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1 Zusammenfassung

Sequenzvariationen des Adenosintriphosphat-Bindungskassetten (ABC)-Transporter der
Unterfamilie C, Mitglied6 (ABCC6)-Gens kénnen Pseudoxanthoma elasticum (PXE)
verursachen, gehen aber auch mit Alterationen der Serumlipide und einem erhdhten
Risiko fur kardiovaskuldare Erkrankungen einher. Die Klarung eines eindeutigen
Zusammenhanges zwischen der physiologischen Funktion von ABCC6, dessen
Transportsubstrat und den zelluldren und metabolischen Verdnderungen steht allerdings
noch aus. Es gibt erste Hinweise aus Zellkulturstudien, dass in dermalen Fibroblasten von
PXE-Patienten eine Induktion der Cholesterinbiosynthese und Aktivitéatssteigerung der 3-
Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A-Reduktase (HMGCR) stattfindet. Auch viele andere
Mitglieder der ABC-Transporterfamilie besitzen eine wichtige Rolle im Lipid- und
Cholesterinstoffwechsel. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Auswirkungen einer Abcc6-
Defizienz auf die Cholesterinhomdostase zu einem frilhen und zu einem fortgeschrittenen
Stadium einer PXE-Erkrankung durch eine vergleichende Analyse von 6 Monate und
12 Monate alten Wildtyp (Wt)- und Abcc6”-Méusen untersucht. Die absoluten Cholesterin-
und Phytosterinkonzentrationen waren im Serum der Abcc6”-Mause beider Altersklassen
erniedrigt. Die relative Hmgcr-Genexpression im Lebergewebe und das Verhéltnis der
Desmosterinkonzentration, ein Cholesterinvorlaufer, zur totalen Cholesterinkonzentration
im Serum der Abcc6”-Mause waren verglichen mit den Wt-Mausen moderat erhoht.
Ebenso wurde eine héhere Apolipoprotein (Apo)B-Konzentration im Serum der Abcc6”-
Mausen detektiert. Diese  Beobachtungen deuten auf eine gesteigerte
Cholesterinbiosynthese in den Abcc6”-Mausen hin und bestatigen die Ergebnisse der
humanen  Zellkulturstudien. Es wurden auch reduzierte Verhéltnisse der
Phytosterinkonzentrationen zum totalen Cholesteringehalt im Serum der 6 Monate und
12 Monate alten Abcc6”-Méuse im Vergleich zu den Wt-Mausen festgestellt. Dies lasst
indirekt eine verminderte Lipidabsorption vermuten. Dariiber hinaus wiesen die Abcc6”-
Mause einen geringeren High-density lipoproteins (HDL)-Cholesteringehalt im Serum auf
sowie einen ApoA-I- und ApoA-II-Mangel. Die Phosphatidylcholin-Sterol-Acyltransferase-
Aktivitat, die fur die Reifung der HDL-Partikel verantwortlich ist, war in den 6 Monate alten
Abcc6”-Mausen geringfiigig erniedrigt, jedoch in den 12 Monate alten Abcc6”-Méusen
unverandert. Zusammengefasst weisen diese Ergebnisse auf eine Stérung der Biogenese
von HDL-Partikeln des reversen Cholesterintransports bei einer Abcc6-Defizienz hin.
Zudem konnte erstmalig eine Expressionssteigerung von ABC-Transportern, wie Abcb1b,
Abcb11, Abcg5 und Abcg8, die fur eine Cholesterin- und Gallensdureausscheidung
zustandig sind, im Lebergewebe der Abcc6”-Mause beobachtet werden. Diese Induktion
der ABC-Transporter-Genexpression und die reduzierten Sterinkonzentrationen im Serum
der Abcc6”-Mause sind Anzeichen fiir eine verstarkte Lipidsekretion der Leber in die
Galle. Zusammenfassend deuten die Ergebnisse dieser Arbeit auf eine Funktion des
ABCCB6-Proteins im Transport von Lipiden hin und bekréaftigen die Hypothese, dass
ABCCE6 eine wichtige Rolle in der Cholesterinhomdostase spielt.



Abstract

Sequence variants in the adenosine triphosphate-binding cassette (ABC)-Transporter
subfamily C, member6 (ABCC6) gene are responsible for Pseudoxanthoma elasticum
(PXE), but are also correlated with altered serum lipids and an elevated risk to suffer from
cardiovascular diseases. The unequivocal relationship between pathophysiological
ABCC6 function, as well as the substrate of ABCC6, and the cellular and metabolic
alterations is still unsolved. There are first indications from cell culture studies with dermal
fibroblasts of PXE patients showing an induction of cholesterol biosynthesis and an
activity increase of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase (HMGCR). Quite a
number of members of the ABC transporter family have a pivotal role in lipid and
cholesterol metabolism. In this study, the effects of an Abcc6 deficiency on the cholesterol
homeostasis was investigated for an early and a late disease stage of PXE via
comparative analysis of 6-month-old and 12-month-old wildtype (Wt) and Abcc6” mice.
The absolute cholesterol and phytosterol concentrations were lowered in serum of Abcc6”
mice. The mRNA expression of Hmgcr was increased in liver tissue, as well as the ratio of
the cholesterol precursor desmosterol concentration to cholesterol concentration in serum
of Abcc6” mice relative to Wt mice. In addition, a higher apolipoprotein (Apo)B serum
level in Abcc6” mice was detected. These observations indicate an enhanced cholesterol
biosynthesis in  Abcc6” mice, supporting previous studies. A decrease of
phytosterol/cholesterol ratios in serum of 6-month-old and 12-month-old Abcc6” mice in
comparison to Wt mice were also observed. This might be indicative of reduced lipid
absorption. Furthermore, Abcc6” mice showed lower high-density lipoproteins (HDL)
cholesterol serum concentration, and a lack of ApoA-I and ApoA-Il as well. The activity of
phosphatidylcholine-sterol acyltransferase, which is essential for maturing process of HDL
particles, was modestly reduced in 6-month-old and unaltered in 12-month-old Abcc6”
mice. These results may point to a disturbed biogenesis of HDL particles of reverse
cholesterol transport due to Abcc6 deficiency. An elevated gene expression of ABC
transporters, like Abcbib, Abcb11, Abcg5 and Abcg8, which are responsible for
cholesterol and bile acid secretion, in liver of Abcc6” mice was found. This gene induction
of ABC transporter gene expression and reduced sterol concentrations in serum of the
Abcc6” mice indicate increased lipid excretion from liver into the bile duct. Summarizing,
the results of this study reinforce the hypothesis, that the ABCC6 protein has a crucial role
in cholesterol homeostasis, and therefore a function as lipid transporter is conceivable.
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2 Einleitung

2.1 Die Bindegewebserkrankung Pseudoxanthoma elasticum

Pseudoxanthoma elasticum (PXE) ist eine seltene, autosomal rezessiv vererbbare
Erkrankung und charakterisiert durch eine progressive Kalzifizierung der elastischen
Fasern im Bindegewebe, z.B. der Haut, der Augen und des GefaBsystems[1]. Die
Mineralisierungen dieser Fasern flhren im weiteren Krankheitsverlauf zu deren
Fragmentierung [2]. Es kommt zu morphologischen Veradnderungen verschiedener
Komponenten der extrazellularen Matrix, wie der Akkumulation von Proteoglykanen oder
der Bildung abnormaler Elastin- oder Kollagenstrukturen[3,4]. PXE als Erkrankung
prasentiert sich mit einem heterogenen Erscheinungsbild[5], was eine Diagnose er-
schwert. Bis heute gibt es keine eindeutigen Korrelationen zwischen dem Genotyp eines
Patienten und dessen Phanotyp [6,7]. Die Pravalenz von PXE liegt laut Literatur zwischen
1 auf 25000 und 1 auf 100 000 [5,8]. Frauen sind jedoch statistisch haufiger von PXE be-
troffen als Manner[5]. Im Jahr 2000 konnten als Ursache fir PXE Mutationen im
Adenosintriphosphat-Bindungskassetten (ABC)-Transporter der Unterfamilie C, Mitglied 6
(ABCC6)-Gen detektiert werden[9-11]. Seitdem wurden mehr als 300 verschiedene
kausative Mutationen des ABCC6-Gens beschrieben[12]. Das ABCC6-Gen liegt auf
Chromosom 16p13.1[13,14], umfasst 31 Exons [13] und kodiert fiir ein 165 kDa schweres
Protein, welches aus 1503 Aminosauren besteht[15]. Das Substrat des ABCC6-
Transporters ist bislang unbekannt [16]. Allerdings kommen anhand einer in-silico-Analyse
vor allem Lipid- und Gallensaureverbindungen in Frage [17].

2.1.1 Die Symptome der PXE-Erkrankung

Die ersten Krankheitssymptome von PXE betreffen gewdhnlich die Haut und treten im
Jugendalter zwischen 10und 15 Jahren auf[1,18]. Zun&chst bilden sich kleine gelbliche
Papeln auf der Haut, vor allem im Nacken bzw. seitlich am Hals und in den Regionen der
Achseln, der Ellenbeugen und der Leiste (s. Abb. 1A, 1Bund 1C)[19]. Bei Fortschreiten
von PXE kommt es zur Bildung gro6Berer lederartiger, faltiger Haut-
areale (s. Abb. 1B) [1,20].
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Abbildung 1: Symptome der Haut von PXE-Patienten. Gezeigt sind A) gelbliche Papeln am
Hals einer 36-jahrigen PXE-Patientin, B) grdoBeres lederartiges Hautareal am Hals/Nacken einer
50-jahrigen PXE-Patientin und C) Falten der Achselhdhle eines 67-jahrigen PXE-Patienten.
Modifizierte Abbildung aus Plomp et al. [20].

Komplikationen an den Augen oder im GefaBsystem entwickeln sich im Krankheitsverlauf
zumeist erst im mittleren Lebensalter[21]. Zunédchst bilden sich Pigmentunregel-
maBigkeiten des Augenhintergrundes aus, die sogenannte Peau d’orange (s. Abb. 2A) [1].
Spater manifestieren sich angioide Streifen der Retina (s. Abb. 2B) [22], die Briiche in der
kalzifizierten Bruch-Membran darstellen[23]. Diese Lasionen kdnnen eine subretinale
Neovaskularisation auslésen, einhergehend mit Einblutungen, Gewebsvernarbung und
dem Verlust der Sehschérfe bis hin zur Erblindung des Patienten [22,24]. PXE korreliert
mit einem erhdhten Risiko flir das vorzeitige Auftreten von GefaBerkrankungen [25,26].
Die Symptome im GefaBsystem bei PXE auBern sich als Claudicatio intermittens, einem
peripheren arteriellen Venenverschluss [25-27], als arterielle Hypertonie [28,29], oder
vereinzelt als Myokardinfarkt in jungen Jahren [21]. Blutungen des gastrointestinalen oder
urinalen Traktes treten verstarkt bei PXE-Patienten aufgrund fragiler BlutgefaBe der
Submukosa im Vergleich zur gesunden Bevélkerung auf[12]. Auch andere Organe
kénnen in seltenen Fallen von den Kalzifizierungen betroffen sein, wie die Nieren, die
Milz, die Leber, das Brustgewebe und die Testikel [30—-32]. Als klinisch relevant werden
hierbei einzig die Mineralisierungen der Nieren eingestuft[12,33], da diese zur Bildung

von Nierensteinen flihren kdnnen [34,35].

Abbildung 2: Verdnderungen der Retina bei PXE. Gezeigt sind A) PigmentunregelmaBigkeiten
des Augenhintergrundes (Peau d‘orange) und B) angioide Streifen (schwarze Pfeile) eines PXE-
Patienten. Modifizierte Abbildung aus Plomp et al. [20].
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2.1.2 Die Pathophysiologie der PXE-Erkrankung

In der Literatur werden zwei Hypothesen zur Erklarung der Pathophysiologie von PXE
diskutiert, die metabolische Hypothese und die zellulare Hypothese. Die metabolische
Hypothese geht bei PXE von einer systemischen Stoffwechselerkrankung aus [36]. Die
Hepatozyten der Leber exprimieren das ABCCG6-Protein am starksten, gefolgt vom
Nierengewebe [37—40]. Die Leber ist bei dem GrofBteil der PXE-Patienten nicht von den
Symptomen betroffen [41]. Die ABCCG6-Expression der basolateralen Hepatozyten-
membran sowie der proximalen Nierentubulimembran lassen eine Funktion beim Ruick-
transport von intrazellularen Molekilen ins Blut vermuten [37,39,42]. Im Gegensatz dazu
weisen die von den PXE-Symptomen betroffenen Gewebe kaum eine oder keine ABCC6-
Expression auf [9,43]. In der Theorie der metabolischen Hypothese entsteht in Folge des
ABCC6-Funktionsverlustes in der Leber ein Mangel eines oder mehrerer unbekannter
Faktoren in der Zirkulation, die mdglicherweise als Kalzifizierungsinhibitoren dienen [21].
Es kommt so zu progressiven Kalzifizierungen in den extrahepatischen Geweben.
Gestutzt wird diese Theorie von der Entdeckung wirksamer Kalzifizierungsinhibitoren in
der Zirkulation wie Fetuin A und Matrix-Gla-Protein [44,45], die im Blut von PXE-Patienten
erniedrigt vorliegen [46,47]. PXE ist auBBerdem von einer langsamen und kontinuierlichen
Mineralisierung des Bindegewebes gekennzeichnet, was auf eine metabolische Stérung
schlieBen lasst[29]. Darlber hinaus fihrte eine Inkubation dermaler Fibroblasten von
gesunden Probanden mit dem Serum von PXE-Patienten in Zellkulturexperimenten zu
einer veranderten Elastinexpression und der Bildung abnormer Strukturen der elastischen
Fasern[48]. In Parabioseexperimenten, bei denen sich eine Abcc6-Knockout(Abcc6™)-
Maus und eine Wildtyp (Wt)-Maus einen gemeinsamen Blutkreislauf teilten, wurde
gezeigt, dass die Abcc6-defiziente Maus, entgegen ihres eigentlichen Phanotyps, weniger
Kalzifizierungen entwickelte. Diese Beobachtung wurde auf einen anti-mineralisierenden

Faktor aus der Zirkulation der gesunden Maus zurlckgefihrt [49].

Die andere Theorie zur Pathogenese von PXE ist die zellulare Hypothese. Diese be-
schreibt, dass der Verlust des ABCC6-Proteins einen lokalen und direkten Einfluss auf die
Physiologie der von den Symptomen betroffenen Regionen und konsequenterweise auf
die dort lokalisierten Zellen hat. Zu den betroffenen Zellen zahlen unter anderem die
dermalen Fibroblasten, deren Expressionsprofil, Adhdsionseigenschaften, Zell-Zell-, Zell-
Matrix-Interaktionen und Proliferationsverhalten sich durch das Fehlen des ABCC6-
Proteins verandern [43,50]. Ebenso wurde eine erhdhte Synthese von Proteoglykanen
und Elastin sowie eine verstarkte Aktivitat der Matrix-Metalloproteinase (MMP)2
beobachtet[51-53]. Zudem wurden hdhere Konzentrationen der MMP2 und 9 im
Serum [54] sowie héhere Konzentrationen von Abbauprodukten des Elastins im Plasma
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von PXE-Patienten quantifiziert [55]. Diese Hypothese stitzend wurden histopathologisch
in der Ultrastruktur von elastischen Fasern der Haut von PXE-Patienten morphologische
Veranderungen beobachtet, noch bevor Kalzifizierungen zu detektieren waren [56,57].

2.1.3 Das Abcc6-Knockout-Mausmodell

Detaillierte Einblicke und viele experimentelle Daten Uber die Pathogenese von PXE
wurden anhand zweier etablierter Mausmodelle gewonnen [12,39,58]. In dem erzeugten
Knockout-Modell aus der Arbeitsgruppe von Klement et al. wurden mittels homologer Re-
kombination die Exons 15 bis 18, inklusive der flankierenden Introns 14 und 18, der
Abcc6-DNA-Sequenz durch ein Neomycin/G418-Resistenzgen ersetzt. In diesem trans-
genen Abcc6”-Mausmodell wurden Mineralisierungen an der Kapsel der Vibrissen, in den
GefaBwanden mittelgroBer Arterien, in der Haut, in den Drusen der Retina, in den Tubuli
der Niere und in dem interskapularen braunen Fettgewebe im Vergleich zu den Wit-
Mausen festgestellt. Mit Hilfe der Transmissionselekironenmikroskopie wurden auch
Kalzifizierungen, die mit Kollagen- und Elastinfasern assoziiert waren sowie abnormale
Elastinaggregate [58], ahnlich zu den Veranderungen in den Hautbiopsien der PXE-
Patienten[56], beobachtet. Als friher Marker eines Abcc6-Knockouts wurden
Calciumablagerungen der Vibrissenkapseln herangezogen, da die Bindegewebs-
strukturen dieser Kapseln schon ab der 6.Lebenswoche konsistent in den Abcc6”-
Mausen kalzifizierten. Die detektierbaren Mineralisierungen nahmen mit dem Alter der
Mause zu[58]. Im Allgemeinen wiesen die Abcc6”-Mause jedoch einen weniger
heterogenen Phéanotyp als die PXE-Patienten auf, was auf eine genetische Homogenitat
sowie auf homogenere Umwelt- und Erndhrungsbedingungen einer Mauszucht

zurtckzuflhren ist.

Parallel zu diesem Abcc6”-Modell hat die Arbeitsgruppe um Gorgels et al. 2005 ein
zweites Mausmodell mit Hilfe der homologen Rekombination generiert. In diesem Fall
wurden die Exons 16, 17 und groBe Teile von Exon 18 durch ein Hygromycin-
Resistenzgen ausgetauscht. Diese Abcc6”-Méuse zeigten ab dem 6. Lebensmonat
Kalzifizierungen in den mittelgroBen BlutgefdBen der Niere, vor allem des
Nierenkortexes (s. Abb. 3A), entlang der elastischen Fasern innerhalb der GefaBwande.
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Abbildung 3: Paraffinschnitte der Niere und des Auges einer 17 Monate alten Abccé6-
defizienten Maus. Gezeigt sind A) Von-Kossa-Farbung eines Nierenschnittes mit Kalzifizierungen
(schwarze Farbung) der BlutgefédBe im Nierenkortex, Bar 100 um und B) Alizarin-Rot-Féarbung
eines Augenschnittes mit Kalzifizierungen (rote Farbung) in der Bruch-Membran (zwischen den
Pfeilspitzen), Bar 20 um. Modifizierte Abbildung aus Gorgels et al. [39].

Mit steigendem Lebensalter der Abcc6”-Mause nahmen die Mineralisierungen zu, sodass
Ablagerungen in den GefaBwéanden kleiner GefédBe und Kapillare ins GeféaBlumen
hineinragten und auch gréBere BlutgefaBe betroffen waren [39]. Diese Ergebnisse
korrespondieren mit den Befunden von PXE-Patienten, die aufgrund von
Mineralisierungen der arteriellen BlutgeféBe an einer Claudicatio intermittens leiden [1,15].
PXE-Erkrankte zeigten zudem auch arterielle Kalzifizierungen innerer Organe wie der
Niere, vor allem kleiner und mittelgroBBer BlutgefaBe [15,30,59,60]. Bei der Untersuchung
alterer Abcc6”-Mause, zwischen 17 und 19 Monate alt, wurden auch in vielen anderen
Organen Mineralisierungen dokumentiert. Hierbei wurden Calciumablagerungen in den
GefaBwanden der Vena Cava, der Aorta Dorsalis und anderen koronaren Arterien
detektiert [39]. In der Literatur findet sich ebenso ein klinischer Fallbericht eines PXE-
Patienten, der die Beobachtung von Mineralisierungen in der Aorta und Vena Cava
beschreibt[3]. In der Haut der Abcc6”-Mause konnten keine Kalzifizierungen an den
elastischen Fasern festgestellt werden, nur in den BlutgefaBen, die die Haut durch-
ziehen [39]. Die Abcc6-Knockout-Mause entwickelten zudem Kalzifizierungen sowie ver-
anderte Elastin- und Kollagenfaserstrukturen in  der Bruch-Membran des
Auges (s. Abb. 3B) [39,61]. Vergleichbare Veranderungen konnten in der Bruch-Membran
von PXE-Patienten gezeigt werden [3,62,63]. Die beiden vorgestellten Abcc6”-Modelle
sind demnach geeignete Tiermodelle zur Untersuchung der Pathophysiologie von PXE.

2.1.4 Veranderungen des Lipidstoffwechsels bei einer PXE-Erkrankung

Im Zusammenhang mit dem Lipidstoffwechsel wurden ABCC6-Sequenzvariationen
entdeckt, die mit einem verdnderten High-density lipoproteins (HDL)-Cholesterin und
Triglyzeridgehalt im Blut korrelieren [64], jedoch kein PXE verursachen[65,66]. Es sind
gleichermaBen Polymorphismen des ABCC6-Gens bekannt, die mit einem geringeren
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HDL-Cholesterin und einem erhéhten Risiko flr koronare Herzkrankheiten
einhergehen[67,68]. Im Plasma der Abcc6”-Mause konnten bereits reduzierte
Konzentrationen an Gesamt- und HDL-Cholesterin detektiert werden [39]. Es wurde am
Abcc6”-Mausmodell auch belegt, dass eine praventive Behandlung mit Atorvastatin
Kalzifizierungen peripherer Organe verhindern kann. Der zugrundeliegende
Mechanismus, inwiefern eine Inhibition der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl (HMG)-Coenzym A
(CoA)-Reduktase (HMGCR) eine Mineralisierung unterbindet, konnte allerdings nicht im
Detail aufgeklart werden[69]. Unterstiitzend dazu wurde in Zellkulturexperimenten eine
erhbhte HMGCR-AKktivitdt in dermalen Fibroblasten von PXE-Patienten verglichen mit
Fibroblasten von gesunden Probanden festgestellt[70]. Andere Zellkulturstudien mit
immortalisierten Hepatozyten zeigten, dass der ABCC6-Promotor eine Bindungsstelle fir
den hepatozytdaren nukledren Faktor4a (HNF4a) besitzt und durch diesen aktiviert
wird [71,72]. Der Transkriptionsfaktor HNF4a reguliert viele metabolische Prozesse in der
Leber, unter anderem die Lipidhomdstase [73,74].

2.2 Die CholesterinhomoOostase

Cholesterin besitzt wichtige strukturelle und metabolische Funktionen im Kérper. Es ist ein
essentieller Zellmembranbestandteil und reguliert die Fluiditdt und Permeabilitat der
Membran, beispielsweise durch Bildung sphingolipidreicher Doméanen, den Lipids
Rafts[75]. Die Cholesterinbiosynthese liefert zudem Isoprenoide flir die Protein-
prenylierung [76]. Das Cholesterin selbst dient als Ausgangsmolekll fir die weitere
Steroidhormonsynthese [77] sowie fir die Bildung von Ko-Faktoren, Vitaminen und
Gallensauren[78]. Auf der anderen Seite jedoch kdnnen zu hohe Cholesterin-
konzentrationen im Blut pathologische Folgen, wie die Entstehung einer Atherosklerose,
beglinstigen[79]. Die Cholesterinhomdostase wird durch ein komplexes Netzwerk ge-
steuert, um die Verfligbarkeit von Cholesterin fir den gesamten Organismus zu
koordinieren. Vor allem die Leber ist flr die Aufrechterhaltung dieser Homdostase [80]
unter Zuhilfenahme verschiedenster Mechanismen verantwortlich. Zu diesen
Mechanismen zahlen die de-novo-Cholesterinbiosynthese, die rezeptorvermittelte
Cholesterinaufnahme, die Lipoproteinsekretion ins Blut, der Cholesterinabbau mittels
Gallensauresynthese und die Cholesterinspeicherung als Cholesterinester, der biologisch
inaktiven Form von Cholesterin, in Lipid-Droplets und Membranen [78,81,82].

2.2.1 Die Cholesterinbiosynthese

Ein Teil des im Kérper synthetisierten Cholesterins wird in der Leber hergestellt[78]. Die
Cholesterinbiosynthese ist ein komplexer Prozess mit mehr als 30 verschiedenen
Reaktionen in unterschiedlichen Zellkompartimenten, an denen mehr als 15 Enzyme be-
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teiligt sind [83]. Zusammengefasst ist die Cholesterinbiosynthese die Kondensation von
Isoprenoiden in mehreren Reaktionen zu Squalen. Das Squalen wird anschlieBend durch
Zyklisierung zu Lanosterin umgebaut, welches letztendlich zu Cholesterin prozessiert
wird [84] (s. Abb. 4).

Acetyl-CoA ——— Hydroxy-Methylglutaryl-CoA (HMG-CoA)
vlso.t\T HMGCS lHMGCR
Acetoacetyl-CoA Mevalonséure
lMevannat Kinase
Mevalonat-5-Phosphate
Phosphomevalonat Kinase
Mevalonat-5-Pyrophophat
Mevalonatpyrophosphat Decarboxylase
Isopentenylphosphat (IPP; 5-C)/
Dimethylallylpyrophosphate (DPP; 5-C)

lFDPS

Geranylpyrophosphat (GPP; 10-C)
lFDPS
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP; 20-C) P Farnesylpyrophosphat (FPP; 15-C)
FDFT1
Squalen (30-C)

lLSS

Lanosterin

i weitere Reaktionsschritte
Cholesterin (27-C)

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Cholesterinbiosynthese. Ubersicht der
wichtigsten Schritte des Mevalonatweges innerhalb der Cholesterinbiosynthese mit nummerischer
Angabe der C-Atome der einzelnen Isoprenoiden. 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl = HMG;
Coenzym A = CoA; SOAT = Sterol-O-Acyltransferase; HMGCS = HMG-CoA-Synthase;
HMGCR = HMG-CoA-Reduktase; = FDPS = Farnesylpyrophosphatsynthase; GGPS1 = Geranyl-
geranylpyrophosphatsynthase 1; FDFT1 = Squalensynthase (auch Farnesyldiphosphat-
Farnesyltransferase 1); LSS = Lanosterinsynthase.

Im Detail beginnt die Cholesterinbiosynthese mit der Formation des HMG-CoA aus zwei
Molekulen Acetyl-CoA, katalysiert durch die Enzyme Sterol-O-Acyltransferase (SOAT) und
HMG-CoA-Synthase (HMGCS) [84]. Das HMG-CoA wird durch die HMGCR zu Mevalon-
saure reduziert. Die HMGCR ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym dieses
Stoffwechselweges [85], dessen Aktivitdt am starksten reguliert wird[78]. Die

Mevalonsaure wird zweimal mittels Mevalonatkinase und Phosphomevalonatkinase
9
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phosphoryliert und es entsteht Mevalonat-5-Pyrophosphat [86,87]. Das Mevalonat-5-
Pyrophosphat wird durch die Pyrophosphomevalonat Decarboxylase in das aktive
Isoprenoid Isopentenylpyrophosphat (IPP) und dessen Isomer Dimethylallylpyro-
phosphat (DPP) Gberfihrt [86]. Die Farnesylpyrophosphatsynthase (FDPS) katalysiert die
sequenzielle Kondensationsreaktion von zwei Molekilen IPP zu Geranylpyro-
phosphat (GPP) und prozessiert dieses weiter zu Farnesylpyrophosphat (FPP) durch
Kondensation eines DPP-Molekils. Es entsteht daraufhin Geranylgeranylpyrophosphat
(GGPP) mit Hilfe der Geranylgeranylpyrophosphatsynthase 1 (GGPS1) unter Verwendung
eines weiteren Molekdls IPP. Die Isoprenoide FPP und GGPP kdnnen an dieser Stelle
aus dem Stoffwechselweg geschleust und zur post-translationalen Modifikation, der
Prenylierung von Proteinen, genutzt werden [76]. Es werden kleine G-Proteine der Signal-
transduktion, wie die Ras-, Rab- und Rho-Proteine, zur Verankerung in der Zellmembran
prenyliert [88,89]. Die letzte Reaktion zur Bildung von Squalen wird von der Squalen-
synthase (auch Farnesyldiphosphat-Farnesyltransferase 1; FDFT1), unter Einbeziehung
von zwei Molekilen FPP, katalysiert (s. Abb. 4). Das Enzym FDFT1 dient als weiterer
wichtiger Schllsselpunkt zur Regulation der Cholesterinbiosynthese [83,90]. Das Squalen
zyklisiert Ober das Zwischenprodukt Monoepoxy-Squalen[91] anschlieBend zu
Lanosterin, einem Viererringsystem, mit Hilfe der Lanosterinsynthase (LSS). Die Um-
wandlung von Lanosterin in Cholesterin erfolgt in weiteren Umlagerungs- und

Eliminationsreaktionen [92,93].
2.2.2 Die Cholesterinabsorption

Die Cholesterinabsorption ist definiert als der Transfer des Cholesterins von der intra-
luminalen auf die intestinale Seite der LymphgefaBe in den Ductus thorcicus[81]. Diese
Absorption beginnt schon im Magen, allerdings findet die eigentliche Absorption im
Duedenum und im Jejunum mit Hilfe von Gallensduren und pankreatischen Enzymen
statt[94]. Auch die mit der Nahrung aufgenommenen Stoffe nehmen Einfluss auf die
Effizienz der Cholesterinabsorption. So reduzieren Phytosterine und Fischdle die Ab-
sorption von Cholesterin [95,96]. Cholesterin ist ein nahezu wasserunléslicher Stoff und
daher ist dessen Absorption abhangig von den solubilisierenden Eigenschaften der
Gallensauren[97,98]. Diese sind natlrliche amphipathische Detergenzien, welche
Mizellen formen kdnnen und somit Lipide I6sbar machen [99]. Cholesterin wird von den
Enterozyten aufgenommen und zum weiteren Transport Uber die Lymphe ins Blut in
Chylomikronen (CM) eingebaut [81]. Die ebenfalls in den CM enthaltenen Triglyzeride
werden Uber die Lipoproteinlipase (LPL), die auf der Oberflache von Endothelzellen
exponiert ist, hydrolysiert und ins periphere Gewebe aufgenommen, beispielsweise in die
Adipozyten des wei3en Fettgewebes zur Speicherung (s. Abb. 5) [100].
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der intestinalen Cholesterinabsorption und der
Cholesterinverteilung (iber das Blut zur Leber. Die Enterozyten des Darms absorbieren
Nahrungslipide wie Cholesterin und bauen diese fir den weiteren Transport in Chylomikronen
(CM) ein. Die am Endothel gebundene Lipoproteinlipase (LPL) hydrolysiert die Triglyzeride der CM
zur Aufnahme als freie Fettsauren in die peripheren Gewebe. Es entstehen CM-Remnant-Partikel,
welche von der Leber rezeptorvermittelt aufgenommen werden. Intrahepatische Lipide werden in
Very-low-density lipoproteins (VLDL) eingebaut und erneut in die Zirkulation sekretiert, wo sie als
Substrat der LPL dienen. Die VLDL-Partikel werden zu Intermediate-density lipoproteins (IDL)
hydrolysiert und entweder von der Leber aufgenommen oder weiter zu Low-density lipoproteins
(LDL) prozessiert. Die Konzentration des LDL-Cholesterins in der Zirkulation wird primar von der
Leber Uber eine LDL-Rezeptor (LDLR)-vermittelte Aufnahme der Partikel reguliert.

Die entstandenen cholesterinreichen Remnant-Partikel werden dann, vermittelt durch den
Low-density lipoproteins (LDL)-Rezeptor (LDLR), in die Hepatozyten aufgenommen. Das
enthaltene Cholesterin wird entweder der Gallensduresynthese zugefliihrt oder in Very-
low-density lipoproteins (VLDL) eingebaut, um erneut in die Zirkulation sekretiert zu
werden (s. Abb. 5)[101]. Die VLDL-Partikel werden mittels LPL zu Intermediate-density
lipoproteins (IDL) hydrolysiert und entweder von der Leber aufgenommen oder weiter zu
LDL prozessiert[100]. Eine Konzentrationserh6hung dieses LDL-Cholesterins im Blut ist
als wesentlicher Grund fur die Entwicklung atherosklerotischer Erkrankungen identifiziert
worden [102,103]. Die Konzentration des LDL-Cholesterins in der Zirkulation kann primar
von der Leber, aber auch von den peripheren Geweben Uber eine LDLR-vermittelte
Aufnahme der Partikel ausgeglichen werden[104]. Daher stellt die Regulation dieses
Rezeptors auch einen zentralen Punkt des Cholesterinimports dar[81]. Goldstein und
Brown erhielten 1985 den Nobelpreis in Physiologie oder Medizin fir die Entdeckung,
dass Mutationen des LDLR-Gens ursachlich fur familiare Hypercholesterinamie
verantwortlich sind[105]. Der Komplex aus LDLR und LDL-Partikel wird mittels

11



Einleitung

Bettina Ibold

Endozytose aufgenommen (s. Abb. 5). Nach Lésen der Rezeptor-Liganden-Bindung unter
sauren Bedingungen kann der LDLR entweder im Lysosomen abgebaut oder an die
Zelloberflache zuricktransportiert werden [106]. Dieser Prozess wird entscheidend beein-
flusst von dem in der Zirkulation vorkommenden Proprotein-konvertase Subtilisin/Kexin
Typ 9 (PCSK9) [107,108]. Es bindet an den LDLR auf der Hepatozytenoberflache und
induziert dessen Abbau[109,110]. PCSK9 wird im Wesentlichen von der Leber exprimiert
und nach der Prozessierung ins Blut sekretiert[111].

2.2.3 Der reverse Cholesterintransport

Eine UberméaBige Cholesterinakkumulation ist toxisch fur Zellen und soll durch einen
reversen Cholesterintransport von den peripheren Geweben zur Leber hin verhindert bzw.
reduziert werden. Dieser Rucktransport wird von den HDL-Partikeln vermittelt[100,112]
und ist essentiell, da nur Hepatozyten und hormonproduzierende Zellen Cholesterin
metabolisieren kénnen[100]. Der Ausgangspunkt fir die de-novo-Biogenese von HDL-
Partikeln ist die Sekretion eines Lipidakzeptors, dem Apolipoprotein (Apo)A-I,
vornehmlich von der Leber (s. Abb. 6) [78].

Periphere Gewebe

ABCG1
ABCA1 \ /
Darm \ /
_____ ApoAd__, (ApOA-l1) . __ApoAd

Abbildung 6. Schematische Darstellung des reversen Cholesterintransports. Der reverse
Cholesterintransport beginnt mit der Biogenese von High-density lipoproteins (HDL).
Ausgangspunkt ist die Sekretion des lipidarmen Lipidakzeptors Apolipoprotein A-I (ApoA-l) sowie
dessen Interaktion mit dem ATP-Bindungskassetten (ABC)-Transporter ABCA1. Der Cholesterin-
efflux auf bereits lipidoeladene ApoA-I-Proteine wird durch den ABC-Transporter ABCG1 vermittelt.
Die Enzymaktivitdten der Phosphatidylcholin-Sterol-Acyltransferase (auch Lecithin-Cholesterin-
Acyltransferase; LCAT) und des Phospholipid-Transferprotein (PLTP) sind essentiell fir die
Reifung der HDL-Partikel. PLTP Ubertragt Phospholipide von Low-density lipoproteins (LDL)
und Very-low-density lipoproteins (VLDL) auf HDL-Partikel. Die reifen HDL-Partikel werden zur
Leber transportiert und primér mit Hilfe des Scavenger-Rezeptors B1 (SRB1) aufgenommen. Das
in den HDL-Partikeln enthaltene Cholesterin kann durch die Transporter ABCG5 und ABCGS in
den Gallengang ausgeschieden werden.
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Entscheidend flr einen Cholesterinefflux ist die Wechselwirkung des ApoA-I-Proteins mit
dem ABC-Transporter ABCA1 auf der Zelloberflache [113,114]. Die Leber hat den gréBten
Anteil an der Entstehung von HDL-Partikeln[114], aber auch die peripheren Gewebe
spielen eine bedeutende Rolle [115-117]. Die ins Blut entlassenen unreifen ApoA-I-HDL-
Komplexe bestehen aus Phospholipiden und freiem Cholesterin. Das freie Cholesterin
fungiert als Substrat fir die plasmatische Phosphatidylcholin-Sterol-Acyltransferase (auch
Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase; LCAT) zur Cholesterinveresterung [114]. Es kommt
zur Reifung der HDL-Partikel[118]. Ein weiterer ABC-Transporter ABCG1 trégt zum
Cholesterinefflux aus den Zellen bei[78,119]. Allerdings kann ABCG1 nur mit bereits
lipidbeladenen ApoA-I-Proteinen interagieren[119,120]. Das ABCG1 wird, genau wie
ABCAT1, von der Leber und den extrahepatischen Geweben exprimiert[121]. Das Enzym
Phospholipid-Transferprotein (PLTP) im Blut tragt zur weiteren HDL-Reifung bei, indem es
Phospholipide von ApoB-haltigen VLDL- und LDL-Partikeln auf die HDL-Partikel
Ubertragt (s. Abb. 6) oder die Fusion kleinerer HDL-Partikel vermittelt[122]. Die reifen
HDL-Partikel werden zur Leber zurlicktransportiert, wo 65 % aller Cholesterinester der
HDL-Partikel Uber den Scavenger-RezeptorB1 (SRB1; Genname: SCARBT1) auf-
genommen werden[123]. Das veresterte Cholesterin wird in den Hepatozyten
enzymatisch wieder zu freiem Cholesterin umgebaut [78] und entweder direkt in die Galle
zur Exkretion transportiert oder der Gallensauresynthese zugefiihrt[124—126]. Auch bei
der Exkretion sind ABC-Transporter von groBer Bedeutung. Die Transporter ABCG5 und
ABCG8 transportieren das Cholesterin in den Gallengang[127]. In den Enterozyten
schleusen ABCG5 und ABCG8 Sterine wieder ins Darmlumen, um so bereits die
Absorption zu unterbinden [94].

