugesetzt,  um die Mausgalle

hydrophober zu machen und sie der humanen Gallensäuren-Zusammensetzung

anzugleichen. Außerdem steigert Cholsäure die Cholesterinabsorption [35]. Die Abcb11

BAC-transgene Maus sollte entsprechend mit der lithogenen Diät über verschiedene

Zeiträume gefüttert und phänotypisiert werden.

3.4.1 Körpergewichtsverlauf unter lithogener Diät

Das Körpergewicht der Mäuse wurde nach 2, 4 und 8-wöchiger Fütterung der lithogenen

Diät gemessen. Die Gewichtszunahme der transgenen Mäuse beider Linien 1 und 2

entspricht der der Wildtyp-Mäuse (Tab. 3-3). Die transgenen Männchen wiegen nach  8-

wöchiger lithogener Diät 29,17 ± 0,48 g, die Wildtyp-Männchen 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 Phänotypisierung von Leber, Galle und Darm

Die Lebern der Mäuse unter lithogener Diät sind sehr blass und weich. Sie unterscheiden

sich nicht zwischen transgenen und Wildtyp-Tieren. Ihr Fettgehalt nimmt deutlich zu.

Teilweise zeigen die Lebern eine leichte Entzündung, die sich in infiltrierten Lymphozyten

äußert. Bei einigen Mausinzuchtstämmen ist bei einer Fettleber eine mehr oder weniger

starke Entzündung dokumentiert [86, 87].

Über die bis zu 8 Wochen lange Fütterung nehmen die Lebern aller Mäuse gleichmäßig an

Gewicht zu (Tab.3-3). Das Leber-/Körpergewichtsverhältnis der Männchen steigt während

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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Während der Fütterung der lithogenen Diät blieb das Gallenblasenvolumen im Durchschnitt

gleich (Tab. 3-3). Die Galle der transgenen und Wildtyp-Mäuse sah meist gelb und klar aus.

Bei einem sehr hohen Mucingehalt erschien sie trüb. Echte Gallensteine konnte man durch

die Gallenblasenwand erkennen. Wenn viele Kristalle oder sandige Steine vorhanden waren,

waren auch diese als kleine Körnchen zu sehen. Beim Auftreten von Gallensteinen war die

Gallenblasenwand teilweise entzündet, und die Galle hatte eine grünliche Farbe.

Der Dünndarm transgener Mäuse sah makroskopisch unauffällig aus, und die

Gewichtszunahme des Darms aller Mäuse war gleich (Tab. 3-3).
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Tab. 3-3: Körper-, Leber-, Darmgewicht und Gallenblasenvolumen im Verlauf der lithogenen Diät

Angegeben sind die Gruppen der beiden Abcb11 BAC-transgenen Linien individuell und zusammengefasst,
sowie die Wildtyp-Kontrollgruppe, jeweils für Männchen und Weibchen. N = 4 bzw. 5-8; Mittelwerte ± SEM.
Gallenblasenvolumen: a p < 0,01 , b p < 0,05 im Vergleich zum Wildtyp; c p < 0,01, d p < 0,05 im Vergleich zu
Weibchen; e p < 0,01, f p < 0,05 im Vergleich zu Tg Linie 2; g p < 0,01 und h p < 0,05 im Vergleich zu 0
Wochen Diät.

Wochen
lithogene

Diät
Genotyp Geschlecht

Körper-
gewicht (g)

Lebergewicht
(g)

Darmgewicht
(g)

Gallenblasen-
volumen (µµl)

0 Tg Linie 1 männlich 20,93±1,03 0,82±0,05 0,85±0,05 18,0±1,47

0 Tg Linie 2 männlich 23,60±0,49 0,90±0,02 0,76±0,04 15,5±4,55

0 Tg gesamt männlich 22,26±0,73 0,86±0,03 0,81±0,03 16,8±2,27c

0 Wildtyp männlich 22,16±0,74 0,87±0,03 0,73±0,03 19,6±3,61d

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 männlich 23,01±0,93 1,03±0,01 0,90±0,05 22,75±5,44

2 Tg Linie 2 männlich 23,32±0,77 0,97±0,09 0,85±0,02 21,25±4,44

2 Tg gesamt männlich 23,16±0,56 1,00±0,04 0,88±0,03 22,00±3,26

2 Wildtyp männlich 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±4,45h

4 Tg Linie 1 männlich 25,99±0,78 1,26±0,05 0,86±0,02 17,25±5,72f

4 Tg Linie 2 männlich 22,22±0,86 1,02±0,06 0,79±0,06 62,00±15,00b

4 Tg gesamt männlich 24,10±0,89 1,14±0,06 0,83±0,03 32,17±10,82

4 Wildtyp männlich 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±4,73h

4 Wildtyp weiblich 22,34±0,60 1,02±0,01 0,83±0,04 28,00±3,65

8 Tg Linie 1 männlich 30,01±0,32 1,58±0,05 0,85±0,10 22,00±5,76

8 Tg Linie 2 männlich 28,33±0,70 1,33±0,05 0,67±0,02 19,75±5,84

8 Tg gesamt männlich 29,17±0,48 1,46±0,06 0,76±0,06 20,88±3,82

8 Wildtyp männlich 29,27±0,55 1,43±0,05 0,89±0,05 14,89±1,74d

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 1,37±0,11 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 Abcb11-mRNA unter lithogener Diät

Die Expression des Gallensäurentransporters ist nach 8-wöchiger Fütterung der lithogenen

Diät gegenüber dem 0 Wochen Zeitpunkt nicht verändert (Abb. 3-13). Die transgenen Mäuse

haben im Vergleich zum Wildtyp eine 2-fach höhere Expression.

