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1 Einleitung

1.1 Kupfer

Kupfer ist ein essentieller Nahrungsbestandteil und nach Eisen und Zink das
dritthdufigste Spurenelement im menschlichen Kérper.[1] Der adulte menschliche
Organismus enthdlt 80-100mg Kupfer, im Vergleich dazu jedoch ca. 4g Eisen.[2], [3]
Kupfer (Cu) ist ein wichtiger Cofaktor vieler Enzyme und Transkriptionsfaktoren. Es
spielt eine wichtige Rolle in der Immunabwehr, im Bindegewebsaufbau, bei der
Blutbildung, in den Blutgefifien und im Nervensystem. Oxidoreduktasen sind
Enzyme, in welchen Kupfer allein, oder zusammen mit anderen Metallen, wie z.B.
Zink, Bestandteil des katalytischen Zentrums ist. Diese spielen eine wichtige Rolle in
der Zellatmung (Cytochrom-Oxidase), Detoxifikation freier Radikale (Cu/Zn-
Superoxiddismutase), der Melaninsynthese (Tyrosinase), zellularen Eisenaufnahme
(Ceruloplasmin/ Ferroxidase) und der Bildung von Bindegewebe (Lysin-Oxidase). All
diese Funktionen basieren auf der wichtigen Eigenschaft von Kupfer in zwei
Redoxzustidnden vorzukommen: als Cul* und als Cu?+*.[1], [4] Wie andere Metallionen,
welche verschiedene Oxidationszustinde besitzen, kann auch Kupfer an
Transkriptionsfaktoren (z.B. metal-regulatory transcription factor 1, MTF-1) binden,
und beeinflusst so die Expression verschiedener Gene.[5], [6] Die Kupferbalance muss
in sehr engen Grenzen reguliert werden, denn schon in geringem Uberschuss wirkt
Kupfer zytotoxisch. Dennoch muss eine ausreichende Kupferversorgung fiir die
Aufrechterhaltung der enzymatischen Funktionen gewahrleistet sein. Kupfer wird in
geringen Mengen im Magen, aber vor allem im Duodenum und oberen Jejunum aus
der Nahrung resorbiert. Pro Tag werden etwa 1 - 2mg Kupfer aufgenommen, welches
in vergleichbarer Menge tiber die bilidare Ausscheidung wieder abgegeben wird.[1] Die
Kupferaufnahme erfolgt zum Teil durch Diffusion, aber auch durch aktiven Transport
(durch das Transportprotein copper transporter 1, CTR1) in die Enterozyten. Von dort
aus erfolgt die Distribution des Kupfers im Blutkreislauf iiber verschiedene carrier,
wie z. B. Albumin, Transcuprein und zum Teil auch Aminosduren.[7] Die Leberzelle
spielt eine zentrale Rolle in der Regulation der Kupferbalance. CTR1 vermittelt auch
in Hepatozyten den Kupfertransport aus dem Blut in die Zelle. Dort bindet Kupfer an

spezifische Chaperone, welche die Zelle vor der schadlichen Redoxwirkung freien
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Kupfers schiitzen. Die Chaperone transportieren Kupfer in die verschiedenen
Zellkompartimente, wo es in Enzyme eingebaut wird. Das Chaperon Cox17
(cytochrome c¢ oxidase assembly homolog) leitet Kupfer in die Mitochondrien
(Cytochrom-C-Oxidase), CCS (copper chaperone for superoxid dismutase) vermittelt
den Cu-Einbau in die Cu/Zn-Superoxiddismutase (SOD) und das Chaperon Atox1
(anti-oxidant protein 1) transportiert Cu zur Kupfertransport-ATPase ATP7B. ATP7B
wiederum spielt eine entscheidende Rolle in der Einhaltung der Kupferbalance. Es ist
im Golgi-Apparat (trans-Golgi-Netzwerk - TGN) lokalisiert und vermittelt dort die
Bindung von Kupfer an Apo-Ceruloplasmin. Das Kupfer enthaltende Holo-
Ceruloplasmin wird tiber Vesikel in das Blutplasma sezerniert. Eine weitere wichtige
Funktion des Proteins liegt darin, iberschiissiges Kupfer der biliaren Ausscheidung
zuzufiihren. Dazu findet ein sog. intrazellulares Protein-trafficking statt, wahrend
dessen ATP7B in Kupfer-beladenen sekretorischen Vesikeln vom TGN zu den
Gallenkapillaren migriert. ATP7B ist gebunden an COMMD1 (copper metabolism
(Murrl) containing domainl), welches an der Regulation von Funktion und