2.2.4 Die Apolipoproteine

Die Apolipoproteine sind ein essentieller Bestandteil von Lipoproteinen und besitzen lipid-
komplexierende Eigenschaften, um Lipoproteine zu stabilisieren und einen Transport
lipophiler Stoffe zu erméglichen [128]. Sie vermitteln auBerdem die zellulare Aufnahme
von Lipoproteinkomplexen, indem sie mit den entsprechenden Rezeptoren wechsel-
wirken. Sie dienen als Lipidakzeptoren und ebenso als Ko-Faktoren von
Enzymen [81,129]. Ein Lipoproteinpartikel kann verschiedene Apolipoproteine enthalten.
Zusatzlich findet zwischen den Lipid- und Proteinkomponenten der Lipoproteine ein
standiger Austausch in der Zirkulation statt. Es sind mindestens 15 verschiedene Apo-
lipoproteine beschrieben worden [128]. Das ApoA-| ist vor allem ein strukturelles und
funktionales Protein der HDL-Partikel und macht dort 70 % des Proteinanteils aus[130].
Die Hauptfunktionen des ApoA-l sind die Interaktion mit verschiedenen zellularen
Rezeptoren wie dem HDL-Rezeptor SRB1, die Aktivierung der LCAT und das Fungieren
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als Lipidakzeptor fur Uberschussiges Cholesterin aus extrahepatischen Geweben zur
Biogenese von HDL-Partikeln [131]. ApoA-I ist auch auf CM und VLDL zu finden und wird
vorherrschend vom Darm und der Leber gebildet, ebenso wie das ApoA-Il. ApoA-Il ist das
zweitwichtigste Strukturprotein der HDL und in 50 % dieser Partikel zu finden [132]. Das
ApoA-IV kann auch Bestandteil der HDL-Partikel sein. Es spielt aber eine
entscheidendere Rolle bei der Entstehung und Sekretion der CM im Darm, wo es selbst
vornehmlich exprimiert wird [133]. Die Mitglieder der Apolipoprotein-Familie C werden
primar in der Leber gebildet. Das kleinste Mitglied ApoC-I ist sowohl mit HDL als auch mit
VLDL assoziiert und dient ebenfalls als Aktivator der LCAT, kann jedoch inhibierend auf
die Hepatische Lipase (LIPC) wirken. ApoC-Il aktiviert im Gegensatz zu ApoC-l
verschiedene Lipasen wie die plasmatische LPL und ist ebenfalls Bestandteil der HDL-
und VLDL-Partikel[134]. Das dritte Mitglied der Proteinfamilie, ApoC-Ill, ist indes
Uberwiegend in VLDL und nur zum kleinen Teil in HDL enthalten. Dieses Protein inhibiert
die LPL- und LIPC-Aktivitat und reduziert die Aufnahme der CM in die Hepatozyten [135].
Eine weitere Schlisselkomponente der HDL-Partikel ist das ApoE, da es auch eine de-
novo-HDL-Biogenese bewirken kann[136]. Der ApoE-Gehalt ist jedoch in den HDL
wesentlich geringer als der ApoA-I-Gehalt[137]. Der Hauptteil der zirkulierenden ApoE-
Proteine hingegen kommt in triglyzeridreichen Lipoproteinen, den CM, VLDL, IDL und
LDL, vor. Dort vermittelt es als Ligand eine Aufnahme Uber Rezeptoren der LDL-
Rezeptor-Familie. ApoE wird von verschiedenen Geweben synthetisiert, einschlielich der
Leber und dem endokrinen System[134]. Eine Sonderrolle nimmt das ApoB ein, da es
zwei Transkript-varianten gibt, die gewebespezifisch exprimiert werden[138]. Das
ApoBioo-Transkript enthélt die vollstdndige kodierende Gensequenz von ApoB[139] und
wird im Lebergewebe gebildet, wo es die VLDL-Bildung und -Sekretion unterstitzt [140].
Es ist Uberdies in IDL- und LDL-Partikel vorhanden[100]. ApoBio fungiert als LCAT-
Aktivator und als Ligand fir den LDLR [141,142]. Es ist notwendig fur eine effektive LDL-
Cholesterinelimination aus dem Blut, da LDL-Partikel ausschlieBlich das ApoBioo
enthalten [143]. Die verkirzte Isoform ApoBag wird nur in den Enterozyten des Darms her-
gestellt und ist dementsprechend an der Bildung und Sekretion der CM beteiligt [144].
ApoBag ist damit essentiell flr die Resorption von Nahrungslipiden und lipidléslichen Vita-
minen[128]. Im Gegensatz zu ApoBig ist ApoBss nicht an einer LDLR-vermittelten
Lipoproteinaufnahme beteiligt, bedingt durch das Fehlen der LDLR-Erkennungsdoméane
nach der Prozessierung [139].
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2.2.5 Die Gallensauresynthese

Zur Aufrechterhaltung der Cholesterinhomdéostase kann Uberschiissiges Cholesterin in
wasserlésliche Gallensauren Uberfihrt werden und in den enterohepatischen Kreislauf
gelangen. Die neu synthetisierten Gallensduren werden Uber den Gallengang ins
Darmlumen geschleust, wo sie wiederum fiir die Absorption von Cholesterin, anderen
Nahrungslipiden und fettléslichen Vitaminen essentiell sind, und gelangen mittels
Lipoproteine erneut in die Leber[145]. Das Cholesterin kann ebenso, ohne Umbau in
Gallensauren, direkt in die Galle ausgeschieden werden[146]. An der Gallensaure-
synthese sind 17 verschiedene Enzyme beteiligt von denen viele Uberwiegend in der
Leber exprimiert werden [145]. Die Reaktionsschritte bis zur Entstehung von Gallensaure
aus Cholesterin beinhalten im Allgemeinen a) eine 7a-Hydroxylierung zur Bildung von
Oxysterin, b) weitere Modifikationen der Ringstruktur, ¢) Oxidation und Kirzung der
Seitenkette und d) die Konjugation der Gallensdure mit einer Aminosaure [145]. Die
Hydroxylierung des Cholesterins kann an der Ringstruktur oder an drei verschiedenen
Positionen der Seitenkette erfolgen, wodurch entweder das 7a-, das 24-, das 25- oder das
27-Hydroxycholesterin gebildet wird. Diese Oxysterine dienen als Vorlaufermolekile fiir
die Synthese primarer Gallensdureverbindungen[147]. Es gibt somit mehrere Stoff-
wechselwege der Gallensauresynthese. Der klassische Weg flihrt im ersten Reaktions-
schritt zu 7a-Hydroxycholesterin und wird von der mikrosomalen Cholesterin-7a-
Monooxygenase (Cyp7al) katalysiert. Dieses Enzym wird ausschlieBlich in der Leber
synthetisiert. Der alternative Weg erzeugt extrahepatisch das 27-Hydroxycholesterin
durch Hydroxylierung [148]. Diese Reaktion wird von der mitochondrialen Sterol-26-
Hydroxylase (Cyp27a1l) ermdglicht, welche in nahezu allen Geweben vorkommt. Das 27-
Hydroxycholesterin ist das am haufigsten vorkommende Oxysterin im Plasma von
Menschen[149] und Mausen[150]. Zusatzlich kdnnen Oxysterine auch durch nicht
enzymatische Reaktionen von Cholesterin mit reaktiven Sauerstoffspezies ent-
stehen [151]. Die Oxysterine haben neben den Gallensauren ebenfalls Einfluss auf den
Cholesterinstoffwechsel tber die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren [152,153]. Fir die
Exkretion der verschiedenen Cholesterinderivate in den Gallengang sind ABC-Transporter
unerlasslich. Der bekannteste Gallensauretransporter ist ABCB11[154,155], aber auch
ABCB1[156] kann Gallensauren sekretieren. Die Transporter ABCC2 und ABCCS3
transportieren konjugierte Gallensauren[154,157] und ABCB4 Phosphatidylcholin [158—
160] in den Gallengang. Die direkte Cholesterinsekretion in den Gallengang Ubernimmt
hauptsachlich das Transporterdimer aus ABCG5 und ABCG8[161-163]. Diese scheiden
sowohl Pflanzensterine als auch nicht prozessiertes Cholesterin aus [164,165].
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2.2.6 Die transkriptionale Regulation der Cholesterinhomdostase

Die Cholesterinbiosynthese wird auf transkriptionaler, post-transkriptionaler Ebene und
Uber Ruckkopplungsmechanismen moduliert[166]. Dieser Syntheseweg ist eng mit dem
zellularen Cholesterin-  und Oxysteringehalt gekoppelt und wird durch eine
Transkriptionsfaktor-Familie  reguliert, den  Sterolregulationselementen  (SREBP;
Genname: SREBF)[167], bestehend aus drei Mitgliedern: SREBP1a, SREBP1c und
SREBP2[168,169]. Als inaktive Vorldufer sind diese zun&dchst membrangebunden,
kénnen Uber eine proteolytische Kaskade aktiviert werden und in den Zellkern zur
Regulierung einer Reihe von Zielgenen wandern [170]. Der Transkriptionsfaktor SREBP2
reguliert verstarkt Gene der Cholesterinbiosynthese, wahrend SREBP1c vornehmlich
Gene der Fettsauresynthese koordiniert[171]. Ein zellularer Mangel an Cholesterin
induziert Gber SREBP2 parallel die Expression der HMGCR und des LDLR, um mit Hilfe
der de-novo-Synthese und auch der extrazelluldren Cholesterinaufnahme dem Mangel
effizient entgegenzuwirken [78]. Eine weitere Gruppe von Transkriptionsfaktoren tragt zur
Aufrechterhaltung der Cholesterin-homdostase bei, die nukledren Rezeptoren. Auch diese
kénnen durch Oxysterine, Steroide oder Gallensauren aktiviert werden [152,172—174]. Zu
den wichtigsten ligandenaktivierten Transkriptionsfaktoren des Cholesterinstoffwechsels
gehort die Gruppe der Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPAR), die Gruppe
der Oxysterin-Rezeptoren LXR (auch Leber-X-Rezeptoren; LXR), wozu auch der
Gallensaure-Rezeptor (auch Farnesoid-X-aktivierter Rezeptor FXR; Genname: NR1H4)
gehért und die Gruppe der Retinsaure-Rezeptoren RXR (RXR)[175]. Es gibt drei
gewebespezifische PPARs, PPARa (Genname: NR1C1), PPARB (Genname: NR1C2) und
PPARy (Genname: NR1C3)[176]. Diese sind erst nach Bildung eines Heterodimers mit
anderen Kernrezeptoren aktive Transkriptionsfaktoren[177]. PPARa ist vor allem in den
Lipidkatabolismus und in die Proliferation von Peroxisomen involviert[178]. Der Faktor
FXR ist in der Leber ein wesentlicher Regulator der Gallensdure-homdostase [179,180].
Gallensauren regulieren die eigene Synthese und Metabolisierung Uber diesen
Transkriptionsfaktor, der unter anderem die Expression von Cyp7a1 und einigen ABC-
Transportern wie ABCB11 und ABCB4 induziert [181]. Etliche in der Gallensduresynthese
entstandene Oxysterine aktivieren Proteine der Unterfamilie LXR. Die Mitglieder LXRa
(Genname: NR1H3) und LXRB (Genname: NR1HZ2) [182,183] sorgen fir die Induktion von
Genen des reversen Cholesterintransports[184]. Dazu zahlen Gene, die fir
Apolipoproteine, Lipidtransporter wie ABCA1 und ABCG1 bzw. ABCG5 und ABCG8, aber
auch flr metabolisierende Enzyme wie LPL kodieren[185,186]. Die Mitglieder der
Transkriptionsfaktorenfamilie RXR haben bezlglich der Cholesterin-homdostase insofern
eine regulatorische Aufgabe, als dass diese mit anderen Kernrezeptoren funktionale

Heterodimere bilden kénnen [187-189].
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2.3 Zielsetzung der Arbeit

PXE ist primér durch die progressive Kalzifizierung der elastischen Fasern des Binde-
gewebes bis hin zur Fragmentierung gepragt. Mutationen im ABCC6-Gen sind urséachlich
fur PXE. Polymorphismen des ABCC6-Gens hingegen werden vielfach mit
Veranderungen der Cholesterinkonzentration im Blut und einem erhdéhten Risiko fir
Herzerkrankungen in Zusammenhang gebracht. Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der
Untersuchung der Cholesterinhombostase zu einem frihen und zu einem fort-
geschrittenen Stadium von PXE mit Hilfe des Abcc6”-Mausmodells. Das beinhaltete die
vergleichende Analyse von 6Monate und 12Monate alten Abcc6”-Mausen mit
gleichaltrigen (Wt)-Mausen, um eine Alteration der Serumlipide und deren mdgliche
Ursachen in Folge einer Abcc6-Defizienz zu analysieren.

Im ersten Teil der Arbeit lag der Schwerpunkt auf der Analyse der Serumlipide. Dafur
sollten die Serumkonzentrationen des Gesamtcholesterins, des HDL-, des LDL/VLDL-
sowie des oxidierten LDL-Cholesterins der 6 Monate und 12 Monate alten Abcc6”-Méause
und Wt-Mause bestimmt werden. Zuséatzlich sollte der Gehalt von Phytosterinen wie
Brassicasterin, Campesterin, Sitosterin und Stigmasterin in den Mausseren quantifiziert
werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten Verédnderungen des Cholesterin- und Lipoprotein-
stoffwechsels bei einer Abcc6-Defizienz untersucht werden. Hierflr sollte zunachst eine
breitgefacherte Expressionsanalyse von 84 Genen des Cholesterin- und Lipoproteinstoff-
wechsels durchgefihrt werden. Fir die Analyse sollten Proben metabolisch aktiver
Gewebe, wie des Leber-, des Nieren- und des weilBen Fettgewebes, von 12 Monate alten
Abcc6”-Mausen und Wt-Mausen eingesetzt werden. AuBerdem sollten die
Genexpressionsraten von Schlisselenzymen der Cholesterinbiosynthese im Leber-
gewebe von 6 Monate und 12 Monate alten Abcc6”-Mausen mit den gleichaltrigen Wi-
Mausen verglichen werden. Ein weiterer Schwerpunkt lag in der Expressionsanalyse von
Apolipoproteinen auf Transkriptions- und Proteinebene. AuBerdem sollten im Serum die
Lcat-Aktivitat, die Pcsk9-Konzentration sowie im Lebergewebe die Expressionsrate der
cholesterinabbauenden Enzyme Cyp7at und Cyp27a1 von 6 Monate und 12 Monate alten
Abcc6”-Mausen und Wt-Mausen ermittelt werden.

Die ABC-Transporter Ubernehmen in wichtigen physiologischen Prozessen eine
herausragende Rolle, sodass eine beeintrachtigte oder fehlende Funktion dieser Proteine
teilweise durch andere ABC-Transporter kompensiert wird. In einem weiteren Teil dieser
Arbeit sollten daher die relativen Genexpressionsraten ausgewahlter ABC-Transporter
des Lipidstoffwechsels im Leber-, im Nieren- und im wei3en Fettgewebe von 6 Monate
und 12 Monate alten Abcc6”-Mausen mit den Wi-Mausen verglichen werden.
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3 Ergebnisse

Fir die Cholesterinhomdostase eines Organismus spielt die Leber eine entscheidende
Rolle. Es gibt bezlglich dieser Organfunktion mehrere Mechanismen die Homd&ostase
aufrechtzuerhalten, wie die de-novo-Cholesterinbiosynthese, die rezeptorvermittelte
Aufnahme cholesterinreicher Partikel, die Cholesterinspeicherung oder der Cholesterin-
abbau in Gallensauren[167]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Veranderungen des
Cholesterinstoffwechsels bei einem Funktionsverlust von Abcc6 im Mausmodell
untersucht. Die Analysen umfassten Mause mit einem Abcc6-Knockout (Abcc6”) und
einem unveranderten Genotyp (Wt). Die Mause waren zum Zeitpunkt der Pr&paration
6 Monate +2Wochen und 12 Monate £4 Wochen alt. Diese zwei Altersklassen an
untersuchten Mausen entsprechen im humanen Modell PXE-Patienten zu einem frihen
und zu einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium.

Die Untersuchungen des Serums in Bezug auf die Cholesterinhomdostase bei einer
Abcc6-Defizienz wurden an nicht gefasteten Tieren durchgeflihrt, da die Gesellschaft fir
Versuchstierkunde und die tierdrztliche Vereinigung fur Tierschutz grundsatzlich fir
Blutentnahmen bei Nagetieren keine Nahrungskarenz empfehlen[190]. Auch die
Gesellschaft der toxikologischen Pathologie halt in ihren Leitlinien zur Untersuchung
diverser hdmatologischer Analyten ein Fasten erst flir gr6Bere Nagetiere, wie Ratten, als
angemessen [191]. Zudem konnte in Langzeitstudien am Menschen gezeigt werden, dass
die Messung von Serumlipiden auch ohne Nahrungskarenz zuverlassige Ergebnisse zur
Beurteilung des metabolischen Zustandes und kardiovaskularer Risiken liefert[192—195].
Die Deutsche Gesellschaft fir Kardiologie beschreibt in den Leitlinien zur Diagnostik und
Therapie der Dyslipidamien, dass analysierte Lipid- und Apolipoprotein-Laborwerte eines
nicht nidchternen Patienten eine &hnliche Vorhersagekraft zur Bewertung des
kardiovaskularen Risikos besitzen wie unter Nahrungskarenz[196]. Die Haltungs-
bedingungen der Mause umfassten eine Standarddiat (V1536-000, Extrudat der Firma
sniff Spezialdiaten GmbH, Soest), deren umsetzbare Energie sich zu 67 % aus
Kohlenhydraten, zu 23 % aus Proteinen und zu 10 % aus Fetten zusammensetzte. Der
Fokus dieser Arbeit bestand in der Analyse der Auswirkungen einer Abcc6-Defizienz auf
den natirlichen Cholesterinmetabolismus der Maus.

Zur ersten Analyse des metabolischen Phanotyps Abcc6-defizienter Mause wurde nach
der zervikalen Dislokation der Wt- und Abcc6”-Mause das Koérpergewicht und das
Gewicht der Leber ermittelt. Die Tabelle 1 bildet die Daten zum Kérpergewicht und zum
relativen Lebergewicht im Verhaltnis zum Kérpergewicht ab, die bei der Organentnahme

erfasst wurden.
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Tabelle 1: Kérpergewicht (g+SEM) und relatives Lebergewicht im Verhéltnis zum
Kérpergewicht (% +SEM) 6 Monate sowie 12 Monate alter Wt- und Abcc6”-Méuse. Die
statistischen Signifikanzen wurden mit dem zweiseitigen, ungepaarten t-Test berechnet.

6 Monate alte Mause 12 Monate alte Mause
Wit Abcc6™” Wit Abcc6™”
(n=28) (n=24) p-Wert (n=47) (n=50) p-Wert
.. . 28,28 27,75 31,14 30,48
Kérpergewicht [g] £073 £0.76 0,7272 £0.56 £055 0,3251
Relatives 4,98 4,94 5,04 4,54 e
Lebergewicht [%] +0,11 +0,17 0,8532 +0,10 +0,09 0,0002

Es wurde kein signifikanter Unterschied im Kdrpergewicht zwischen Wt- und Abcc6”-
Mausen in beiden untersuchten Altersgruppen festgestellt. Das prozentuale Lebergewicht
bezogen auf das Kdérpergewicht unterschied sich ebenfalls nicht signifikant zwischen den
6 Monate alten Wt- und Abcc6”-Méausen (s. Tab. 1). Allerdings war das prozentuale
Lebergewicht der 12Monate alten Abcc6”-Méuse im Vergleich zu den Wit-Mausen
signifikant reduziert (s. Tab. 1).

3.1 Kalzifizierung der Vibrissenkapseln bei einer Abcc6-Defizienz

Als friher Biomarker eines Abcc6-Knockouts dienen die Mineralisierungen der
Vibrissenkapseln, da die Bindegewebsstrukturen dieser Kapseln ab der 6. Lebenswoche
durchweg in den Abcc6”-Méausen kalzifizieren und die Mineralisierung mit dem Alter der
Mause zunehmen[197]. Zur Verifizierung des Abcc6-Funktionsverlustes in den
transgenen Mausen wurden zum einen die Vibrissenkapseln zum Nachweis von
Kalzifizierungen mit einer Alizarin-Rot-Lésung gefarbt und lichtmikroskopisch analysiert.
Zum anderen wurde mittels Western-Blot-Verfahren das Abcc6-Protein im Homogenat
des Lebergewebes von Abcc6”- und Wi-Mause untersucht (s. Abb. 7A und 7B).

Die exemplarische lichtmikroskopische Aufnahme (s. Abb. 7A) eines Gefrierschnittes der
Vibrissen einer Abcc6”-Maus weist eine rote Farbung entlang des duBeren Randes der
Vibrissenkapseln auf. Die Abbildung 7B zeigt die Aufnahme der Western-Blot-Membran
der Leberhomogenate einer 12 Monate alten Wt- und einer Abcc6”-Maus nach Inkubation
mit dem Abcc6-Antikérper Clone Msll-24. Fur das Leberhomogenat der Wt-Maus wurde
eine Proteinbande bei ca. 165 kDa und fiir die Leberprobe der Abcc6”-Maus wurde keine
Bande detektiert (s. Abb. 7B).
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Abbildung 7: Alizarin-Rot-Fdrbung der Vibrissenkapseln einer 12 Monate alten Abcc6-
defizienten Maus und die Western-Blot-Analyse der Abcc6-Proteinexpression im
Lebergewebe. A) Exemplarische Aufnahme einer Alizarin-Rot-Farbung eines 5uM dicken
Gefrierschnittes der Vibrissenkapseln mit Kalzifizierungen (Pfeile) einer 12 Monate alten Abcc6-
defizienten Maus bei einer 100-fachen VergréBerung. B) Exemplarische Western-Blot-Membran
zum Nachweis des Abcc6-Proteins einer 12 Monate alten Wt- und einer Abcc6-Maus. Es wurden
pro Probe 40 pg Gesamtprotein aufgetragen. M: Spectra Multicolor High Range Protein Ladder; 1:
Leberhomogenat einer Wt-Maus; 2: Leberhomogenat einer Abcc67-Maus.

3.2 Veranderungen der Serumlipide bei einer Abcc6-Defizienz

3.2.1 Reduzierter Cholesteringehalt im Serum der Abcc6-defizienten Mause

Um den Einfluss des Abcc6-Transporters auf den Cholesterinstatus zu untersuchen,
wurde die Konzentration von Cholesterin sowie dessen Vorlaufermolekile Lanosterin und
Desmosterin, im Serum von 6 Monate und 12Monate alten Wt- und Abcc6”-Mausen
massenspektrometrisch quantifiziert. Es wurde dabei zwischen freiem und verestertem
Cholesterin unterschieden. Mit Hilfe eines kommerziellen Testsystems wurde zusatzlich
analysiert, ob das HDL- oder das LDL/VLDL-Cholesterin von einer Konzentrations-
veranderung betroffen war. Auch hierfir wurden die Serumproben von 6 Monate und
12Monate alten Wt- und Abcc6”-Mausen verwendet. Zudem wurde noch die
Konzentration des oxidierten LDL-Cholesterins (oxLDL) Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA)-basiert im Serum beider Altersgruppen untersucht. Die Abbildung 8 zeigt
den unterschiedlichen Cholesteringehalt im Serum von 6 Monate und 12 Monate alten Wt-
und Abcc6-defizienten Mausen. Das Serum der 6 Monate alten Abcc6”-Mause wies im
Vergleich zum Serum der Wt-M&use eine geringere Konzentration an freiem, verestertem
und an Gesamtcholesterin auf. Die Reduktionen in dieser Altersgruppe waren jedoch
statistisch nicht signifikant (s. Abb. 8).
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Abbildung 8: Quantifizierung der Konzentration des freien, des veresterten und des
gesamten Cholesterins im Serum 6 Monate und 12 Monate alter Mduse. Die Konzentration von
freiem, verestertem und dem Gesamtcholesterin wurde mittels Massenspektrometrie im Serum von
6 Monate und 12 Monate alten Wt- und Abcc6-Mausen quantifiziert (6 Monate alte Mause: Wt
n=28, Abcc6” n=19; 12Monate alte Mause: Wt n=41, Abcc6” n=40). Gezeigt sind die
Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte (SEM). Die statistischen Signifikanzen wurden
mit der einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet (* = p < 0,05).

Das freie Cholesterin war im Serum der 12 Monate alten Abcc6”-Mause verglichen mit
den Wi-Mausen vermindert, wobei diese Minderung jedoch statistisch nicht signifikant
war (s. Abb.8). Es wurde eine statistisch signifikante Abnahme der veresterten
Cholesterinkonzentration (Wt904,50 +28,12 pg/mL vs. Abcc6” 715,50 + 30,45 ug/mL) im
Serum der Abcc6”-Méause in Bezug auf die Wi-Mause festgestellt. Ebenso konnte eine
statistisch  signifikante  Verminderung der gesamten Cholesterinkonzentration
(Wt1100,00 + 32,41 pg/mL vs. Abcc6” 881,20 +35,55 ug/mL) im Serum der Abcc6”-
Mause detektiert werden (s. Abb. 8).

Fur die Cholesterinvorlaufer Lanosterin und Desmosterin konnte keine signifikante
Konzentrationsdnderung im Serum der 6 Monate alten Abcc6-Knockout-Mause im
Vergleich zu den Wt-M&usen beobachtet werden. Allerdings lag das Lanosterin signifikant
reduziert im Serum der 12 Monate alten Abcc6”-Mause verglichen mit den Wt-Mausen
vor (Wt0,23 0,02 pg/mL vs. Abcc6” 0,14 +0,01 pg/mL;s. Abb.9). Die Desmosterin-
konzentration des Serums der 12 Monate alten Abcc6”-Mause unterschied sich nicht von
der Desmosterinkonzentration im Serum der gleichaltrigen Wt-Mause (s. Abb. 9).
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Abbildung 9: Konzentrationsbestimmung der Cholesterinvorldufer Lanosterin und
Desmosterin im Serum 6 Monate und 12 Monate alter Mduse. Die Serumkonzentrationen der
Cholesterinvorlaufer Lanosterin und Desmosterin wurden mittels Massenspektrometrie fiir
6 Monate und 12 Monate alte Wt- und Abcc67-Mause quantifiziert (6 Monate alte Mause: Wt n =28,
Abcc6” n=19; 12 Monate alte Mause: Wt n=41, Abcc6” n=40). Gezeigt sind die Mittelwerte und
die Standardfehler der Mittelwerte (SEM). Die statistischen Signifikanzen wurden mit dem
zweiseitigen, ungepaarten t-Test berechnet (***=p <0,001).

Sowohl die absoluten Serumkonzentrationen an Cholesterinvorlaufermolekilen, als auch
deren Verhaltnis bezogen auf die totale Cholesterinkonzentration werden zur Aktivitéts-
bestimmung der Cholesterinbiosynthese genutzt[198]. Das Verhéltnis der
Serumkonzentration von Lanosterin oder Desmosterin zum Gesamtcholesteringehalt
korreliert stark mit der hepatischen HMGCR-Aktivitat[199]. Die Tabelle2 zeigt die
Verhéltnisse der Serumkonzentration dieser Cholesterinvorlaufer zum Gesamtcholesterin
der 6 Monate und 12 Monate alten Wt- und Abcc6”-Méause.

Tabelle 2: Verhiéltnis der Konzentration von Cholesterinvorldufern zur totalen
Cholesterinkonzentration (ug/mg *+ SEM) im Serum 6 Monate sowie 12 Monate alter Wt- und
Abcc6”-Miuse. Die statistischen Signifikanzen wurden mit dem zweiseitigen, ungepaarten t-
Test berechnet.

6 Monate alte Mause 12 Monate alte Mause
A Wt Abcc6™ Wt Abcc6”
Verhaltnis [pg/mg] (n=28) (n=19) p-Wert (n=41) (n=40) p-Wert
Lanosterintotal 0,21 0,24 0,21 0,16 .
zu Cholesterintotal +0,02 +0,02 0,2326 +0,02 +0,01 0,0048
Desmosterintotal 2,76 3,46 . 2,34 2,86 .
zu Cholesterintotal +0,07 +0,17 0,0001 +0,07 +0,15 0,0003
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Es wurde keine signifikante Verdnderung des Verhalinisses der Lanosterin- zur
Cholesterinkonzentration fiir die 6 Monate alten Abcc6”-Méause im Vergleich zu den Wi-
Mausen ermittelt (s. Tab. 2). Im Gegensatz dazu war das Verhéltnis des Lanosterin-
gehaltes zum Cholesteringehalt signifikant im Serum der 12 Monate alten Abcc6”-Méause
verglichen mit den Wt-Mausen erniedrigt. Das Verhaltnis der Desmosterin- zur
Cholesterinkonzentration im Serum der Abcc6”-Mause beider Altersgruppen war
signifikant héher als fir die entsprechenden Wt-Mduse (s. Tab. 2).

Aufgrund der erniedrigten Cholesterinkonzentration im Serum der Abcc6-defizienten
Mause wurde zusatzlich untersucht, welche Cholesterinfraktion, die HDL- oder die
LDL/VLDL-Partikel, von der Veranderung betroffen war (s. Abb. 10A). Dartber hinaus
wurde der Gehalt von oxLDL-Cholesterin im Serum der 6 Monate und 12 Monate alte
M&use bestimmt (s. Abb. 10B). In der HDL-Fraktion der 6 Monate alten Abcc6-defizienten
Mause wurde in Bezug auf die gleichaltrigen Wt-Mause weniger Cholesterin detektiert
(s. Abb. 10A), wobei diese Reduktion statistisch nicht signifikant war. Die Bestimmung des
LDL- sowie des oxLDL-Cholesterins im Serum der 6 Monate alten Abcc6”-Méause war
nahezu identisch mit der LDL- und oxLDL-Cholesterinbestimmung im Serum der 6 Monate
alten Wt-Mause (s. Abb. 10A und 10B).
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Abbildung 10: Bestimmung der Cholesterinkonzentration der HDL- und LDL/VLDL-Partikel
sowie Quantifizierung des oxidierten LDL-Cholesterins im Serum 6 Monate und 12 Monate
alter Mduse. A) Die HDL- und LDL/VLDL-Cholesterinkonzentration wurde im Serum von 6 Monate
und 12 Monate alten Wt- und Abcc67-Mausen bestimmt (6 Monate alte Mause: Wt n=8, Abcc6”
n=4; 12 Monate alte Mause: Wt n=18, Abcc6” n=17). B) Die Konzentration oxidierter LDL
(oxLDL)-Partikel wurde im Serum von 6 Monate sowie 12 Monate alten Wt- und Abcc67-Mausen
(6 Monate alte Mause: Wt n =23, Abcc6” n=17; 12 Monate alte Mause: Wt n =29, Abcc6” n =29)
mittels ELISA bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte einer Doppelbestimmung und die
Standardfehler der Mittelwerte (SEM). Die statistischen Signifikanzen wurden mit der einfaktoriellen
Varianzanalyse (A) oder mit dem zweiseitigen, ungepaarten t-Test (B) berechnet (**=p<0,01;
***=p<0,001).
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Eine starkere und signifikante Reduktion der HDL-Cholesterinkonzentration wurde im
Serum der 12Monate alten Abcc6-Mause detektiert (Wt 422,90 +24,37 pg/mL
vs. Abcc6” 318,90 +26,06 ug/mL; s.Abb.10A). Die Daten zeigten auch eine
Cholesterinabnahme in der LDL-Fraktion der &lteren Abcc6”-Mause. Diese Reduktion war
jedoch statistisch nicht signifikant (s. Abb. 10A). Es wurde zudem eine signifikante
Konzentrationsabnahme des oxLDL-Cholesterins im Serum der 12 Monate alten Abcc6”-
Mause in Bezug auf die Wt-Mause nachgewiesen (Wt77,37 +2,85 ug/mL vs. Abcc6”
64,18 + 1,64 ug/mL;s. Abb. 10B).

3.2.2 Erniedrigte Konzentration pflanzlicher Sterine im Serum der Abcc6-

defizienten Mause

Die Serumkonzentration der Phytosterine, wie Campesterin und Sitosterin, korreliert
positiv. mit der Absorption von Cholesterin aus der Nahrung und dem HDL-
Cholesteringehalt[198]. Aus diesem Grund wurde die Konzentration der Pflanzensterine
Brassicasterin, Campesterin, Sitosterin und Stigmasterin im Serum von 6 Monate und
12 Monate alten Wt- und Abcc6-defizienten Mausen mittels Massenspektrometrie
quantifiziert (s. Abb. 11 und 12). Die Abbildung 11 zeigt die Konzentration der freien, der
veresterten sowie die Gesamtkonzentration der Phytosterine im Serum 6 Monate alter
Mause und die Abbildung 12 die Konzentration der Pflanzensterine im Serum der
12 Monate alten M&use. Insgesamt wurden niedrigere Konzentrationen aller Phytosterine
im Serum der Abcc6”-Méuse beider Altersgruppen im Vergleich zu den entsprechenden
Wt-Méausen bestimmt (s. Abb. 11 und 12).

Der Serumgehalt an freiem, verestertem und dem Gesamtbrassicasterin sowie an freiem,
verestertem und dem Gesamtstigmasterin war in den 6 Monate alten Abcc6”-Méuse
verglichen mit den gleichaltrigen Wt-Mausen erniedrigt. Diese Reduktionen waren jedoch
statistisch nicht signifikant (s. Abb. 11Aund 11D). Allerdings wurde eine signifikante
Konzentrationsminderung des veresterten Campesterins (Wt 15,17 +0,89 pg/mL
vs. Abcc6” 10,33 + 1,62 ug/mL) sowie des totalen Campesterins (Wt20,51 +1,09 pg/mL
vs. Abcc6” 14,89 +1,90 ug/mL) im Serum der 6 Monate alten Abcc6-defizienten Mause im
Verhaltnis zu den Wt-Mausen beobachtet. Die Konzentration des freien Campesterins lag
im Serum der Abcc6”-Mause allerdings nicht signifikant erniedrigt vor (s. Abb. 11B).
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Abbildung 11: Quantifizierung der Phytosterinkonzentrationen im Serum 6 Monate alter
Méuse. Die Konzentrationen der freien, veresterten und der gesamten Phytosterine
A) Brassicasterin B) Campesterin C) Sitosterin und D) Stigmasterin wurden massenspektrometrisch
im Serum von 6 Monate alten Wt- und Abcc67-Mausen quantifiziert (Wt n =28, Abcc6” n=19).
Gezeigt sind die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte (SEM). Die statistischen
Signifikanzen wurden mit der einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet (*=p <0,05; **=p<0,01).

Die Konzentration des veresterten (Wt6,94 +0,35 pg/mL vs. Abcc6” 4,86 +0,78 pg/mL)
und des gesamten Sitosterins (Wt8,07 0,41 ug/mLvs. Abcc6” 5,74 +0,91 ug/mL) im
Serum der 6 Monate alten Abcc6”-Mause war im Vergleich zu den Wt-Mausen signifikant
vermindert. Der Gehalt an freiem Sitosterin im Serum der Abcc6”-Mause war zwar
ebenfalls reduziert, jedoch statistisch nicht signifikant (s. Abb.11C). Es wurde eine
signifikante Reduktion der freien Brassicasterinkonzentration (Wt2,42+0,12pug/mL
vs. Abcc6” 1,43 +0,09 ug/mL), der veresterten Brassicasterinkonzentration
(Wt 1,28 +0,05 ug/mL vs. Abcc6” 0,90 +0,03 pg/mL) und der gesamten Brassicasterin-
konzentration (Wt3,71,+0,16 ug/mLvs. Abcc6”2,33+0,12ug/mL) im Serum der
12 Monate alten Abcc6-defizienten Mause vergleichend zu den Wit-Mausen
ermittelt (s. Abb. 12A).
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Abbildung 12: Quantifizierung der Phytosterinkonzentrationen im Serum 12 Monate alter
Méuse. Die Konzentrationen der freien, veresterten und der gesamten Phytosterine
A) Brassicasterin B) Campesterin C) Sitosterin und D) Stigmasterin wurden massenspektrometrisch
im Serum von 12 Monate alten Wt- und Abcc6/-Mausen quantifiziert (Wt n=41, Abcc6” n = 40).
Gezeigt sind die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte (SEM). Die statistischen
Signifikanzen wurden mit der einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet (*=p<0,05; **=p<0,01;
*** =p<0,001).