Ubiquitin

1 2S1 1 2S1 S1 S1 1 1 2 2
0 0 0 0 008 8 8 8 8 8

0

50

100

150

200

250

300

Wochen

S1 1 2S1 1 2

Abb. 3-13: mRNA-Expression des Abcb11-Gens in 129S1/SvImJ-Tg(RP23-291P1)1,2flp unter 8 Wochen
     lithogener Diät

Der Northern Blot zeigt die Expression der Männchen und wurde mit einer 3‘-32P-dCTP-Sonde von Abcb11
hybridisiert. Die Werte wurden gegen die  Ubiquitin-Kontrolle normalisiert.      0 Wochen,       8 Wochen litho-
gene Diät, S1 = Wildtyp 129S1, 1,2 = transgene Linien 1 und 2, N = 2.



Ergebnisse 61

3.4.4 Cholesterin-Kristallisation und Gallenstein-Prävalenz

Die Gallenblasengalle wurde nach Tötung der Mäuse mikroskopisch analysiert. Die

einzelnen Stufen der Cholesterinkristallisation mit den verschiedenen Phospholipid-

Cholesterin-Komplexen wurden nach Wang et al. [36, 67, 88] semiquantitativ erfasst (s.

Kap. 2.8.2).

Nach 2-wöchiger Fütterung der lithogenen Diät treten in der Galle beider transgener Linien

wie auch der Wildtyp-Mäuse Mucin, aggregierte und fusionierte Flüssigkristalle (Abb. 3–

14a) sowie Cholesterinnadeln (Abb. 3–14b) auf. Die Zahl und die Morphologie der

Flüssigkristalle und Cholesterinnadeln unterscheiden sich zu diesem und späteren

Zeitpunkten nicht zwischen den transgenen Mäusen und den Wildtyp-Mäusen unter

lithogener Diät (Tab. 3-4, 3-5). In den Männchen treten auch schon erste Cholesterin-

Monohydrat (ChM)-Kristalle (Abb.3-14c, Tab. 3-5) auf.
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Abb. 3-14: Fusionierte Flüssigkristalle, Cholesterinnadeln und ChM-Kristalle

Gallenblasengalle im Polarisationslicht, 2 Wochen lithogene Diät. a) Fusionierte Flüssigkristalle,
b) Cholesterinnadeln, c) (Aggregierte) ChM-Kristalle.

a

200 x

200 x

c

b

200 x
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Tab. 3-4: Mucin-, und Flüssigkristallgehalt im Verlauf der lithogenen Diät

Angegeben sind die Gruppen der beiden Abcb11 BAC-transgenen Linien individuell und zusammengefasst,
sowie die Wildtyp-Kontrollgruppe, jeweils für Männchen und Weibchen. N = 4 bzw. 5-8; Mittelwerte ± SEM
in relativen Einheiten.
a p < 0,01 , b p < 0,05 im Vergleich zum Wildtyp; c p < 0,01, d p < 0,05 im Vergleich zu Weibchen; e p < 0,01,
f p < 0,05 im Vergleich zu Tg Linie 2; g p < 0,01 und h p < 0,05 im Vergleich zu 0 Wochen Diät.

Wochen
lithogene

Diät
Genotyp Geschlecht Mucin

Kleine
Flüssig-
kristalle

Aggregierte
Flüssig-
kristalle

Fusionierte
Flüssig-
kristalle

0 Tg Linie 1 männlich - 1,67±0,29 - -

0 Tg Linie 2 männlich - 2,00±0,00 - -

0 Tg gesamt männlich - 1,80±0,16 - -

0 Wildtyp männlich - 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 männlich 2.00±0,41 2.00±0,46 0.50±0,29 1.00±0,41

2 Tg Linie 2 männlich 1.63±0,24 1.75±0,48 1.25±0,14 1.50±0,65

2 Tg gesamt männlich 1.81±0,23 1.88±0,31 0.88±0,21 1.25±0,37

2 Wildtyp männlich 1.50±0,19 2.14±0,18 0.57±0,28 1.57±0,41

2 Tg Linie 1 weiblich 1.25±0,25 2.13±0,31 1.50±0,50 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 männlich 1,50±0,29 2,00±0,41  0,50±0,28d 1,50±0,29

4 Tg Linie 2 männlich 1,25±0,25 2,25±0,75 1,00±0,71 0,50±0,29

4 Tg gesamt männlich 1,38±0,18 2,13±0,40  0,75±0,37c 1,00±0,27

4 Wildtyp männlich 1,14±0,14 2,57±0,37 1,00±0,22  0,86±0,26d

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 1,13±0,31

4 Tg gesamt weiblich 1,13±0,22 2,69±0,25  2,00±0,19 1,75±0,30

4 Wildtyp weiblich 1,33±0,42 2,67±0,42 1,50±0,34  1,92±0,20

8 Tg Linie 1 männlich 3,00±0,50 1,00±0,00 0,33±0,29 1,33±0,63

8 Tg Linie 2 männlich 2,00±0,71 1,25±0,48 1,25±0,63 1,75±0,63

8 Tg gesamt männlich 2,43±0,45 1,14±0,24 0,86±0,38 1,57±0,41

8 Wildtyp männlich 1,67±0,43 1,58±0,32 1,00±0,29 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 1,42±0,32 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 Gallensteine im Ver-
   lauf der lithogenen Diät

Angegeben sind die Gruppen der beiden Abcb11 BAC-transgenen Linien individuell und zusammengefasst,
sowie die Wildtyp-Kontrollgruppe, jeweils für Männchen und Weibchen. N = 4 bzw. 5-8; Mittelwerte ± SEM
in relativen Einheiten.
a p < 0,01 , b p < 0,05 im Vergleich zum Wildtyp; c p < 0,01, d p < 0,05 im Vergleich zu Weibchen; e p < 0,01,
f p < 0,05 im Vergleich zu Tg Linie 2; g p < 0,01 und h p < 0,05 im Vergleich zu 0 Wochen Diät.