Degradation des Proteins beteiligt ist (Abbildung 1).[8]

Mitochondrion

Copper excretion
into the
biliary canaliculi

COMMD1

ATP7B :
leu
COMMD1
ATP7B /f
m Cu,Zn S
Nucleus

Ceru\oplasmm

Ceruloplasmin
into the blood

@

Metallothionein

Abbildung 1 Kupfer-Homdostase in Hepatozyten. Die Aufnahme von Kupfer erfolgt iiber das
Transportprotein CTR1. In der Zelle wird Kupfer durch Chaperone (COX17, ATOX1, CCS) an die
Bestimmungskompartimente verteilt. ATP7B ist im trans-Golgi-Netzwerk (TGN) lokalisiert und
transportiert Kupfer in das TGN-Lumen, dort wird es in Ceruloplasmin eingebaut, welches ins
Blutplasma abgegeben wird. Bei hohen Kupferkonzentrationen kommt es zu einem ATP7B-trafficking
in zytoplasmatischen Vesikeln zu den Gallenkapillaren, welches von COMMD1 vermittelt wird. Auf
diese Weise wird Kupfer in die Galle abgegeben und aus dem Kérper ausgeschieden.[9]
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1.2 Rolle des ATP7B-Proteins im Kupfertransport

ATP7B wird von einem 79kb grofien Gen auf Chromosom 13 kodiert und gehort zu
den P;-Typ-ATPasen.[10] P;-Typ-ATPasen transportieren Ubergangsmetalle (Cur,
Ag?+, Cu?*, Zn2?*, Ni2*, Cd?*, Pb%*) und kénnen noch einmal nach ihrer Spezifitit
unterteilt werden. ATPasen, welche monovalentes Kupfer transportieren sind sehr
selektiv fiir ihr Substrat. Zu diesen ATPasen gehort auch ATP7B, ein 165 kDa grofdes
intrazellulares Membranprotein.[11] Pi1-Typ-ATPasen besitzen 8 Transmembran-
domdnen (TM), wobei TM6 ein hoch konserviertes CPC-Motiv beinhaltet. TM7
beinhaltet ein YN-Motiv, welches typisch fiir Kupfertransporter ist. Am N-Terminus
befinden sich 6 zytoplasmatische Metallbindungsdomanen (MBD), jede besteht aus
ca. 70 Aminosauren und besitzt das hoch konservierte GMxCxxC-Motiv. Zwischen TM6
und TM7 befindet sich ein grofder intrazellularer Loop, der die ATP-Bindungsdomane
enthdlt. Dieser Loop unterteilt sich in die N (Nukleotid)-Domdne und die P
(Phosphorylierungs)-Domaéne (Abbildung 2A).[12], [13] Die erforderliche Energie fir
den Transport des Kupfers durch die Membran wird aus der ATP-Hydrolyse ge-
wonnen. Nach Bindung von Cul* an die MBD und ATP an der N-Domane wird das
y-Phosphat des ATP auf den Aspartatrest des DKTG-Motivs in der P-Domane tiber-
tragen. Mit Dephosphorylierung des Aspartats wird Cu* auf der anderen Seite der
Membran freigesetzt und das Protein kehrt in seine anfangliche Konformation zurtick

(Abbildung 2B).[14-16]

B
ATP ADP
NG ,
E1 47» E1-ATP-Cu «— E1-Pi-Cu
Jo I

S e R S BT
‘ .