Ebenso wurden eine signifikante Konzentrationserniedrigung des veresterten
Campesterins (Wt21,37 +1,19 ug/mL vs. Abcc6” 11,81 £0,93 ug/mL) sowie eine nicht
signifikante Abnahme des freien Campesterins im Serum der 12 Monate alten Abcc6”-
Mause in Bezug zu den Wi-Mdusen beobachtet. Die Konzentration des totalen
Campesterins sank somit signifikant um 11,5+2,6 pg/mL im Serum der Abcc6”-Méause
(Wt27,88 +1,45 pg/mL vs. Abcc6” 16,35 + 1,10 ug/mL;s. Abb. 12B). Die Konzentration
des veresterten Sitosterins (Wt8,56 + 0,45 ug/mL vs. Abcc6” 5,11 +0,39 ug/mL) und des
Gesamtsitosterins (Wt 9,89 + 0,51 pg/mL vs. Abcc6” 6,00 + 0,46 pg/mL) war im Serum der
12 Monate alten Abcc6”-Méause im Vergleich zu den Wt-Mausen signifikant reduziert. Der
freie Sitosteringehalt des Serums der 12 Monate alten Abcc6”-Méause war gegeniiber der
freien  Sitosterinkonzentration im  Serum der Wt-Mause nicht signifikant
vermindert (s. Abb. 12C). Die Serumkonzentration an freiem Stigmasterin war in den
12 Monate alten Abcc6”-Mause verglichen mit den Wt-Mausen ebenfalls reduziert, wobei
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diese Reduktion ebenfalls statistisch nicht signifikant war. Die Konzentrationsabnahme
des veresterten Stigmasterins (Wt 0,91 +0,04 pg/mL vs. Abcc6” 0,61 +0,04 pg/mL) und
des Gesamtstigmasterins (Wt 1,22 +0,06 ug/mL vs. Abcc6” 0,83 +0,05 ug/mL) war im
Serum der 12 Monate alten Abcc6”-Méuse in Bezug auf die gleichaltrigen Wt-Mause
statistisch signifikant (s. Abb. 12D).

Das Verhaltnis von einer Phytosterinkonzentration zur totalen Cholesterinkonzentration im
Serum kann sowohl die Effektivitdt der Cholesterinabsorption, als auch die Aktivitat der
Cholesterinbiosynthese reflektieren [198,200-202]. Die Tabelle 3 zeigt die Verhaltnisse
der Serumkonzentration von Phytosterinen zum Gesamtcholesterin der 6 Monate und
12 Monate alten Wt- und Abcc6”-Méuse. Zusammengefasst war das Verhdltnis der
pflanzlichen Sterine Brassicasterin, Campesterin, Sitosterin und Stigmasterin zum totalen
Cholesterin im Serum aller Abcc6”-Mause geringer als in den Wi-Mausen. Eine
signifikante Erniedrigung des Verhaltnisses der Campesterin- zur Gesamtcholesterin-
konzentration lag sowohl im Serum der 6 Monate (um4,2), als auch im Serum der
12Monate (um5,9) alten Abcc6”-Mause vor(s.Tab.3). Das Verhaltnis des
Brassicasteringehaltes, des Sitosteringehaltes und des Stigmasteringehaltes zur
Gesamtcholesterinkonzentration war fiir die 6 Monate alten Wt- und Abcc6”-Méause
statistisch nicht signifikant verschieden. Im Serum der 12 Monate alten Abcc6”-Méause
allerdings war das Verhéltnis der Phytosterinkonzentration von Brassicasterin (um 0,6),
von Sitosterin (um 1,9) und von Stigmasterin (um 0,2) zum Gesamtcholesteringehalt im
Vergleich zu den gleichaltrigen Wt-Mausen statistisch signifikant reduziert (s. Tab. 3).

Tabelle 3: Verhéltnis der Konzentration von  Phytosterinen zur totalen
Cholesterinkonzentration (ug/mg +*SEM) im Serum von 6 Monate sowie von 12 Monate alten
Wt- und Abcc6"-Miusen. Die statistischen Signifikanzen wurden mit dem zweiseitigen,
ungepaarten t-Test berechnet.

6 Monate alte Mause 12 Monate alte Mause
Verhaltnis [pg/mg] (n‘ivzt 8) "(\::_fg/ p-Wert (n‘i’; 1) "(‘::Zg/ p-Wert
el S S awm SR R o
Copesines | 2% TR a5 BB oo
ot Choleserins 032 soor 0107 Jomy oy oo
o Cholesterimes 003 son0 08 oo jogs 000
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3.3 Auswirkungen einer Abcc6-Defizienz auf den Lipoprotein-
stoffwechsel und die Cholesterinbiosynthese

3.3.1 Analyse von Genexpressionsprofilen mittels RT? Profiler-PCR-Array

Um einen Uberblick zu erhalten, welche Signalwege des Lipidstoffwechsels bei einem
Abcc6-Knockout von Veranderungen betroffen sein kénnten, wurden mit Hilfe einer
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR)-Array-Analyse die
Expressionsveranderungen von 84 Genen des Lipoproteinsignal- und des Cholesterin-
stoffwechsels in den metabolisch aktiven Geweben: Leber, Niere und wei3es Fettgewebe,
von 12 Monate alten Wt- und Abcc6-defizienten Mausen untersucht. Die Gene, deren
Expressionsrate im Gewebe der Abcc6”-Mause in der PCR-Array-Analyse = 2-fach oder
<0,5-fach im Vergleich zu den Wt-Mausen reguliert waren, sind in den Tabelle 4, 5und 6
zusammengefasst. Die vollstandigen Ubersichten der Ergebnisse inklusive der Cr-Werte
befinden sich im Anhang (s. Anhang 12.1).

3.3.2 Expressionsveranderungen von Genen des Lipoproteinsignal- und
des Cholesterinstoffwechsels im Lebergewebe

Im Lebergewebe der Abcc6”-Mause wurde fir die mRNA-Expression des Gens Ankyrin-
Wiederholungsprotein 2, Familie A (Ankra2) eine 29-fache Steigerung im Vergleich zu den
Wt-Mausen beobachtet (s. Tab. 4). Die relative Expression des Low-density lipoproteins
Rezeptor-bezogenen Proteins (Lrp10) war 2-fach héher in den Abcc6”-Mausen als in den
Wit-Mausen. Die Expressionsrate von Apolipoprotein L8 (Apol8) war ebenfalls 2-fach
hochreguliert in den Abcc6”-Mausen. Im Gegensatz dazu wurde fiir die Expression des
ApolipoproteinD  (Apod; 0,04-fach) eine deutliche Erniedrigung festgestellt. Die
Expressionsraten der Gene Carboxylesterlipase (Cel; 0,09-fach) und Chymotrypsin-
ahnliche Elastasefamilie, Mitglied 3B (Cela3b; 0,13-fach) zeigten im Lebergewebe der
12 Monate alten Abcc6”-Mause im Vergleich zu den Wt-M&usen ebenfalls eine Abnahme.
Die relative Genexpression des Sortilin-bezogenen Rezeptors 1 (Sorl1) lag im Gewebe
der Abcc6”-Mause um 0,48-fach reduziert vor (s. Tab. 4).
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Tabelle 4: Ergebnisse des RT? Profiler-PCR-Arrays vom Lebergewebe: Lipoproteinsignal-

und Cholesterinstoffwechsel.

Gen Abcc6’-/Wt

Protein Fold-Change' Kommentar?
Ankra2

Ankyrin-Wiederholungsprotein 2, Familie A ™ 28,77 A
Apod

Apolipoprotein D L 0,04 A
Apol8

Apolipoprotein L8 ™ 2,21 B
Cel

Carboxylesterlipase 4 0,09 B
Cela3b

Chymotrypsin-ahnliche Elastasefamilie, Mitglied 3B ¥ 0,13 B
Lo ™ 2,02 *
Low-density lipoprotein Rezeptor-bezogenes Protein 10 ’

ot J 048 B

Sortilin-bezogener Rezeptor 1

3.3.3

Der Expressionsunterschied (Fold-Change) (2"(- AACy)) ist die normalisierte Genexpressionsrate (2*(- ACy)) der
Abcc67-Probe geteilt durch die normalisierte Genexpressionsrate (2°(- ACr)) der Wt-Probe.

*: Der gemittelte Cr-Wert liegt in beiden Proben (Wt oder Abcc6”) unter 30.

A: Der gemittelte Gr-Wert ist hoch (> 30) in einer der Proben (Wt oder Abcc67) und verhaltnismaBig gering in der
anderen Probe (< 30).

B: Der gemittelte Cr-Wert ist hoch (> 30) in beiden Proben (Wt oder Abcc6™) und das relative Expressionslevel ist
in beiden Proben gering.

C: Der gemittelte Cr-Wert ist entweder nicht bestimmbar oder hoher als der Cut-OffWert (Cr-Wert 35) in beiden
Proben (Wt oder Abcc67) und eine Expression somit nicht detektierbar war.

Expressionsveranderungen von Genen des Lipoproteinsignal- und
des Cholesterinstoffwechsels im Nierengewebe

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des Lebergewebes kam es auch im

Nierengewebe der 12Monate alten Abcc6”-Mause zu einem Riickgang der relativen
mRNA-Expression von Apod (0,35-fach), Cel (0,16) und Cela3b (0,39-fach) bezogen auf
die Wt-Mause (s. Tab.5). Im Gegensatz dazu war die relative Genexpression des

Apolipoproteins A-I (Apoat) im Nierengewebe der Abcc6”-Mause 2-fach erhoht, genau

wie die Expression des C-reaktiven Proteins (Crp). Eine 10-fache Expressionssteigerung

wurde fir die Cholesterin-7a-Monooxygenase (Cyp7al) beobachtet, wohingegen die

Genexpression des Cholesterin-Seitenketten-Spaltungsenzyms (Cyp11at; 0,02-fach) eine

Expressionsabnahme im Nirengewebe der 12 Monate alten Abcc6”-Mause aufwies. Fiir

die Expressionsraten von Interleukin4 (//4; 0,48-fach) und vom Peroxisom-Proliferator-
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aktivierten RezeptorB (Nric2; 0,47-fach) wurde im Vergleich zu den Wt-Mausen eine
Reduzierung ermittelt. Darliber hinaus war die Genexpression von Leptin (Lep; 0,11-fach)
und vom Sterolregulationselement 2 (Srebf2; 0,02-fach) ebenfalls im Nierengewebe der
Abcc6”-Mause verglichen mit den Wt-Méausen deutlich vermindert (s. Tab. 5).

Tabelle 5: Ergebnisse des RT? Profiler PCR-Arrays vom Nierengewebe: Lipoproteinsignal-
und Cholesterinstoffwechsel.

Gen Abcc6’/Wt
Protein Fold-Change' = Kommentar?
Apoat *
Apolipoprotein A-I T 223
Apod *
Apolipoprotein D v WER
Cel
Carboxylesterlipase v 0,16 B
Cela3b
Chymotrypsin-ahnliche Elastasefamilie, Mitglied 3B Ok
Crp
C-reaktives Protein T 235 A
11a1

Cypital . . 3 0,02 B
Cholesterin-Seitenketten-Spaltungsenzym, mitochondrial
Cyprat

. , A
Cholesterin-7a-Monooxygenase T 9,95
114
Interleukin 4 Uk B
Lep
Leptin v 011 A
Nric2 *
Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor 3 v 047
Srebf2

. J 0,02 *
Sterolregulationselement 2
1: Der Expressionsunterschied (Fold-Change) (2"(- AACy)) ist die normalisierte Genexpressionsrate (2*(- ACy)) der
Abcc6”-Probe geteilt durch die normalisierte Genexpressionsrate (2*(- ACr)) der Wt-Probe.

2: *: Der gemittelte Cr-Wert liegt in beiden Proben (Wt oder Abce6”) unter 30.

A: Der gemittelte Gr-Wert ist hoch (> 30) in einer der Proben (Wt oder Abcc67) und verhaltnismaBig gering in der
anderen Probe (< 30).

B: Der gemittelte Cr-Wert ist hoch (> 30) in beiden Proben (Wt oder Abcc6™) und das relative Expressionslevel ist
in beiden Proben gering.

C: Der gemittelte Cr-Wert ist entweder nicht bestimmbar oder hoher als der Cut-OffWert (Cr-Wert 35) in beiden
Proben (Wt oder Abcc67) und eine Expression somit nicht detektierbar war.
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3.3.4 Expressionsveranderungen von Genen des Lipoproteinsignal- und
des Cholesterinstoffwechsels im weiBen Fettgewebe

Die Tabelle6 zeigt, dass die Genexpression einer Vielzahl von Genen des
Lipoproteinsignal- und Cholesterinstoffwechsels im weiBen Fettgewebe der Abcc6”-
Mause verglichen mit den Wt-Mausen reguliert war. Es kam zu einem 7-fachen Anstieg
der Apoal mRNA-Expression im Fettgewebe der 12 Monate alten Abcc6-defizienten
Mause. Andere Apolipoproteine wie Apolipoprotein A-ll  (Apoa2; 0,17-fach),
Apolipoprotein A-IV  (Apoa4; 0,02-fach), ApolipoproteinB (Apob; 0,22-fach), Apolipo-
protein C-lll (Apoc3; 0,33-fach) und Apolipoprotein F (Apof; 0,07-fach) wurden vermindert
im Fettgewebe der Abcc6”-Mause im Vergleich zu den Wt-Mausen exprimiert. Die
Genexpressionsrate von drei der sechs analysierten P450-Cytochrome wies eine
Reduktion im weiBen Fettgewebe der Abcc6”-Méuse auf (s. Tab. 6). Zu den reprimierten
Cytochromen zahlten Cyp7ail (0,06-fach), Cypiial (0,01-fach) und Cholesterin-24-
Hydroxylase (Cyp46at; 0,43-fach). Analog zum Leber- und Nierengewebe war die relative
Genexpression von Cela3b (0,39-fach) auch im Fettgewebe der Abcc6”-Mause im
Vergleich zu den Wt-Mausen herunterreguliert. Allerdings kam es zu einem 10-fachen
Anstieg der relativen Expression des Cel-Gens im weiBen Fettgewebe der 12 Monate
alten Abcc6”-Mause. Der Nukledre-Rezeptor, Unterfamilie 0, Gruppe B, Mitglied 2
(Nrob2; 0,03-fach) und der Gallensaure-Rezeptor (Nri1h4; 0,40-fach) wurden im
Fettgewebe der Abcc6”-Mause in Bezug auf die Wt-Mause reduziert exprimiert. Auch die
Genexpression der Transferasen Sterol-O-Acyltransferase1 (Soat?; 0,21-fach) und
Sterol-O-Acyl-transferase 2 (Soat2; 0,40-fach) sank im weiBen Fettgewebe der Abcc6”-
Mause im Vergleich zu den Wt-Mausen. Die Gene Hmgcr (0,41-fach) und 3-Hydroxy-3-
Methylglutaryl-Coenzym A-Synthase 2 (Hmgcs2; 034) wurden ebenfalls vermindert im
Fettgewebe der 12Monate alten Abcc6”-Mause verglichen mit den Wt-Mausen
exprimiert. Zudem wurden Abnahmen der relativen Genexpression von der Aldo-Keto-
Reduktase, Familie 1, Mitglied D1 (Akr1d1; 0,14-fach), Ankra2 (0,02-fach), Crp (0,30-fach)
und NPC1-ahnliches Protein1 (Npc1/1; 0,44-fach) in der PCR-Array-Analyse im weif3en
Fettgewebe der Abcc6”-Mause in Bezug auf die Wi-Mause beobachtet (s. Tab. 6).
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Tabelle 6: Ergebnisse des RT? Profiler-PCR-Arrays vom weiBen Fetigewebe:
Lipoproteinsignal- und Cholesterinstoffwechsel.

Gen Abcc6’-/Wt

Protein Fold-Change' Kommentar?
Akrid1

Aldo-Keto-Reduktase, Familie 1, Mitglied D1 ¥ 0,14 B
Ankra2 .
Ankyrin-Wiederholungsprotein 2, Familie A ¥ 0,02

Apoat .
Apolipoprotein A-l 1 6,60

Apoa2 .
Apolipoprotein A-ll v 0,17

Apoa4

Apolipoprotein A-1V 4 0,02 A
Apob

Apolipoprotein B Y 0,22 A
Apoc3 .
Apolipoprotein C-IlI v 0,33

Apof

Apolipoprotein F J 0,07 A
Cel

Carboxylesterlipase T 10,35 B
Cela3b

Chymotrypsin-ahnliche Elastasefamilie, Mitglied 3B ¥ 0,39 B
Crp

C-reaktives Protein 4 0,30 A
Cyp11a1. . | | o A
Cholesterin-Seitenketten-Spaltungsenzym, mitochondrial

Cyp46a1t

Cholesterin-24-Hydroxylase v 0,43 A
Cyprat

Cholesterin-7a-Monooxygenase v 0,06 B
Hmgcr L 041 .
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A-Reduktase ’

Hmgcs2 5 gaa .
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A-Synthase 2 ’

Npc1ii1

NPC1-ahnliches Protein 1 v 045 B
oo 4 0,03 A

Nuklearer Rezeptor, Unterfamilie 0, Gruppe B, Mitglied 2
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Fortsetzung der Tabelle 6: Ergebnisse des RT? Profiler-PCR-Arrays vom weiBen Fettgewebe:
Lipoproteinsignal- und Cholesterinstoffwechsel.

Gen Abcc6’-/Wt
Protein Fold-Change' = Kommentar?
Nrih4
) J 0,40 *
Gallensaure-Rezeptor
Soat1
4 0,21 *
Sterol-O-Acyltransferase 1
Soat2
4 0,40 A
Sterol-O-Acyltransferase 2
1: Der Expressionsunterschied (Fold-Change) (2*(- AACr)) ist die normalisierte Genexpressionsrate (27(- ACr)) der
Abcc67-Probe geteilt durch die normalisierte Genexpressionsrate (2°(- ACr)) der Wt-Probe.
2: *: Der gemittelte Cr-Wert liegt in beiden Proben (Wt oder Abcec6”) unter 30.

A: Der gemittelte Gr-Wert ist hoch (> 30) in einer der Proben (Wt oder Abcc6”) und verhaltnismaBig gering in der
anderen Probe (< 30).

B: Der gemittelte Cr-Wert ist hoch (> 30) in beiden Proben (Wt oder Abcc6™) und das relative Expressionslevel ist
in beiden Proben gering.

C: Der gemittelte Cr-Wert ist entweder nicht bestimmbar oder hoher als der Cut-OffWert (Cr-Wert 35) in beiden
Proben (Wt oder Abcc67) und eine Expression somit nicht detektierbar war.

3.3.5 Verifikation der PCR-Array-Analyse im Leber-, Nieren- und Fettgewebe

Um die PCR-Array-Analyse zu verifizieren wurden die Expressionsraten ausgewahlter
Gene im Leber-, im Nieren- und im weiBen Fettgewebe 12 Monate alter Wt- und Abcc6”-
Mause mittels quantitativer real-time PCR (QPCR) untersucht. Die Ergebnisse sind in den
Abbildungen 13A, 13B und 13C dargestellt, Zum einen wurden nur Gene analysiert, deren
Expressionsrate im Gewebe der Abcc6-Knockout-Mause verglichen mit den Wt-Mausen
> 2-fach oder <0,5-fach in der PCR-Array-Analyse reguliert waren. Einige Ergebnisse des
PCR-Arrays waren nahe der Detektionsgrenze und daher teilweise falsch positiv und
konnten in der qPCR-Analyse nicht bestatigt werden. Dies zeigt, dass eine Verifikation
von Array-Analysen durch sekundare Untersuchungsmethoden unerlasslich ist [203]. Die
Expressionsdaten der Abcc6”-Mause wurden auf die Expressionsraten aller Wt-Mause
bezogen, deren Messwerte auf eins normiert wurden (s. Abb. 13A, 13B und 13C).
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Abbildung 13: Verifikation der PCR-Array-Analyse im Leber-, Nieren- und weiBen
Fettgewebe 12 Monate alter Méiuse mittels quantitativer real-time PCR. Relative
Quantifizierung der mRNA-Expression ausgewahlter Zielgene der PCR-Array-Analyse flir das A)
Lebergewebe, B) Nierengewebe und C) weiBe Fettgewebe 12 Monate alter Wt- und Abcc6-
defizienter Mause (Wt: Leber n=37, Niere n =34, Fett n=33; Abcc6”: Leber n=39, Niere n=42,
Fett n=38). Abgebildet sind die normalisierten Expressionsraten der Gene A) Ankyrin-
Wiederholungsprotein 2, Familie A (Ankra2), Low-density lipoprotein-Rezeptor-bezogenes Protein
10 (Lrp10), Sortilin-bezogener Rezeptor 1 (Sorl1) B) Apolipoprotein A-1 (Apoat), Apolipoprotein D
(Apod), C-reaktives Protein (Crp), Leptin (Lep), Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor 8
(Nric2), Sterolregulationselement?2 (Srebf2) und C) Ankra2, Apoai, Apolipoprotein A-1l (Apoa2),
Apolipoprotein C-lll  (Apoc3), Crp, Cholesterin-24-Hydroxylase (Cyp46ail), 3-Hydroxy-3-
Methylglutaryl-Coenzym A-Reduktase (Hmgcr), 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A-Synthase 2
(Hmgcs2), Gallensaure-Rezeptor (Nr1h4), Sterol-O-Acyliransferase1 (Soat?) und Sterol-O-
Acyltransferase 2 (Soat2). Die ermittelten relativen Genexpressionen der Abcc67/-Mause wurden
auf die Genexpressionen aller Wt-Mause normiert, welche auf 1.0 gesetzt wurden. Gezeigt sind die
Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte (SEM). Die statistischen Signifikanzen wurden
mit dem zweiseitigen, ungepaarten t-Test berechnet (*=p<0,05; ** =p<0,01; *** =p<0,001).
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Ubereinstimmend mit der PCR-Array-Analyse wurde im Lebergewebe der 12 Monate alten
Abcc6”-Mause eine signifikante Ankra2 Genexpressionserhdhung von 1,3+0,07 im
Vergleich zu den Wt-Mausen ermittelt (s. Abb. 13A). Auch eine moderate Zunahme der
relativen Lrp10- und Sorl1-Expression konnte gezeigt werden. Im Nierengewebe der
Abcc6-Knockout-Mause wurden die Gene Apoat und Crp signifikant geringer exprimiert
(0,7-fach+0,10) als in den Wt-M&usen. Eine Verringerung der relativen Expression von
Apod, Lep und Srebf2 im Nierengewebe der 12 Monate alten Abcc6”-Méause verglichen
mit den Wt-Mausen konnte reproduziert werden. Fur das Gen Nric2 wurde eine 0,5-
fache +0,05 Abnahme der Genexpressionsrate im Nierengewebe der Abcc6”-Méause in
Bezug auf die Wt-Mause detektiert (s. Abb. 13B). Ergédnzend dazu stellt Abbildung 13C die
Resultate der qPCR-Messung zur Verifikation der PCR-Array-Analyse des weil3en
Fettgewebes dar. Insgesamt ist aufféllig, dass die Expressionsrate aller verifizierter
Zielgene im Fettgewebe der 12Monate alten Abcc6”-Méause im Vergleich zu den Wit-
Mausen erniedrigt war. Die relative Genexpression von Apoa1 und ApoaZ2 im Fettgewebe
der Abcc6”-Mause sank im Vergleich zu den Wt-Mausen signifikant um mehr als die
Halfte, auf das 0,2-Fache + 0,05 und 0,3-Fache +0,06. Flr die Transkriptrate von Apoc3
konnte im weiBen Fettgewebe der Abcc6”-Mause eine signifikante Reduktion um das 0,5-
Fache £ 0,09 festgestellt werden. In Abbildung 13C ist ersichtlich, dass eine signifikant
niedrigere Expressionsrate des Hmgcr-Gens (0,8-fach+0,08) und des Cyp46ai-Gens
(0,8-fach+0,07) nachzuweisen war. Eine signifikante Expressionsverringerung im
Fetigewebe der 12Monate alten Abcc6”-Méuse in Bezug auf die Wt-Méuse wurde
ebenso fur Nr1h4 (0,7-fach £ 0,09) belegt. Eine gleiche Tendenz, jedoch ohne statistische
Signifikanz, wies die relative Expression der Gene Ankra2, Hmgc2 und Soat2
auf (s. Abb. 13C). Es konnte keine Regulation der mRNA-Expression des Soat1-Gens im
weiBen Fettgewebe der 12 Monate alten Abcc6”-Mause verglichen mit den Wt-Mausen
detektiert werden (s. Abb. 13C).

3.3.6 Genexpressionsanalyse von Schlisselenzymen der Cholesterin-
biosynthese im Lebergewebe

Zur Untersuchung der Cholesterinbiosynthese bei einer Abcc6-Defizienz wurden
6 Monate und 12 Monate alten Wt- und Abcc6”-Mausen die Leber entnommen und die
Expressionsrate  wichtiger Enzyme dieses Stoffwechselweges analysiert. Die
Expressionsraten der Abcc6”-Mause wurden auch hier auf die Expressionsraten aller Wi-
Mause bezogen, deren Messwerte auf eins normiert wurden (s. Abbildung 14).
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Abbildung 14: Genexpressionsanalyse der Cholesterinbiosynthese des Lebergewebes
6 Monate und 12 Monate alter Méduse. Relative Quantifizierung der mRNA-Expression der
Schlisselenzyme der Cholesterinbiosynthese im Lebergewebe 6 Monate und 12 Monate alter Wt-
und Abcc6-defizienter Mause (6 Monate alte Mause: Wt n=22, Abcc6” n=25; 12 Monate alte
Mause: Wt n=37, Abcc6” n=39). Abgebildet sind die normalisierten Expressionsraten der Gene
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A (Hmgcr), Farnesyl-pyrophosphatsynthase  (Fdps),
Squalensynthase (Fdft1), Geranylgeranylpyrophosphatsynthase 1 (Ggps7) und Lanosterinsynthase
(Lss). Die ermittelten relativen Genexpressionen der Abcc6”-Mause wurden auf die
Genexpressionen aller Wt-Mause normiert, welche auf 1.0 gesetzt wurden. Gezeigt sind die
Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte (SEM). Die statistischen Signifikanzen wurden
mit dem zweiseitigen, ungepaarten t-Test berechnet (* =p <0,05; **=p<0,01).

In  Abbildung 14 ist eine geringe Erhéhung der relativen Genexpression des
geschwindigkeitsbestimmenden Enzyms Hmgcr zu sehen, 1,5-fach+0,32 in den
6 Monate alten und 1,3-fach +0,18 in den 12 Monate alten Abcc6”-Mausen verglichen mit
den gleichaltrigen Wt-Mausen. Die Expressionsrate des Fdps-Gens weist weder im
Lebergewebe der 6 Monate, noch im Lebergewebe der 12 Monate alten Abcc6-Knockout-
Mausen im Vergleich zu den Wt-Mausen eine veranderte Genexpression auf (s. Abb. 14).
Ein gegenlaufiger Trend wurde in beiden Altersgruppen fir die mRNA-Expression von
Fdft1 gezeigt. Im Lebergewebe der 6Monate alten Abcc6”-Mausen war die
Genexpression von Fdft1 um das 1,8-Fache £0,30 erhéht und im Gewebe der 12 Monate
alten Abcc6”-Mausen signifikant um das 0,7-Fache 0,07 supprimiert. Die relative
mRNA-Expression von Ggps1 wurde in beiden Altersklassen im Vergleich zu den Wit-
Mausen um das 1,2-Fache £0,11 induziert. Eine signifikante Expressionssteigerung auf
das 1,5-Fache £ 0,19 wurde fir Lss nur in den 6 Monate alten und nicht in den 12 Monate
alten Abcc6-defizienten Mausen beobachtet (s. Abb. 14).
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3.3.7 Expressionsveranderung der Apolipoproteine bei einer Abcc6-
Defizienz

Die Untersuchung des HDL-Cholesterins zeigte im Serum der 6 Monate und 12 Monate
alten Abcc6”-Mause im Vergleich zu den entsprechenden Wt-Mausen eine Erniedrigung.
Infolgedessen wurde die Expression der Apolipoproteine, die ein wesentlicher Bestandteil
der Lipoproteine sind, analysiert. Zunachst wurde ein Genexpressionsprofil selektierter
Apolipoproteine Apoal, Apoa2, Apoad, Apob, Apoc1 und Apoe fir das Lebergewebe
6 Monate und 12 Monate alter Wt- und Abcc6-defizienter Mause erstellt, da die Leber das
primére Organ fir die Apolipoproteinsynthese ist [204]. Die Expressionsraten der Abcc6”-
Mause wurden auf die Expressionsraten aller Wt-M&use bezogen, deren Messwerte auf
eins normiert wurden (s. Abb. 15).

Wie in Abbildung 15 zu sehen, kam es im Lebergewebe der 6 Monate alten Abcc6”-
Mause in Bezug auf die Wt-Mause zu einer geringflgigen Induktion der Apoai-
Genexpression um das 1,1-Fache £0,06. Es konnte eine 1,5-fache Expressions-
steigerung von Apob (£0,29) und von Apoe (£ 0,12) im Lebergewebe der 6 Monate alten
Abcc6”-Mause verglichen mit den Wt-Méausen festgestellt werden. In Abbildung 15 sind
eine signifikante Reduktion der Genexpression von Apoa2 (+0,03) um das 0,9-Fache
sowie eine nicht signifikante Abnahme der relativen mRNA-Expression von Apoa4 (+0,10)
und Apoc1 (£0,07) ebenfalls um das 0,9-Fache im Lebergewebe der 6 Monate alten
Abcc6”-Mause gezeigt. Im Lebergewebe der 12 Monate alten Abcc6”-Mause wurden
eine signifikante Induktion des Apoai1-Gens (1,4-fach +£0,07) sowie eine signifikante
Expressionserhéhung des Apoc1-Gens (1,1-fach £0,05) verglichen mit den gleichaltrigen
Wt-Mausen detektiert. Im Gegensatz dazu wurde eine erniedrigte Genexpression von
Apoa2 (+0,03) und Apob (+0,09) um das 0,9-Fache im Lebergewebe der 12 Monate alten
Abcc6”-Méause festgestellt. Die Gene Apoa4 und Apoe des Lebergewebes waren in den
12 Monate alten Abcc6”-Mause im Vergleich zu den gleichaltrigen Wt-Mausen nicht
reguliert (s. Abb. 15).
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Abbildung 15: Genexpressionsanalyse der Apolipoproteine des Lebergewebes 6 Monate
und 12 Monate alter Mause. Relative Quantifizierung der mRNA-Expression der Apolipoproteine
im Lebergewebe 6 Monate und 12 Monate alter Wt- und Abcc6-defizienter Mause (6 Monate alte
Mause: Wt: n=22, Abcc6”: n=25; 12 Monate alte Mause: Wt: n=37, Abcc6”: n = 39). Abgebildet
sind die normalisierten Expressionsraten der Apolipoproteine (Apo) Apoal, ApoaZ2, Apoa4, Apob,
Apoct und Apoe. Die ermittelten relativen Genexpressionen der Abcc6-Mause wurden auf die
Genexpressionen aller Wt-M&use normiert, welche auf 1.0 gesetzt wurden. Gezeigt sind die
Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte (SEM). Die statistischen Signifikanzen wurden
mit dem zweiseitigen, ungepaarten t-Test berechnet (* =p<0,05; *** =p<0,001).

AnschlieBend erfolgte eine massenspekirometrische Konzentrationsbestimmung der
Apolipoproteine im Serum der 6Monate und 12Monate alten Wt- und Abcc6”-
Mause (s. Abb. 16 und 17). Die ApoA-I-Konzentration sank im Serum der 6 Monate alten
Abcc6-defizienten Mause verglichen mit den Wit-Mausen signifikant
(W168,96 + 3,34 umol/L vs. Abcc6” 56,61 + 3,56 umol/L;  s. Abb. 16A). Die  groBte
Konzentrationsabnahme wurde fiir das ApoA-Il im Serum der 6 Monate alten Abcc6”-
Méause ermittelt (W1t72,88 6,00 pmol/L vs. Abcc6” 46,88 + 4,74 umol/L; s. Abb. 16B).
Auch der ApoC-I-Gehalt war im Serum der Abcc6”-Mause in Bezug auf die Wt-Mause
erniedrigt, jedoch statistisch nicht signifikant (s. Abb. 16E). Im Gegensatz dazu war die
Serumkonzentration von ApoB in den 6 Monate alten Abcc6”-Mause im Vergleich zu den
Wit-Mausen signifikant  erhéht  (Wt2,33 +0,04 umol/L vs. Abcc6” 2,62 +0,08 pmol/L;
s. Abb. 16D). Die Konzentration von ApoA-IV und ApoE im Serum der 6 Monate alten
Abcc6-Knockout-Mause unterschied sich nicht signifikant von den gleichaltrigen Wit-
Mausen (s. Abb. 16C und F).
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Abbildung 16: Quantifizierung der Apolipoprotein-Konzentrationen im Serum 6 Monate alter
Méuse. Die Konzentration der Apolipoproteine (Apo) ApoA-I, ApoA-Il, ApoA-1V, ApoB, ApoC-I und
ApoE im Serum 6Monate alter Wt- und Abcc6-defizienter Mause wurden mittels
Massenspektrometrie quantifiziert (Wt: n =28, Abcc6”: n = 19). Gezeigt sind die Mittelwerte und die
Standardfehler der Mittelwerte (SEM). Die statistischen Signifikanzen wurden mit dem
zweiseitigen, ungepaarten t-Test berechnet (*=p <0,05; ***=p<0,001).

Die Abbildungen 17A bis 17C zeigen eine signifikante Konzentrationsabnahme von ApoA-|
(Wt77,55 +2,79 umol/L vs. Abcc6” 63,49 + 2,68 pmol/L), ApoA-Il (Wt 81,86 + 3,97 umol/L
vs. Abcc6” 54,23 +3,54 umol/L)  sowie  ApoA-IV  (Wt4,29 +0,11 umol/L vs. Abcc6”
3,78 0,14 umol/L) im Serum 12 Monate alter Abcc6”-Mause im Vergleich zu den Wi-
Mausen. Im Gegensatz dazu war der Gehalt von ApoB im Serum der 12 Monate alten
Abcc6”-Mause in Bezug auf die Wt-Méause signifikant erhdht (Wt2,18 +0,05 umol/L
vs. Abcc6” 2,45 + 0,06 umol/L; s. Abb. 17D). Dariiber hinaus war die ApoC-I-Konzentration
im Serum der 12 Monate alten Abcc6”-Mause signifikant reduziert (Wt 7,78 + 0,44 pmol/L
vs. Abcc6” 5,85 + 0,38 umol/L; s. Abb. 17E). Es konnte keine Konzentrationsverénderung
fir das ApoE im Serum der Abcc6”-Mause verglichen mit den Wt-Mausen festgestellt
werden (s. Abb. 17F).
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Abbildung 17: Quantifizierung der Apolipoprotein-Konzentrationen im Serum 12 Monate
alter Mause. Die Konzentration der Apolipoproteine (Apo) ApoA-1, ApoA-Il, ApoA-1V, ApoB, ApoC-I
und ApoE im Serum 12Monate alter Wt- und Abcc6-defizienter Mause wurden mittels
Massenspektrometrie quantifiziert (Wt: n =41, Abcc6”: n = 40). Gezeigt sind die Mittelwerte und die
Standardfehler der Mittelwerte (SEM). Die statistischen Signifikanzen wurden mit dem
zweiseitigen, ungepaarten t-Test berechnet (**=p<0,01; ***=p <0,001).