Wochen
lithogene

Diät
Genotyp Geschlecht

Cholesterin-
Nadeln

Cholesterin-
Monohydrat-

kristalle

Sandige
Steine

Echte
Gallensteine

0 Tg Linie 1 männlich - - - -

0 Tg Linie 2 männlich - - - -

0 Tg gesamt männlich - - - -

0 Wildtyp männlich - - - -

0 Tg Linie 1 weiblich - - - -

0 Tg Linie 2 weiblich - - - -

0 Tg gesamt weiblich - - - -

0 Wildtyp weiblich - - - -

2 Tg Linie 1 männlich 1,00±0,40 0,75±0,75 - -

2 Tg Linie 2 männlich 1,25±0,14a - - -

2 Tg gesamt männlich 1,13±0,21b 0,38±0,38 - -

2 Wildtyp männlich 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 männlich 0,63±0,38 0,25±0,25 - -

4 Tg Linie 2 männlich 1,50±0,65 2,50±0,87 1,00±0,58 0,75±0,48

4 Tg gesamt männlich 1,06±0,38 1,38±0,60 0,50±0,33 0,38±0,26

4 Wildtyp männlich 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 männlich 1,50±0,43 0,75±0,75 0,50±0,50 0,75±0,75

8 Tg Linie 2 männlich 1,63±0,47 0,13±0,13 - -

8 Tg gesamt männlich 1,57±0,30 0,44±0,37 0,25±0,25 0,38±0,38

8 Wildtyp männlich 0,92±0,13 0,38±0,00 - -

8 Tg Linie 1 weiblich 0,75±0,14e - - -

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 0,33±0,29 -

8 Wildtyp weiblich 1,20±0,37 - - -
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Nach 4-wöchiger Fütterung zeigt die Galle der Männchen neben Mucin und Flüssigkristallen

ChM-Kristalle, sandige Cholesterinsteine sowie echte Gallensteine (Abb. 3-15). Die echten

Gallensteine der Männchen wurden durch Infrarotspektroskopie analysiert. Sie bestehen

hauptsächlich 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 Männchen zeigen tendenziell höhere Kristallisationsraten als die Wildtyp-

Männchen: 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.

100 x

a
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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 Männchens unter lithogener Diät wurde analysiert (oberer Graph). Der untere Graph
zeigt die Standardkurve von Cholesterin.
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Abb. 3-17: Cholesterinkristallisation und Gallensteinvorkommen nach 4-wöchiger lithogener Diät

Transgene Mäuse (Linien 1 und 2) und Wildtyp-Mäuse (S1) wurden über 4 Wochen mit lithogener Diät
gefüttert. Die Galle wurde unter dem Mikroskop analysiert und relativ quantifiziert. a) Relativer ChM-
Kristallgehalt, b) Relativer Sandsteingehalt und c) Anzahl echter Gallensteine.       Wildtyp S129S1,     Abcb11
BAC-transgene Linien 1 und 2. N = 4-7, Mittelwert ± SEM.

Die transgenen Männchen zeigen auch nach 8-wöchiger lithogener Diät tendenziell höhere

Kristallisationsraten als die Wildtyp-Männchen: ChM-Kristalle 0,44 ± 0,37 r.E. vs. 0,38 ±

0,00 r.E., sandige Steine 0,25 ± 0,25 r.E. vs. 0 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 Männchen ist

nach 4- und 8-wöchiger Fütterung gleich hoch. Der relative ChM-Kristall- und der

Sandsteingehalt liegen nach 8 Wochen unter dem 4-Wochengehalt.  In den Weibchen treten

nach 8-wöchiger lithogener Diät tendenziell mehr ChM-Kristalle und sandige Steine auf als

in den Wildtyp-Weibchen: ChM-Kristalle: 0,50 ± 0,30 r.E. vs. 0 r.E. und sandige Steine 0,33

± 0,29 r.E. vs. 0 r.E.. Auch nach 8 Wochen werden in den Weibchen keine echten

Gallensteine beobachtet (Abb. 3-18, Tab. 3-5).

c)
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Abb. 3-18: Cholesterinkristallisation und Gallensteinvorkommen nach 8-wöchiger lithogener Diät

Transgene Mäuse (Linien 1 und 2) und Wildtyp-Mäuse (S1) wurden über 4 Wochen mit lithogener Diät
gefüttert. Die Galle wurde unter dem Mikroskop analysiert und relativ quantifiziert. a) Relativer ChM-
Kristallgehalt, b) Relativer Sandsteingehalt und c) Anzahl echter Gallensteine.      Wildtyp 129S1,      Abcb11
BAC-transgene Linien 1 und 2. N = 3-9, Mittelwert ± SEM.

c)
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4 DISKUSSION

Epidemiologische Studien, Familien- und Zwillingsstudien sowie Assoziationsstudien

belegen eine genetische Prädisposition für die Cholesterin-Cholelithiasis. Kreuzungen von