Pi Cu

C
MBDs: GMT/HCxxCxxxIE

A-domain: TGE

P-domain: DKTG, TGDN, GDGxND

N-domain: ExgHPx,GxGx,G

Abbildung 2 ATP7B. A - Struktur des Proteins; B - der katalytische Zyklus des Kupfertransports; C -
wichtige konservierte Motive in den zytoplasmatischen Doméanen.[14]
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ATP7B wird fast ausschliefdlich in der Leber, im Gehirn und der Plazenta exprimiert.
Auf subzelluldrer Ebene ist ATP7B im trans-Golgi-Netzwerk (TGN) lokalisiert.[14] Die
Aktivitat und Lokalisation des Proteins wird u. a. mafdgeblich durch die Bindung von
Cu* kontrolliert. Mit steigenden Kupferspiegeln kommt es zum Protein-trafficking in
Vesikeln zur Zellperipherie.[17], [18] Die Hauptaufgaben des Proteins sind der
Transport von Kupfer iiber Zellmembranen zur Sekretion iiber Ceruloplasmin in das
Blut und Transport in periphere Organe, bzw. die Ausscheidung iiberschiissigen
Kupfers tiber die Galle. In der Embryonalentwicklung nimmt ATP7B wahrscheinlich
eine protektive Rolle ein, indem es liberschiissiges Kupfer liber die apikale Oberfldache
der Plazenta zuriick in die maternale Zirkulation transportiert.[19], [20] Es existiert
ein alternatives Spleifdprodukt des ATP7B-Gens, die pineal night specific ATPase
(PINA). Die Transkription dieser ATPase wird von einem downstream-Promotor im
ATP7B-Gen Kkontrolliert. PINA wird in der Epiphyse und Retina exprimiert und
unterliegt einer diurnalen Expressionsinderung.[21] In allen anderen Geweben
(aufder der Leber) wird die Kupfersekretion aus der Zelle tiber ATP7A vermittelt.
ATP7A ist ATP7B in seiner Struktur sehr ahnlich, es zeigt aber wahrend des Cu-
abhangigen trafficking ein anderes Verhalten. ATP7A wandert in polarisierten Zellen
(z.B. in Enterozyten) unter erhéhten Kupferkonzentrationen an die basolaterale
Membran.[22] Diese spezifische Migration des ATP7A wird durch ein PDZ-Bindungs-

motiv am C-Terminus vermittelt.[23]

1.3 Erkrankungen bei gestorter Kupferbalance

Wie bereits erwdhnt, ist es fliir den Organismus von grofdter Bedeutung, den
Kupferhaushalt im Gleichgewicht zu halten. Ein Mangel oder Uberschuss an Kupfer
kann betrachtliche Folgen haben. Morbus Menkes und Morbus Wilson sind zwei

Erkrankungen, welche diese wichtige Bedeutung widerspiegeln.

1.3.1 Morbus Menkes

Morbus Menkes ist eine X-Chromosom gekoppelte letale hereditire Erkrankung,
welche mit Kupfermangel einhergeht. Ursache sind Mutationen des Kupfer-
Transportproteins ATP7A. Dieses Protein wird in allen Zellen des Organismus mit

Ausnahme der Leber exprimiert und ist fiir die Kupferdistribution im Korper
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verantwortlich.[24]  Die  Krankheit  manifestiert sich in  progressiver
Neurodegeneration, pathologischen Veridnderungen des Bindegewebes und

abnormem Haar, dem sog. kinky hair.