3.3.8 Expressionsanalyse der Transkriptionsfaktoren im Lebergewebe
12 Monate alter Abcc6-defizienter Mause

Viele Proteine des Cholesterinmetabolismus werden auf transkriptionaler und auf post-
transkriptionaler Ebene reguliert[167], wie unter anderem die Gene HMGCR und LDLR.
Die Expression dieser Gene wird beispielsweise durch Transkriptionsfaktoren der
SREBP-Familie und durch den zelluldren Cholesteringehalt gesteuert[205,206]. Auch
nukledre Rezeptoren sind regulatorisch an der Cholesterinhomdostase beteiligt, indem
diese durch Oxysterine, Steroide und Gallensauren aktiviert werden und als Dimere die
Gentranskription beeinflussen[172]. In diesem Teil wurde daher die Expression
ausgewabhlter Transkriptionsfaktoren im Lebergewebe 12 Monate alter Wt- und Abcc6-
Knockout-Mause untersucht. Die Expressionsraten der Abcc6”-Mause wurden auf die
Expressionsraten aller Wt-Mause bezogen, deren Messwerte auf eins normiert
wurden (s. Abb. 18). Es konnte keine Veranderung der relativen mRNA-Expression von
Srebf2 und Nr1h4 im Lebergewebe der 12 Monate alten Abcc6”-Mause in Bezug auf die
Wt-Mause nachgewiesen werden (s. Abb. 18).
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Abbildung 18: Genexpressionsanalyse der Transkriptionsfaktoren im Lebergewebe
12 Monate alter Méuse. Relative Quantifizierung der mRNA-Expression von Transkriptions-
faktoren im Lebergewebe 12 Monate alter Wt- und Abcc6-defizienter Mause (Wt n=37, Abcc6”
n=239). Abgebildet sind die normalisierten Expressionsraten der Gene Sterolregulationselement 2
(Srebf2), Gallenséaure-Rezeptor (Nr1h4, auch Farnesoid-X-Rezeptor a), Oxysterin-Rezeptor LXR a
(Nr1h3), Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptora (Nrict), Peroxisom-Proliferator-aktivierter
Rezeptor B (Nric2). Die ermittelten relativen Genexpressionen der Abcc6/-Mause wurden auf die
Genexpressionen aller Wt-Mause normiert, welche auf 1.0 gesetzt wurden. Gezeigt sind die
Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte (SEM). Die statistischen Signifikanzen wurden
mit dem zweiseitigen, ungepaarten t-Test berechnet.

Die Abbildung 18 zeigt eine nicht signifikante, 1,4-fache £0,26 Zunahme der Gen-
expressionsrate von Nr1h3 im Lebergewebe 12 Monate alter Abcc6”-Mause verglichen
mit den Wt-M&usen. Auch die relative Genexpression von Nric1 war im Lebergewebe der
Abcc6”-Méause um das 1,2-Fache +0,14 erhéht, allerdings ebenfalls statistisch nicht
signifikant. Flr die relative Expression von Nric2 im Lebergewebe der 12 Monate alten
Abcc6”-Mause wurde im Vergleich zu den Wt-M&usen eine geringfligige Suppression
(0,9-fach £ 0,12) detektiert, wenngleich diese nicht statistisch signifikant war (s. Abb. 18).

3.3.9 Untersuchung von lipoprotein-metabolisierenden Enzymen bei einer
Abcc6-Defizienz

Zunachst wurde eine Analyse des Genexpressionsprofils von lipoprotein-
metabolisierenden Proteinen im Lebergewebe von 12 Monate alten Wt- und Abcc6”-
Mausen durchgefiinrt. Die Expressionsraten der Abcc6”-Mause wurden auf die
Expressionsraten aller Wi-Mause bezogen, deren Messwerte auf eins normiert
wurden (s. Abb. 19A). Die Expressionsrate von Soat2 im Lebergewebe der 12 Monate
alten Abcc6”-Mause war verglichen zu den Wit-Mausen signifikant 0,9-fach 0,07

reprimiert.
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Eine statistisch signifikante Abnahme der Genexpression um das 0,7-Fache +0,16 konnte
im Lebergewebe der Abcc6”-Mause ebenfalls fiir Pltp beobachtet werden (s. Abb. 19A).
Die Expression des HDL-Rezeptors Scarb? wurde 1,5-fach+0,32 starker im
Lebergewebe der 12 Monate alten Abcc6”-Méause als im Lebergewebe der gleichaltrigen
Wt-Méause exprimiert (s. Abb. 19A). Diese Expressionserhéhung war allerdings statistisch
nicht signifikant. Die Abbildung 19A zeigt eine geringe, nicht signifikante Induktion der
Lcat-Genexpression (1,1-fach +0,08) im Lebergewebe 12 Monate alter Abcc6”-Mause im

Verhaltnis zu den Wt-Mausen.
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Abbildung 19: Genexpressionsanalyse der lipoprotein-metabolisierenden Proteinen des
Lebergewebes 12 Monate alter Médusen und Bestimmung der Lcat-Aktivitdt im Serum
6 Monate und 12 Monate alter Méuse. A) Relative Quantifizierung der mRNA-Expression von
lipoprotein-metabolisierenden Proteinen im Lebergewebe 12Monate alter Wt- und Abcc6-
defizienter Mause (Wt n =37, Abcc6” n=39). Abgebildet sind die normalisierten Expressionsraten
der Gene Sterol-O-Acyltransferase (Soat2), Phosphatidylcholin-Sterol-Acyltransferase (Lcatl),
Phospholipid-Transferprotein (Plip), Scavenger-Rezeptor B1 (Scarb1). Die ermittelten relativen
Genexpressionen der Abcc67/-Mause wurden auf die Genexpressionen aller Wt-Mause normiert,
welche auf 1.0 gesetzt wurden. Gezeigt sind die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte
(SEM). B) Die Lcat-Aktivitdt wurde im Serum von 6 Monate und 12 Monate alten Wt- und Abcc67-
Méausen (6 Monate alte Mause: Wt: n=22, Abcc6”: n=15; 12Monate alte Mause: Wt: n=30
Abcc6”: n=34) bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte einer Doppelbestimmung und die
Standardfehler der Mittelwerte (SEM). Die statistischen Signifikanzen wurden mit dem
zweiseitigen, ungepaarten t-Test berechnet (*=p <0,05; ***=p<0,001).

Das Enzym Lcat wird hauptsachlich in der Leber synthetisiert und anschlieBend ins Blut
sekretiert, wo es an der Oberflache der HDL- und LDL-Partikel freies Cholesterin zum
Transport verestert[207] Daher wurde parallel zur Analyse der Lcat-Gen-
expression (s. Abb. 19A) auch die Aktivitdt des Enzyms im Serum von 6 Monate und
12 Monate alten Mé&usen bestimmt (s. Abb.19B). In diesem Experiment war bei
Vorhandensein des intakten Substrates der Lcat die Signalintensitat bei einer Wellenlange
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von 470nm starker. Nach der Substrathydrolyse durch die Lcat verschob sich die
Signalintensitét zu einer Wellenlange von 390 nm und die Intensitat des Signals 470 nm
nahm ab. Die Aktivitdten des Lcat-Enzyms im Serum der 6 Monate alten Wt- und Abcc6”-
Mause unterschieden sich signifikant. Die Lcat-Aktivitdt wies eine Abnahme von ca. 5%
im Serum der Abcc6”-Mause auf. Die Aktivitdt der Lcat zeigte jedoch im Serum der
12 Monate alten Abcc6”-Mause im Vergleich zu den Wt-Mausen keine signifikante
Veranderung (s. Abb. 19B).

Die Lpl wird vornehmlich vom Fettgewebe synthetisiert und dann in den Blutkreislauf
sekretiert [208]. Unter bestimmten physiologischen Bedingungen wie der Einwirkung des
Tumornekrosefaktors a oder der Transkriptionsfaktorfamilie PPAR wird Lpl auch verstérkt
von der adulten Leber exprimiert[209]. In diesem Teil der Arbeit wurde die Lpl-
Genexpression im Leber-, Fett- und Nierengewebe und eine Lpl-Proteinkonzentrations-
bestimmung im Serum der Wt- und der Abcc6-Mause vorgenommen. Die
Expressionsraten der Abcc6”-Méause wurden auch hier auf die Expressionsraten aller Wi-
Mause bezogen, deren Messwerte auf eins normiert wurden (s. Abb. 20A und 20B).
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Abbildung 20: Genexpressionsanalyse der Lipoproteinlipase und der hepatischen Lipase im
Lebergewebe und Bestimmung der Lpl-Proteinkonzentration im Serum 6 Monate und
12 Monate alter Mause. A) Relative Quantifizierung der mRNA-Expression der Gene
Lipoproteinlipase (Lpl) und hepatische Lipase (Lipc) im Lebergewebe 6 Monate und 12 Monate
alter Wt- und Abcc6-defizienter Mause (6 Monate alte Mause: Wt: n=22, Abcc6”: n=25;
12 Monate alte Mause: Wt: n=37 Abcc6”: n=39). B) Relative Quantifizierung der mRNA-
Expression der Lp/ im weiBen Fett- und Nierengewebe 6 Monate und 12 Monate alter Wt- und
Abcc6-defizienter Mause (6 Monate alte Mause: Wt: Fett n =22, Niere n=25, Abcc6”: Fett n=18,
Niere n=23; 12 Monate alte Mause: Wt: Fett n=33, Niere n=34, Abcc6’: Fett n=38, Niere
n=42). Die ermittelten normalisierten relativen Genexpressionen der Abcc6’-Mause wurden auf
die Genexpressionen aller Wt-M&use normiert, welche auf 1.0 gesetzt wurden. Gezeigt sind die
Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte (SEM). C) Die Lpl-Proteinkonzentration wurde
im Serum von 6 Monate und 12 Monate alten Wt- und Abcc6-defizienten Mausen (6 Monate alte
Mause: Wt: n=23, Abcc6/”: n=21; 12Monate alte Mause: Wt: n=33 Abcc6/: n=29) mittels
ELISA bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte einer Doppelbestimmung und die Standardfehler der
Mittelwerte (SEM). Die statistischen Signifikanzen wurden fir A) und B) mit dem zweiseitigen,
ungepaarten t-Test berechnet (* =p<0,05; ***=p<0,001).
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Die Abbildung 20A zeigt die Genexpressionsrate von Lp/ und Lipc des Lebergewebes der
6 Monate und 12 Monate alten Abcc6”-Mause im Vergleich zu den gleichaltrigen Wt-
Mausen. Es sind eine signifikante 2,5-fache + 0,65 Lpl-Expressionserhéhung im Leber-
gewebe der 6 Monate alten Mausen und eine signifikante 3,4-fache +0,64 Expressions-
steigerung im Lebergewebe der 12 Monate alten Abcc6”-Méusen zu sehen (s. Abb. 20A).
Die relative Expression des Lipc-Gens war im Lebergewebe der 6 Monate alten Abcc6”-
Mause signifikant um das 1,3-Fache+0,13 in Bezug auf die Wt-M&use erhoht. Im
Lebergewebe der 12Monate alten Abcc6”-Mause konnte lediglich ein statistisch nicht
signifikanter 1,1-facher + 0,10 Anstieg detektiert werden (s. Abb. 20A). Die extrahepatische
Expressionsrate von Lp/ war nur im weiBen Fettgewebe der 6 Monate alten Abcc6”-
Mause signifikant um das 1,4-Fache +0,14 erhéht (s. Abb. 20B). Das Nierengewebe der
6 Monate und 12 Monate alten Abcc6”-Mause wies im Vergleich zu den entsprechenden
Wt-Mausen zwar eine 1,6-fache+0,33 und 1,4-fache £0,19 Induktion der Lpl-
Genexpression auf. Allerdings waren diese Expressionssteigerungen statistisch nicht
signifikant (s. Abb. 20B). Die Lpl-Proteinkonzentrationen im Serum der 6 Monate alten und
der 12 Monate alten Abcc6”-Mause unterschied sich nicht von den entprechendenen Wi-
Mausen (s. Abbildung 20).

3.3.10 Modulation der Pcsk9-Expression bei einer Abcc6-Defizienz

Pcsk9 reguliert den Ldlr negativ und somit auch indirekt den Gehalt an LDL-Cholesterin
im Blut durch Hemmung des Rezeptor-Recyclings und durch Férderung von dessen
Degradation [210]. Es wurde die Expressionsrate beider Gene im Lebergewebe von
6 Monate und von 12 Monate alten Wt- und Abcc6”-Méusen untersucht. Zusétzlich wurde
die extrahepatische Expression von Ldlr im Fett- und Nierengewebe analysiert. Die
Expressionsraten der Abcc6”-Méause wurden wieder auf die Expressionsraten aller Wi-
Mause bezogen, deren Messwerte auf eins normiert wurden (s. Abb.21Aund 21B).
Parallel dazu wurde der Pcsk9-Gehalt im murinen Serum beider Altersklassen
quantifiziert (s. Abb. 21C). Weder Pcsk9, noch Ldlr wiesen im Lebergewebe der 6 Monate
alten und 12Monate alten Abcc6”-Mause verglichen mit den gleichaltrigen Wt-Mausen
eine signifikant verénderte Genexpressionsrate auf(s. Abb.21A). Fur die Ldir-
Genexpression im weiBen Fettgewebe der 6 Monate alten Abcc6”-Mause konnte im
Vergleich zu den Wt-Mausen eine signifikante 2,4-fache £0,51 Steigerung beobachet
werden. Auch das Nierengewebe der 6 Monate alten Abcc6”-Mause wies eine Erhéhung
der Ldir-Genexpressionsrate von 1,3+0,19 auf, wobei diese aber statistisch nicht
signifikant war (s. Abb.21B). In den extrahepatischen Geweben der 12 Monate alten
Abcc6”-Méause lag die relative Ldlr-Expression in Bezug auf die Wt-Mause reduziert vor,
wenngleich statistisch nicht signifikant (s. Abb. 21B).
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Fiir die Pcsk9-Proteinkonzentration im Serum der 6 Monate alten Abcc6”-Méause konnte
im Vergleich zu den Wt-M&ausen ein signifikanter Anstieg festgestellt werden
(W153,30 +3,96 ng/mL vs. Abcc6” 88,81 + 12,82 ng/mL;s. Abb. 21C). Die Pcsk9-
Konzentration im Serum der 12Monate alten Abcc6”-Mause verglichen mit den
gleichaltrigen Wt-Mausen zeigte zwar ebenfalls einen geringen Anstieg, jedoch war der
Unterschied statistisch nicht signifikant (s. Abb. 21C).
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Abbildung 21: Genexpressionsanalyse von Pcsk9 und des LDL-Rezeptors im Lebergewebe
und Bestimmung der Pcsk9-Proteinkonzentration im Serum 6 Monate und 12 Monate alter
Méuse. A) Relative Quantifizierung der mRNA-Expression der Gene Proproteinkonvertase
Subtilisin/Kexin Typ9 (Pcsk9) und Low-density lipoprotein-Rezeptor (LdIr) im Lebergewebe
6 Monate und 12 Monate alter Wt- und Abcc6-defizienter Mause 6 Monate alte Mause: Wt: n =22,
Abcc67: n=25; 12 Monate alte Mause: Wt: n =37, Abcc67: n = 39). B) Relative Quantifizierung der
mRNA-Expression der Ldlr im weiBen Fett- und Nierengewebe 6 Monate und 12 Monate alter Wt-
und Abcc6-defizienter Mause (6 Monate alte Mause: Wt: Fett n =22, Niere n=25, Abcc6”: Fett
n =18, Niere n=23; 12 Monate alte Mause: Wt: Fett n =33, Niere n =34, Abcc6”: Fett n =38, Niere
n=42). Die ermittelten normalisierten relativen Genexpressionen der Abcc6-Mause wurden auf
die Genexpressionen aller Wt-M&use normiert, welche auf 1.0 gesetzt wurden. Gezeigt sind die
Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte (SEM). C) Die Pcsk9-Proteinkonzentration
wurde im Serum von 6 Monate und 12 Monate alten Wt- und Abcc6-defizienten Mausen (6 Monate
alte Mause: Wt: n=27, Abcc6”: n=21; 12 Monate alte Mause: Wt: n =35 Abcc6”: n=31) mittels
ELISA bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte einer Doppelbestimmung und die Standardfehler der
Mittelwerte (SEM). Die statistischen Signifikanzen wurden fir A) und B) mit dem zweiseitigen,
ungepaarten t-Test berechnet (* =p £0,05).

3.3.11 Gen- und Proteinexpression von Cytochromen zur Untersuchung der
hepatischen Gallensauresynthese

Der hepatische Cholesterinabbau in Gallensduren ist ein entscheidender Mechanismus
zur Aufrechterhaltung der Cholesterinhoméstase [167]. Die wasserldslichen Gallenséauren
kénnen dann Uber die Galle ausgeschieden werden. Die Enzyme der Cytochrom P450-
Familie, wie das mikrosomale Cyp7a1 und das mitochondriale Cyp27a1, haben in dem
Degradationsprozess von Cholesterin eine entscheidende Funktion[145]. Aus diesem
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Grund wurde die Genexpression beider Enzyme im Lebergewebe von 6 Monate und
12 Monate alten Wt- und Abcc6”-Méuse relativ quantifiziert (s. Abb. 22A). Von allen
Oxysterinen des murinen Plasmas hat das 27-Hydroxycholesterin die hdchste
Konzentration und wird durch das Cyp27a1-Enzym synthetisiert [150]. Aus diesem Grund
wurde ebenfalls die Cyp27al-Proteinkonzentration in den Leberhomogenaten der
6 Monate und 12 Monate alten Wt- und Abcc6”-Méuse bestimmt (s. Abb. 22B).
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Abbildung 22: Genexpressionsanalyse von Cyp7al und Cyp27al sowie Bestimmung der
Cyp27ai-Proteinkonzentration im Lebergewebe 6 Monate und 12 Monate alter Miuse. A)
Relative Quantifizierung der mRNA-Expression der Gene Cholesterin-7a-Monooxygenase
(Cyp7at) und Sterol-26-Hydroxylase (Cyp27atl) im Lebergewebe 6 Monate und 12 Monate alter
Wt- und Abcc6-defizienter Mause (6 Monate alte Mause: Wt: n =22, Abcc6”: n = 25; 12 Monate alte
Méause: Wt: n=37 Abcc6”: n=39). Die ermittelten normalisierten relativen Genexpressionen der
Abcc67-Mause wurden auf die Genexpressionen aller Wt-Mause normiert, welche auf 1.0 gesetzt
wurden. Gezeigt sind die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte (SEM). B) Die
Cyp27a1-Proteinkonzentration wurde im Lebergewebe von 6 Monate und 12 Monate alten Wt- und
Abcc6-defizienten Mausen (6 Monate alte Mause: Wt: n=13, Abcc6”: n=13; 12 Monate alte
Mause: Wt: n =18, Abcc6”: n = 12) mittels ELISA bestimmt. Es wurden 2,5 ug Gesamtprotein jeder
Probe zur Quantifizierung des Cyp27ai1-Gehaltes eingesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte einer
Doppelbestimmung und die Standardfehler der Mittelwerte (SEM). Die statistischen Signifikanzen
wurden fir A) und B) mit dem zweiseitigen, ungepaarten t-Test berechnet.

Eine geringfligige, statistisch nicht signifikante Suppression der Genexpression von
Cyprat (0,9-fach £0,12) sowie keine Veranderung der Genexpression von Cyp27ai (1,0-
fach +0,12) wurden fiir das Lebergewebe der 6 Monate alten Abcc6”-Méuse im Vergleich
zu den gleichaltrigen Wt-Mausen ermittelt (s. Abb. 22A). Die Analyse der Genexpression
von Cyp7al und von Cyp27al im Lebergewebe der 12Monate alten Abcc6”-Méause
verglichen mit den Wt-Mausen ergab eine statistisch nicht signifikante 1,5-fache +0,21

und 1,4-fache £0,24 Erhdhung (s. Abb.22A). Die Bestimmung der Cyp27a1-Protein-
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konzentration des Lebergewebes zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Wt- und Abcc6”-Mausen, sowohl fiir die 6 Monate als auch fiir die 12 Monate alten
Mause (s. Abb. 22B).

3.4 Genexpressionsanalyse von ABC-Transportern im
metabolisch aktiven Gewebe Abcc6-defizienter Mause

ABC-Transporter sind essentiell fir den Ablauf vieler physiologischer Prozesse.
Mutationen in den kodierenden Sequenzen dieser Transporter flhren zu einer Reihe von
Erkrankungen beim Menschen wie z.B. dem Dubin-Johnson Syndrom (ABCC2) und der
X-Adrenoleukodystrophy (ABCD1)[211]. Allerdings konnte eine kompensatorische
Expression des Abcc3-Gens bei einem Abcc2-Funktionsverlust im Tiermodell nach-
gewiesen werden [212]. Ebenso konnte eine Uberexpression des Abcd2-Gens in Abcd1”-
Mausen gezeigt werden[213]. Um zu prifen, ob ein Funktionsverlust von Abcc6 durch
andere ABC-Transporter ausgeglichen werden kann, wurden die Expressionsraten von
ausgewahlten ABC-Transportern der Unterfamilien a, b, ¢, d und g in metabolisch aktiven
Gewebe (Leber, Niere, weiBes Fettgewebe) mit Hilfe der gPCR analysiert. Die Leber und
die Niere sind zudem die Gewebe, die primar das Abcc6-Protein exprimieren [37,38]. Die
Expressionsraten der Abcc6”-Méause wurden auf die Expressionsraten aller Wt-Mause
bezogen, deren Messwerte auf eins normiert wurden (s. Abb. 23 und 24).

3.4.1 Genexpressionsanalyse der ABC-Transporter im Leber-, Nieren- und
Fettgewebe 6 Monate alter Abcc6-defizienter Mause

Die gréBten Expressionsunterschiede der ABC-Transporter zwischen Abcc6”- und Wi-
Mausen wurden im Lebergewebe festgestellt(s. Abb.23A). Das Lebergewebe der
Abcc6”-Mause zeigte im Vergleich zu den Wt-Mausen eine 1,5-fache+0,29 nicht
signifikante Erhéhung der Abca3- sowie eine signifikante 1,7-fache £0,25 Erhéhung der
Abca9-Genexpression. Die relative Expression von Abcb1b (1,8-fach £0,17) und Abcb11
(1,9-fach +0,37) waren im Lebergewebe der Abcc6”-Mause verglichen mit den Wi-
Mausen signifikant héher (s. Abb. 23A).
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Abbildung 23: Genexpressionsanalyse der ABC-Transporter in metabolisch aktiven
Geweben 6 Monate alter Mause. Relative Quantifizierung der mRNA-Expression ausgewahlter
Adenosintriphosphat-Bindungskassetten (ABC)-Transporter: Abca3, Abcab6, Abca9, Abcbib,
Abcb4, Abcb11, Abcc3, Abcdi1, Abcd2, Abcgl, Abcg5 und Abcg8 im A) Lebergewebe B)
Nierengewebe und C) weiBem Fettgewebe 6 Monate alter Wt- und Abcc6-defizienter Mause (Wt:
Leber n=22, Niere n=23, Fett n=18; Abcc6”: Leber n=25, Niere n=25, Fett n=21). Die
ermittelten normalisierten relativen Genexpressionen der Abcc6-Mause wurden auf die
Genexpressionen aller Wt-M&use normiert, welche auf 1.0 gesetzt wurden. Gezeigt sind die
Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte (SEM). Die statistischen Signifikanzen wurden
mit dem zweiseitigen, ungepaarten t-Test berechnet (*=p<0,05; ** =p<0,01; *** =p<0,001).
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Es konnte dagegen keine signifikante Anderung der Genexpression von Abcb4, Abcc3
und Abcd1 im Lebergewebe der Abcc6”-Mause in Bezug auf die Wi-Mause festgestellt
werden (s. Abb. 23A). Verglichen mit den Wit-Mausen war allerdings die relative
Genexpression von Abcd2 signifikant um das 3,2-Fache +0,63 erhdht im Lebergewebe
der Abcc6”-Mause. Es wurden zudem signifikante Expressionssteigerungen aller unter-
suchten Mitglieder der Abcg-Unterfamilie im Lebergewebe der Abcc6-defizienten Mause
beobachtet (s. Abb. 23A). Die relative Genexpression von Abcg1 und Abcg8 war um das
2,0-Fache +0,30 und von Abcg5 um das 1,5-Fache +0,16 im Lebergewebe der Abcc6”-
Mause im Vergleich zu den Wt-Mausen induziert (s. Abb. 23A).

Im Nieren- und wei3en Fettgewebe fuhrte der Knockout von Abccé zu einer signifikanten
veranderten Expressionsrate von Abca3(s. Abb.23Bund23C). Das AusmalB der
Induktion war im Nierengewebe mit einer 2,2-fachen £0,38 Erhéhung geringer als die
Expressionssteigerung im  weiBen  Fettgewebe mit einer 5,0-fachen+1,19
Erhéhung (s. Abb. 23Bund 23C). Zudem konnte eine statistisch nicht signifikante
Genexpressionssteigerung der Transporter Abca9 und Abc1b1 um das 1,4-Fache +0,23
im Nierengewebe der Abcc6”-Méause detektiert werden (s. Abb. 23B). Abcb4 und Abcc3
wiesen keine unterschiedliche Expression im Nierengewebe der 6 Monate alten Abcc6”-
Mause im Vergleich zu den gleichaltrigen Wt-Mausen auf. Es wurde im Nierengewebe der
6 Monate alten Abcc6”-Mause fir Abed? und Abcd2 eine nicht signifikante
Expressionssteigerung um das 1,5-Fache £0,19 und um das 1,3-Fache + 0,26 bezogen
auf die Wt-Mause detektiert. Die Genexpressionsrate von Abcg1, Abcg5 und Abcg8 war
im Nierengewebe der Abcc6”-Mause verglichen mit den Wt-Mausen geringfiigig und
statistisch nicht signifikant induziert (s. Abb. 23B).

Es wurde eine Steigerung der Genexpression um das 2,2-Fache +0,37 fur den Abca9-
Transporter im Fettgewebe der Abcc6-Knockout-Mause detektiert. Die relative Expression
der Transporter Abcd? und Abcd2 war ebenfalls im Fettgewebe der Abcc6”-Mause in
Bezug auf die Wt-Mause 1,4-fach+0,29 und 1,5-fach+0,27 erhéht (s. Abb.23C). Es
konnte darUber hinaus auch eine 2,1-fache +0,85 Expressionssteigerung des Abcg1-
Gens im Fettgewebe der 6Monate alten Abcc6”-Mause gezeigt werden. Diese
Erhdhungen waren allerdings statistisch nicht signifikant. Es konnten keine weiteren
signifikanten Verénderungen im Genexpressionsniveau anderer ABC-Transporter des
weiBen Fettgewebes der 6 Monate alten Abcc6”-Méause im Verhéltnis zu den Wt-Mausen
beobachtet werden (s. Abbildung 23C).
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3.4.2 Genexpressionsanalyse der ABC-Transporter im Leber-, Nieren- und
Fettgewebe 12 Monate alter Abcc6-defizienter Mause

Es konnten keine statistisch signifikanten Regulationen in der Genexpression von
Mitgliedern der ABC-Transporterfamilien a und ¢ (Abca1, Abca3, Abca9, Abcc1, Abcc2
and Abcc3), ausgenommen von Abcab, im Lebergewebe der 12 Monate alten Abcc6”-
Mausen verglichen mit den Wt-Mausen beobachtet werden (s. Abb. 24A). Die Abcab-
Genexpression war dagegen um das 0,8-Fache 0,09 im Lebergewebe der Abcc6”-
Mause supprimiert. Fir das Abcb1b-Gen konnte eine signifikante 1,7-fache +0,30
Zunahme der Expressionsrate im Lebergewebe der Abcc6”-Mause in Bezug auf die Wi-
Mause nachgewiesen werden. Die Transporter Abcb4 und Abcb11 wiesen allerdings
hinsichtlich der Genexpression im Lebergewebe der 12 Monate alten Abcc6”-Mause
bezogen auf die Wt-Mause keine signifikante Veranderung auf (s. Abb. 24A). Die Abcd1
mRNA-Expression im Lebergewebe der Abcc6-defizienten Mause war im Vergleich zu
den Wt-Mausen auf das 0,7-Fache £ 0,05 erniedrigt. Es kam hingegen zu einer statistisch
nicht signifikanten 1,5-fachen 0,21 Expressionssteigerung des Abcd2-Transporters.
Ebenso wurde eine hoéhere Transkriptionsrate von Abcg1, Abcg5 und Abcg8 im
Lebergewebe der Abcc6’-Méause festgestellt. Die Abcg1-Expression war signifikant in
Abcc6-defizienten Mausen in Bezug auf die Wt-Mause um das 1,8-Fache £0,20
gesteigert (s. Abb. 24A).

Es wurden insgesamt verminderte Expressionsraten fir die meisten ABC-Transporter im
Nierengewebe der 12Monate alten Abcc6”-Mause verglichen mit den Wt-Mausen
detektiert (s. Abb. 24B). Eine signifikante Genexpressionsreduktion der Transporter Abca3
(0,6-fach +0,07) und Abcc3 (0,6-fach +0,08) konnte im Nierengewebe Abcc6-defizienter
Mause in Bezug auf die Wi-Mause gezeigt werden (s. Abb. 24B). Die mRNA-Expression
von Abcal und Abcc?! war hingegen in den Abcc6”-Méusen auf dem gleichen
Expressionsniveau wie in den Wt-Mausen. Allerdings war die relative Expression von
Abca9 (0,9-fach+£0,07), Abcb1b (0,9-fach +0,08), Abcc2 (0,9-fach £0,09), Abcd1 (0,8-
fach+0,06) und Abcg? (0,7-fach+0,06) im Nierengewebe der Abcc6”-Mause im
Vergleich zu den Wt-Mausen geringfligig, aber statistisch nicht signifikant, supprimiert.
Das Nierengewebe der Abcc6”-Mause wies eine nicht signifikante Erhéhung der Abcg5-
Expression (1,4-fach £ 0,29) und der Abcg8-Expression (1,2-fach £0,16) auf (s. Abb. 24B).
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Abbildung 24: Genexpressionsanalyse der ABC-Transporter in metabolisch aktiven Gewebe
12 Monate alter Mé&use. Relative Quantifizierung der mRNA-Expression ausgewahlter
Adenosintriphosphat-Bindungskassetten (ABC)-Transporter: Abcal, Abca3, Abca6, Abca9,
Abcb1b, Abcb4, Abcb11, Abccl, Abcc2, Abcc3, Abcd1, Abcd2, Abcg1, Abcg5 und Abcg8 im A)
Lebergewebe B) Nierengewebe und C) weiBem Fettgewebe 6 Monate alter Wt- und Abcc6-
defizienter Mause (Wt: Leber n=37, Niere n =34, Fett n=33; Abcc6”: Leber n=39, Niere n=42,
Fett n=38). Die ermittelten normalisierten relativen Genexpressionen der Abcc67-Mause wurden
auf die Genexpressionen aller Wt-Mause normiert, welche auf 1.0 gesetzt wurden. Gezeigt sind die
Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte (SEM). Die statistischen Signifikanzen wurden
mit dem zweiseitigen, ungepaarten t-Test berechnet (*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001).
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Die relative Expressionsrate von Abcat (0,8-fach +0,07), Abca3 (0,9-fach £0,14), Abca6
(0,9-fach+0,10), und Abcb1b (0,8-fach+0,09) des weiBen Fettgewebes war in den
12 Monate alten Abcc6”-Méusen verglichen mit den Wt-Mausen geringer (s. Abb. 24C),
wenngleich auch nicht statistisch signifikant. DarGber hinaus war die relative
Genexpression der ABC-Transporter Abca9 und Abcd1 im Fettgewebe der 12 Monate
alten Abcc6”-Mause signifikant auf das 0,9-Fache (+0,09) reduziert (s. Abb. 24C). Im
Gegensatz dazu hatte die Transkriptrate von Abcb4, Abcc1 und Abcc3 im Fettgewebe der
12 Monate alten Abcc6”-Mausen das gleiche Expressionsniveau wie die gleichaltrigen
Wt-Mause. Fir die relative mRNA-Expression von Abcd2 (1,3-fach+0,13) und Abcg1
(1,2-fach +0,15) konnte im Fettgewebe der Abcc6”-Mause bezogen auf die Wt-Mause
eine leichte, aber statistisch nicht signifikante, Induktion beobachtet werden (s. Abb. 24C).
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4 Diskussion

Das Hauptmerkmal von PXE ist eine progressive Kalzifizierung der elastischen Fasern
des Bindegewebes[1,12]. PXE wird durch Mutationen im ABCC6-Gen verursacht, die zu
einem Funktionsverlust des Proteins filhren[9—11]. Die metabolische Hypothese nimmt
an, dass das Fehlen des ABCC6-Transporters am Hauptexpressionsort, der Leber, zu
einem Mangel unbekannter Faktoren in der Zirkulation fihrt und so das Auftreten der
Mineralisierungen und anderer Symptome in der Peripherie zur Folge hat[36,214].
Darliber hinaus korrelieren Polymorphismen im ABCC6-Gen auch mit veranderten
Serumlipiden und einem erhéhten Risiko fir koronare Erkrankungen [64,67,68,215]. Der
Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Analyse der Auswirkungen einer Abcc6-Defizienz
auf die Cholesterinhombostase mit Hilfe des etablierten Mausmodells von Gorgels et
al.[39]. Um den progressiven Verlauf von PXE abbilden zu kénnen, wurden die
Stoffwechselveranderungen von 6Monate und 12 Monate alten Abcc6”-Méusen im
Vergleich zu den entsprechend gleichaltrigen Wt-M&usen analysiert. Diese Mause sind
vom Alter her vergleichbar mit PXE-Patienten eines frihen und eines fortgeschrittenen
Krankheitsstadiums, respektive 6 Monate und 12 Monate alte Abcc6”-Mause. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde zunachst der PXE-&hnliche Phanotyp der Abcc6”-Mause lber den
Nachweis deutlicher Kalzifizierungen im Bindegewebe der Vibrissenkapseln 12 Monate
alter Abcc6”-Méause mit Hilfe einer Alizarin-Rot-Farbung bestéatigt. Die Mineralisierungen
der Vibrissenkapseln werden im Mausmodell von Klement et al. als Kalzifizierungsmarker
herangezogen [58,216]. Dieser Marker kann somit fir das Mausmodell, welches in dieser
Arbeit verwendet wurde, genutzt werden. Die Genotypbestimmung und die Western-Blot-
Analyse bestatigten den Gensequenzverlust von Abcc6é und konsequenterweise die
fehlende Expression des Proteins im Lebergewebe. Im Leberhomogenat der Wt-Maus
wurde eine Proteinbande bei ca. 165 kDa detektiert, die der erwarteten Gré3e des Abcc6-
Proteins entspricht [217]. Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit bestatigt werden,
dass PXE mit einer Veranderung des Lipidstoffwechsels einhergeht. Insbesondere der
HDL-Stoffwechsel war in den Abcc6-defizienten Mausen von den Verdnderungen
betroffen. Hier liegt vermutlich eine gestérte HDL-Biogenese vor, da das erste Mal gezeigt
werden konnte, dass es im Abcc6”-Mausmodell zu einem reduzierten ApoA-I- und ApoA-
[I-Serumgehalt kommt. Dementsprechend war auch das HDL-Cholesterin im Serum der
Abcc6”-Mause verglichen mit den Wt-Mausen vermindert. AuBerdem konnte in dieser
Arbeit erstmals auf eine geringere Phytosterin- und Cholesterinabsorption sowie eine
veranderte hepatische Cholesterinbiosynthese als Folge einer Abcc6-Defizienz indirekt
geschlossen werden. Diese Beobachtungen waren bereits in den 6 Monate alten Mausen
zu sehen und stellten sich mit zunehmendem Alter der Mause von 12 Monaten starker
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ausgepragt dar. Die Ergebnisse, die im Rahmen dieser Arbeit anhand des Abcc6”-
Mausmodells erzielt wurden, sind in Abbildung 25 zusammengefasst.
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Abbildung 25: Hypothetisches Modell der Alteration der Cholesterinhomdéostase bei einer
Abccé6-Defizienz im Mausmodell. Die Phytosterin und Cholesterinabsorption war in den Abcc6-
defizienten M&usen erniedrigt. Absorbierte Lipide werden Uber Chylomikronen (CM) und CM-
Remnant-Partikel rezeptorvermittelt in die Leber aufgenommen. Die aufgenommen Lipide kénnen
direkt oder nach Metabolisierung zu Gallensauren mittels Adenosintriphosphat-Bindungskassetten
(ABC)-Transporter in den Gallengang ausgeschieden werden. Im Lebergewebe der Abcc6/-Mause
konnte eine erhdhte Abcg5/8- und Abcb1-Genexpression festgestellt werden. AuBerdem wurde
indirekt gezeigt, dass die Aktivitat der Cholesterinbiosynthese erhéht war, was auf eine gesteigerte
Very-low-density lipoproteins (VLDL)-Synthese und-Sekretion hindeutet. Zudem konnte eine
erhdhte Apolipoprotein (Apo)B-Konzentration sowie eine Zunahme des Pcsk9-Gehaltes im Serum
der Abcc6”-Mause festgestellt werden. Pcsk9 wiederum reguliert vornehmlich die hepatische Low-
density lipoprotein-Rezeptor (LdIr)-Dichte, aber auch die der Peripherie. Darlber hinaus war die
Konzentration von ApoA-lI und ApoA-Il, die fir die Bildung der High-density lipoproteins (HDL)-
Partikel essentiell sind, reduziert. Konsequenterweise konnte eine Abnahme des HDL-Cholesterins
im Serum der Abcc6-defizienten Mause beobachtet werden.
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4.1 Erniedrigung der Serumlipide bei einer Abcc6-Defizienz

Die Studien der Arbeitsgruppe von Gorgels et al. zeigten eine altersabhangige
Erniedrigung des Gesamtcholesterins und des HDL-Cholesterins im Plasma der Abcc6”-
Mause. Dabei wiesen die Plasmalipide der Abcc6-defizienten Mause mit einem Alter von
2,5Monaten noch keine Veranderungen auf, sondern erst mit einem Alter von
8 Monaten [39]. Eine Erniedrigung des Gesamtcholesterins von ca. 10 % und des HDL-
Cholesterins um etwa 20 % lieBen sich in der hier vorliegenden Arbeit schon in den
6 Monate alten Abcc6”-Mause nachweisen. Mit hdherem Alter von 12 Monaten hatten die
Reduktionen im  Serum der Abcc6”-Mause  weiter  zugenommen.  Die
Konzentrationsabnahme des Gesamtcholesterins betrug ca. 20% und des HDL-
Cholesterins ca. 25% in den 12Monate alten Abcc6”-Mausen im Vergleich zu den
entsprechenden Wt-Mausen. Auf den Menschen bezogen konnten verschiedene
Sequenzvariationen  bekannter Gene wie LIPC und ABCA1, aber auch
Sequenzvariationen des ABCC6-Gens, die sowohl PXE verursachen kénnen als auch
nicht krankheitsauslésend sind, mit einem erniedrigten HDL-Cholesterin assoziiert
werden [64,65,67,68,218]. Dies kénnte in direktem Zusammenhang mit dem erhdhten
kardiovaskularen Risiko bei PXE-Patienten stehen.