Mausinzuchtstämmen unterstützen 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 leistungsfähige Methode konnten chromosomale Regionen

eingegrenzt werden, die mit dem quantitativen Phänotyp der Gallensteinentstehung unter

lithogener Provokationsdiät gekoppelt sind. Erst kürzlich wurde in einer neuen Kreuzung

zwischen den Mausstämmen CAST/Ei und DBA/2J der Hauptlocus Lith 1 auf Chromosom 2

bestätigt und ein neuer Gallenstein-Locus Lith 6 auf Chromosom 6 identifiziert [89]. Dieser

Locus enthält das Gen für den Peroxisomen Proliferator Aktivierten Rezeptor γ Pparg. Die

kartierten Regionen erlauben eine gezielte Untersuchung von Kandidatengenen für einen

komplexen Phänotyp. Denn trotz ihrer großen sozioökonomischen Bedeutung und

Aufklärung ihrer physikalisch-chemischen Parameter ist über die molekulargenetische

Grundlage der Gallensteinentstehung wenig bekannt.

Die Ermittlung der Abcb11-Genstruktur ist die Basis für vergleichende
und funktionelle Untersuchungen des Kandidatengens

Das Gen des kanalikulären Gallensäurentransporters Abcb11 stellt aufgrund seiner

Kolokalisation mit dem Hauptlocus Lith 1 und seiner differenziellen Expression in

Hepatozyten von AKR und C57L ein attraktives Kandidatengen für die Cholesterin-

Gallensteinentstehung dar [60, 61]. In der vorliegenden Arbeit sollte in der molekularen

Analyse das Abcb11-Gen näher charakterisiert werden. Zunächst wurden durch Primer

Walking und Genome Walking die teilweise bekannte cDNA-Sequenz vervollständigt bzw.

neue Sequenzinformation im unbekannten Promotorbereich erzeugt. Daneben wurde eine

BAC-Bibliothek nach Abcb11-positiven Klonen durchsucht und der ausgewählte Klon

RP23-291P1 durch die Trans NIH Mouse Initiative als bevorzugter Klon des öffentlichen

Maus-Genomprojektes vollständig sequenziert. Dies war die Grundlage, um die Genstruktur

von Abcb11 durch ein Alignment von cDNA und genomischer Sequenz zu ermitteln
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(Abb. 3–2). Die Maus-Genstruktur von Abcb11 mit 28 Exons, Translationsstartcodon 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 ABCA1, einem anderen zur Familie der ABC-Proteine gehörigen

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 Intron1 in vitro zur Entdeckung dreier alternativer

Transkripte durch drei neue Exons im Intron 1 in vivo geführt [70].  Die Lage der

unbekannten Exons vor dem Translationsstartcodon in Exon 2 bedingt in ABCB11 keine

unterschiedlichen Proteine, könnte aber eventuell eine regulatorische Bedeutung haben.

Nachdem die cDNA-Sequenz von Abcb11 der Maus vervollständigt war, konnte ein

Sequenzvergleich zwischen dem Gallenstein-sensitiven Inzuchtstamm C57L und dem

resistenten AKR vorgenommen werden. Die cDNA-Sequenz der beiden Stämme ist

identisch. Folglich muss auch die Aminosäuresequenz des Proteins identisch sein. Dabei

kann auch ein Spleißdefekt ausgeschlossen werden, da die beiden Stämme in der Northern

Hybridisierung ein Transkript gleicher Größe aufweisen (Lammert, unveröffentlichte

Ergebnisse). Da sich auch die Sequenzen der Exons 1y und 1z in Intron1 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 stammesspezifische Luciferaseaktivität

Nachfolgend wurde der Promotor des Gallensäurentransporters ABCB11 nach einem

strukturellen Unterschied zwischen C57L und AKR untersucht. Die Promotorsequenz der

Stämme einschließlich ihrer bekannten Bindungsstelle IR1 für den nukleären

Transkriptionsfaktor FXR, der als Gallensäurensensor 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 gehört zur LINE 1-Familie

von Retrotransposons. Für das Agouti-Gen wurde gezeigt, dass Elemente der Repeat-Familie
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einen regulatorischen, epigenetischen Einfluss auf die Genexpression haben können [90].

Eine funktionelle Relevanz des detektierten Polymorphismus für die höhere Abcb11-

Expression in C57L konnte durch einen Reportergenassay nicht belegt werden. Das den

Polymorphismus beinhaltende Lx8-Element beider Stämme zeigt jedoch eine Silencer-

funktion und vermindert die Luciferaseaktivität gleichermaßen (von 0,32 ±0,05 RLUs des

Minimalpromotors nach 0,17 ±0,01 RLUs; Abb. 3–7).

Für 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 Aktivität im Luciferaseassay [91]. Außerdem wird eine mögliche

regulatorische Bedeutung von Intron 1 des Abcb11-Gens dadurch unterstützt, dass im Inter-

Speziesvergleich zwischen Maus und Mensch zwei konservierte Bereiche in Intron 1

detektiert wurden (Abb. 3-4). Die vergleichende Sequenzierung zwischen AKR und C57L

von Abcb11 ergab 19 Einzelnukleotid-Austausche sowie eine 5 bp-Insertion und eine 3 bp-

Deletion in der Gallenstein-sensitiven Maus (Tab. 3-1) in den ersten 3300 bp des 13 kb

langen Intron 1. Die intronischen Polymorphismen erscheinen umso interessanter, als dass

sie mit putativen Bindungsstellen für Leber-spezifische Transkriptionsfaktoren

kolokalisieren (Abb. 3-5b). Im Reportergenassay erzeugt das Intron 1-Fragment eine

Erhöhung der Luciferaseaktivität, was wiederum auf ein regulatorisches (Enhancer–

)Potential hinweist. Jedoch unterscheidet sich die Aktivität zwischen AKR und C57L, auch

bei zusätzlicher Kotransfektion mit den hepatischen Transkriptionsfaktoren HNF3β  und

C/EBPα nicht (Abb. 3-8). Dadurch konnte keine funktionelle Bedeutung der

Polymorphismen für die unterschiedliche Gallensteinsuszeptibilität der Mausinzuchtstämme

nachgewiesen werden.