1.3.2 Morbus Wilson

Der aus Kupferiiberladung resultierende Morbus Wilson manifestiert sich in
hepatischen und neurologischen Stérungen, daher auch das Synonym ,hepato-
lentikuldre Degeneration. Die Symptome dieser autosomal-rezessiv vererbten
Krankheit wurden 1912 von Samuel Alexander Kinnier Wilson beschrieben.[25] Die
Kupferakkumulation als Ursache fiir diese Erkrankung, wurde 1948 entdeckt.[26]
Den autosomal-rezessiven Erbgang beschrieb Bearn 1953 und das mit Morbus Wilson
assoziierte Gen wurde 1993 identifiziert und kloniert.[27-30] Inzwischen sind mehr
als 500 verschiedene Genmutationen als Ursache fir Morbus Wilson bekannt
(www.wilsondisease.med.ualberta.ca/database.asp). Bisher wurde nur bei wenigen
dieser Mutationen die Wirkweise aufgedeckt. In Europa ist die haufigste Mutation die
H1069Q Punktmutation in Exon 14 (ein Histidin ist im Protein an der Stelle 1069
gegen ein Glutamin ausgetauscht). Dieser Austausch fiihrt zu Defekten in der
katalytischen Phosphorylierung und das Protein ist nicht korrekt lokalisiert (es
verbleibt im endoplasmatischen Retikulum (ER) und wird nicht in das TGN trans-
portiert).[31], [32] Die Kupfertransportfunktion des Proteins ist aufgehoben.[33] Die
Manifestation der Erkrankung variiert sehr stark. Epigenetische Faktoren (z.B.
Kupferaufnahme aus der Umwelt) spielen bei der Ausprigung der Symptome
auflerdem eine wichtige Rolle. Generell lassen sich zwei Formen des Morbus Wilson
unterscheiden: eine hepatische und eine neurologische Form. In beiden Fallen setzen
die Symptome nach einigen Lebensjahren ein, wobei die hepatische Form meist
frither beginnt (Erstvorstellung i. d. R. im Alter von 8 bis 18 Jahren) als die neuro-
logische Form und Mischformen (Erstvorstellung meist im Alter von 20 bis 29
Jahren).[34], [35] Die hepatischen Symptome umfassen ein breites Spektrum, von
erh6hten Leberwerten, Vergrofderung der Leber, chronischer Hepatitis mit Steatose
und Fibrose bis hin zu Leberzirrhose und (akutem) Leberversagen. Die Entstehung
von Lebertumoren ist bei Morbus Wilson Patienten ebenfalls beschrieben.[36] Die
Symptome der neurologischen Form betreffen vor allem motorische Funktionen.

Tremor, Steifheit, Dystonie und Bradykinesie werden beobachtet. Auch psychiatrische
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Symptome, wie Aufmerksamkeitsdefizite, Depressionen und Psychosen treten auf. In
95% aller neurologischen Auspragungen, jedoch nur in 50 - 60% der hepatischen
Verlaufsfélle tritt zudem der Kayser-Fleischer-Ring in der Cornea auf. Granuldre
Kupferablagerungen sind verantwortlich fiir das Erscheinen dieses roétlich-braunen
Rings am dufderen Rand der Cornea.[37] Die Diagnose des Morbus Wilson wird haufig
sehr spat gestellt (vor allem bei neurologischen Verlaufsformen), was die Behandlung
erschwert. Frith erkannt (moglichst in der asymptomatischen Phase, z.B. durch
Geschwister-Screening) ist der Morbus Wilson sehr gut behandelbar. Die bereits
vorhandenen Symptome bleiben jedoch irreversibel bestehen. Die Diagnose kann bei
Auftreten des Kayser-Fleischer-Rings, niedrigen Serum-Ceruloplasminwerten und
hohen Kupferkonzentrationen im Urin gestellt werden. Auch ein Radiokupfertest oder
die genetische Analyse spielen besonders beim Geschwister-Screening oder unklaren
Fillen eine wichtige Rolle.[38-40] Eine Heilung der Krankheit kann nur bei der
hepatischen Form durch eine Lebertransplantation erreicht werden, doch diese ist
meist nur in Fallen, in denen es zu einem akuten Leberversagen oder einer Leber-
zirrhose im Endstadium kommt, notig. Bei der neurologischen Verlaufsform ist der
Nutzen einer Lebertransplantation umstritten. Durch Medikamente (Kupfer-
chelatoren und Zinksalze) konnen sehr gute Therapieerfolge erzielt werden. In
Zukunft konnten Gen- und Stammzelltherapien eine bedeutende Rolle spielen. In
Tiermodellen wurden diese beiden Strategien effektiv zur Reduktion der klinischen
Zeichen eingesetzt.[35], [41], [42] Im Allgemeinen haben Patienten mit hepatischen
Verlaufsformen eine bessere Prognose, da die Diagnose in diesen Fillen oft friiher

gestellt wird.[43], [44]

1.3.3 Tiermodelle des Morbus Wilson

Gegenwartig sind vier Tiermodelle zur hepatischen Kupferakkumulation in Ver-
bindung mit einem defekten Atp7b-Gen bekannt. Drei Modellorganismen sind auf
spontane Mutationen [toxic-milk-Maus, tx¥-Maus, Long-Evans Cinnamon (LEC)-Ratte]
zuriickzufiihren und sind genetisch nicht komplett charakterisiert, wahrend ein
genetisch modifiziertes Modell, die Atp7b-/--Maus auf einem definierten Hintergrund
basiert. Allen vier Modellen ist ein Atp7b-Gendefekt, verbunden mit hepatischen