Pflanzensterine kénnen im Gegensatz zu Cholesterin nur Uber die Nahrung
aufgenommen und nicht von Saugetierzellen synthetisiert werden[219]. Die
Serumkonzentration von Phytosterinen korreliert positiv mit der absoluten Rate der
Cholesterinabsorption aus der Nahrung und dem HDL-Cholesterin, sowie negativ mit der
Cholesterinbiosynthese [198,201,202,220]. Im Blut werden freie und veresterte
Phytosterine daher vornehmlich Uber HDL-Partikel transportiert[200]. Im Serum der
6 Monate und 12Monate alten Abcc6”-Mause wurde neben einer reduzierten
Konzentration an Gesamt- und HDL-Cholesterin, auch eine erniedrigte Konzentration der
Phytosterine, Brassicasterin, Campesterin, Sitosterin und Stigmasterin, nachgewiesen.
Diese Ergebnisse lassen eine vermiderte Cholesterin- und Pflanzensterinabsorption bei
einer Abcc6-Defizienz vermuten. Obwohl der Transporter NPC1I1, exponiert auf der
Enterozytenmembran, Cholesterin und Phytosterine gleichermaBen aufnimmt, kommen
nur zwischen 3-10% der Pflanzensterine aus der Nahrung
(Campesterin > Sitosterin > Stigmasterin) im Blutkreislauf an [221,222], im Vergleich dazu
aber ca. 50-60% des Nahrungscholesterins [223,224]. Verantwortlich fir die indirekte
Beeinflussung der Absorption ist das funktionale Heterodimer der ABC-Transporter
ABCG5 und ABCGS8 durch eine Exkretion der Pflanzensterine. Dieses Transporterdimer
ist Bestandteil der apikalen Zellmembran von Enterozyten und Hepatozyten und sekretiert
dort Sterine zurtick in das Darmlumen oder in die Galle [161,163,165,225]. Ein Ausfall
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dieses Transporterdimers fuhrt zur Phytosterolamie, einer exzessiven Akkumulation der
pflanzlichen Sterine im Blut [226,227]. Eine Uberexpression der humanen ABCG5- und
ABCG8-Transporter in transgenen Mausen bewirkte verglichen mit den Wt-Mausen eine
Reduktion der Serumphytosterine um mehr als 50 %, eine erhdhte Ausscheidungsrate
neutraler Sterine in die Galle sowie einen Anstieg der Cholesterinbiosynthese [164]. Die
GallenflUssigkeit dieser transgenen Tiere war getribt und enthielt groBe Mengen eines
amorphen Materials [164], was auf eine Gallensteinbildung hindeuten kénnte [228,229].
Eine gesteigerte hepatische ABCG5/ABCG8-Genexpression hatte allerdings keinen
Einfluss auf die Plasmalipidkonzentrationen[230]. Die Abnahme der Phytosterin-
konzentrationen im Serum der Abcc6-defizienten Mause fiel im Vergleich zu den
Literaturdaten wesentlich geringer aus und lag etwa bei 20-30%. Allerdings wurde
ebenfalls eine Induktion der hepatischen Abcg5- und Abcg8-Genexpression in dieser
Arbeit fiir 6 Monate und fiir 12 Monate alte Abcc6”-Mause detektiert. Mdglicherweise ist
der Abcc6-Transporter auch mit verantwortlich fir eine funktionale Lipidabsorption, da das
Abcc6-Protein auch im Magen und in den verschiedenen Darmabschnitten, vor allem dem
Duodenum und Jejunum, von Maus und Mensch exprimiert wird. Diese Darmabschnitte
sind primar fir die Lipidabsorption, und besonders flir die Cholesterinabsorption,
verantwortlich [38,231-235]. Zusétzlich haben Hosen et al. anhand einer in-silico-Studie
zur Aufklarung des bisher unbekannten Substrates von ABCC6 mittels molekularer
Docking-Analyse eine Liste mit den theoretisch wahrscheinlichsten physiologischen
Substraten von ABCCG6 erstellt. Hierbei kommen vor allem Lipid- und Gallenséure-
verbindungen in Betracht. Unter den Kandidaten finden sich Phytosterine, auf Platz 3
Brassicasterin, auf Platz 41 Sitosterin und auf Platz 48 Stigmasterin [17]. Durch die hohe
strukturelle Ahnlichkeit der pflanzlichen Sterine mit dem Cholesterin konkurrieren diese
zum einen um die Aufnahme in die Enterozyten[223,236] und zum anderen um die
Veresterung durch das Enzym SOAT [237]. Es ware deshalb denkbar, dass Phytosterine
nur ein Nebensubstrat des Abcc6-Transporters darstellen, welche strukturell &hnlich dem
eigentlichen Substrat sind. Laut der Studie von Hosen et al. sind auch verschiedene
Vitamin D-Hormone wie die Provitamine 7-Dehydrocholesterol, Ergosterin und Vitamin D3
oder die Zwischenstufe 25-Hydroxyvitamin D2 mdgliche Substratkandidaten fir den
ABCC6-Transporter [17]. Sowohl eine Uberdosierung, als auch ein Mangel der
fettldslichen Vitamin D-Hormone scheinen bei der Entwicklung von kardiovaskularen
Erkrankungen und von ektopischen Kalzifizierungen kritische Faktoren zu sein [238—243].
Hinzukommend konnten im Dyscalc1-Mausmodell, wobei es sich bei dem Dyscalc1-Gen
um das als Abcc6 beschriebene Gen handelt, erhéhte Expressionen des Vitamin D-
Rezeptors festgestellt werden[244—246]. Geht man von einer Veranderung der
Lipidabsorption bei PXE aus, kdnnten auch andere fettldsliche N&hrstoffe neben den
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Phytosterinen und Vitamin D-Hormonen betroffen sein, wie beispielsweise das Vitamin K.
Einige Studien postulieren, dass Vitamin K eine groBe Rolle in der Pathogenese von PXE
spielt[247,248]. Vanakker et al. wiesen eine reduzierte Vitamin K-Konzentration im Serum
von PXE-Patienten nach. Vitamin K dient als Ko-Faktor fir die Gamma-Carboxylierung
von Kalzifizierungs-inhibitoren, wie dem Matrix-Gla-Protein[45,249]. Der postulierte
indirekte inhibitorische Effekt von Vitamin K auf die Kalzifizierungen im murinen Abcc6-
Knockout-Modell konnte allerdings nicht bestatigt werden, unerheblich ob Vitamin K als
Nahrungszusatz oder intravends supplementiert wurde [250-252].

Ein Marker der Lipidperoxidation zur Beurteilung des oxidativen Stresses und zur
Prognose von Atherosklerose ist die Konzentrationsbestimmung von oxLDL-Cholesterin
im Serum oder Plasma [253-255]. Uberraschenderweise wurden im Serum der 12 Monate
alten Abcc6”-Mause erniedrigte oxLDL-Cholesterinwerte detektiert, obwohl PXE mit
einem erhbéhten oxidativen Stress einhergeht[256-259]. Die oxLDL-Partikel korrelieren
stark mit anderen Serumparametern, wie dem Gehalt an LDL-Cholesterin und der
ApoBige-Konzentration [260,261]. In der Literatur wird daher die Frage diskutiert, ob eine
Kombination aus diesen Parametern eine bessere Vorhersage Uber die Entwicklung von
atherosklerotischen Erkrankungen zulasst[253,262]. AuBBerdem héngt die Konzentration
des oxLDL-Cholesterins nicht nur vom oxidativen Stressstatus ab, sondern auch vom
Gehalt des LDL-Cholesterins bzw. der Anzahl der LDL-Partikel, da diese als Substrat fur
die Lipidperoxidation dienen [253]. Im Falle der 12 Monate alten Abcc6”-Mause war das
LDL-Cholesterin ebenfalls reduziert und damit kann, trotz geringerer oxLDL-
Konzentration, ein erhéhter oxidativer Stress in diesen Mausen nicht ausgeschlossen
werden. Die Leber einer Maus hat generell eine 40-fach hdhere LDL-Cholesterin-
Clearance als ein Mensch [80,263,264], so dass das LDL-Cholesterin im Plasma der
Maus stark vermindert ist und das HDL-Cholesterin die primare Lipidfraktion darstellt.
Dieser Untersuchungspunkt ist somit schwer vergleichbar mit dem humanen
System [264]. Aus diesem Grund werden ergdnzend zur Analyse des Cholesterin-
stoffwechsels spezielle Knockout-Modelle verwendet, wie beispielsweise das Ldlr’- oder
das Apoe’-Modell[142,265]. Ein Vergleich zwischen 6 Monate und 12 Monate alten
Mausen zeigte, dass mit zunehmenden Alter, unabhangig vom Genotyp, die Menge an
oxLDL-Cholesterin ansteigt. Somit ist es wahrscheinlich, dass die Zunahme des
oxidativen Stresses und damit eine fortschreitende Lipidperoxidation nicht nur Merkmale
im  Zusammenhang mit einer Erkrankung darstellen, sondern natdrliche

Alterserscheinungen sind [266,267].
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4.2 Erhohung der hepatischen Cholesterinbiosynthese bei einer
Abcc6-Defizienz

Die erniedrigten Cholesterinwerte im Serum der Abcc6-defizienten Mause kénnen durch
eine veranderte Absorptionsleistung, aber auch durch eine veranderte Biosyntheserate
von Cholesterin zustande kommen. Die Verdnderungen der Cholesterinbiosynthese
wurden in dieser Arbeit unter Verwendung der gPCR-Technik im Lebergewebe der Mause
untersucht, da die Leber ca. 40 % der Gesamtsyntheseleistung an Cholesterin im murinen
Organismus Ubernimmt [268]. Das geschwindigkeitsbestimmende Enzym dieses Stoff-
wechselweges ist die HMGCR, welche transkriptionalen als auch post-transkriptionalen
Regulierungen unterliegt [85,264,269]. Die 6 Monate und 12 Monate alten Abcc6”-Mause
wiesen eine nicht signifikante Erhéhung der relativen Hmgcr-Expression auf. Zudem war
die relative Expressionsrate der Lss in den 6 Monate alten Abcc6”-Méausen signifikant
erhoéht. Im Gegensatz dazu zeigte sich die Expressionsrate der Fdft1 im Lebergewebe
sowie die Hmgcr-Genexpression im wei3en Fettgewebe in den 12 Monate alten Abcc6-
defizienten Mausen signifikant erniedrigt. Neben der Leber hat auch das Fettgewebe eine
regulatorische Rolle in der Cholesterinhomdostase des Kérpers, da es den gréBten
Speicher an Cholsterinestern und Triglyzeriden darstellt[270]. Zudem handelt es sich
hierbei um ein endokrines Gewebe, welches metabolisch aktiv ist und Uber Hormone
Einfluss auf andere Gewebe nimmt[271]. Es gibt eine Kommunikationsachse zwischen
Leber und Fettgewebe zur Steuerung des Lipidmetabolismus Uber verschiedene
parakrine Faktoren aus der Familie der fibroblastischen Wachstumsfaktoren [272,273]. So
kdnnte hier die Cholesterinbiosynthese in der Leber erhdht sein, im peripheren
Fettgewebe allerdings nicht. Dieses Ergebnis steht im Kontrast zu den Daten von
Zellkulturexperimenten mit dermalen Fibroblasten von PXE-Patienten und gesunden
Probanden. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass Fibroblasten als peripherer
Zellverband eine erhdhte HMGCR-Expression sowie eine gesteigerte HGMCR-Aktivitat
aufwiesen [274].

Guo et al. zeigten einen praventiven Effekt von hohen Dosen Artovastatin, einem
kompetitivem HMGCR-Hemmer, auf die Entwicklung von Mineralisierungen im
Bindegewebe der Vibrissenkapseln von Abcc6-defizienten Mausen, jedoch nicht in den
anderen Geweben [69]. Wie die morphologischen Veranderungen der elastischen Fasern
und damit einhergehenden Kalzifizierungen der extrahepatischen Gewebe mit der
Cholesterinbiosynthese zusammenhéangen, kann nur vermutet werden. Zur Veranderung
dieser Bindegewebsfasern gehért eine verstarkte Expression von Proteinen wie Elastin,
Vitronektin, Fibronektin und anderen Proteinen der Extrazellularen Matrix, die eine hohe
Affinitat far Calcium haben [2,4,51,53]. Dies kann somit zur Kalzifizierung flihren, trotz
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eines normalen Calcium-Phosphat-Haushaltes bei PXE-Patienten und im Abcc6”-
Tiermodell [58,275,276]. Die Mineralisierungen der elastischen Fasern bewirken
anschlieBend deren Fragmentierung, was wiederum eine Kalzifizierung begunstigt [1-3].
Statine kdénnten durch Inhibition der HMGCR und des damit verbundenen
Stoffwechselweges zu einer reduzierten Prenylierung des kleinen G-Proteins RhoA
fihren, welches den Knochenmorphogenetisches Protein 2 (BMP2)-Signalweg anschaltet
und Mineralisierungen beglnstigt [69,277]. Hosen et al. konnten in einer Tierstudie mit
Abcc6-defizienten Mausen zeigen, dass der BMP2-Signalweg, aber auch der
Transformierende Wachstumsfaktor 3 (TGFB)-Weg an den Orten aktiv ist, die von
Kalzifizierungen betroffen sind, namlich den Vibrissenkapseln und den Augen. Ebenfalls
wurde in dieser Studie nachgewiesen, dass diese Signalwege in humanen Fibroblasten
von PXE-Patienten in vitro hochreguliert sind [278]. Die SMAD-Proteine leiten die
extrazellularen Signale der TGFB-Familie, wobei die BMPs zu einer Untergruppe der
TGFB-Familie gehdren, weiter in den Zellkern und spielen eine wichtige Rolle in der
Regulation der Genexpression von Komponenten der Extrazellularen Matrix, unter
anderem der Kollagene [279]. Das Mitglied TGFB1 erhdht nicht nur die Kollagen-, sondern
auch die Elastinsynthese [280]. Fir die komplette Signalkaskade des TGFB1 zur
Hochregulierung der Elastinexpression sind weitere Proteine nétig, wie das geranylierte
Ras-Protein [281]. Daher kann die Elastinproduktion auch durch Inhibition von Farnesyl-
transferasen und Geranylgeranyltransferasen unterbunden werden [281—-283]. Statine und
Bisphosphonate wirken indirekt inhibierend auf den TGFB-Weg, indem sie die HMGCR
oder die FDPS hemmen und somit auch die Geranylierung und Farnesylierung von
Proteinen reduzieren [284]. Bisphosphonate stellen eine andere Stoffklasse dar, die in die
Cholesterinbiosynthese eingreifen unter anderem durch Hemmung der FDPS.
Mineralisierungen im Abcc6”-Mausmodell konnten durch Gabe von Bisphosphonaten, wie
Etidronat und Alendronat, praventiv verhindert werden[285-287]. Im murinen Modell
wurde in der Leber und Niere von Abcc6”-Mausen eine verstarkte Aktivitat der BMP2-
Kaskade nachgewiesen. Allerdings wurden keine Veranderungen im TGFB-Signalpfad
festgestellt [288]. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit der Beobachtung, dass PXE-
Patienten in der Regel keine Kalzifizierungen in der Leber aufweisen und in der Niere die
BlutgefaBe von Calciumablagerungen betroffen sind, anstatt des Parenchyms [30,41]. Lin
et al. konnten in einer 3D-Kultur mit humanen glatten Muskelzellen der koronaren
GefaBmuskulatur zeigen, dass ein aktiver Ras-Extrazellulare Signalregulierte Kinase
(ERK)1/2-Signalweg auch hier zu einer erhéhten Elastinsynthese fiihrt[289]. Das
Anschalten dieses Signalpfades fihrt laut Boussac et al. zu einer geringeren ABCC6-
Expression in HepG2-Zellen. Die Repression der ABCC6-Genexpression kann durch den
Transkriptionsfaktor HNF4a aufgehoben werden, da dieser den Ras-ERK1/2-Weg
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inaktiviert und eine Bindestelle im ABCC6-Promotor besitzt[71,72]. Zusammenfassend
kénnte bei einer Abcc6-Defizienz eine erhdhte Cholesterinbiosynthese zu einer
verstarkten Produktion von prenylierten Proteinen fuhren. Diese Proteine kdnnten Uber
BMP2- und TGFB-Signalwege einen Einfluss auf die Zusammensetzung der
extrazelluldren Matrix besitzen und damit die Entwicklung der PXE charakteristischen
Symptome beginstigen.

Bis heute wurden Veradnderungen des Cholesterinstatus und im Besondren des HDL-
Cholesterins bei PXE-Patienten noch nicht systematisch untersucht [42]. Allerdings wird
eine frihzeitige und regelmaBige Analyse des Serumlipidprofils fir PXE-Patienten
empfohlen [290]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden, unterstitzend zu den Daten aus der
gPCR-Analyse, die Cholesterinvorlaufermolekile im murinen Serum quantifiziert welche
einen Rickschluss auf die Cholesterinbiosyntheserate ermdglichen[201,202,220]. Die
absolute Desmosterinkonzentration war zwar im Serum der Abcc6”-Mause beider
Altersklassen verglichen mit den entsprechenden Wt-Mausen unverandert. Allerdings war
das Verhéltnis von Desmosterin- zum Gesamtcholesteringehalt in den 6 Monate und
12 Monate alten Abcc6”-Méusen statistisch signifikant um ca. 25% héher als in den
entsprechenden Wt-Mausen. Die absolute Serumkonzentration an Lanosterin sowie das
Verhéltnis der Lanosterin- zur Gesamtcholesterinkonzentration war in den 12 Monate
alten Abcc6”-Mausen im Vergleich zu den Wt-Mausen signifikant reduziert. Das
Vorlaufermolekil Lanosterin induziert die Degradation der HMGCR [291-294] und daher
wirde eine erhdhte Lanosterinkonzentration eine weitere Cholesterinbiosynthese
inhibieren. Aus diesem Grund ist eine gesteigerte hepatische Cholesterinbiosynthese
doch wahrscheinlich in den Abcc6-defizienten Mausen. Im Einklang damit stehen die hier
erniedrigten  Phytosterinkonzentrationen im murinen Serum, da diese eine
Cholesterinbiosynthese induzieren und Phytosterine und Cholesterinvorlaufermolkiile in
der Regel invers miteinander korrelieren [201].

4.3 Reduktion der HDL-Biogenese und Erh6hung der VLDL-
Synthese bei einer Abcc6-Defizienz

Lipoproteine wie HDL-, VLDL- und LDL-Partikel bendtigen fir ihre Lipidtransportfunktion
im Blut auch Proteinkomponenten, die Apolipoproteine, welche lipidkomplexierende
Eigenschaften zur Lipoproteinstabilisierung besitzen [128]. Die Apolipoproteine vermitteln
zudem die zelluldre Aufnahme von Lipoproteinkomplexen und dienen als Lipidakzeptoren
und Ko-Faktoren von Enzymen[81,129]. Zur Beurteilung der Ursache fur das reduzierte
Gesamtcholesterin und HDL-Cholesterin wurden die Apolipoproteine auf Genexpressions-
und auf Proteinebene in den Abcc6”-Méausen untersucht. Die Apolipoproteine ApoA-l,
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ApoA-Il, ApoA-IV und ApoC-I, die zum gréBten Teil von der Leber gebildet werden, lagen
im Serum der Abcc6”-Méause beider Altersgruppen im Vergleich zu den entsprechenden
Wit-Mausen um bis zu 36 % reduziert vor. Die zwei Hauptstrukturelemente der HDL-
Partikel sind ApoA-1 und ApoA-11[132]. Der HDL-Metabolismus wird durch die hepatische
und intestinale Synthese von ApoA-l initiiert. Daher ist ApoA-l in Wechselwirkung mit
ABCA1 fir die Biogenese der HDL-Partikel zustédndig, indem es als Lipidakzeptor fr
Uberschiissiges Cholesterin dient[295]. Dies stellt den Startpunkt des reversen
Cholesterintransportes von der Peripherie zur Leber fir eine Cholesterinexkretion
dar[100]. Viele Studien haben herausgearbeitet, dass ein geringes HDL-Cholesterin ein
entscheidender und vom LDL-Cholesterin unabhangiger Faktor ist, der im Menschen
koronare GefaBerkrankungen beginstigt [296]. Ein weiteres HDL-assoziiertes Protein ist
ApoA-1V, welches wie ApoA-I und ApoA-Il in vivo antioxidantiv wirkt [297]. Der Effekt von
HDL-Partikeln als Antioxidans resultiert durch die Aufnahme von Produkten der
Lipidperoxidation aus oxLDL-Partikeln[298]. Das Protein ApoC-lI reguliert im
Zusammenhang mit dem HDL-Stoffwechsel die Aktivitdten verschiedenster Proteine. Es
ist unter anderem zustadndig fir die Aktivierung der LCAT und die Inhibition der
LIPC[204]. AuBerdem hat ApoC-lI einen wichtigen Einfluss auf die ApoB-vermittelte
VLDL-Aufnahme in die Leber. Eine Uberexpression von humanem ApoC? im murinen
Tiermodel flihrte zu einer enormen Erhdéhung des Serumcholesterins und der Triglyzeride
durch Akkumulation von VLDL-Partikeln [299]. Uberraschenderweise ging ein ApocT-
Knockout in der Maus nicht mit einem hypolipiddmischen Phanotyp einher, sondern mit
normalen Lipidkonzentrationen des Serums unter Gabe von Standardfutter [300]. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass es bei einem Abcc6-
Funktionsverlust im Mausmodell zu einer Abnahme der ApoA-I-, ApoA-II-, ApoA-IV- und
ApoC-I-Serumkonzentration kommt. Diese Beobachtung kénnte den reduzierten HDL-
Cholesteringehalt der Abcc6”-Mause erklaren. Diese Ergebnisse geben gleichzeitig auch
einen Hinweis auf eine vermutlich verminderte HDL-Biogenese und somit auf einen
reduzierten reveresen Cholesterintransport. Diese Vermutung wird durch die
unveranderte Abcail-Genexpressionsrate in den metabolisch aktiven Geweben, Leber-,
Niere und Fettgewebe, der 12 Monate alten Abcc6”-Mause gestiitzt. AuBerdem kénnte
die Reduktion des HDL-Cholesterins um etwa 20 % bis 25 % sowie die Abnahme des
ApoA-I-Proteins von ca. 18% im Serum der Abcc6”-Mause fiir eine Induktion der
Expression des Abcg1-Transporters im Lebergewebe der Abcc6”-Mause verantwortlich
sein um einen reversen Cholesterintransport zu gewahrleisten. Patienten, die an der
Tangier-Krankheit leiden aufgrund einer Mutation in der ABCA1-Gensequenz, weisen eine
minimale HDL-Cholesterinkonzentration im Blut auf [301]. Parallel konnte eine Zunahme
der Expression von ABCG7 in ABCA1-defizienten Makrophagen nachgewiesen
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werden [302]. Der Transporter ABCG1 ist, anders als ABCA1 nicht fir die initiale HDL-
Biogenese verantwortlich, sondern fur die weitere Beladung der bereits enstandenen und
lipidierten ApoA-I-HDL-Partikel [119]. Im Menschen und in der Maus wird ein Mangel an
HDL-Cholesterin in der Regel durch eine Konzentrationsreduktion der Apolipoproteine
ApoA-I und ApoA-Il verursacht. Allerdings kann einer geringe HDL-Cholesterin-
konzentration auch auf eine verminderte LCAT-Aktivitat aufgrund einer gestérten Reifung
der HDL-Partikel zurtickgefihrt werden [303,304]. Das ApoA-| ist genau wie das ApoC-I
auBerdem ein LCAT-Aktivator [204]. Die ApoA-lI-Konzentration im Serum der 6 Monate
und 12Monate alten Abcc6”-Mause war verglichen mit den Wt-Mausen um 18 %
erniedrigt. Die Abnahme der ApoC-I-Serumkonzentration betrug in den 6 Monate alten
Abcc6”-Mausen 17 % und in den 12 Monate Abcc6”-Méausen sogar 25 %. Die Reifung der
HDL-Partikel scheint in den Abcc6-defizienten Mausen dennoch nicht gestért zu sein, da
im Serum der 6 Monate alten Abcc6”-Méuse eine geringe, um nur 5%, erniedrigte Lcat-
Aktivitat und in den 12 Monate alten Abcc6”-Mausen eine unverénderte Lcat-Aktivitat im
Vergleich zu den entsprechenden Wt-Mausen beobachtet wurde. Ein weiteres wichtiges
Enzym ist die Lipase der Hepatozyten, LIPC, die ebenfalls mit der HDL-
Cholesterinkonzentration durch die Wechselwirkung mit verschiedenen ApoA-Proteinen
im Zusammenhang steht. Eine erhdhte LIPC-Aktivitét reduziert das Serumlevel an HDL-
Cholesterin [305]. Die relative Lipc-Expression war in dieser Arbeit im Lebergewebe der
6 Monate und 12 Monate alten Abcc6”-Mausen, 1,3-fach und 1,1-fach, erhéht. Dies
konnte somit auf eine erhdhte Aktivitdt hinweisen, die zu einem schnelleren ApoA-I-
Katabolismus flhrt [306]. Eine reduzierte ApoA-Il-Serumkonzentration verstarkt laut Weng
et al. diesen Effekt, da ApoA-Il ein Inhibitor der LIPC ist[307]. Es konnte ebenso
nachgewiesen werden, dass bereits die Genexpression von Lijpc im Lebergewebe von
transgenen Mausen intrazellular eine ApoA-I-Synthese und -Sekretion stért, ohne dass
Lipc als Enzym aktiv ist[308]. Zusammengefasst lassen die moderat erhdhte Lipc-
Genexpression des Lebergewebes und die erniedrigte ApoA-II-Konzentration im Serum
der Abcc6”-Méause einen schnelleren ApoA-I-Katabolismus vermuten, der wiederum zu
einem verminderten HDL-Cholesterin flihren kdnnte.

Ein weiterer Risikofaktor fur die Entwicklung von GeféBerkrankungen neben einem
erniedrigten HDL-Cholesterin im Blut ist eine erhéhte LDL-Cholesterinkonzentration [103].
Unter anderem flihren Mutationen im LDLR-, PCSK9- und ApoB-Gen zu einem erhdhten
LDL-Cholesteringehalt im Blut[105,309,310]. Das ApoB ist ein Strukturprotein der CM,
VLDL-, IDL- und LDL-Partikel im Blut und reguliert die Synthese und die Sekretion dieser
triglyzeridreichen Lipoproteine. Die CM werden von den Enterozyten des Darms sekretiert
und enthalten Nahrungslipide sowie die ApoB-Variante ApoBuag[311]. Die VLDL-Partikel

werden von der Leber synthetisiert und sind mit ApoBioo ausgestattet, um endogenes
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Cholesterin und Triglyzeride zu den peripheren Geweben zu transportieren. Im Blut von
Menschen enthalten VLDL-Partikel nur ApoBioo, wahrend die VLDL-Partikel von Mausen
sowohl ApoBigo als auch ApoBass enthalten kénnen[311]. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigten, dass die ApoB-Konzentration im Serum von Abcc6”-Mausen erhoht vorlag.
Allerdings konnte nicht zwischen den Varianten ApoBigo und ApoBass unterschieden
werden, sodass offen bleibt, ob diese Erhéhung aus einer gesteigerten Lipidaufnahme im
Darm oder aus einer induzierten VLDL-Sekretion der Leber resultiert. Die erniedrigten
Phytosterinkonzentrationen im Serum der Abcc6”-Méuse sprechen gegen eine verstarkte
CM-Bildung und konsequenterweise gegen eine erhdhte Lipidaufnahme im Darm. Zudem
deutet eine in dieser Arbeit vermutlich induzierte hepatische Cholesterinbiosynthese auf
eine gesteigerte VLDL-Synthese hin.

Die Triglyzeride der CM, VLDL-, IDL und LDL-Partikel werden durch die LPL hydrolysiert
und die freien Fettsduren kénnen so ins Gewebe aufgenommen werden, insbesondere
vom Fettgewebe zur Speicherung[100]. Die Hydrolase LPL wird vornehmlich von den
Adipozyten exprimiert und ins Blut sekretiert, aber unter bestimmten physiologischen
Bedingungen, wie der Wirkung des Tumornekrosefaktorsa oder aber von
Transkriptionsfaktoren der PPAR-Familie, auch von der adulten Leber[209]. Die
Mechanismen und die Funktion der Expressionssteigerung der LPL in der Leber sind
noch weitestgehend unbekannt [209]. Jedoch wiirde eine erhéhte hepatische LPL-Aktivitat
massiv freie Fettsduren generieren, die in die Hepatozyten aufgenommen werden und flr
eine B-Oxidation in den Peroxisomen sorgen [312]. Im murinen System konnte beobachtet
werden, dass eine hepatische Uberexpression der Lp/ zu einem erhdhten
Triglyzeridgehalt der Leber fuhrt[313]. Zur Bestimmung der LPL-Aktivitat wird diese in der
Regel im Postheparin-Plasma analysiert, da das Enzym durch Heparansulfate an die
Oberflache von Endothelzellen gebunden ist, um dort katalytisch aktiv zu sein[314]. Es
konnte jedoch nachgewiesen werden, dass auch die Bestimmung der LPL-Konzentration
ohne vorhergehende Heparininjektion klinisch relevant ist und positiv mit dem HDL-
Cholesteringehalt korreliert[315]. In dieser Arbeit konnte ein reduziertes HDL-
Serumcholesterin und eine hepatische 2,5-fache und 3,4-fache Lpl-Expressionssteigerung
in den 6 Monate und 12 Monate alten Abcc6”-Méausen sowie eine 1,4-fache Erhéhung der
Lpl-Expression im Fettgewebe der 6 Monate alten Abcc6”-Méause festgestellt werden.
Trotz dieser Beobachtungen konnte in den Abcc6”-Mausen beider Altersklassen kein
Unterschied in der praheparinen Lpl-Konzentration des Serums detektiert werden. Das
deutet auf einen unveranderten Triglyzeridmetabolismus in den Abcc6”-Méausen hin.

Ein zellularer Cholesterinmangel bewirkt Uber den Transkriptionsfaktor Srebf2 auf der
einen Seite die Aktivierung der Cholesterinbiosynthese und auf der anderen Seite eine
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verstarkte Cholesterinaufnahme dber LDLR, um den Mangel schnellstméglich
auszugleichen[78]. Diese Mechanismen laufen nicht ohne Regulationen ab,
beispielsweise indem Enzyme fir die Synthese von Cholesterin durch die eigenen
Stoffwechselprodukte gehemmt werden und der LDLR mit Hilfe von PCSK9 abgebaut
werden kann[292]. Das Enzym PCSK9 wird primér in der Leber synthetisiert[111] und
anschlieBend ins Blut sekretiert, wo es im besonderen MaBe fir die Degradation des
LDLR auf der Oberflache von Hepatozyten, aber auch anderen Zellen verantwortlich
ist[110,316]. Eine Uberexpression von Pcsk9 fiihrte im Mausmodell zu einer Erniedrigung
von hepatischem LDLR und zu einer Hypercholesterindmie [317]. Ein Pcsk9-Knockout im
Mausmodell fihrte hingegen zu einer Akkumulation von LDLR auf der Hepatozyten-
oberflache flhrte und dementsprechend zu einer reduzierten Cholesterinkonzentration im
Blut [318]. Das PCSK9 muss katalytisch aktiviert werden flir eine korrekte Faltung und
Sekretion [111]. Dieser Prozess ist allerdings nicht notwendig um den LDLR in vivo
abzubauen[316] und letzendlich den Katabolismus von ApoB-LDL-Partikeln zu
beeinflussen [319]. In den 6 Monate und 12 Monate alten Abcc6”-Mausen wurde keine
veranderte Expressionsrate des Pcsk9-Gens im Lebergewebe im Vergleich zu den Wit-
Mausen festgestellt. Allerdings konnte eine erhéhte Serumkonzentration von Pcsk9 in den
6Monate alten Abcc6”-Mausen verglichen mit den gleichaltrigen Wt-Mé&usen
nachgewiesen werden sowie eine altersabhangige Zunahme des Pcsk9-Gehaltes im
Serum der Wt-Mause. In einer Studie von Liu et al. wurde beobachtet, dass die
Serumkonzentration an Pcsk9 in Apoe”-Mausen mit dem Alter ansteigt[320]. Im
gesunden Menschen nimmt die PCSK9-Konzentration im Blut ebenfalls mit dem Alter
zu [321-323]. Der Transkriptionsfaktor SREBP2 aktiviert die Genexpression von LDLR
und aller Gene, die fur die Cholesterinbiosynthese notwendig sind, aber auch die von
PCSK9[171,324]. Dies steigert zum einen die Cholesterinbiosynthese und eine VLDL-
Sekretion der Leber, verhindert zum anderen gleichzeitig eine hepatische Aufnahme der
VLDL-Partikel Gber den LDLR, um eine ausgewogene Cholesterinhomdostase der Leber
und der peripheren Gewebe zu gewahrleisten[316]. Die 2,4-fach erhbéhte Ldir-
Genexpression des weiBen Fettgewebes in den 6 Monate alten Abcc6”-Mausen kdnnte
daher auf eine verstarkte Aufnahme der VLDL-Partikel hinweisen. Zusammengefasst
deuten der erhéhte ApoB- und Pcsk9-Gehalt des Serums auf eine mdgliche Induktion der
hepatischen VLDL-Synthese in den Abcc6-defizienten Mausen hin, obwohl die

Gesamtcholesterinkonzentration in diesen M&usen erniedrigt war.

Darliber hinaus wurde in dieser Arbeit eine PCR-Array-Analyse durchgefiihrt, um
Expressionsveranderungen von 84 Genen des Lipoproteinsignal- und des
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Cholesterinstoffwechsels in den metabolisch aktiven Geweben: Leber, Niere und wei3es
Fettgewebe, von 12 Monate alten Wt- und Abcc6-defizienten Mausen zu untersuchen.
Eine unabhangige Verifikation von PCR-Array-Analysen durch sekundare Untersuchungs-
methoden ist unerlasslich [203], da in dieser Analyse einige Ergebnisse des PCR-Arrays
nahe der Detektionsgrenze waren. Die Nutzung der qPCR-Technik zur Bestatigung von
Array-Daten ist eine gangige Methode [203,325,326]. Die Ankra2-Genexpression war in
der Array-Analyse im Lebergewebe der 12 Monate alten Abcc6”-Méause stark induziert.
Diese Expressionssteigerung konnte in der qPCR-Analyse bestatigt werden. AuBerdem
konnte gezeigt werden, dass die relative Ankra2-Expression, sowohl in der Array- als
auch in der qPCR-Untersuchung, im weiBen Fettgewebe der 12 Monate alten Abcc6”-
Mause verglichen mit den Wt-Mausen erniedrigt war. Ankra2 interagiert mit dem Megalin-
Protein, einem Mitglied der LDL-Rezeptorfamilie [327,328] und wird ubiquitér im Korper
exprimiert [328]. Die genaue Funktion des Proteins ist bislang unbekannt[329,330].
Allerdings wird in der Literatur diskutiert, ob Ankra2 eine generelle Rolle in der zellularen
Physiologie spielt [328] und dort als Adapter fir Membranproteine Uber Protein-Protein-
Wechselwirkungen fungiert, um weitere modulierende Signalproteine zur Membran zu
leiten [328,329] und/oder als Regulator der Genexpression im Zellkern dient[329]. Die
Rolle von Ankra2 in den Abcc6-defizienten Mausen lasst sich demnach nicht aufklaren.
Es kann daher nur ein Zusammenhang mit der Aufnahme von LDL-Partikeln und folglich
mit der hepatischen VLDL-Sekretion bei einer Abcc6-Defizienz vermutet werden.