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

In EMSAs konnte gezeigt werden, dass eine mögliche Transkriptionsfaktor-Bindungsstelle

in Intron 1, die die 5bp-Insertion und 3bp-Deletion umfasst, einen DNA-Protein-Komplex

mit nukleärem Extrakt aus AKR und C57L-Lebern bildet (Abb. 3-9). Da durch Inkubation

mit einem HNF3β-Antikörper und nicht-markierten Oligos bekannter HNF3β-
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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 bei HNF3β  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 Bindungsstärke zwischen den

Mausstämmen detektiert wurde.

Gallenstein-sensitive Mausinzuchtstämme zeigen einen spezifischen
Haplotypen im Lith 1-Locus

Auch wenn mit den vorhandenen funktionellen in vitro-Methoden kein Nachweis über die

Relevanz der identifizierten Polymorphismen in der Gallensteinentstehung erbracht werden

konnte, unterstreicht die Abcb11-Haplotypverteilung in verschiedenen Inzuchtstämmen die

Bedeutung dieser strukturellen Region bei der Entstehung echter Gallensteine. So entspricht

der Haplotyp aller getesteten sensitiven Inzuchtstämme dem von C57L, der der resistenten

Stämme -mit Ausnahme von 129S1- dem von AKR (Tab. 3-2). Die Haplotypverteilung

unterstützt das Vorgehen, den in der QTL-Analyse ermittelten strukturellen Unterschied in

der Nukleotidsequenz zu suchen. Denkbar wäre daneben auch eine strukturelle Differenz auf

höherer, 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
Abcb11-Expressionssteigerung in vivo

Parallel zum molekularen Ansatz sollte in einem physiologischen Ansatz durch eine Abcb11

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 Expression komplexer Transkriptionseinheiten und die Integration kritischer

regulatorischer und isolatorischer Regionen ermöglicht [94]. Normalerweise werden nur

1 bis 5 Kopien eines BACs in das Empfängergenom integriert, so dass eine physiologische
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Expressionssteigerung zu erwarten ist. Diese Steigerung entspricht der Größenordnung der

höheren Expression von Abcb11 im Gallenstein-suszeptiblen Stamm C57L im Vergleich

zum resistenten AKR. Die Expressionssteigerung von Abcb11 und damit die Erhöhung der

Sekretion des Cholesterinlösungsvermittlers Gallensäuren bei einer höheren

Gallensteinprävalenz im natürlichen Modell könnte paradox erscheinen. Dabei sollte

erwähnt werden, dass es in der Literatur mittlerweile gegensätzliche Ergebnisse zur Abcb11-

Expression gibt. Müller et al. konnten keine differenzielle Abcb11-Expression auf RNA- und

Proteinebene zeigen [95]. Messungen zur Gallensäurensekretion in dieser Studie existieren

aber nicht. Die Diskrepanz in der Expressionsrate könnte teilweise auf unterschiedliche

Methoden zurückzuführen sein. Es ist nicht auszuschließen, dass die Fastenzeit der Mäuse

vor ihrer Tötung einen Einfluss auf  die Expression von hepatischen Genen, die an der

Cholesterinhomöostase beteiligt sind, hat. In einer Microarray-Analyse der Ratte wurden

Schlüsselenzyme des Stoffwechsels, wie z. B. die HMGCoA-Synthase identifiziert, die nach

24-stündigem Fasten unterschiedlich exprimiert werden [96].

Die Inzuchtmäuse sind selbst der beste Beleg dafür, dass mit einer erhöhten

Gallensäurensekretion eine größere Gallensteinprävalenz einhergeht: 85% Prävalenz im

sensitiven Stamm C57L im Vergleich zu 15% Prävalenz im resistenten Stamm AKR.

Außerdem tritt neben einer erhöhten Gallensäurensekretion eine verstärkte

Cholesterinsekretion auf, so dass in C57L-Mäusen die Cholesterin-/Phosphatidylcholinratio

von 0,41 auf 0,54 nach 8-wöchiger lithogener Diät ansteigt, während sie in AKR-Mäusen

von 0,31 auf 0,27 leicht abfällt [37]. Bemerkenswert ist auch, dass der Phänotyp humaner,

adipöser Gallensteinträger der Situation in der Maus entspricht. Adipöse Patienten mit

Gallensteinen zeigen eine erhöhte Gallensäurensekretion, die auf eine gesteigerte Abcb11-

Expression zurückzuführen sein könnten [97]. Daten zur Expression, die anhand von

Leberbiopsien ermittelt werden könnten, existieren allerdings nicht. Da die Adipositas einen

Risikofaktor für Gallensteine darstellt [98], erstaunt es nicht, dass Lith 4 auf dem X-

Chromosom mit QTLs für Adipositas überlappt [49, 51].