Schadigungen, gemeinsam.
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1.3.3.1 Toxic-milk-/ txi-Maus und Long-Evans Cinnamon (LEC)-Ratte

Bei der toxic-milk-Maus ist im Atp7b-Gen an der Stelle 4066 ein Basenaustausch
identifiziert wurden (A4066G). Diese spontane Punktmutation fiihrt zu einem
Austausch der Aminosauren im Protein an der Stelle 1356, Valin wird statt Methionin
eingebaut (met1356val). Dies fiihrt zu einem Funktionsverlust des Atp7b-Proteins bei
korrekter Lokalisation im Golgi Apparat.[45] Unabhangig von dieser Maus trat im
JJackson Laboratory“ ebenfalls eine zufdllige missense-Mutation auf, welche sich
jedoch von der der toxic-milk Maus unterscheidet (DNA-Variation: G2135A; Protein:
gly712asp). Daher die Bezeichnung tx/-Maus. Der Name toxic milk basiert auf der
Beobachtung, dass viele Jungtiere versterben. Durch die fehlerhafte Lokalisation des
ATP7B in den Azinuszellen der Milchdriisen, ist die Kupferkonzentration der Milch zu
gering. Die Jungtiere sterben also durch Kupfermangel.[46] Die Long-Evans Cinnamon
(LEC)-Ratte hat eine 300bp lange Deletion am 3‘ Ende des Atp7b-Gens, welche in der
Fehllokalisation des Proteins im ER resultiert.[10] LEC-Ratten weisen eine
Kupferakkumulation besonders im ER auf, woraus sich schliefen ldsst, dass Atp7b in
LEC-Ratten exprimiert wird, jedoch durch das Fehlen des Translokationsignals im ER

verbleibt.[47]

Uberleben die Jungtiere die ersten Wochen (z.B. durch Siugung eines Ammentiers),
kommt es in allen drei Modellen zu einer Akkumulation von freiem Kupfer in der
Leber und daraus resultierenden Leberschdden. Neurologische Morbus-Wilson-
Manifestationen, wie sie haufig in Patienten beobachtet werden, wurden bisher nur in
toxic-milk-Mausen beschrieben. Kupfer akkumuliert im Striatum und Hippocampus.
Im Vergleich zum Wildtyp weist die toxic-milk-Maus schlechtere Leistungen im
Rotarod- und Zylinder-Test auf. Aufierdem war sie nicht in der Lage ein raumliches
Gedachtnis im ,,Morris-Water-Maze“ aufzubauen.[48] Die Atp7b mRNA ist in normalen
Mengen in den Zellen vorhanden.[49] Da in diesen Tieren das 3‘-Ende von der
Mutation betroffen ist, kann das alternative Spleifdprodukt des Atp7b-Gens, PINA,

ebenfalls vom Funktionsverlust betroffen sein.[50]