4.4 Erhohte Genexpressionsrate von ABC-Transportern zur
Cholesterinausscheidung bei einer Abcc6-Defizienz

Im Rahmen dieser Arbeit wurde CUberprift, ob eine Abcc6-Defizienz eine
kompensatorische Genexpression von ABC-Transportern, die am Lipid- und
Gallensaurestoffwechsel beteiligt sind, in den metabolisch aktiven Geweben Leber, Niere
und dem weiBen Fettgewebe [271,331] von 6 Monate und 12 Monate alten Mausen zur
Folge hat. Das Leber- und Nierengewebe stellen die Hauptexpressionsorte von Abcc6
dar[37]. In einer Studie von Li et al. wurde eine ca. 6,5-fache Erhéhung der Abca4-
Genexpression im Lebergewebe von 1 Monate alten Abcc6-defizienten Mausen im
Vergleich zu den Wt-Mausen beobachtet. Dies konnte aber nicht fir andere Gewebe wie
die Niere und das Auge bestatigt werden[332]. In dermalen Fibroblasten flhrte eine
ABCC6-Defizienz zu einer kompensatorischen Hochregulation der Genexpression von
den ABC-Transportern ABCA6 und ABCA9 sowie zu einer Expressionserniedrigung von
ABCA3[43]. In dieser Arbeit konnte eine Zunahme der relativen Expression der Gene
Abca3 und Abca9 im Leber-, im Nieren- und im weiBen Fettgewebe der 6 Monate alten
Abcc6”-Mause verglichen mit den Wt-Mausen beobachtet werden. Im Gegensatz dazu
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wurde in diesen Geweben der 12 Monate alten Abcc6”-Mause eine Expressionsabnahme
dieser Gene festgestellt. Auch die Expression von Abca6 war im Lebergebe der
12 Monate alten Abcc6”-Mause reduziert. Das Abca3-Protein ist vornehmlich in der
Membran von Lamelar Bodies der Lunge lokalisiert, dem Speicherorganell fir Surfactant
(surface activ agent). Das Surfactant ist ein Gemisch aus Phospholipiden, neutralen
Lipiden, Cholesterin und hydrophoben Proteinen. In der Lunge ist der ABCA3-Transporter
fir das Benetzen des Epithels mit Surfactant verantwortlich, um einen alveolaren
Gasaustausch zu gewahrleisten [333]. Der Abca3-Tansporter konnte allerdings auch in
der Niere und Leber von Mausen detektiert werden [333,334]. Die Funktion dieses
Proteins innerhalb des Lipidtransportes der extrapulmonaren Gewebe und Organe ist
zurzeit noch unklar. Allerdings wurde eine Expressionsabnahme des relativen Abca3-
Transkripts in Mausen nach einem ischamischen Reperfusionsschaden der Niere
nachgewiesen [335]. Der Abca9-Transporter besitzt eine hohe Sequenzhomologie mit
dem Abca6-Transporter von 60 % und mit dem Abca8-Transporter von 72 % [336] und
bildet zusammen mit Abca5 und Abca10 ein Gencluster der Abca6-l/ike Transporter [337].
Eine erhdhte Abca8-Genexpressionrate ist assoziiert mit der Induktion des reversen
Cholesterintransports [338].

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit eine relative Expressionssteigerung des Abcd2-
Transporters um das 3,2-Fache im Lebergewebe der 6 Monate alten Abcc6”-Mause
beobachtet. Dies kénnte im Zusammenhang mit der Cholesterinreduktion im Serum der
Abcc6-defizienten Mause stehen und eine erhéhte Oxidation von langkettigen Fettsauren
zur Folge haben. Weinhofer et al. konnten zeigen, dass ein Cholesterinmangel in
Fibroblasten und Monozyten zu einer Induktion der Expression des ABCD2-Gens
fihrt [339]. Transporter der ABCD-Unterfamilie haben in der Zelle die Aufgabe langkettige
Fettsduren Uber die peroxisomale Membran zu transportieren, um in den Peroxisomen
mittels B-Oxidation degradiert zu werden [340]. Dieser Abbau ist laut Mihalik et al. mit
einer Erhdhung der Gallensduresynthese assoziiert[341]. Zudem fand eine Metabolom-
Studie von Rasmussen et al. im Lebergewebe von Abcc6-defizienten Mausen eine
Akkumulation von Pantothensaure (VitaminB5)[217], welche fir den Aufbau von
Coenzym A (CoA) notwendig ist[342]. CoA dient wiederum als Kofaktor flr viele
Stoffwechselwege innerhalb des Lipidmetabolismus, wie der Cholesterin-, der
Gallensaure-, der Fettsduresynthese als auch der Fettsdure-Oxidation und der
Lipolyse [343]. Eine erhbéhte Konzentration der Co A-Vorstufe 3’-Dephosphocoenzym A
und des Coenzym A selbst konnte ebenfalls in dermalen Fibroblasten von PXE-Patienten
nachgewiesen werden [274]. Generell wurden im Lebergewebe der 6 Monate und
12 Monate alten Abcc6-defizienten Mause im Vergleich zu den Wt-Mausen eine hdhere
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Genexpression von  Transportern festgestellt, die  Phospholipide (Abcb1b),
Cholesterin/Sterine (Abcg1, Abcg5 und Abcg8) und Gallensduren (Abcb11) Uber die
canaliculdre Membran in die Galle schleusen. Diese Beobachtung kénnte auf eine
erhdhte Cholesterinexkretion hinweisen [344,345]. Fir eine Ausscheidung des
Cholesterins in die Galle benétigt das Transporterpaar Abcg5 und Abcg8 zusatzlich die
Expression von Abcb4 [344]. Die Abcb4-Genexpressionrate war allerdings in den Abcc6”-
Mausen verglichen mit den Wt-Mausen nicht verandert. Darlber hinaus wurde im
Rahmen dieser Arbeit eine Abnahme des prozentualen Lebergewichtes bezogen auf das
Kérpergewicht um 0,5% in den 12Monate alten Abcc6”-Mausen festgestellt. Eine
Abnahme des prozentualen Lebergewichtes wurde bereits in der Literatur fir
verschiedene Mausmodelle, die durch eine erhéhte Cholesterinsekretion zur
Gallensteinbildung neigen beschrieben. Sowohl unter Verabreichung einer Standard-, als
auch einer lithogenen Diat konnte dieser Effekt nachgewiesen werden [228,346]. Die
Plasmakonzentration des Gesamt-, des HDL- und des LDL-Cholesterins war, im
Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit, in den zu Gallensteinen neigenden Mausen
jedoch tendenziell erhdht[228,346,347]. Die meisten Zelltypen sind in der Lage
Triglyzeride und freie Fettsduren zu verstoffwechseln, Cholesterin jedoch nicht. Eine
Akkumulation von Cholesterin ist daher fur diese Zellen toxisch. Daher muss
Uberschissiges Cholesterin  Uber HDL-Partikel in die Leber zurlcktransportiert
werden [100], wo es direkt in die Galle oder nach der Umwandlung in wasserlésliche
Gallensauren exkretiert werden kann[145,146]. Die Umwandlung des Cholesterins in
Gallensaure benétigt 17 verschiedene Enzyme der Cytochrom-P450-Familie, die
Bestandteil verschiedener Stoffwechselwege sind. Viele dieser Enzyme werden primar in
der Leber exprimiert[145]. Der klassische Weg generiert im ersten Reaktionsschritt 7a-
Hydroxycholesterin und wird von der mikrosomalen Cyp7ail katalysiert. Der alternative
Weg erzeugt extrahepatisch das 27-Hydroxycholesterin durch Hydroxylierung [148]. Diese
Reaktion wird von der mitochondrialen Cyp27ail ermdglicht, welche in nahezu allen
Geweben vorkommt. Die Enzymaktivitdt von Cyp7al ist dagegen auf die Leber
beschrankt [348]. In murinen Knockout-Studien von Ishibashi et al. und Schwarz et al.
konnte festgestellt werden, dass Cyp7a1’-Mause aufgrund des Ausfalls der Leberfunktion
postnatal sterben. Dies geht einher mit einer massiven Vitamin-defizienz, einer
Lipidmalabsorption und einer 200-fachen Induktion der Cholesterin-biosynthese [142,349].
Ein Cyp27ai-Knockout in der Maus hat metabolisch geringere Auswirkungen als ein
Cyp7ai-Knockout, jedoch ahnliche Auspragungen. Die Gallensauresynthese sowie die
Cholesterinabsorption waren im Cyp27at1’-Mausmodell reduziert. Die
Cholesterinbiosynthese sowie eine Cyp7ai-Genexpression, um den Mangel an Cyp27a1
zu kompensieren, waren in den Cyp27a1’-Mausen jedoch induziert [350,351]. Auf eine
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verminderte Lipidabsorption im Darm der Abcc6”-Méuse kann nur indirekt durch die
reduzierten Phytosterinkonzentrationen geschlossen werden. Zudem lassen die
Ergebnisse dieser Arbeit eine erhdhte hepatische Cholesterinbiosynthese in den Abcc6”-
Mausen vermuten. Im Lebergewebe der Abcc6-defizienten Mause konnte allerdings keine
Suppression oder Induktion der Genexpressionsrate von Cyp7ai oder Cyp27at detektiert
werden. Zudem konnte auch keine veranderte hepatische Cyp27a1-Proteinkonzentration
in den Abcc6”-Méausen nachgewiesen werden. In Zellkulturexperimenten mit dermalen
Fibroblasten von PXE-Patienten konnten jedoch erhéhte Cyp27a1-Expressionen
festgestellt werden, sowohl auf Transkriptom- als auch auf Proteinebene. Dies kénnte auf
die gesteigerte Synthese von Cholesterin in den Hautzellen zurlckzuflihren sein[274].
Dem entgegen war die mRNA-Expression der ABC-Transporter, die flir den Transport von
Cholesterin/Sterinen, Gallensduren und konjugierten Gallensauren verantwortlich sind,
Abcb1b, Abcb11, Abcg5 und Abcg8, im Lebergewebe der Abcc6”-Mause erhdht. Die
Abcc2- und Abcc3-Transporter transportieren (ber die basolaterale Membran der
Hepatozyten neben verschiedenen toxischen Stoffen auch Gallensauren ins
Blut [352,353]. Analog zu den Untersuchungen dieser Arbeit stellten Li et al. keine
Regulationen der Abcc-Transporter im Lebergewebe von 1 Monate alten Abcc6”-Méusen
fest[197]. Eine (bermaBige Produktion an Gallensauren fihrt mittels des
Transkriptionsfaktors FXRa (Nr1h4) zZu einer Erniedrigung des
geschwindigkeitsbestimmenden Enzyms der Gallensauresynthese, dem
Cyp7a1[354,355]. Akkumulierte Gallensauren inhibieren via FXRa die Transkription von
ApoA-1[356], welches in den Abcc6-defizienten Mausen verstarkt exprimiert wurde,
jedoch als Protein vermindert im Serum dieser Mause vorlag. Ein Uberschuss an
zellularem Cholesterin aktiviert dagegen den LXRa (Nr1h3), der die Cyp7ail-Expression
induziert, zum  Beispiel fir eine Verstoffwechselung des akkumulierten
Cholesterins [357,358]. LXRa reguliert auch die Expression anderer Gene wie der ABC-
Transporter Abcal, Abcg1, Abcg5 und Abcg8, die zum grdBten Teil verstarkt in den
Lebergeweben der Abcc6”-Mause exprimiert wurden. Es konnte eine Expressions-
steigerung der Transkriptionsfaktoren Nr1h4 (FXR a) oder Nr1h3 (LXR a) im Lebergewebe
der 12 Monate alten Abcc6”-Mausen gezeigt werden. In einer in-vivo-Studie von Inoue et
al. wurde zudem demonstriert, dass das Cyp27at ein Zielgen des Transkriptionsfaktors
HNF4a ist[359], welches auch die Expression von Abcc6é gewebsspezifisch
moduliert[71]. Zusammengefasst kann daher vermutet werden, dass die Sekretion in die
Galle in den Abcc6-defizienten Mausen erhéht ist. Allerdings konnten hier vorerst keine
direkten Hinweise auf eine induzierte Gallensauresynthese gezeigt werden konnten.

68



Diskussion

Bettina Ibold

4.5 Ausblick

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit ein Zusammenhang zwischen PXE
und Veranderungen im Cholesterinstoffwechsel bestéatigt und vertieft werden. Um die
Pathogenese von PXE aufzuklaren und folglich eine mdégliche Therapieform zu
entwickeln, bedarf es jedoch weiterer Untersuchungen.

Das HDL-Cholesterin im Serum von Mausen macht die gréBte Lipidfraktion aus [80] und
es konnte in dieser Arbeit erneut gezeigt werden, dass das HDL-Cholesterin hier ab dem
6. Lebensmonat im Serum von Abcc6-defizienten Mausen reduziert vorlag. Zusétzlich
waren die ApoA-I- und ApoA-Il-Konzentrationen, respektive um etwa 18 % und 36 %, im
Blut der Abcc6”-Mause erniedrigt, was auf eine geringere Anzahl an HDL-Partikeln
hindeutet [360]. Allerdings kénnen beide Parameter alleine keinen genauen Einblick in die
Funktionalitdt der HDL-Partikel geben[361]. Die Funktionalitdt kdnnte in einem
Cholesterin-Efflux-Experiment Uberprift werden um zu analysieren, ob die HDL-Partikel
der Abcc6”-Méuse die gleiche Kapazitat und Funktionalitat besitzen Cholesterin aus den
extrahepatischen Geweben aufzunehmen wie die HDL-Partikel von Wt-Mausen. Da PXE
mit einem erhdhten oxidativen Stress im Zusammenhang steht [256—258], ware es ratsam
die anti-oxidantive Wirkung der HDL-Partikeln auf die Lipidperoxidation von Abcc6”-
Mause im Vergleich zu den Wt-Mausen zu untersuchen.

Die Genexpressionsraten der Schllisselenzyme der Cholesterinbiosynthese, die
Quantifizierung der Cholesterinvorlauferkonzentrationen von Lanosterin und Desmosterin
und der Phytosterine im murinen Serum und die Erhdhung der Abcg5- und Abcg8-
Genexpression geben indirekt Hinweise darauf, dass die Syntheserate des Cholesterins
im Lebergewebe der Abcc6-defizienten Mausen erhéht ist. Eine ergdnzende Analyse der
Hmgcr-Aktivitat im Lebergewebe der Abcc6”-Mause wiirde genauere Aussagen iber die
Alteration der Cholesterinbiosynthese zulassen.

Die detektierte Expressionssteigerung der ABC-Transporter der Lipid- und
Gallensaureexkretion, Abcb1b, Abcb11, Abcg5 und Abcg8 im Lebergewebe sowie die
verminderte Phytosterinabsorption und der reduzierte Cholesteringehalt im Serum der
Abcc6”-Mause beider Altersklassen weisen auf eine verénderte Gallensauresynthese
hin[164,362]. In diesem Zusammenhang sollte die Cyp7ai-Konzentration und dessen
Aktivitat im Lebergewebe untersucht werden, um einen moglichen Unterschied zwischen
der Gallenséuresyntheserate zwischen Wt- und Abcc6”-Méusen festzustellen. Das
Enzym Cyp7al  wird nur in der Leber synthetisiet und st das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Gallensauresynthese. Es hat somit einen
Einfluss auf die Cholesterin- und Gallensdurehomdstase der Leber[363,364]. In dieser
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Beziehung wirde eine massenspekirometrische Analyse der Gallensduren des
Lebergewebes Aufschluss Uber die Zusammensetzung der Gallenflissigkeit geben.

Die hepatische Funktion des Proteins Soat2 besteht in der Veresterung von freiem
Cholesterin, um die entstandenen Cholesterinester zur VLDL-Synthese oder zur
Speicherung in Lipid-Droplets zu nutzen [365]. In dieser Arbeit wurde eine erhdhte ApoB-
Konzentration im Serum der 6 Monate und 12 Monate alten Abcc6-defizienten Mause
beobachtet. Jedoch konnte nicht zwischen ApoBass und ApoBigo unterschieden werden,
sodass eine erhdhte VLDL-Produktion nur vermutet werden kann. Im Gegensatz dazu
wurde eine signifikante Genexpressionsverringerung fir Soat2 im Lebergewebe der
12 Monate alten Abcc6”-Mause festgestellt. Hinweise auf eine Verdnderung der Lipid-
Droplet-Morphologie im Lebergewebe von Abcc6”-Mausen wurden in  ersten
experimentellen Arbeiten im Rahmen der Masterarbeit von Kottkamp 2016 mittels
histochemischer Farbung beobachtet[366]. Diese Unterschiede im Lebergewebe von
Abcc6”-Mausen sollten in weiteren Arbeiten verifiziert werden, da HNF4a sowohl als
Transkriptionsfaktor flir Abcc6 in der Leber fungiert, als auch ein HNF4a-Knockout im
murinen Lebergewebe Einfluss auf die Lipid-Droplet-Morphologie besitzt. Hayhurst et al.
konnte zeigen, dass das Volumen der hepatischen Lipid-Droplets im HNF4a”-
Mausmodell massiv vergréBert war[73]. Zusétzlich ware es wichtig, die Reduktion der
Soat2-Expression auf Proteinebene z.B. Uber einen ELISA, ein Blot-Verfahren oder einer
Aktivitatsbestimmung zu bestatigen.

Zusammenfassend konnten im Rahmen dieser Arbeit zum ersten Mal aufgezeigt werden,
dass die Pathophysiologie von PXE auch auf die Alteration der Cholesterinhomdéostase
zurlickzufthren ist, insbesondere auf eine reduzierte HDL-Biogenese, eine verminderte
Lipidabsorption und eine verstérkte Lipidsekretion. Nichtsdestotrotz bedarf es weiterer
Untersuchungen, um den Zusammenhang zwischen PXE als Modellerkrankung flr die
Kalzifizierung des Elastins und der Veranderung des Cholesterinstoffwechsels im Detail

verstehen zu kénnen.
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Dieses Kapitel stellt die im Rahmen dieser Arbeit benutzten Materialien und Techniken

zusammen. Bei Materialen und Geraten wird bei der Erstnennung der Hersteller mit

Standort genannt, im Folgenden dann nur noch der Firmenname.

5.1 Chemikalien und Reagenzien

AceGlow

Agarose NEEO Ultra Qualitat
Alizarin Rot S

Ammoniak 32 %

Borsaure

Bromphenolblau

Chloroform

Chlorwasserstoff (HCL, 37 %)
dNTPs (100 mM)

Dulbeccos Phosphate Buffered Saline (DPBS)
Kryogenes Einbettmedium fir Gefrierschnitte

Ethanol, absolut

Ethanol, vergallt

Ethidiumbromid, 1 %; 10 mg/mL
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Immersionsdl 518N

Isopropanol, (99,5 %, wasserfrei)
Methanol (Ultra-UPLC grade)

NP-40

Oligo-dT-Primer

QlAzol Lyse Reagenz

Proteaseinhibitor P2714
Proteinstandard (Micro Standard, liquid)
Roticlear

Rotimount (aqua)

Saccarose

Sample Reducing Agent (10x)
Sephadex-G50 Superfine
Trichloressigsaure (TCA)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

VWR International GmbH, Langenfelde
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsuhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Solis BioDyne, Tartu, EST
Thermo Fisher, Schwerte
R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Zeiss, Peine
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biomers, UIm

Qiagen, Hilden
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsuhe

Roth, Karlsuhe

Merck, Darmstadt

Thermo Fisher, Schwerte
GE Healthcare, Solingen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsuhe
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Tween 20

Xylencyanol

Wasser (HPLC-MS)

Wasser (Aqua B. Braun)
Wasser fir Injektionszwecke

5.2 Puffer und Lésungen

Alizarin Rot-Lésung (pH 6,4):

DNA-Ladepuffer:

Lysepuffer (pH 7,8):

TBE-Puffer (pH 8,3):

TBS-T-Puffer (pH 7,6):

TE-Puffer (pH 7,5):

Tris-Glycin-SDS-Laufpuffer (10x):

Tris-Glycin-SDS-Probenpuffer (2x):

Tris-Glycin-Transferpuffer (25x):

Bettina Ibold

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Serva, Heidelberg

Thermo Fisher, Schwerte
Braun, Melsungen

Fresenius Kabi, Bad Homburg

42 mM Alizarin Rot S

1 % Ammoniaklésung (0,28 %)
0,05 % Bromphenolblau (m/v)
60 % Saccharose (m/v)

0,05 % Xylencyanol (m/v)

8,7 % Glyzerin

0,5mM EDTA (pH 8,0)

137,5 mM NaCl

1% NP-40

1 % Protease Inhibitor (P2714)
50 mM Tris/HCL

90 mM Borsaure

1mM EDTA

100 mM Tris/HCL

150 mM NaCl

50 mM Tris/HCL

0,1 % Tween 20

1mM EDTA

10 mM Tris-HCL

Thermo Fisher, Schwerte
Thermo Fisher, Schwerte
Thermo Fisher, Schwerte

10 % Methanol
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5.3 Oliginukleotide

Alle Primer-Paare wurden intron-tberspannend mit dem Programm Clone Manager
Professionel 9.0 designt. Die Qualitat der Primer-Paare wurde in silico mit dem Programm
Primer-BLAST von NCBI untersucht. Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der
Firma Biomers, Ulm bezogen und in einer Konzentration von 25 uM eingesetzt.

Tabelle 7: Oligonukleotide zur Genotypbestimmung der Versuchstiere [1].

Bezeichnung Primersequenz 5- 3’
18F TGAATCTTCTGGGGGCCAG
18R GTACCCTGGAGCAATCCACT

T2 ATGTGGAATGTGTGCGAGGCC

Tabelle 8: Oligonukleotide zur relativen Quantifizierung der Expression von Genen mit Hilfe
der qPCR; Tan = Annealing Temperatur; E = Effizienz.

Primersequenz 5- 3" forward Produkt-
Gen Tan N
reverse groBe
Hprt
GTTGGATACAGGCCAGAC

Hypoxanthin-
Phosphoribosyltransferase 1

GCCACAGGACTAGAACAC ~ 29°C 1,83 226Dbp

Gapdh
Glycerinaldehyd-3-phosphat- e SToPeS  59°C 1,92 211bp
Dehydrogenase
B2m GGTCTTTCTGGTGCTTGTCTC R
Beta-2-Mikroglobulin GCAGGCGTATGTATCAGTCTC 59°C 1,95 280 bp
Eif3a

GAGTATCAGGAGCGAGTCAAG

Eukaryotischer Translations- CCTCTCATCATCCOGAGTTTC

Initiationsfaktor 3, Untereinheit A

59°C 1,82 255bp

Abcat
: ATAAAGCCATGCCGTCTG o
ATP-Bindungskassetten-Transporter, TGCTTGATCTGCOGTAAG 59°C 1,92 238 bp
Unterfamilie A, Mitglied 1
Abca3 CTCTTGTCCTGTCTCCTATC
ATP-Bindungskassetten-Transporter, GTCCTTATTGCCCACTTG 59°C 2,00 423 bp
Unterfamilie A, Mitglied 3
Abcab AGCCTGGAGTGACCACATC
ATP-Bindungskassetten-Transporter, CCTCCGCCATTTCTTGAGS 65°C 2,00 250 bp

Unterfamilie A, Mitglied 6
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Abca? CCCTCCTTTCACACTGATTGG
ATP—B|ndungsk.a.ssetter?-Tlransporter, TTCGGAACAGCAGGACAAC 65°C 2,00 237 bp
Unterfamilie A, Mitglied 9
Abcb1b GGCGTATTTGGGATGTTTCG
ATP-Bindungskassetten-Transporter, CCTGGATGTAGGCAACTATGAG 65°C 1,83 295 bp
Unterfamilie B, Mitglied 1B
Abcbd GTGTCCCAGGAACCCATTCTC
ATP—B|ndungsk.a.ssetter?-Tlransporter, GTGGCTTCATCCAGCAGTAGG 63°C 1,86 263 bp
Unterfamilie B, Mitglied 4
Abeb11 GGAAGAGCACAGCACTAC
ATP—B|ndungslfgssette.n-'l.'ransporter, CCAGAAGCAGGATCTTGG 63°C 1,96 369 bp
Unterfamilie B, Mitglied 11
Abcet TGGCATCACCTTCTCCATTC
ATP-B|ndungsk.a.ssetter?-Tlransporter, GGTGCCCAAACAGTATGTTC 59°C 1,93 206 bp
Unterfamilie C, Mitglied 1
Abcc2 GGTGTTGGGCTTATGGTTC
ATP-B|ndungsk.gssetter?-T.ransporter, GCAGCAAGTTCCTGAGTTC 59°C 1,88 217 bp
Unterfamilie C, Mitglied 2
Abce3 AAGCAGCAGAACCAAGCATC
ATP-B|ndungsk.a.ssetter?-Tlransporter, AATAGCAGTCCGTAGCCTCAAG 59°C 2,00 369 bp
Unterfamilie C, Mitglied 3
Abed1 CAATGGCTGTGGCAAGAG
ATP—B|ndungsk.gssetter?-T.ransporter, TGGAGAGCAGTGCGATAC 59°C 1,83 446 bp
Unterfamilie D, Mitglied 1
Abcd2
ATP-Bindungskassetten-Transporter, gg&%ﬁg%?.%ﬁ?ggg 63°C 1,99 435 bp
Unterfamilie D, Mitglied 2
Abcg1
ATP-Bindungskassetten-Transporter, ﬁgﬁgﬁgi&iﬁgggﬁ?g 59°C 1,93 203 bp
Unterfamilie G, Mitglied 1
Abcg5
ATP-Bindungskassetten-Transporter, C;ﬁ%ﬁégggggggﬁ?gﬁf 59°C 1,84 333 bp
Unterfamilie G, Mitglied 5
Abcg8
ATP-Bindungskassetten-Transporter, é‘%ﬁ?ggggzgﬁgiﬁg 59°C 1,87 263 bp
Unterfamilie G, Mitglied 8
Apoat AAGAAGAGCTGGACACCCAGAC  pgon 4 86 247 bp

Apolipoprotein A-|

GCCCAAGGAGGAGGATTCAAAC
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Apoa2 GATATGCAGAGCCTGTTC o
Apolipoprotein A-ll CTGGCACATCTCACTTAG 59°C 1,91 235Dbp
Apoa4d GTGTAGCCGAAACTGTCC o
Apolipoprotein A-IV GAGCTGCTGAGTGACATC 59°C 1,81 213bp
Apob TGGCTCTGATCCCAAATCC o
Apolipoprotein B ACTTGAGGGCTGGCATTAC 65°C 2,00 273bp
Apoc1 TTCATCGCTCTTCCTGTC o
Apolipoprotein C-I CGTGGTCTTCAACTTCTC 59°C 2,00 249 bp
Apoc3 TGCAGGAGTCCGATATAG o
Apolipoprotein C-IlI GGGTGAAGACATGAGAAC 59°C 2,00 265bp
Apod CAACTACTCGCTGATGGAGAAC o
Apo"poprotein D CACATGGAAGAGCCAGAAGAAG 63°C 2,00 238 bp
Apoe CGTGCTGTTGGTCACATTGC o
Apolipoprotein E TCCATCAGTGCCGTCAGTTC 59°C 1,98 207bp
Hmger AGGACTGTGAGGCTACAATG
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl- GOGTTATCGTCAGGATGATG 59°C 1,83 222 bp
CoenzymA-Reduktase
Fdps GCAGCCCTACTACCTGAAC o
Farnesylpyrophosphatsynthase GAAGAACTCGCCCATCTCC 59°C 188 271bp
Fdft1 CATGCCTGCCGTCAAAGCTATC o
Squalensynthase ATCCTTTCCTCTGCCCAGTTCC 59°C 2,00 410Dbp
Ggps1 AGATCATCGTGGAACCGTCAG
Geranylgeranylpyrophosphat- TCCGGGTGATCAAGGGTTAAG 65°C 2,00 368 bp
synthase 1
Lss CGAGTTCCTGCGGCTTTCAC o
Lanosterinsynthase TCTGCTGCCCTGTAGTCTGG 59°C 2,00 420 bp
Soat1 TGTCCAATGTCCCATACG o
TCTCACTGGCAAACTTCC 59°C 1,98 106 bp

Sterol-O-Acyltransferase 1
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Soat2 GAGCGACAAGATGAATGC 59°C 196 266 b
Stero-O-Acyltransferase 2 ATGCTGGAACCGAATAGG ’ P
Lipc CGGGAAGAACAAGATTGG o
Hepatische Lipase TGATGGTCTGGGTTATGG 59°C 2,00 281bp
Lpl GTCGCCTTTCTCCTGATG o
Lipoproteinlipase CTCTTGGCTCTGACCTTG 59°C 1,90 385bp
Nrict GGCTGTAAGGGCTTCTTTCG
Peroxisom-Proliferator-aktivierter ATCGGACCTCTGCCTCTTTG 59°C 1,71 454 bp
Rezeptor a
Nric2 ACGCACCCTTTGTCATCC
Peroxisom-Proliferator-aktivierter GAAGAGGCTGCTGAAGTTGG 63°C 2,00 200 bp
Rezeptor B
Ldir TTCCAGTGGCCGTCTCTATTG o
Low-density lipoproteins Rezeptor TcAcATCTGAACCCGTGAGTC 00 C 192 209bp
Pesks TGGTGCTGATGGAGGAGAC
Proproteinkonvertase Subtilisin/Kexin GCTCTGGGCGAAGACAAAG 59°C 1,97 221 bp
Typ9
Lrp10 CCTCTACAGCCACCAATCTCC
Low-density l/poprote/n§ Rezeptor- CGCAGGCATCAATCCCATC 59°C 1,93 229 bp
bezogenes Protein 10
Scarb1 GAGAACCGCAGCCTCCATTTCC o
Scavenger-Rezeptor B1 GCCCGTGAAGACAGTGAAGACC ©9°C 1,98 330bp
Leat CACCATCTGGCTGGATTTCAAC
Phosphatidylcholin-Sterol- AAGCGGCATACATCTCCTCTAG 59°C 1,85 338 bp
Acyltransferase
Pitp CAGACGTGTACGGCGCAAAG o
Phospholipid-Transferprotein ACACCGTCCCAGCATGGTAG 00 C 1.87  429Dp
Cyp7at GCGTCCCTATTCACTTGTTC o
Cholesterin-7a-Monooxygenase GGCTGCTTTCATTGCTTC 59°C 2,00 269bp
Cyp27at CAACCTCCTTTGGGACTTAC o
TTCAGCAGCCTCTGTTTC 59°C 1,87 210bp

Sterol-26-Hydroxylase
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Cyp4é6at GAGGTTGTCGGTTCCAAGAG
° 2 247
Cholesterin-24-Hydroxylase AGCGGTCAGGGTTGAAAG 59°C 00 o
Srebf2 CGCAAAGGTCAAGGATGAAC o
Sterolregulationselement 2 GAcGeTCAAGACAATCACAC 00 C 1,93 277bp
Ankra2 CTACCTGGCTACTCGTATTG
Ankyrin-Wiederholungsprotein 2, CATCTTCACGCACTTCAG 59°C 1,91 310 bp
Familie A
Hmges2 ATGCCCGGTGTCCCGTCTAATG
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl- CATGAGCCTGTGGCGCTGATTG 59°C 1,83 218 bp
CoenzymA-Synthase 2
Lep GTTCAAGCAGTGCCTATC o
Leptin TCCAGGTCATTGGCTATC 59°C 189 249 bp
Nr1h3 TGAAGCGGCAAGAAGAGGAAC
° 1 24
Oxysterin-Rezeptoren LXR a GCTCAGTAAAGTGGGCAAAGC 29°C 1,96 3bp
Nr1h4 CAACCGGAAGACTGGTATTCTC 0
Gallensaure-Rezeptor ACACGGCGTTCTTGGTAATG ~ 02°C 1,94 259Dp
Sorl1 CAGTGCGACCGATTTGAG
° 1,94 2
Sortilin-bezogener Rezeptor CTCCAACCACCCTGTAGTAG 09 °C 9 382bp
Crp TCCCAGCAGCATCCATAGC o
C-reaktives Protein ACTTCAGCACCACCCACTC 63°C 1,92 322bp

5.4 Kommerzielle Reaktionssysteme

Agilent RNA6000 Pico Kit
Bicinchoninsdure (BCA) Kit

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
HDL and LDL/VLDL Quantification

Colorimetric/Fluorometric Kit
Kapa-Mouse Genotyping Kit
LCAT Activity Assay Kit

LightCycler 480 SYBR Green | Master Kit

LPL Activity Assay Kit
Mouse Cyp27at1 ELISA Kit
Mouse LPL ELISA Kit

Agilent Technologies, Ratingen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Thermo Fisher, Schwerte

BioVision Incorporated, Milpitas, USA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Abbexa Ltd., Cambridge, UK

Biozol Diagnostica GmbH, Eching
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Mouse oxLDL ELISA Kit

Mouse PCSK9 ELISA Kit

MSB Spin PCRapace Kit

RNeasy Mini Kit

RT? First Strand Kit

RT# Profiler PCR Array, (PAMM-0802)
RT? SYBR Green qPCR reaction mixture
Superscript Il Reverse Transcriptase Kit

5.5 Verbrauchsmaterialien

Adhasionsobjekttrager SuperFrost Plus
Adhéasive qPCR Folie

Autoklavierband, Dampf

Konduktive Spitzen

Kryomolschélchen

Lysing Matrix D GeféaBBe

Multi-Kavitaten Platten, transparent
(96-Kavitaten)

PCR-Reagiergefal3e

Pipettenspitzen

Polypropylen Réhrchen
Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran
Reaktionsgefae

Receiver columns

Tris-Glycin Mini Protein Gele (8-16 %)
Deckglaser

Pipettenspitze, farblos

96-Kavitaten/ Polypropylen Platten
(U-Boden, schwarz)

384-Kavitaten Lightcycler Platte (weif3)

5.6 Langen- und GroBenstandards

pUC19/Mspl DNA-Leiter

Spectra Multicolor High Range Protein Ladder
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Cloud-Clone Corp., Houston, USA
Bio-Techne Ltd., Abingdon, UK
Stratec, Essen

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Thermo Fisher, Schwerte

Thermo Fisher, Schwerte

Sarstedt, Nimbrecht

Roth, Karlsruhe

P. Sudmann, Leopoldhdhe

Sakura Finetek, Alphen aan den Rijn, NL
MP Biomedicals, Eschwege

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Thermo Fisher, Schwerte
Sarstedt, Nimbrecht
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Bottrop
Thermo Fisher, Schwerte

Thermo Fisher, Schwerte

Sarstedt, Nimbrecht

Greiner Bio-One GmbH, Bad Nenndorf

Sarstedt, Niimbrecht

MBBL, Bielefeld
Thermo Fisher, Schwerte
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5.7 Antikorper

Rat anti-mouse Mrp6 (Clone Msll-24)
Rabbit anti-rat IgG-HRP

5.8 Gerate

Analysewaage

AB3500 Genetic Analyzer
Autoklav 5075 ELV
Bioanalyzer2100
Brutschrank

Eismaschine

Feinwaage
Gelelektrophoresekammer
Genetic Analyzer 3500
Heratherm Ofen

Landgraf Thermocycler Various
Leica CM3050S Kryostat
LightCycler 480 Il
MagNALyser

Mikrowelle

Nano Drop 2000

Nikon Eclipse TE2000-S
Nikons Digital Sight DS-U3

Pipettierroboter Corbett Robotics CAS-1200

Sicherheitswerkbank Safeflow 1.2
Tecan-Reader infinite 200 PRO
Tisch-pH-Meter FiveEasy Plus
Thermocycler T-Gradient
UV-Transilluminator Infinity 3000
Vortex Paramix 3

Zentrifuge Biofuge 13

Zentrifuge EP5430R

Zentrifuge MiniStar silverline
Zentrifuge Rotanta 460R

Bettina Ibold

Biozol Diagnostica GmbH, Eching
Abcam, Cambridge, UK

Sartorius AG, Gottingen

Thermo Fisher, Schwerte

Tuttnauer, Breda, NL

Agilent Technologies, Ratingen
Memmert GmbH&Co.KG, Schwabach
Ziegra Eismaschinen, Isernhagen
Sartorius AG, Gottingen

Bio-Rad Laboratories

Thermo Fisher, Schwerte

Thermo Fisher, Schwerte
Laborsysteme GmbH, Langenhagen
Leica Microsystems, Wetzlar

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

AEG, Dormagen

Thermo Fisher, Schwerte

Nikon Instruments, Dusseldorf

Nikon Instruments, Dusseldorf
Qiagen, Hilden

Cruma, Barcelona, Spanien

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Roth, Karlsruhe

Biometra, Géttingen

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Ulabo Labortechnik GmbH, Seelbach
Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

VWR International GmbH, Langenfelde
Hettich, Tuttlingen
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5.9 Software und Datenbanken

Clone Manager Professionel 9.0
geNorm

GraphPad Prism 5

i-Control Software

Image J

LightCycler 480 Software
Nanodrop 2000/2000c

Nikon’s NIS Element
Primer-BLAST

PubMed

Qigga Reference and Research Manager
RT2 Profiler PCR Array:
web-based data analysis software
Sequence Analysis 3.7

Bettina Ibold

Scientific & Educational Software, USA
http://medgen.ugent.be/~jvd esomp/genorm/
Graphpad Software Inc., USA

Tecan, Crailsheim

https://imagej.nih.gov/ij/

Roche, Mannheim

Thermo Fisher, Schwerte

Nikon Instruments, Dusseldorf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Quantisle Ltd., London UK

Qiagen, Hilden
www.SABiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php

Perkin Elmer, Verlbert
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6 Methoden

6.1 Maushaltung

Die Pflege der Tiere und deren Praparation wurden unter Berucksichtigung der
Grundsatze der guten wissenschaftlicheren Praxis und im Einklang mit dem deutschen
Tierschutzgesetz (TierSchG) sowie der europaischen Richtlinie 2010/63/EU durchgeflhrt.
Die Unterbringung und Versorgung der Tiere erfolgte in der Zentralen Tierhaltung der
Universitat Bielefeld in der biologischen Fakultéat unter Leitung von Herrn Dr. Axel Ziesenis
durch geschultes Personal. Alle Tiere wurden unter spezifiziert pathogen-freien
Bedingungen in standardisierten Ké&figen gehalten. Trinkwasser und natdrliches Futter
(V1536-000, Extrudat, sniff Spezialdiaten GmbH, Soest; s. Tab. 9) standen ad libitum zur
Verfligung.