Durch die Sequenzierung des gesamten BACs RP23-291P1 durch die Trans NIH Mouse

Initiative wurde nachgewiesen, dass dieser für die Mikroinjektionen ausgewählte BAC

neben Abcb11 kein weiteres Kandidatengen für Lith 1 enthält. 5‘-wärts des Abcb11-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 unvollständiger EST (Expressed Sequence

Tag) unbekannter Funktion. 3‘-wärts liegt das Mitglied der Komplementfaktorfamilie

Integrin Alpha X (Cd11c), welches ebenfalls unvollständig ist.

Mittels einer Southern Hybridisierung der erhaltenen Abcb11 transgenen Mäuse konnte

gezeigt werden, dass  in beiden Linien 129S1/SvImJ-Tg(RP23-291P1)1 und -2flp neben dem

endogenen Gen ein bis zwei zusätzliche Kopien von Abcb11 vorliegen (Abb. 3-11). In einer

Northern Hybridisierung konnte bestätigt werden, dass der Gallensäurentransporter Abcb11

entsprechend der Ergebnisse in der Southern Analyse 1,5 bis 2-fach stärker in den

transgenen Mäusen exprimiert wird; die beiden transgenen Linien unterscheiden sich nicht in

der Expression. Die Abcb11-Expression in Männchen ist etwa doppelt so hoch wie in

Weibchen (Abb. 3-12). Männliche und weibliche Mäuse differieren in vielen Aspekten des

Cholesterin- und Gallensäurenmetabolismus [100]. Die niedrigere Abcb11-Expression in den

BAC-transgenen Weibchen könnte auf einen inhibitorischen Effekt von Östrogen

zurückzuführen sein. Es wurde bereits gezeigt, dass sowohl mRNA-Expression als auch

Promotoraktivität von Abcb11 der Ratte durch β-Estradiol gehemmt werden [72, 101].

Diese Rekapitulation der natürlichen Expressionsunterschiede im Wildtyp belegen, dass die

zusätzlichen Kopien des Abcb11-Gens mit ihrer biologischen Transkriptionseinheit in das

Genom integriert wurden. Die Ergebnisse sprechen dafür, dass die Elemente für den

geschlechtsspezifischen Einfluss in 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 phänotypischer

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-Phänotyp bzw. der Subphänotypen würde sich also auf verschiedene

Integrationsorte begründen, die die Regulation in trans beeinflussen. Die Insertion in ein

anderes vom Gallenstein-Phänotyp zusammenhangloses Gen könnte eventuell zu einem

unerwarteten knockout  führen.
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Die physiologische Steigerung der Abcb11-Expression führt zu einer
tendenziell höheren Gallensteinsuszeptibilität

Da vor allem die Frage geklärt werden sollte, ob eine erhöhte Abcb11-Expression, die

Gallensteinentstehung beeinflusst, ob also die Abcb11 BAC-transgenen Mäuse Gallenstein-

anfälliger sind, als der Wildtyp 129S1, wurden die Mäuse mit einer lithogenen

Provokationsdiät gefüttert. Inzuchtmäuse entwickeln aufgrund ihres hydrophilen

Gallensäurenpools (ca. 50 % Tauro-Cholsäure, 40 % Tauro-β-Muricholsäure) spontan keine

Gallensteine. Nur in der Wildmaus Peromyscus maniculatus konnte eine spontane

Gallensteinbildung nachgewiesen werden, deren Ausprägung aber auch vom

Ernährungsstatus der Maus abhängt [102].

Ein weiteres Beispiel für spontane Gallensteinentwicklung ist die Abcb4-Knockout-Maus.

Sie sezerniert kein Phosphatidylcholin in die Galle [103] und zeichnet sich durch eine hohe

Gallensäuren-/Phosphatidylcholinratio sowie eine hohe Cholesterin-/Phosphatidylcholinratio

aus. Mikroskopische Untersuchungen 12 bis 15 Wochen alter Mäuse zeigten Gallensteine

aus wasserfreien Cholesterinnadeln in der Gallenblase und bei älteren Mäusen auch in den

Gallengängen und intrahepatisch [104]. Somit etabliert das Knockout-Modell Abcb4 als

genetischen Risikofaktor für Gallensteine. Eine Übertragung der im Tiermodell gewonnenen

Erkenntnisse auf den Menschen ist inzwischen auch gelungen. Rosmorduc et al.

identifizierten Patienten mit intrahepatischen Steinen, die Mutationen im Abcb4-Gen zeigen

[32].

Die Cholesterin-Gallensteinbildung erfolgt über verschiedene Stufen von Cholesterin-

Phospholipid-Vesikeln. Bezüglich des Gehaltes an Mucin, aggregierten und fusionierten

Flüssigkristallen sowie Cholesterinnadeln, die zuerst nach 2-wöchiger Fütterung der

lithogenen Diät auftreten, ist in der Galle beider transgener Linien und der der Wildtyp-

Mäuse kein Unterschied zu verzeichnen (Tab. 3-4). Dies zeigt, dass auch der Wildtypstamm

129S1 eine deutlich übersättigte Galle entwickelt und sich unter den lokalen Bedingungen

als weniger resistent erweist, als nach der Phenome Database des Jackson Labors zu

erwarten. Ein möglicher Grund könnte der etwas höhere Cholesteringehalt in der hier

verwendeten Diät von 1,25 % gegenüber 1 %  im Jackson Labor sein.

Die Abcb11 BAC-transgenen Weibchen und die 129S1 Wildtyp-Weibchen zeigen unter den

Aachener Bedingungen eine niedrigere Gallensteinsuszeptibilität als die Männchen. Dies

.