Tabelle 9: Herstellerangaben zur Zusammensetzung des Alleinfuttermittels fiir Mduse

Rohnéhrstoffe [%] Energie [MJ/kg]
Rohprotein (N x 6,25) 19,1 Umsetzbare Energie 13,9
Rohfett 3,6 davon

Rohfaser 5,1 Kohlenhydrate 67 %
Rohasche 6,5 Protein 23 %
Starke 35,3 Fett 10 %
Zucker 4,8

N-free Extrakstoffe 55,9

Als Mausmodell wurden Abcc6-defiziente Mause verwendet, welches von Gorgels et al.
gestellt wurde [39]. Die Generierung des Knockouts erfolgte durch Einflhrung eines
Hygromyzin-Resistenzgens in die DNA-Sequenz von Abcc6, wobei die Exons 16, 17 und
groBe Teile von Exon 18 der Abcc6-Sequenz deletiert wurden. Die Abcc6”-Mause
besitzen einen gemischt genetischen Hintergrund der Linien C57BL/6- und 129/Ola und
wurden wiederholt riickgekreuzt mit dem Inzuchtstamm C57BL/6. Die hier verwendeten
Abcc6”-Mause sind charakterisiert durch die Entwicklung von Kalzifizierungen in den
mittelgroBen BlutgefdBen der Niere, sowie mit steigendem Lebensalter auch groBer,
kleiner GefaBe und der Kapillaren der Niere, anderer Organe und der Bruch-Membran
des Auges [39]. Es wurden fir die nachfolgenden Experimente 154 Tiere prapariert. In
Tabelle 10 sind Alter, Genotyp und Geschlecht der praparierten Tiere dargestellt.
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Tabelle 10: Alter, Genotyp und Geschlecht der analysierten Méuse.

Alter Genotyp Geschlecht sréz::rli:r(:n Tiere
6 Monate £ 2 Wochen Wildtyp mannlich 16

6 Monate + 2 Wochen Wildtyp weiblich 12

6 Monate £ 2 Wochen Abcc6” mannlich 13

6 Monate +2 Wochen Abcc6” weiblich 11

12 Monate +4 Wochen Wildtyp mannlich 30

12 Monate + 4 Wochen Wildtyp weiblich 22

12 Monate £ 4 Wochen Abcc6” mannlich 27

12 Monate + 4 Wochen Abcc6” weiblich 23

6.2 Mauspraparation und Gewebelagerung

Es wurden zu  experimentellen  Zwecken 6 Monate +2Wochen,  sowie
12 Monate £ 4 Wochen alte Tiere prapariert. Den Tieren wurden 0,65 mg Ketamin, 0,02 mg
Acepromazin und 0,13 mg Xylazin pro 10 g Kdérpergewicht intraperitoneal injiziert. Nach
Erreichen einer ausreichenden Narkosetiefe wurden die Mause durch Ausbluten via
Punktion des retrobulbdren Venenplexus und zervikaler Dislokation get6tet. Der Brust-
und Bauchraum wurden gedffnet. Der rechte Herzvorhof wurde fir eine anschlieBende
Leberperfusion mit DPBS (1x) Uber die Vena portae angeschnitten. Es erfolgte die Ent-
nahme der Leber, der Nieren, der Vibrissen, sowie des perigonadalen weiBen Fett-
gewebes. Die Gewebe wurden sofort in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Ver-
wendung bei -80°C gelagert. Das abgenommene Vollblut koagulierte fir 30 min bei
Raumtemperatur (RT), wurde anschlieBend fir 10 min bei 3000xg zentrifugiert, das
Serum abgenommen und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

6.3 Molekularbiologische Methoden

6.3.1 Genotypbestimmung transgener Mause

Die Genotypbestimmung transgener Mause erfolgte aus Ohrlochmarken mit Hilfe des
Kapa-Mouse Genotyping Kit (Sigma-Aldrich). Die DNA aus den Gewebestiicken wurde
nach Herstellerangaben extrahiert (s. Tab11) und 1:10 mit 10 mM Tris-HCL Puffer (pH
8,0-8,5) verdinnt. Es folgte eine Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction,
PCR) mit einem Oligonukleotide-Paar, das vor und nach dem potentiellen Insertionslokus
bindet sowie mit einem weiteren Oligonukleotid, das einen Teil der transgenen Sequenz
erkennt (s. Tab. 12) [39]. Die PCR-Produkte spezifischer Basenlange wurden direkt mittels
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Agarose-Gelelektrophorese getrennt, da DNA-Ladepuffer und ein DNA-Farbstoff im
Hotstart Genotyping Mix enthalten waren.

Tabelle 11: Reaktionsansatz 25 uL zur Genotypbestimmung von Méausen.

Reagenz Volumen (1x)
Hotstart Genotyping Mix (2x) 12,5uL
Primer 18F,18R, T2 (25 pmol/uL) 0,25 L

DNA Rohextrakt 2,00 uL
Wasser 9,75uL

Tabelle 12: Temperaturprofil der PCR zur Genotypbestimmung.

Reaktionsschritt Zeit Temperatur Zyklenzahl
initiale Denaturierung 180 sec 95°C 1
Denaturierung 15 sec 95°C

Annealing 15 sec 63.6 °C 35
Elongation 15 sec/kb 72°C

finale Elongation 60 sec/kb 72°C 1

Eine exemplarische Aufnahme des Nachweises der PCR-Produkte zur Genotyp-
bestimmung der Versuchstiere im analytischen Agarosegel ist in Abbildung 26 gezeigt.
Die Primer 18F und 18R amplifizierten ein 163 bp groBes Fragment aus dem Exon 18 des
Abcc6-Gens eines Wildtyp-Allels. Die Primer 18R und T2 dagegen amplifizierten ein
246 bp groBes Fragment, welches einen Teil des Exons 18 des Abcc6-Gens und einen
Teil des Hygromyzin-Resistenzgens, welches den Knockout verursacht, einschlief3t.

bp 1 2 3 4 5 6

501
404
331

ac2 - e W o

147 -_— - -

111
3 & 3 & 3 ?
Marker Heterozygot Knockout Wildtyp

g

Abbildung 26: Nachweis der PCR-Amplifikate zur Abcc6-Genotypbestimmung im
analytischen Agarosegel. Marker: pUC19/Mspl DNA-Leiter; Amplifizierte PCR-Produkte des
Abcc6-Gens von heterozygoten Mausen (Spur 1 und 2), von Knockout-Mausen (Spur 3 und 4) und
von Wildtyp-Mausen (Spur 5 und 6).
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6.3.2 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus ca. 100 mg murinem Gewebe der Leber, der Niere
und des weiBen Fettgewebes erfolgte mit Hilfe von QIAzol Lyse Reagenz (Qiagen),
MagNALyser (Roche) und dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach Herstellerprotokoll. DNA-
Verunreinigungen wurden auf der Saule durch eine 15 minitige Inkubation mit einer
DNAse-Reaktionslésung, bestehend aus einer 1:10 Verdiinnung aus rDNAse und DNAse
Reaktionspuffer (Qiagen), entfernt. Die Eluierung der RNA erfolgte mit 30 uL RNAse
freiem Wasser bei einer Zentrifugation von 1 min bei 13 000 x g. Die RNA wurde bei -80 °C
bis zum Gebrauch gelagert.

6.3.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration der Gesamt-RNA wurde mit dem Nanodrop 2000 (VWR International
GmbH) spektralphotometrisch beim Absorptionsmaximum von 260 nm bestimmt. Fir eine
Analyse wurden 1,5uL Probe aufgetragen und gegen das jeweilige Lésungsmittel, in
diesem Fall Wasser, gemessen. Die Berechnung der RNA-Konzentration erfolgte mit Hilfe
des Lambert-Beer'schen Gesetzes, welches die Absorption in Abhangigkeit der
Konzentration des Analyten und der Schichtdicke beschreibt.

A=¢'c-d

A: Absorption

g: Absorptionkoeffizient [L-mol'-cm™]
c: Konzentration [mol-L™"]

d: Schichtdicke der Kiivette [cm]

Die Probenreinheit kann durch die Bildung der Quotienten 260nm/280 nm und
260 nm/230 nm erfasst werden, um Kontaminationen mit Proteinen, Salzen und

Lésungsmitteln auszuschlieBen.

6.3.4 Bestimmung der RNA-Integritat

Die Integritat der RNA st essentiell fir eine erfolgreiche Quantifizierung mittels
quantitativer real-time PCR (qPCR). Es besteht die Mdglichkeit der RNA-Degradierung
durch ubiquitédr vorkommende Ribonukleasen. Die Qualitat der isolierten RNA wurde mit
Hilfe des Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies) nach Herstellerangaben im
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) analysiert. Die Technik beruht auf dem Prinzip
der Kapillar-Gelelektrophorese. Nach der Analyse berechnet die Bioanalyzer 2100 Expert
Software die RNA-Integritatsnummer (RIN), die unter Einbeziehung des Verhaltnisses der
ribosomalen Untereinheiten 28S- und 18S-rRNA sowie deren degradierter Abbauprodukte
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einberechnet wird. Der RIN-Wert gibt die Qualitat der RNA wieder, wobei der RIN-Wert 10
einer komplett intakten und damit einer hohen RNA-Qualitat entspricht und der Wert 1
einer vollstdndig degradierten RNA schlechter Qualitat.

6.3.5 Synthese der cDNA

Die reverse Transkription ermdglicht die Synthese von cDNA (complementary DNA). Es
wurde 1pg Gesamt-RNA in einem Reaktionsvolumen von 24 uL mit dem Superscript I/
Reverse Transcriptase Kit (Thermo Fisher) nach Herstellerangaben umgeschrieben.
Dafiir wurden Oligo-dT-Primer (0,5 ug/uL) verwendet, welche an die Poly(A)-Enden der
messenger RNA (mRNA) binden, sodass nur die polyadenylierte mRNA umgeschrieben
wurde. Die Proben wurden bis zur quantitativen real-time PCR-Analyse (QPCR) bei -20 °C
gelagert.

Zusétzlich wurden 400ng RNA mit Hilfe des RT? First Strand Kit (Qiagen), nach
Herstellerprotokoll, in cDNA umgeschrieben. Diese Proben wurden im RT? Profiler-PCR-
Array (Qiagen) eingesetzt.

6.3.6 Quantitative real-time PCR

Die PCR ist eine Methode zur Amplifikation definierter Nukleinsdure-Sequenzen unter
Verwendung spezifischer Primer-Paare, bestehend aus einem forward (5°-3") und einem
reverse Primer (3'-5%). Eine PCR untergliedert sich in drei Reaktionsschritte. Im ersten
Schritt wird der DNA-Doppelstrang bei 95°C in Einzelstrange denaturiert. Im zweiten
Schritt hybridisieren die Primer mit dem komplementéren DNA-Einzelstrangabschnitt bei
einer spezifischen Annealing-Temperatur. Im letzten Schritt erfolgt die Elongation der
freien 3’-Hydroxygruppe der Primer durch die Polymerase bei 72°C. Die zyklische
Wiederholung dieser drei Reaktionsschritte ermdglicht die selektive Synthese definierter
Amplifikate. Mit Hilfe der gPCR wurde die Expression bestimmter Zielgene im Leber-,
Nieren- und weiBen Fettgewebe von Abcc6”-Mausen im Vergleich zu den Wt-Mausen am
LightCycler 480 (Roche) quantifiziert. Das eingesetzte Fluorophor SYBR-Green des
LightCycler 480 SYBR Green | Master Kit (Roche) interkaliert wahrend der Amplifikation in
doppelstrangige DNA. Die Detektion des gebildeten Farbstoff-DNA-Komplexes erfolgt
durch die Extinktion bei einer Wellenldnge von 480 nm und der Emission bei einer
Wellenlange von 520 nm nach jedem Amplifikationszyklus. Die Fluoreszenzintensitat des
Signals ist proportional zur Menge an gebildetem PCR-Produkt. Die Zyklenzahl, bei der
die Fluoreszenzintensitat einen Schwellenwert und damit das Hintergrundsignal
Uberschreitet und die Amplifikation in die exponentielle Phase Ubergeht, wird als Cycle
Treshold-Wert (Ct-Wert) definiert. Der Cr-Wert ist abhangig von der Konzentration an
cDNA/mRNA, das vor den Amplifikationszyklen vorlag, und ermdglicht damit einen
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Vergleich von verschiedenen Proben. Es folgt eine Schmelzkurven-Analytik am Ende der
Amplifikation zur Identifizierung der Amplifikatspezifitat. AnschlieBend wurde die Spezifitat
der Amplifikation durch die Sequenzierung der PCR-Produkte lberpriift.

Der PCR-Ansatz fur die qPCR setzt sich wie folgt zusammen:

Tabelle 13: 10 uL Reaktionsansaiz fiir den Einsatz in der gPCR.

Reagenz Volumen (1x)
LightCycler 480 SYBR-Green | Master 5,00 pL
Forward Primer (25 uM) 0,25 uL
Reverse Primer (25 uM) 0,25 uL
Wasser 2,00 uL
Template (cDNA 1:10 oder 1:5 verdinnt) 2,50 uL

Die Proben wurden unter Verwendung des Pipettierroboters (Qiagen) in 384-Kavitaten
Platten pipettiert, mit einer optischen adhasiven Folie verschlossen und 1 min bei 1000 x g
zentrifugiert. Es wurden Intron-Oberspannende Primer genutzt und jede Reaktion als
Triplikat untersucht und fir jedes Primer-Paar eine Wasserkontrolle mitgefihrt. Das
Temperaturprofil der gPCR fiir den LightCycler 480 ist in Abbildung 27 gezeigt.
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Programs
Program Name Cycles Analysis Mode
p Initiale Denaturierung 1 : None >
Amplifikation 40 : Quantification i
Schmelzkurve i “{Melting Curves -
Kithlen 1 ~{None -
Initiale Dénamrierung Temperature Targets
Target (°C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°C/s)  Acquisitions (per °C) = Sec Target (°C) Step Size (°C) Step Delay (cycles)
bos ::Ncne ~|00:05:00 Tle.4 = o lo 1o
Arnpli_f-i-l;.-amt-i:l;:l;r;;erature Targets
Target (°C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°C/s)  Acquisitions (per °C)  Sec Target (°C) Step Size (°C) Step Delay (cycles)
b o5 +{None v|00:00:10 4.4 = = [ o o
59 ~{None |00:00:15 -12.2 5 0 -0 +0
72 *18ingle 00:00:20 4.4 = 0 o
Schn%él;@;;?;;ﬁeralure Targets
Target (°C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°C/s) = Acquisitions (per °C) | Sec Target (°C) Step Size (°C) Step Delay (cycles)
»|3s *None *|00:00:05 Sla.e =
65 ~{None 00:01:00 H2.2 5 =
97 :-Cnnmnunus “o.11 2ls :
]
Overview
T u U U MW T
| |
100 514 848 1302 1749 234 2719 204 36:49 4135 4620 51.05 55,37

Estimated Time (h:mm:ss)

Abbildung 27: Temperaturprofil der qPCR.

6.3.7 Auswertung der quantitativen real-time PCR

Fir die Auswertung der qPCR-Daten wurde zunéachst ein Normalisierungsfaktor aus dem
geometrischen Mittel der Cr-Werte der drei Referenzgene berechnet. Es handelt sich um
Gene, die durch eine nicht-regulierte und somit gleichbleibende Genexpression
charakterisiert sind. Die geeignetsten Referenzgene mit der stabilsten Expression wurden
mit Hilfe der geNorm-Software ermittelt. Das Programm analysiert fir jedes Referenzgen
paarweise Variationen mit allen anderen Referenzgenen und berechnet auf dieser Basis
das StabilitdtsmaB M. Die Expressionsstabilitédt eines Referenzgenes ist umso gréBer, je
niedriger der berechnete M-Wert ist[367]. Fir die Analyse der Genexpression
verschiedener Zielgene im Gewebe von 6 Monate alten Mausen wurden die
Referenzgene Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Gapdh), Hypoxanthin-

87



Methoden

Bettina Ibold

Phosphoribosyltransferase 1 (Hprt) and Beta-2-Mikroglobulin (32m) und zur Gen-
expressionsanalyse verschiedener Zielgene im Gewebe von 12 Monate alten Mausen die
Referenzgene Gapdh, Hprt and Eukaryotischer Translations-Initiationsfaktor 3
Untereinheit A (Eif3a) genutzt. Nach Berechnung der normalisierten Expressionsraten des
Zielgens unter Einbeziehung der PCR-Effizienz (s. Tab. 8) wurde die relative Expression
(R-Wert) mittels AACt-Methode [368] bestimmt. Bei einer idealen PCR-Effizienz wiirde
sich pro Amplifikations-Zyklus die DNA-Menge verdoppeln. Die realen Effizienzen liegen
meist unter dem idealen Wert von 2. Zur Bestimmung der spezifischen Effizienz fir jede
PCR-Reaktion wurde eine serielle cDNA-Verdiinnung erstellt (1:5 bis 1:500). Der Cut-Off-
Wert, um festzulegen, wann eine mRNA-Expression nicht mehr detektierbar ist, wurde auf
einen Cr-Wert von 35 gesetzt. Die relative Expression aller Wt-Mause wurde auf 1
gesetzt. Daraus folgt, dass bei einer erhéhten Expression eines Zielgens im Gewebe der
Abcc6”-Mause der R-Wert groBer als 1 ist. Wird ein R-Wert unter 1 errechnet, liegt
dementsprechend eine Erniedrigung der Expression des Zielgens im Vergleich zu den Wt-

Mausen vor.
6.3.8 Reinigung von PCR-Produkten

Die PCR-Produkte wurden per Affinitatschromatographie von Uberschissigen Primern
und dNTPs mit dem MSB Spin PCRapace Kit nach den Herstellerangaben gereinigt. Die
gereinigten PCR-Produkte wurden in 15uL Wasser eluiert und das Eluat in einer
Sequenzierreaktion eingesetzt.

6.3.9 Sequenzierung von PCR-Produkten

Die Sequenzierung basiert auf der Kettenabbruchmethode nach Sanger[369]. Neben
dNTPs wie in einer PCR werden Didesoxynukleotide, die mit Fluoreszenzfarbstoffen
markiert sind, zuféllig in den DNA-Strang eingebaut. Dadurch kommt es zum Ketten-
abbruch bei der Amplifikation mit dem Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
(Thermo Fisher). Es entstehen DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange, welche in einer
Kapillarelektrophorese getrennt und danach detektiert werden.
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Die gereinigten PCR-Produkte wurden als Template fur den folgenden Sequenzieransatz

verwendet:

Tabelle 14: Zusammensetzung einer Sequenzierreaktion.

Reagenz Volumen (1x)
BigDye v.3.1 Sequenzierpramix 4,0 uL
5x BigDye Sequenzierpuffer 2,0 uL
Primer (2,5 pM) 1,5l
Template 2,0puL
Wasser 10,5 L

Tabelle 15: Temperaturprofil einer Sequenzierreaktion.

Reaktionsschritt Zeit Temperatur Zyklenzahl
initiale Denaturierung 120 sec 95°C 1
Denaturierung 10 sec 95°C

Annealing 10 sec 50°C 30
Elongation 240 sec 60 °C

Kuhlen 5 min 4°C 1

Zur Reinigung der Sequenzieransatze mittels Gelfiltration wurden Receiver columns mit
750 uL Sephadex G50-Suspension in TE-Puffer beladen und 2min bei 1000xg
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die gereinigten PCR-Produkte mittig auf
die Gelmatrix aufgetragen und 4 min bei 1000 x g zentrifugiert. Die Sephadex-Matrix halt
kleine Molekule zurlick, wahrend die PCR-Produkte eluiert werden. Das Eluat wurde mit
20 uL Wasser versetzt und 2 min bei 95 °C denaturiert. Die Proben wurden bei 10kV fir
30 sec in den Genetic Analyzer (Thermo Fisher) injiziert und die entstandenen Fragmente
aus der Sequenzierreaktion 90 min mittels Kapillarelektrophorese bei einer Spannung von
8,5kV und einer Temperatur von 50 °C getrennt. Die Basenabfolge der Fragmente wurde
mit der Software Sequence Analysis 3.7 bestimmt.
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6.3.10 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Herstellung eines 2,5 %igen Agarose-Gels wurden 2,59 Agarose durch Erhitzen in
100 mL TBE-Puffer (1x) gelést und mit 10uL Ethidiumbromid-Lésung (0,5 mg/mL)
versetzt. Zur Uberpriifung von PCR-Produkten wurden die Reaktionsansatze im
Verhaltnis 1:5 mit DNA-Ladepuffer vermischt und 5 pL in die Geltaschen des Agarosegels
aufgetragen und elektrophoretisch getrennt. Die Trennung der DNA-Fragmente erfolgte
im elektrischen Feld bei einer Spannung von 140V fur 40 min in TBE-Puffer (1x).
Ethidiumbromid interkaliert in Nukleinsduren und wurde im UV-Transilluminator Infinity
3000 (Peglab Biotechnologie GmbH) detektiert und dokumentiert. Zur Bestimmung der
AmplifikatgréBen wurden 3 pL des pUC19/Mspl DNA-Langenstandards verwendet.

6.3.11 RT? Profiler-PCR-Array

Der RT? Profiler-PCR-Array umfasste die parallele Analyse von 84 Zielgenen des
Lipoproteinsignal- und des Cholesterinstoffwechsels. Zur Durchfihrung des Arrays
wurden jeweils 4 unverdiinnte Einzelproben zu einer Poolprobe gemischt. Verwendet
wurden cDNA-Proben des Leber-, Nieren- und Fettgewebes. 10puL des Reaktions-
ansatzes (s. Tab. 15) wurden pro Kavitat in vorbeschickte Mikrotiterplatten pipettiert. Das
Temperaturprogramm (s. Abb.28) fir den LightCycler480 (Roche) umfasste die
Aktivierung der Polymerase, 45 Amplifikationszyklen und eine Schmelzkurvenanalytik. Die
Daten der Genexpression wurden mit Hilfe der online-basierten Analysesoftware von
Qiagen ausgewertet (www.SABioscience.com/pcrarraydadaanalysis.php).

Die Auswertung zur Ermittlung der Expressionsunterschiede (Fold-Change; 2"(- AACr))
zwischen den Wt-M&usen und den Abcc6”-Mausen basiert auf der AACr-Methode [368].
Der Expressionsunterschied stellt die normalisierte Genexpressionsrate der Abcc6”-
Probe geteilt durch die normalisierte Genexpressionsrate der Wt-Probe dar.

Tabelle 16: Reaktionsansatz fiir den RT? Profiler PCR Array.

Reagenz Volumen (1x)
RT2 SYBR Green Mastermix 650 pL
Reaktiosnmix cDNA 102 uL
Wasser 548 uL
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| Programs
| Program Name Cycles Analysis Mode
b Hitzeaktivierung 1 2 |None x|
PCR Zyklus 45 : Quantification v
Schmelzkurve 1 :‘Melung Curves ¥
HitzeaI;lir\;};rr;rﬁngen;lr[r)emture Targets
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00:00 010:14 0:26:00 02353 0:3946 04939 05332 1:03:25 11818 1:28:35
Estimated Time (h:mm:ss)

Abbildung 28: Temperaturprofil des RT? Profiler PCR Arrays.

6.4 Biochemische Methoden

6.4.1 Bestimmung der Lpl-Konzentration mittels ELISA

Die Lpl-Konzentration im murinen Serum wurde mit Hilfe des kommerziellen Mouse LPL
ELISA Kits (Biozol Diagnostica GmbH) nach Herstellerprotokoll bestimmt. Die Seren
wurden vor der Analyse 1:20 in Sample Diluent verdinnt. Es wurden 100 uL Probe
eingesetzt und Doppelbestimmungen durchgefihrt. Die Farbentwicklung erfolgte 20 min
bei 37 °C unter Lichtausschluss. Die Reaktion wurde mit 50 uL Schwefelsdure gestoppt
und der Farbumschlag bei einer Wellenlange von 450nm spektralphotometrisch
detektiert.
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6.4.2 Konzentrationsbestimmung des oxLDL-Cholesterins mittels ELISA

Die Konzentration des oxLDL-Cholesterins im murinen Serum wurde mit Hilfe des
kommerziellen Mouse oxLDL ELISA Kits (Cloud-Clone Corp.) nach Herstellerprotokoll
bestimmt. Die Seren wurden vor der Analyse 1:100 in DPBS (1x) verdunnt. Es wurden
100 uL Probe eingesetzt und Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die Farbentwicklung
erfolgte 20min bei 37°C unter Lichtausschluss. Die Reaktion wurde mit 50 puL
Schwefelsaure gestoppt und der Farbumschlag bei einer Wellenlange von 450 nm
spektralphotometrisch detektiert.

6.4.3 Bestimmung Pcsk9-Konzentration mittels ELISA

Die Pcsk9-Konzentration im murinen Serum wurde mit Hilfe des kommerziellen Mouse
PCSK9 ELISA Kits (Bio-Techne Ltd.) nach Herstellerprotokoll bestimmt. Die Seren
wurden vor der Analyse 1:200 in Calibrator DiluentRD5-26 verdunnt. Es wurden 50 puL
Probe eingesetzt und Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die Farbentwicklung erfolgte
30min bei RT unter Lichtausschluss. Die Reaktion wurde mit 50 uL Schwefelsaure
gestoppt und der Farbumschlag bei einer Wellenldnge von 450nm und 540 nm
spektralphotometrisch detektiert.

6.4.4 Lcat-Aktivitatsmessung im Serum

Die Bestimmung der Lcat-Aktivitat im murinen Serum erfolgte mit Hilfe des kommerziellen
LCAT Activity Assay Kits (Sigma-Aldrich) nach Herstellerangaben. Das Experiment
basierte auf dem zweigipfligen Emissionsspektrum des zugesetzten Fluorophors
(Wellenlange von 390 nm und 470 nm), welches als Lcat-Substrat diente. Die relative
Intensitat des jeweiligen Signals ist abhangig von der Konzentration an hydrolysiertem
und intaktem Fluorophor. Bei Vorhandensein von intaktem Substrat ist das Signal bei
einer Wellenldnge von 470 nm intensiver. Nach der Hydrolyse des Lcat-Substrates
verschiebt sich die Signalintensitat zu einer Wellenldnge von 390 nm und die Intensitét
des Signals 470 nm nimmt ab. Die Seren wurden fir die Analyse unverdiinnt eingesetzt.
Das Fluoreszenzsignal wurde nach einer 6 stindigen Inkubation bei 37°C bei einer
Wellenlange von 390 nm und 470 nm (Signalverstarkung 100 %) spektralphotometrisch
detektiert.

6.4.5 Konzentrationsbestimmung des HDL- und LDL/VLDL-Cholesterins

Die Konzentration des HDL- und des LDL/VLDL-Cholesterins im murinen Serum wurde
mit Hilfe des kommerziellen HDL and LDL/VLDL Quantification Colorimetic/Fluorometic
Kits (BioVision Incorporated) nach Herstellerangaben bestimmt. Nach der Préazipitation
wurden 10puL der HDL- und 20 pL der LDL/VLDL-Suspension fir die photometrische
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Analyse eingesetzt. Das kolorimetrische Signal wurde nach einer 60 minltigen Inkubation
bei 37 °C bei einer Wellenlange von 570 nm spektralphotometrisch detektiert.

6.4.6 Herstellung von Homogenaten aus Lebergewebe

Zur Konzentrationsbestimmung des Enzyms Cyp27al im Lebergewebe wurden ca.
200 mg gefrorenes Lebergewebe in 800 uL kaltem DPBS (1x), abgefiillt in 2mL Lysing
Matrix D GeféaBe, gegeben und mit Hilfe des MagNALysers (Roche) fir 20 sec bei einer
Geschwindigkeit von 5500 rpm zerkleinert. Die Proben wurden danach fir 10 sec mit
Ultraschall behandelt. Das homogenisierte Gewebe wurde anschlieBend 30 min bei 4 °C
und 10000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in Aliquots bei -80 °C eingefroren und
dort bis zum Gebrauch gelagert.

6.4.7 BCA-Test zur Proteinkonzentrationsbestimmung

Es wurde eine Bestimmung der Proteinkonzentration in den Leberhomogenaten vor-
genommen, um die Cyp27a1-Konzentration auf den Gesamtproteingehalt des Gewebes
Zu normieren.

Zur Herstellung einer Standardgeraden wurde der 1000 pg/mL konzentrierte Protein-
standard (Sigma-Aldrich) mit Wasser verdinnt um einen Konzentrationsbereich von
200 bis 1000 pg/mL abzudecken. Die zu analysierenden Proben wurden 1:50 mit Wasser
verdunnt. Jeweils 25 puL Probe wurde pro Kavitat in einer transparenten 96-Kavitaten
Platte als Doppelbestimmung vorgelegt. Es wurde 1 Volumenteil Kupfer-1I-Sulfat mit
49 Volumenteilen Bicinchoninsdure-Lésung (Sigma) vermischt. AnschlieBend wurden
200 L des BCA-Reagenzes zu jeder Kavitat gegeben und die Platte 30 min bei 37 °C
inkubiert. Es bildete sich ein violetter Farbkomplex, der bei einer Wellenlange von 550 nm
spektralphotometrisch quantifiziert wurde.

6.4.8 Bestimmung der Cyp27a1-Konzentration mittels ELISA

Es erfolgte die Bestimmung der Cyp27ai1-Konzentration im Lebergewebe nach
Herstellerprotokoll des Mouse Cyp27a1 ELISA Kits (Abbexa Ltd.). Es wurden Doppel-
bestimmungen mit 2,5ug Gesamtproteineinsatz pro Kavitdt der ELISA-Platte durch-
gefuhrt. Die Proben wurden mit DPBS (1x) verdliinnt. Die Farbentwicklung erfolgte 15 min
bei 37 °C unter Lichtausschluss. Die Reaktion wurde mit 50 uL Schwefelsdure gestoppt
und der Farbumschlag bei einer Wellenlange von 450nm spektralphotometrisch
detektiert.
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6.4.9 SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese

Es wurden ca. 200 mg gefrorenes Lebergewebe in 600 uL kaltem Lysepuffer, abgeflillt in
2mL Lysing Matrix D GeféBe, gegeben und mit Hilfe des MagNALysers (Roche) flr
20 sec bei einer Geschwindigkeit von 5500 rpm zerkleinert. Das homogenisierte Gewebe
wurde dann 30 min bei 4°C und 10000 x g zentrifugiert. Es wurde eine Konzentrations-
bestimmung des Gesamtproteingehaltes mittels BCA-Test vorgenommen bei einer
Probenverdinnung von 1:40. Es wurden 40 ug Gesamtprotein jeder Probe mit Tris-Glycin
SDS Probenpuffer (2x) und reduzierendem Agens (10x) vermischt und 2 min bei 85°C
erhitzt, um die Proteine zu denaturieren. Die Trennung der Proteine erfolgte in einem 8-
16 %igen Tris-Glycin-Gradientengel. Die Elektrophorese wurde mit dem Tris-Glycin-Lauf-
puffersystem bei einer Spannung von 225V fiir 50 min durchgefiihrt. Nach der Separation
der Proteine wurde das Gel kurz im Tris-Glycin Transferpuffer (10% Methanol)
equilibriert.

6.4.10 Western-Blot-Analyse

Zur Durchfiihrung der Western-Blot-Analyse wurde die Polyvinylidendifluorid (PVDF)-
Membran fir 30 sec in Methanol aktiviert, anschlieBend mit Wasser gespult und in Tris-
Glycin-Transferpuffer bis zum weiteren Gebrauch gelagert. Die Proteine aus dem
Acrylamid-Gel wurden mittels Nassblot-Verfahren auf eine PVDF-Membran bei 25V fir
1,5h transferiert. Im Anschluss wurden die Proteine mit einer 3 %igen TCA-L6sung far
3 min auf der Membran fixiert. Die Membran wurde mit TBS-T-Puffer gewaschen und
anschlieBend freie Bindungsstellen mit einer 5 %igen Magermilchpulver-TBS-T-Lésung fur
1 h bei RT blockiert. Zur Detektion des Abcc6-Proteins wurde die Membran tUber Nacht bei
4°C in einer TBS-T-Lésung mit einem spezifischen priméren Antikdrper (1:2000) und
danach in einer TBS-T-Lésung mit einem sekundaren Peroxidase-gekoppelten-Antikérper
(1:10000) fur 1 h bei RT inkubiert. Die Membran wurde schlieBlich 3 min mit AceGlow-
Lésung inkubiert und die Chemilumineszenz am UV-Transilluminator Infinity 3000 (Peglab
Biotechnologie GmbH) sichtbar gemacht und aufgenommen.

6.5 Histologische Methoden

6.5.1 Anfertigung von Gefrierschnitten

Zur histologischen Untersuchung wurden die entnommenen Vibrissen mit kryogenem
Einbettmedium in einem Kryomolschélchen lberschichtet und in fliissigem Stickstoff ein-
gefroren. Das eingebettete Gewebe wurde auf den Metallprobenstempel mittels Einbett-
medium fixiert. Die Schnitte wurden bei einer Temperatur von -18°C am Kryostat bei
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einer Schnittdicke von 5um angefertigt und auf adhésiv-beschichtete Objekttrager
transferiert, bei RT getrocknet und bis zur Farbung bei -20 °C gelagert.

6.5.2 Alizarin-Rot-Farbung

Die Schnitte wurden fir 20 min bei RT aufgetaut und fir 2min in Alizarin-Rot-Lésung
inkubiert. Es folgten zwei Waschungen mit Aqua dest. fir jeweils 2 min. Die Préaparate
wurden zweimal in 99,5 %igem Isopropanol getaucht und zweimal fur 2 min in Roticlear
geklart und anschlieBend in Rotimount eingedeckt. Die lichtmikroskopische Analyse der
gefarbten Gefrierschnitte wurde mit den Mikroskop Nikon Eclipse TE2000-S (Nikon
Instruments, Diusseldorf) durchgefihrt.

6.6 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie (MS) ist eine Methode zur Ermittlung der Molekilmasse und der
Haufigkeit von geladenen Teilchen. Die Massenspektrometrie wird zur Identifizierung und
zur quantitativen Erfassung von ausgewahlten Analyten in komplexen Stoffgemischen
oder zur Strukturaufklarung genutzt. Ein Massenspekirometer besteht aus einer lonen-
quelle, einem Massenanalysator und einem Detektor. Nach lonisierung der Analyten
werden diese im Analysator nach ihrem Masse-zu-Ladung-Verhéltnis aufgetrennt und
detektiert.

Die massenspekitrometrischen Analysen der Apolipoproteine und der Sterine im Serum
von Wt- und Abcc6”-Mausen inklusive der Probenvorbereitung wurden im Institut fiir
Laboratoriumsmedizin, Klinische Chemie und Molekulare Diagnostik des Universitats-
klinikums Leipzig unter der Leitung von Frau Prof. Dr. rer. nat. Uta Ceglarek
durchgefthrt [370-372].

6.6.1 Bestimmung der Apolipoproteine im Serum mittels Mikro-LC-MS/MS
Methode

Die Probenaufarbeitung der Seren zur Apolipoprotein-Bestimmung beinhaltete die
Verdinnung der Proben mit internem Standard, einen Denaturierungs- und Reduktions-
schritt sowie eine Alkylierung, einen tryptischen Verdauungsschritt und das Entsalzen der
Peptide. Die Mikro-Flissigchromatographie (LC)-Anlage bestand aus einem
Ultimate 3000 RSLCnano System, einer Ultimate 3000 TCC-3000SD thermostatisierten
Standard-Saulenkammer und einem Ultimate 3000 RS Autosampler (Thermo Fisher). Die
LC-Anlage war gekoppelt mit einem Hybridanalysator, der einen Triple Quadrupol (QQQ)-
Analysator und eine Lineare lonenfalle (LIT) umfasste (QTRAP 5500 LC-MS/MS System,
AB Sciex Germany GmbH, Darmstadt). Dieses war mit einer TurboV-lonenquelle aus-
gestattet. Die chromatographische Trennung wurde mit Hilfe einer ZORBAX 300SB-C18
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Séule (0,1x150mm, 3,5um) bei 40°C durchgeflhrt. Der Autosampler injizierte ein
Probenvolumen von 1pL. Die mobile Phase setzte sich aus einer Phase A
(0,1 % Ameisenséaure (Sigma-Aldrich) in Wasser/Methanol (90:10; v/v)) und einer Phase B
(0,1 % Ameisenséaure in Wasser/Methanol (10:90; v/v)) zusammen. Um die Separation zu
verbessern, wird die prozentuale Zusammensetzung der mobilen Phase wahrend eines
jeden Durchlaufs variiert mittels linearer Erhéhung der Phase B von 20% zu 100 % in
3,5min. 100 % Phase B wurde bis Minute 6,5 gehalten und aquilibriert von Minute 6,6 bis
Minute 7,6 mit 20 % Phase B. Die Flussrate betrug 50 uL/min. Der QTRAP arbeitete im
positiven lonenmodus mit einer Spannung von 5500 V und einer Temperatur von 400 °C,
Gasquelle 1=20psi, Gasquelle 2=50psi[371]. Die Datenprozessierung wurde mit der
AB Sciex Software MultiQuant 2,0 durchgefiihrt und die ApoA-I-, ApoA-Il-, ApoA-IV-,
ApoB-, ApoC-I- und ApoE-Konzentrationen (umol/L) im Serum von 6 Monate und
12 Monate alten Wt- und Abcc6-defizienten Mausen erfasst.

6.6.2 Bestimmung der Konzentration von freien und veresterten Sterinen
mittels APPI-LC-MS/MS Methode

Zur Quantifizierung von freien und veresterten Steroine wurden 20 uL Serum mit 980 pL
interner Standardlésung verdinnt, fir 10 min bei 11 400 x g zentrifugiert und in ein Glas-
Vial transferiert. Die Proben wurden mit 2 mL ethanolischer Natriumhydroxid-Lésung (1 M)
gemischt und 1 h bei 68 °C hydrolysiert. AnschlieBend wurde 1 mL deionisiertes Wasser
zugegeben und die Proben mittels 3 mL Cyclohexan extrahiert. Die Probe wurde bei 65 °C
unter einem Stickstoffstrahl getrocknet und anschlieBend mit 200 uL Isopropanol re-
konstituiert.

Die chromatographische Anlage bestand aus einer thermostatisierten Sadulenkammer und
einem Series 200 Autosampler und einem bindrem Mikro-Pumpsystem (Perkin Elmer,
Rotgau-Jugesheim). Die LC-Anlage war gekoppelt mit einem MDS Sciex AP13000 Triple
Quadrupol-Massenspektrometer System (AB Sciex Germany GmbH), welches eine
Atmospharendruck-Photoionisationsquelle (atmospheric pressure photoionization, APPI)
enthielt. Die chromatographische Trennung wurde mit Hilfe einer Chromolith
SpeedRod RP-18endcapped 50-4.6 S&ule (Merck) bei 40°C durchgefuhrt. Der
Autosampler injizierte ein Probenvolumen von 25 pL. Die Saule wurde fir 1 min mit einer
Methanol-Wasser-Ldsung (75:25; v/v) bei einer Flussrate von 600 pL/min &quilibriert. Um
die Separation zu verbessern, wird die prozentuale Zusammensetzung der mobilen Phase
wahrend eines jeden Durchlaufs durch eine lineare Erhéhung der Isopropanol-
Konzentration auf 100 % variiert. Diese Bedingungen wurden bis Minute 3,5 aufrecht-
erhalten. Nach dem Durchlauf wurde die Saule fir 4,5 min mit einer Methanol-Wasser-
Lésung (75:25; v/v) &aquilibriert. Die Photospray-lonenquelle des MDS Sciex Api 3000
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QTRAP Systems arbeitete im positiven lonenmodus mit einer Brennspannung von 1700 V
und einer Wechselstromspannung von 45V bei einer Temperatur von 400 °C[370].
Ermittelt wurden die freie, die veresterte und die totale Konzentration von Brassicasterin,
Campesterin, Stigmasterin, Sitosterin, Lanosterin, Cholesterin und Desmosterin (mg/mL)
im Serum 6 Monate und 12 Monate alter Wt- und Abcc6-defizienter Mause.

6.7 Statistische Analysen

Mit Hilfe des Statistik-Programms Graph Pad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc.) wurden
die statistischen Analysen vorgenommen. Durch Anwendung des Shapiro-Wilk-Tests
wurde gepruft, ob die Daten normalverteilt sind. Fir Vergleiche von zwei Gruppen wurden
die statistischen Signifikanzen unter Verwendung des zweiseitigen, ungepaarten t-Tests
ermittelt. FUr Vergleiche von mehr als zwei Gruppen wurden die einfaktorielle Varianz-
analyse und die Bonferroni-Korrektur als Post-hoc-Test eingesetzt. Bei p<0,05 wurde

eine statistische Signifikanz angenommen.
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7 Abkiurzungsverzeichnis
°C Temperatur in Grad Celsius
1] Mikro
Abb. Abbildung
Abcch AQeqosintriphophat-Bindungskassetten-Transporter, Unterfamilie C,
Mitglied 6
Abcc6” Abcc6-Knockout
Apo Apolipoprotein
bp Basenpaar
ca. circa
cDNA Complementary DNA (komplementare DNA)
CM Chylomikronen
Cr Cycle Treshold (Schwellenwert-Zyklus)
DNA Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinséure)
dNTP 2’-Desoxyribonukleosidtriphosphat
DTT Dithiothreitol
EDTA Ethylendiamintetraacetat
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
etal und Andere
EtBr Ethidiumbromid (500 pg/mL)
g Erdbeschleunigung
h hour (Stunde)
HDL High-density lipoproteins
IDL Intermediate-density lipoproteins
LDL/VLDL Low-density lipoproteins/Very low-density lipoproteins
min Minute
mRNA Messenger Ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)
DPBS Dulbgccos hosphate buffered saline (Phosphatgepufferte
Salzlésung)
PCR Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
pH Negative dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
PXE Pseudoxanthoma elasticum
gPCR Quantitative real-time PCR
RNA Ribonucleic acid (Ribonukleinséure)
rpm Umdrehung pro Minute
RT Raumtemperatur
S. siehe
sec Sekunde
Tab. Tabelle
Wt Wildtyp
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Bettina Ibold

Tabelle 17: RT? Profiler-PCR-Array Datenset des Lebergewebes zur Analyse verschiedener
Gene der Cholesterinbiosynthese und des Lipoproteinstoffwechsels

Genname Abkiirzung Zzlgr;ge’ Kommentar? E:IITlt‘tﬁlwert gn:tf;‘g::,
,:A'il;gl-igéngungskassetten-Transporter, Unterfamilie A, Abca 0.85 N 24,79 25,51
,:A'il;gl-igéngungskassetten-Transporter, Unterfamilie A, Abca? 076 N 28,12 29.00
fAiTtgl-ilzén?ungskassetten-Transporter, Unterfamilie G, AbcgT 0.84 A 29.74 30,49
Acetyl-Coenzym A-Acyltransferase 2 Acaa? 0,96 * 20,10 20,65
Aldo-Keto-Reduktase Familie 1, Mitglied D1 Akridi1 0,85 * 23,45 24,17
Angiopoietin-dhnliches Protein 3 Angptl3 1,39 * 26,86 26,88
Ankyrin-Wiederholungsprotein 2, Familie A Ankra2 28,77 A 30,99 26,63
Apolipoprotein A-I Apoal 1,12 * 13,24 13,57
Apolipoprotein A-lI Apoa2 0,95 * 13,92 14,49
Apolipoprotein A-1V Apoa4d 1,02 * 20,53 21,00
Apolipoprotein B Apob 0,91 * 18,93 19,55
Apolipoprotein C-llI Apoc3 0,91 * 14,89 15,52
Apolipoprotein D Apod 0,04 A 29,92 35,00
Apolipoprotein E Apoe 1,14 * 15,90 16,20
Apolipoprotein F Apof 1,15 * 19,36 19,66
Apolipoprotein L 8 Apol8 2,21 B 35,00 34,35
Cadherin 13 Cdh13 0,52 A 29,01 30,45
Carboxylesterlipase Cel 0,09 B 31,03 35,00
Chymotrypsin-ahnliche Elastasefamilie, Mitglied 3B Cela3b 0,13 B 31,62 35,00
Zelluldres Nukliensdure-Bindeprotein Cnbp 0,87 * 20,44 21,14
Collectin Unterfamilie Mitglied 12 Colec12 0,93 * 24,55 25,15
C-reaktives Protein Crp 0,80 * 20,97 21,78
Chemokin (C-X-C Motiv) -Ligand 16 Cxcl16 1,33 * 26,47 26,55
Cytochrom-b5-Reduktase 3 Cyb5r3 0,90 * 22,25 22,89
Cholesterin-Seitenketten-Spaltungsenzym, mitochondrial | Cypiiat 0,74 B 33,95 34,87
24-Hydroxycholesterin-7a-Hydroxylase Cyp39at 1,31 * 26,19 26,29
Cholesterin-24-Hydroxylase Cyp46ai 0,94 B 31,55 32,13
Lanosterin-14a-Demethylase Cyp51 1,00 * 21,62 22,11
Cholesterin-7a-Monooxygenase Cyp7ail 1,11 * 23,62 23,95
25-Hydroxycholesterin-7a-Hydroxylase Cyp7b1 0,64 * 22,53 23,66
24-Dehydrocholesterin-Reduktase Dhcr24 1,05 * 23,15 23,57
7-Dehydrocholesterin-Reduktase Dhcr7 1,27 * 26,45 26,60
Ern%r;ypljgg:ﬁmm Ca2+ Antagonist (emopamil) Ebp 113 * 20,78 21,09
Squalensynthase Fdft1 0,96 * 21,44 22,00
Farnesylpyrophosphatsynthase Fdps 0,87 * 19,09 19,78
High-density lipoprotein (HDL)-Bindeprotein Hdlbp 0,95 * 23,09 23,65
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzyme A-Reduktase Hmgcr 0,72 * 22,64 23,61
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzyme A-Synthase 1 Hmgcs1 1,29 * 21,91 22,04
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzyme A-Synthase 2 Hmgcs2 0,79 * 17,66 18,5
Isopentenyldiphosphat-6-Isomerase Idi1 1,11 * 21,37 21,70
Isopentenyl-diphosphate-5-Isomerase 2 Idi2 0,56 B 33,30 34,64
Interleukin 4 114 1,66 B 32,97 32,73
Insulin-induziertes Gen 1 Insig1 1,07 * 23,10 23,49
Insulin-induziertes Gen 2 Insig2 0,89 * 22,41 23,08
Phosphatidylcholin-Sterol-Acyltransferase Lcat 0,99 * 20,46 20,97
Low-density lipoprotein Rezeptor LdIr 0,67 * 24,78 25,86
Low-density lipoprotein Receptor Adaptorprotein 1 Ldlrap1 0,84 * 27,32 28,06
Leptin Lep 1,41 C 35,00 35,00
Lipase, hormonsensitive Lipe 0,76 A 29,52 30,42
Low-density lipoprotein Rezeptor-bezogenes Protein 10 | Lrp10 2,02 * 28,26 27,74
Low-density lipoprotein Rezeptor-bezogenes Protein 12 | Lrp12 1,15 A 29,73 30,03
Low-density lipoprotein Rezeptor-bezogenes Protein 1B | Lrp1b 1,41 C 35,00 35,00
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Low-density lipoprotein Rezeptor-bezogenes Protein 6 Lrp6 1,05 * 24,10 24,53
Low-density lipoprotein Rezeptor-bezogenes Protein; N
assoziiertes Protein 1 Lrpapf 0.84 23,08 23,82
I\S/I;;r;tqran-gebundene Transkriptionfaktor-Peptidase, Mbtps1 1,01 * 24.99 2547
Mevalonat-diphospho-Decarboxylase Mvd 0,80 * 26,21 27,02
Mevalonatkinase Mvk 1,35 * 25,95 26,01
NPC1-ahnliches Protein 1 Npcili 2,45 B 35,00 34,2
Nukleérer Rezeptor Unterfamilie 0, Gruppe B, Mitglied 2 | NrOb2 1,06 * 24,37 24,78
Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor Nric2 0,60 * 28,47 29,69
Gallensaure-Rezeptor (FXRa) Nr1h4 0,86 * 20,91 21,61
Erﬁ(;lt)éa)-abhanglge Steroid-Dehydrogenase-ahnliches Nsdhl 1,02 N 23,72 24.19
Oxidierte low-density lipoprotein Rezeptor 1 Olr1 0,80 B 34,19 35,00
Oxysterin-Bindeprotein-ahnliches 1A Osbplia 1,00 * 22,08 22,57
Oxysterin-Bindeprotein-&hnliches 5 Osbpl5 0,90 B 30,16 30,80
Proproteinkonvertase Subtilisin/Kexin Typ 9 Pcsk9 1,29 * 27,48 27,60
Phosphomevalonatkinase Pmvk 1,01 * 22,75 23,23
Proteinkinase, AMP-aktiviert, a1 katalytische .
Untereinheit Prkaai 1,21 26,58 26,80
Proteinkinase, AMP-aktiviert, a2 katalytische .
Untereinheit Prkaa2 0,87 24,81 25,51
Protem_klna_se, AMP-aktiviert, y2 nicht-katalytische Prkag2 0.92 N 24.49 2509
Untereinheit
SREBF-Chaperon Scap 1,30 * 22,11 22,22
Scavenger-Rezeptor Klasse F, Mitglied 1 Scarfi 1,20 * 29,45 29,68
Sortierungsnexin 17 Snx17 1,11 * 27,36 27,69
Sterol-O-Acyltransferase 1 Soat1 1,09 * 28,83 29,20
Sterol-O-Acyltransferase 2 Soat2 0,96 * 25,11 25,67
Sortilin-bezogener Rezeptor 1 Sorl1 0,48 B 30,09 31,65
Sterolregulationselement 1 Srebf1 1,02 * 22,18 22,65
Sterolregulationselement 2 Srebf2 1,22 * 26,00 26,20
Stabilin 1 Stab1 1,16 * 24,60 24,88
Stabilin 2 Stab2 1,03 * 26,81 27,27
START-Doméne enthaltendes Protein 3 Stard3 1,19 * 28,15 28,39
Transmembran 7 Superfamilie Mitglied 2 Tm7sf2 0,98 * 23,52 24,04
Transcriptions-Regulationsfaktor 1 Trerfl 0,91 B 31,94 32,58
Very-low-density lipoprotein Rezeptor Vidir 0,59 * 25,85 27,11
Aktin, beta Actb 1,05 * 21,46 21,88
Beta-2-Mikroglobulin B2m 0,82 * 15,84 16,62
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase Gapdh 0,99 * 21,43 21,93
Glucuronidase, beta Gusb 0,96 * 24,78 25,33
Hitzeschockpotein 90a, Klasse B Mitglied 1 Hsp90ab1 0,90 * 19,63 20,27
1: Der Expressionsunterschied (Fold-Change) (2*(- AACr)) ist die normalisierte Genexpressionsrate (27(- ACr)) der

Abcc6”-Probe geteilt durch die normalisierte Genexpressionsrate (2*(- ACr)) der Wt-Probe.

2: *: Der gemittelte Cr-Wert liegt in beiden Proben (Wt oder Abce6”) unter 30.

A: Der gemittelte Gr-Wert ist hoch (> 30) in einer der Proben (Wt oder Abcc6”) und verhaltnismaBig gering in der

anderen Probe (< 30).

B: Der gemittelte Cr-Wert ist hoch (> 30) in beiden Proben (Wt oder Abcc6”) und das relative Expressionslevel ist

in beiden Proben gering.

C: Der gemittelte Ct-Wert ist entweder nicht bestimmbar oder héher als der Cut-OffWert (Cr-Wert 35) in beiden

Proben (Wt oder Abcc6”) und eine Expression somit nicht detektierbar war.

12.1.2 Nierengewebe

Tabelle 18: RT? Profiler-PCR-Array Datenset des Nierengewebes zur Analyse verschiedener
Gene der Cholesterinbiosynthese und des Lipoproteinstoffwechsels

. Fold > | Mittelwert Mittelwert
Genname Abkiirzung Change’ Kommentar Cr Wt C: Abcc6™
fAiTtgl-ilzéngungskassetten-Transporter, Unterfamilie A, Abcal 0,70 c 35,00 35,00
ATP-Bindungskassetten-Transporter, Unterfamilie A, Abca2 0,81 * 25,19 24,98
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Mitglied 2

,:A'il;gl-il:&n?ungskassetten-Transporter, Unterfamilie G, AbcgT 0,76 N 26.47 26,35
Acetyl-Coenzym A-Acyltransferase 2 Acaa2 0,87 * 20,89 20,58
Aldo-Keto-Reduktase Familie 1, Mitglied D1 Akrid1 1,00 * 23,72 23,21
Angiopoietin-hnliches Protein 3 Angptl3 1,13 * 25,18 24,49
Ankyrin-Wiederholungsprotein 2, Familie A Ankra2 0,76 * 24,19 24,07
Apolipoprotein A-I Apoal 2,23 * 24,12 22,45
Apolipoprotein A-Il Apoa2 1,53 * 23,29 22,17
Apolipoprotein A-1V Apoa4d 0,88 * 26,29 25,96
Apolipoprotein B Apob 0,84 * 20,59 20,33
Apolipoprotein C-IlI Apoc3 0,85 * 22,81 22,54
Apolipoprotein D Apod 0,35 * 27,06 28,04
Apolipoprotein E Apoe 1,05 * 20,59 20,01
Apolipoprotein F Apof 2,81 A 30,27 28,27
Apolipoprotein L 8 Apol8 1,71 B 32,38 31,09
Cadherin 13 Cdh13 0,63 * 26,24 26,40
Carboxylesterlipase Cel 0,16 B 32,90 35,00
Chymotrypsin-ahnliche Elastasefamilie, Mitglied 3B Cela3b 0,39 B 33,53 34,38
Zelluldres Nukliensdure-Bindeprotein Cnbp 0,90 * 20,05 19,69
Collectin Unterfamilie Mitglied 12 Colec12 1,39 * 25,35 24,36
C-reaktives Protein Crp 2,35 A 30,23 28,49
Chemokin (C-X-C Motiv) -Ligand 16 Cxcl16 1,19 * 22,98 22,22
Cytochrom-b5-Reduktase 3 Cyb5r3 0,74 * 21,81 21,74
Cholesterin-Seitenketten-Spaltungsenzym, mitochondrial | Cyp1ial 0,02 B 30,15 35,00
24-Hydroxycholesterin-7a-Hydroxylase Cyp39at 0,92 * 26,04 25,65
Cholesterin-24-Hydroxylase Cyp46ai 0,87 * 28,48 28,17
Lanosterin-14a-Demethylase Cyp51 0,94 * 20,61 20,19
Cholesterin-7a-Monooxygenase Cyp7al 9,95 A 33,59 29,77
25-Hydroxycholesterin-7a-Hydroxylase Cyp7b1 0,87 * 24,36 24,05
24-Dehydrocholesterin-Reduktase Dhcr24 1,05 * 22,16 21,57
7-Dehydrocholesterin-Reduktase Dhcr7 0,94 * 26,06 25,65
Phenylalkylamin Ca2+ Antagonist (emopamil)- N

Bindeprotein Ebp 0,70 21,56 21,57
Squalensynthase Fdft1 0,91 * 23,01 22,63
Farnesylpyrophosphatsynthase Fdps 1,03 * 23,34 22,78
High-density lipoprotein (HDL)-Bindeprotein Hdlbp 0,75 * 21,71 21,62
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzyme A-Reduktase Hmgcr 0,50 * 22,74 23,22
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzyme A-Synthase 1 Hmgcs1 0,74 * 19,94 19,86
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzyme A-Synthase 2 Hmgcs2 1,96 * 23,15 21,67
Isopentenyldiphosphat-6-Isomerase Idi1 0,91 * 22,00 21,62
Isopentenyl-diphosphate-5-Isomerase 2 Idi2 0,71 B 30,56 30,54
Interleukin 4 114 0,48 B 30,61 31,17
Insulin-induziertes Gen 1 Insig1 1,01 * 24,54 24,01
Insulin-induziertes Gen 2 Insig2 0,92 * 23,59 23,20
Phosphatidylcholin-Sterol-Acyltransferase Lcat 1,52 * 28,20 27,09
Low-density lipoprotein Rezeptor LdIr 0,95 * 25,52 25,08
Low-density lipoprotein Receptor Adaptorprotein 1 Ldlrap1 1,05 * 25,61 25,02
Leptin Lep 0,11 A 29,61 32,31
Lipase, hormonsensitive Lipe 0,73 * 25,70 25,64
Low-density lipoprotein Rezeptor-bezogenes Protein 10 | Lrp10 0,70 * 23,11 23,11
Low-density lipoprotein Rezeptor-bezogenes Protein 12 | Lrp12 1,01 * 26,08 25,56
Low-density lipoprotein Rezeptor-bezogenes Protein 1B | Lrp1b 0,66 B 33,86 33,95
Low-density lipoprotein Rezeptor-bezogenes Protein 6 Lrp6 0,88 * 21,15 20,83
Low-density lipoprotein Rezeptor-bezogenes Protein; N

assoziierteg PFr)otZin 1 i ? Lrpapf 0.70 18,72 18,72
hsﬂggzran-gebundene Transkriptionfaktor-Peptidase, Mbtps 0,75 N 23,09 23,00
Mevalonat-diphospho-Decarboxylase Mvd 0,72 * 24,52 24,49
Mevalonatkinase Mvk 0,88 * 25,59 25,26
NPC1-ahnliches Protein 1 Npc1l1 0,95 B 31,99 31,56
Nukledrer Rezeptor Unterfamilie 0, Gruppe B, Mitglied 2 | NrOb2 0,85 * 27,27 26,99
Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor 8 Nric2 0,47 * 24,12 24,71
Gallensaure-Rezeptor Nr1h4 0,60 * 20,59 20,82
Eﬁ)ltjéa)-abhanglge Steroid-Dehydrogenase-ahnliches Nsdhl 0.70 * 22,63 22,65
Oxidierte low-density lipoprotein Rezeptor 1 Olr1 1,30 B 31,62 30,73
Oxysterin-Bindeprotein-ahnliches 1A Osbplia 0,95 * 22,25 21,82
Oxysterin-Bindeprotein-ahnliches 5 Osbpl5 0,94 * 24,54 24,12
Proproteinkonvertase Subtilisin/Kexin Typ 9 Pcsk9 0,62 * 27,57 27,75
Phosphomevalonatkinase Pmvk 0,71 * 24,23 24,21
Proteinkinase, AMP-aktiviert, al katalytische Prkaai 0,96 * 24,59 24,14
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Untereinheit

Eﬁ;erglr(]w;?e, AMP-aktiviert, a2 katalytische Prkaa? 0,90 . 21.48 21,12
Eﬁgarglr?r?;?e, AMP-aktiviert, y2 nicht-katalytische Prkag2 0,92 N 22,85 22.46
SREBF-Chaperon Scap 0,67 * 21,64 21,72
Scavenger-Rezeptor Klasse F, Mitglied 1 Scarf1 1,05 * 26,90 26,32
Sortierungsnexin 17 Snx17 0,66 * 23,12 23,21
Sterol-O-Acyltransferase 1 Soat1 0,77 * 24,54 24,40
Sterol-O-Acyltransferase 2 Soat2 1,27 B 31,02 30,17
Sortilin-bezogener Rezeptor 1 Sorl1 0,84 * 23,33 23,07
Sterolregulationselement 1 Srebf1 0,73 * 23,61 23,56
Sterolregulationselement 2 Srebf2 0,02 * 23,28 28,8
Stabilin 1 Stab1 0,61 * 24,91 25,11
Stabilin 2 Stab2 1,37 * 28,29 27,33
START-Doméne enthaltendes Protein 3 Stard3 0,75 * 25,55 25,46
Transmembran 7 Superfamilie Mitglied 2 Tm7sf2 0,99 * 25,30 24,81
Transcriptions-Regulationsfaktor 1 Trerf1 0,93 * 26,24 25,83
Very-low-density lipoprotein Rezeptor VidIr 0,79 * 21,74 21,57
Aktin, beta Actb 0,98 * 18,77 18,29
Beta-2-Mikroglobulin B2m 0,50 * 17,38 17,86
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase Gapdh 1,13 * 18,27 17,58
Glucuronidase, beta Gusb 0,90 * 23,23 22,87
Hitzeschockpotein 90a, Klasse B Mitglied 1 Hsp90ab1 0,79 * 18,59 18,41
1: Der Expressionsunterschied (Fold-Change) (2*(- AACy)) ist die normalisierte Genexpressionsrate (27(- ACr)) der

Abcc6”-Probe geteilt durch die normalisierte Genexpressionsrate (2*(- ACr)) der Wt-Probe.

2: *: Der gemittelte Cr-Wert liegt in beiden Proben (Wt oder Abce6”) unter 30.
A: Der gemittelte Gr-Wert ist hoch (> 30) in einer der Proben (Wt oder Abcc6”) und verhaltnismaBig gering in der
anderen Probe (< 30).
B: Der gemittelte Cr-Wert ist hoch (> 30) in beiden Proben (Wt oder Abcc6™) und das relative Expressionslevel ist
in beiden Proben gering.
C: Der gemittelte Ct-Wert ist entweder nicht bestimmbar oder héher als der Cut-OffWert (Cr-Wert 35) in beiden
Proben (Wt oder Abcc6”) und eine Expression somit nicht detektierbar war.

12.1.3 WeiBes Fettgewebe

Tabelle 19: RT? Profiler-PCR-Array Datenset des weiBen Fettgewebes zur Analyse
verschiedener Gene der Cholesterinbiosynthese und des Lipoproteinstoffwechsels

Genname Abkiirzung I;zlad,; ge’ Kommentar? g‘t\tﬁ:wen gn:t}:;\évgert/
ATP-_Bindungskassetten-Transporter, Unterfamilie A, Abcal 1,03 C 35,00 35,00
Mitglied 3

A'_I'P-_Bindungskassetten-Transporter, Unterfamilie A, Abca2 0,77 " 2423 24,66
Mitglied 2

,:A'il;gl-izgn?ungskassetten-Transporter, Unterfamilie G, Abcgf 122 " 2534 2511
Acetyl-Coenzym A-Acyltransferase 2 Acaa2 0,86 * 21,50 21,76
Aldo-Keto-Reduktase Familie 1, Mitglied D1 Akrid1 0,14 B 30,64 33,56
Angiopoietin-hnliches Protein 3 Angptl3 1,34 * 25,34 24,97
Ankyrin-Wiederholung, Familie A Protein 2 Ankra2 0,02 * 23,93 29,65
Apolipoprotein A-I Apoal 6,60 * 28,66 25,98
Apolipoprotein A-Il Apoa2 0,17 * 23,74 26,37
Apolipoprotein A-IV Apoa4 0,02 A 25,85 31,28
Apolipoprotein B Apob 0,22 * 27,14 29,40
Apolipoprotein C-llI Apoc3 0,33 * 23,77 25,41
Apolipoprotein D Apod 1,02 * 22,91 22,92
Apolipoprotein E Apoe 1,30 * 17,65 17,32
Apolipoprotein F Apof 0,07 A 27,58 31,43
Apolipoprotein L 8 Apol8 1,74 B 31,69 30,93
Cadherin 13 Cdh13 1,28 * 24,59 24,28
Carboxylesterlipase Cel 10,35 B 35,00 31,68
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Chymotrypsin-dhnliche Elastasefamilie, Mitglied 3B Cela3b 0,39 B 30,72 32,11
Zelluldres Nukliensaure-Bindeprotein Cnbp 0,87 * 19,38 19,64
Collectin Unterfamilie Mitglied 12 Colec12 0,92 * 23,05 23,21
C-reaktives Protein Crp 0,30 A 29,58 31,38
Chemokin (C-X-C Motiv) -Ligand 16 Cxcl16 1,15 * 24,00 23,85
Cytochrom-b5-Reduktase 3 Cyb5r3 1,15 * 21,60 21,45
Cholesterin-Seitenketten-Spaltungsenzym, mitochondrial | Cyp1ial 0,01 A 25,12 31,77
24-Hydroxycholesterin-7a-Hydroxylase Cyp39at 0,67 * 26,14 26,76
Cholesterin-24-Hydroxylase Cyp46al 0,43 A 28,79 30,07
Lanosterin-14a-Demethylase Cyp51 0,73 * 22,13 22,62
Cholesterin-7a-Monooxygenase Cyp7ai 0,06 B 30,89 35,00
25-Hydroxycholesterin-7a-Hydroxylase Cyp7b1 0,60 * 26,65 27,43
24-Dehydrocholesterin-Reduktase Dhcr24 0,67 * 25,33 25,95
7-Dehydrocholesterin-Reduktase Dhcr7 0,57 * 25,36 26,22
g_henylalky!amin Ca2+ Antagonist (emopamil)- Ebp 0,99 " 22,61 22,68
indeprotein

Squalensynthase Fdft1 0,98 * 21,62 21,7
Farnesylpyrophosphatsynthase Fdps 0,53 * 21,09 22,06
High-density lipoprotein (HDL)-Bindeprotein Hdlbp 0,98 * 21,81 21,89
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzyme A-Reduktase Hmgcr 0,41 * 23,77 25,12
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzyme A-Synthase 1 Hmgcs1 1,18 * 21,37 21,18
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzyme A-Synthase 2 Hmgcs2 0,34 * 21,52 23,12
Isopentenyldiphosphat-6-Isomerase Idi1 0,69 * 22,18 22,76
Isopentenyl-diphosphate-6-Isomerase 2 Idi2 0,82 B 30,47 30,81
Interleukin 4 114 0,91 * 28,94 29,13
Insulin-induziertes Gen 1 Insig1 1,98 * 22,75 21,81
Insulin-induziertes Gen 2 Insig2 1,69 * 23,50 22,79
Phosphatidylcholin-Sterol-Acyltransferase Lcat 0,81 * 27,49 27,83
Low-density lipoprotein Rezeptor Ldlr 0,53 * 24,61 25,57
Low-density lipoprotein Receptor Adaptorprotein 1 Ldlrap1 1,21 * 25,99 25,77
Leptin Lep 1,19 * 21,84 21,63
Lipase, hormonsensitive Lipe 1,11 * 20,65 20,54
Low-density lipoprotein Rezeptor-bezogenes Protein 10 | Lrp10 0,80 * 24,13 24,50
Low-density lipoprotein Rezeptor-bezogenes Protein 12 | Lrp12 0,98 * 26,10 26,18
Low-density lipoprotein Rezeptor-bezogenes Protein 1B | Lrp1b 1,03 C 35,00 35,00
Low-density lipoprotein Rezeptor-bezogenes Protein 6 Lrp6 1,16 * 21,76 21,60
Low-density lipoprotein Rezeptor-bezogenes Protein;

assoziierte;/ PFr)ot%in 1 i ) Lrpapt 117 i 20,69 20,51
hsﬂggzran-gebundene Transkriptionfaktor-Peptidase, Mbtps1 0,72 " 22,86 2338
Mevalonat-diphospho-Decarboxylase Mvd 1,19 * 26,20 25,99
Mevalonatkinase Mvk 1,12 * 24,63 24,52
NPC1-ahnliches Protein 1 Npcili 0,45 B 30,28 31,47
Nukleérer Rezeptor Unterfamilie 0, Gruppe B, Mitglied 2 | NrOb2 0,03 A 28,92 34,19
Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor 8 Nric2 1,67 * 25,52 24,83
Gallensaure-Rezeptor Nr1h4 0,40 * 25,95 27,31
Eﬁ)ltjéa)-abhanglge Steroid-Dehydrogenase-ahnliches Nsdhl 1,23 % 2281 22,55
Oxidierte low-density lipoprotein Rezeptor 1 QOlr1 1,85 B 31,17 30,33
Oxysterin-Bindeprotein-dhnliches 1A Osbplia 1,17 * 22,68 22,50
Oxysterin-Bindeprotein-dhnliches 5 Osbpl5 1,11 * 25,20 25,09
Proproteinkonvertase Subtilisin/Kexin Typ 9 Pcsk9 0,60 * 28,83 29,63
Phosphomevalonatkinase Pmvk 1,34 * 22,66 22,28
Eﬁtteergﬁlr?;fe’ AMP-aktiviert, a1 katalytische Prkaa 1,27 " 2372 23,43
Eﬁ;erglr(]w;?e, AMP-aktiviert, a2 katalytische Prkaa? 101 " 2504 25,07
ELotLerglr?rr:;?e, AMP-aktiviert, y2 nicht-katalytische Prkag2 0,99 " 22,59 2265
SREBF-Chaperon Scap 0,62 * 22,07 22,79
Scavenger-Rezeptor Klasse F, Mitglied 1 Scarf1 1,34 * 27,03 26,65
Sortierungsnexin 17 Snx17 1,02 * 23,57 23,58
Sterol-O-Acyltransferase 1 Soat1 0,21 * 23,00 25,29
Sterol-O-Acyltransferase 2 Soat2 0,40 A 29,40 30,78
Sortilin-bezogener Rezeptor 1 Sorl1 1,87 * 24,93 24,08
Sterolregulationselement 1 Srebf1 1,46 * 21,37 20,87
Sterolregulationselement 2 Srebf2 0,64 * 23,51 24,20
Stabilin 1 Stab1 0,92 * 23,20 23,36
Stabilin 2 Stab2 0,63 A 29,33 30,05
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START-Domaéne enthaltendes Protein 3 Stard3 0,63 * 25,82 26,53
Transmembran 7 Superfamilie Mitglied 2 Tm7sf2 1,15 * 25,23 25,07
Transcriptions-Regulationsfaktor 1 Trerf1 0,60 * 25,11 25,89
Very-low-density lipoprotein Rezeptor Vidir 1,15 * 21,98 21,82
Aktin, beta Actb 0,94 * 18,05 18,18
Beta-2-Mikroglobulin B2m 1,37 * 15,56 15,15
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase Gapdh 1,07 * 19,61 19,57
Glucuronidase, beta Gusb 1,00 * 22,89 22,94
Hitzeschockpotein 90a, Klasse B Mitglied 1 Hsp90ab1 0,89 * 18,82 19,03
1: Der Expressionsunterschied (Fold-Change) (2*(- AACy)) ist die normalisierte Genexpressionsrate (27(- ACr)) der

Abcc67-Probe geteilt durch die normalisierte Genexpressionsrate (2°(- ACr)) der Wt-Probe.

2: *: Der gemittelte Cr-Wert liegt in beiden Proben (Wt oder Abcc6™) unter 30.

A: Der gemittelte Gr-Wert ist hoch (> 30) in einer der Proben (Wt oder Abcc67) und verhaltnisméaBig gering in der
anderen Probe (< 30).

B: Der gemittelte Cr-Wert ist hoch (> 30) in beiden Proben (Wt oder Abcc6”) und das relative Expressionslevel ist
in beiden Proben gering.

C: Der gemittelte Cr-Wert ist entweder nicht bestimmbar oder hoher als der Cut-OffWert (Cr-Wert 35) in beiden
Proben (Wt oder Abcc6”) und eine Expression somit nicht detektierbar war.
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