Diskussion 78

 deckt sich nicht mit den Angaben der Phenome Database, nach der die 129S1-Weibchen

eine Gallensteinprävalenz von 20% haben, die Männchen von 0%. Das Ergebnis stimmt aber

überein mit der Suszeptibilität verschiedener anfälliger Stämme wie C57L/J oder C57BL6/J

oder intermediärer Stämme wie BALB/cJ, in denen die Männchen mehr Steine und Kristalle

aufweisen (Tab. 3-2).

In den Abcb11-transgenen Mäusen zeigt sich nach 4- und 8-wöchiger Fütterung eine

tendenziell höhere ChM-Kristallbildung, Sandsteinbildung und Anzahl echter Gallensteine

(Abb. 3-17 u. 3-18). Diese Tendenz unterstreicht die Hypothese, dass eine veränderte

Gallensäurensekretion einen Einfluss auf die Cholesterinhomöostase hat und somit einen

genetischen Risikofaktor für pathophysiologische Veränderungen der Galle darstellt.

Weitere Untersuchungen sind hier jedoch notwendig, um den genauen Einfluss der erhöhten

Gallensäurensekretion auf die Gallenhomöostase zu bestimmen. Eine Analyse der

Lipidzusammensetzung, also der prozentualen Anteile der Galle an Gallensäuren,

Cholesterin und Phosphatidylcholin und die damit verbundene Ermittlung des

Cholesterinsättigungsindexes sollte eine bessere Einordnung des Gallensteinphänotyps

ermöglichen.

In diesem Zusammenhang sollte selbstverständlich auch die Expression des

Phosphatidylcholin-Transporters Abcb4 und des putativen Cholesterintransporters Abcg5/8

untersucht werden. So kann eine Interaktion der Gene untereinander und Primär- von

Sekundäreffekten unterschieden werden. Entsprechend kann auch die Analyse des Einflusses

einer gesteigerten Abcb11-Expression auf weitere Gene, die an der Cholesterinhomöostase

beteiligt sind, wie z. B. die Cholesterin-7α-Hydroxylase Cyp7a1 oder auch basolaterale

Transporter wie z. B. den Natrium-abhängigen Gallensäurentransporter Slc22a1, Aufschluss

über die Einstellung des thermodynamischen Gleichgewichts in der Galle geben.

Modifikationen des Abcb11-transgenen Mausmodells könnten die Frage
zur Identität von Abcb11 und Lith 1 eindeutig klären

Die erhaltenen Ergebnisse des Gallensteinphänotyps zeigen eine Tendenz der transgenen

Mäuse zur Suszeptibilität an. Als mögliche Erklärung für die verminderte Resistenz des

Wildtyp-Stammes wurde bereits der leicht erhöhte Cholesteringehalt der lithogenen

Provokationsdiät angeführt. Es bieten sich noch weitere Ansatzpunkte, um das Mausmodell
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so zu verändern, dass sich ausgeprägtere Steinphänotypen entwickeln. Zunächst kann durch

die Erzeugung homozygoter transgener Mäuse untersucht werden, ob durch eine weitere

Steigerung der Abcb11-Expression, die Gallesekretion so beeinflusst werden kann, dass sie

die Lipidzusammensetzung der Galle dahingehend verändert, dass diese sich eindeutig aus

der mizellären Phase entfernt. Dadurch könnte eine Dosis-Phänotyp-Abhängigkeit

aufgezeigt werden, wie sie für Angiotensinogen in transgenen Mäusen 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 möglich. 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 Fütterung zumindest intermediären Gallensteinphänotyp aufweist. Da es

sich bei der Gallensteinentstehung um einen komplexen Phänotyp handelt, der auf der

Interaktion mehrerer Gene beruht, muss der Haplotyp für ein Kandidatengen im Lith 1-

Locus selbstverständlich nicht für alle resistenten Stämme identisch sein. Bei den Stämmen

der 129-er Mauslinie muss darüber hinaus berücksichtigt werden, dass es sich um eine

heterogene Linie handelt, die Einflüssen verschiedener anderer Inzuchtstämme 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 ursprünglichen QTL-Analyse entspricht. Für das Abcb11 BAC-transgene Mausmodell ist

hier also eine Rückkreuzung auf den AKR-Hintergrund zu empfehlen, der sich als eindeutig

Gallenstein-resistent erwiesen hat. Nach 10 Generationen der Rückkreuzung gilt ein Stamm

als kongen [42] und enthält in diesem Fall in einem 99,9%-igen AKR-Hintergrund das

Transgen des suszeptiblen C57BL/6J-Stammes (mit C57L-Haplotyp). Erst wenn das

Abcb11-transgene Modell so modifiziert wird, ist eine eindeutige Aussage über eine Identität

des Gallensäurentransporters Abcb11 mit Lith 1 möglich.
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Der Lith 1-Locus könnte eine Gruppe funktionell verwandter Gene
darstellen, die gemeinsam die Gallensteinsensitivität beeinflussen

Im Lith 1-Locus gibt es mittlerweile neue Erkenntnisse zum zweiten Kandidatengen, dem

Gen für 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, unveröffentlichte Ergebnisse), könnte LRP2 doch ein

interessantes Kandidatengen darstellen. Falls LRP2 in der Gallenblase als Vitamin A-

Rezeptor fungiert und in einem Feedback-Mechanismus die Retinolsekretion beeinflusst,

könnte es so über den nukleären Rezeptor FXR, der als Heterodimer mit dem Retinoid

Rezeptor RXR agiert, an der Regulation des Gallensäurentransporters ABCB11 beteiligt

sein. Ausserdem wurde kürzlich die Megalin Knockout-Maus mit der lithogenen Diät

gefüttert und phänotypisiert. Die Mäuse zeigen bereits ohne Fütterung stark vergrößerte

Gallenblasen und entwickeln tendenziell mehr ChM-Kristalle und Gallensteine (Bock und

Lammert, unveröffentlichte Ergebnisse).

Die Identifizierung mehrerer Kandidatengene innerhalb eines QTLs bedeutet nicht, dass

diese Gene einander als Kandidaten ausschließen. Es ist durchaus möglich, dass Lith 1 eine

Gruppe von funktionell verwandten Genen darstellt und den additiven Effekt von

Polymorphismen in diesen wiedergibt, wie schon für andere QTLs gezeigt wurde [110, 111].

Dadurch kommt ein entsprechend hoher LOD-Score (> 3,3 für Lith 1) bei der QTL-Analyse

zustande.

Ausblick

Die experimentellen Ergebnisse dieser Arbeit konnten einen wesentlichen Beitrag zur

Charakterisierung des Abcb11-Gens leisten. Die Genstruktur konnte aufgeklärt und zwischen

Gallenstein-sensitiven und resistenten Mausinzuchtstämmen verglichen werden. Mit den

erhaltenen Einblicken in die Regulation des Gallensäurentransporters konnte noch nicht

bewiesen werden, dass der strukturelle Unterschied von Lith 1 tatsächlich im Abcb11-Gen

bzw. seinen regulatorischen Einheiten zu finden ist. Die Abcb11 BAC-transgene Maus

könnte möglicherweise mit den vorgeschlagenen Modifikationen des Modells die Frage zur
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Identität des Gallensäurentransporters Abcb11 und des Gallensteinlocus Lith 1 eindeutig

klären.

Wie in Kap. 1 erläutert handelt es sich bei der Cholesterin-Cholelithiasis um einen

multifaktoriellen Phänotyp. Nachdem kürzlich durch die Herstellung einer transgenen Maus

das Heterodimer aus ABCG5 und ABCG8 als der kanalikuläre Cholesterintransporter

bestätigt wurde, sind die drei Transporter bekannt, die im Wesentlichen die

Lipidzusammensetzung der Galle bestimmen [16]. Darüber 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 Abcb11 und Abcg5/8

transgenen Mäusen zeigen, dass eine veränderte hepatobiliäre Lipidsekretion durch ABC-

Transporter der primäre pathophysiologische Defekt bei der Gallensteinbildung ist. Es gilt

nun, die komplexen Interaktionen der kanalikulären Transporter untereinander, mit

basolateralen sowie intrazellulären 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 Abcb11 transgenen Maus mit der Lrp2 Knockout-Maus

zukommen. Die Kombination könnte klären, ob es sich bei Lith 1 wirklich um einen

additiven QTL aus funktionell verwandten genetischen Risikofaktoren handelt.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die Entstehung von Cholesterin-Gallensteinen zählt zu den polygenen Erkrankungen. Dies

bedeutet, dass die Interaktion von multiplen genetischen Faktoren mit Umwelteinflüssen, die

quantitative Ausprägung des Phänotyps 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 für den Cholesterin-

Gallensteinlocus Lith 1, das Gen für den kanalikulären Gallensäurentransporter der Leber

Abcb11, genauer charakterisiert und durch die Herstellung einer BAC (Bakterielles

Artifizielles Chromosom)-transgenen Maus in vivo überexprimiert.

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 Abcb11-Gens erzeugt und die

genomische Struktur des Gens aufgeklärt.

Die Sequenzen  des Gallenstein-sensitiven Mausstammes C57L/J und des  resistenten

Stammes AKR/J wurden durch Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP)-Analyse

und Direktsequenzierung von PCR-Fragmenten verglichen. Die cDNA beider Stämme 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 nukleären Rezeptoren und im Elektrophoretischen Mobilitäts-Shift-

Assay (EMSA) überprüft. Die experimentellen Untersuchungen wurden durch in silico

Sequenzanalysen ergänzt. Wenngleich die untersuchten Bereiche regulatorisches Potenzial

aufweisen, konnte ihre Bedeutung für eine differenzielle Transkriptionsregulation zwischen

den Inzuchtmausstämmen nicht nachgewiesen werden.
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Für die physiologische Analyse des Effekts einer  gesteigerten Abcb11-Expression auf die

Cholesterinhomöostase wurde mit Hilfe einer radioaktiv markierten Sonde eine genomische

BAC-Bibliothek nach Abcb11-positiven Klonen durchsucht, die DNA isoliert und

aufgereinigt.

Nach Mikroinjektion in die Pronuclei Gallenstein-resistenter Mausstämme, wurden zwei

Abcb11 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 zusätzlich zu ihren endogenen Abcb11-Kopien in ihr Genom

integriert haben und diese exprimieren. Die transgenen Mäuse zeigen eine normale

Entwicklung und keinen offensichtlichen Phänotyp. Durch Fütterung einer

cholesterinreichen Provokationsdiät wurden Cholesterin-Kristallbildung und

Gallensteinentstehung induziert. In den transgenen Mäusen zeichnet sich im Vergleich zu

den Wildtyp-Mäusen eine tendenziell höhere Gallensteinsuszeptibilität ab.

Die Herstellung der Abcb11 BAC-transgenen Maus wird mit ihren Variationssmöglichkeiten

einen entscheidenden Beitrag zur Aufklärung der Identität des Cholesterin-Gallensteinlocus

Lith 1 und des kanalikulären Gallensäurentransporters Abcb11 sowie zur Erforschung der

komplexen Interaktionen der an der biliären Cholesterinhomöostase beteiligten Proteine

leisten.
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