1.3.3.2 Atp7b-/-Maus

Buiakova et al. generierten 1999 einen Mausstamm, welcher eine homozygote

Mutation im Atp7b-Gen besitzt. Die Mutation der Atp7b-/--Maus fiihrt zu einem
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alternativen Spleiffen und einhergehender Deletion des Exons 2, welches den N-
Terminus und einige Metallbindungsstellen des Gens kodiert. In dieser Maus kann das
vollstandige Protein nicht mehr nachgewiesen werden. PINA, das physiologische,
alternative Spleifdprodukt des Atp7b-Gens in Retina und Epiphyse hingegen ist nicht
von der Mutation betroffen. Analog zu den tx-und tx¥-Mausen erzeugen homozygote
Atp7b-/--Mduse in der Regel weniger Nachkommen. Die knockout (KO)-Jungen sind
kleiner und leichter als Nachkommen des Wildtyps (WT). Auf3erdem haben die KO-
Jungen bei der Geburt sehr viel geringere Kupfergehalte in der Leber als WT-Junge.
Bis zu einem Alter von ca. 2 Monaten steigt die Kupferserumkonzentration der KO-
Maduse jedoch dramatisch an und sinkt danach wieder etwas ab, verbleibt aber immer
noch 20x hoher als im WT.[51], [52] Die Serumkupfer-Konzentration ist in den KO-
Mausen im Alter von 6 Wochen vergleichbar der des WT, mit steigendem Alter nimmt
jedoch auch diese um mehr als das Doppelte, verglichen mit dem WT, zu. Die Kupfer-
akkumulation, besonders in der Leber, fiihrt zur Progression von Leberschiaden. Im
Alter von 6 Wochen ist lichtmikroskopisch noch keine bzw. nur eine milde Aus-
pragung der Schaden zu erkennen. Im elektronenmikroskopischen Bild hingegen
zeigen sich erweiterte Gallengiange, deformierte Mitochondrien und Mikrosteatosen
der Hepatozyten. Mit 20 Wochen sind die kupferbedingten Schadigungen des Leber-
gewebes sowohl makroskopisch als auch lichtmikroskopisch sehr gut zu erkennen.
Die Hepatozyten sind vergrofiert, pleiomorphe Nuklei und nekrotische Zellen sind
sichtbar. Im weiteren Verlauf kommt es zu zwei gegensatzlichen Prozessen, zum
Einen bilden sich regenerative Knoten, in welchen das normale Parenchym wieder-
hergestellt ist. Zum anderen kommt es zu einer neoplastischen Proliferation. Die
Zellen zeigen eindeutige Anzeichen einer Tumorentstehung, wie zum Beispiel einer

hohen Kern-zu-Plasma-Relation, Depolarisierung und Dysplasie (Abbildung 3).[52]

Die Kupferakkumulation hat einen Einfluss auf die Genexpression in der Atp7b/-
Maus. Insbesondere die Expression von Genen, welche mit dem mitotischen Zell-
zyklus und dem Lipidstoffwechsel, besonders der Cholesterolbiosynthese, assoziiert
sind, ist verandert. Die mRNA von 9 Genen der Cholesterolbiosynthese ist signifikant
herunterreguliert, darunter regulatorische Proteine und wichtige Enzyme, wie z.B. die
HMG-CoA-Reduktase, das Enzym, welches den geschwindigkeitsbestimmenden

Schritt der Cholesterolsynthese katalysiert. Dies schldgt sich im Cholesterolgehalt der
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Leber und des Serums dieser Miuse nieder, 6 Wochen alte Atp7b~/--Mause haben

signifikant weniger Cholesterol in der Leber und im Serum als WT-Mause.[53]

A

Abbildung 3 Folgen der Kupferakkumulation in der Leber der Atp7b-/--Maus. A - Leber einer WT-
Maus (links) im Vergleich zu einer 20 (Mitte) und 40 Wochen (rechts) alten Atp7b-/--Maus. B - HE-
Farbung, Lichtmikroskopische Darstellung der Leber 6 Wochen alter Mause: 4 von 8 Mausen zeigten
keine auffdlligen Verdanderungen (links), die anderen 4 Tiere hatten vergrofierte Hepatozyten,
Anzeichen von Nekrose und Entziindungszeichen (rechts). C - Elektronenmikroskopische Aufnahme
der Leber von 6 Wochen alten Tieren: vergrofierte, abnormal geformte Mitochondrien (links) und
proliferierende Gallengange (rechts). D - Lichtmikroskopische Aufnahmen der HE-gefarbten Leber von
12-20 Wochen alten Tieren zeigten Entziindung und Nekrose von stark vergréfierten Hepatozyten mit
deformierten Zellkernen (links) sowie Gallengangserweiterungen und chronische Entziindungsherde
(rechts). E - 2 Prozesse werden in den lichtmikroskopischen Aufnahmen der Leber von 28 - 44 Wochen
alten Tieren sichtbar: Regeneration des normalen Parenchyms und neoplastische Proliferation (links).
Starke lokale Proliferation der Gallengédnge und akute Entziindungen sind charakteristisch fiir die
Herde mit neoplastischer Proliferation (rechts).(modifiziert nach [52])

1.4 Chronische Entziindung und Tumorgenese

Bereits 1863 stellte Virchow die Hypothese auf, dass Orte chronischer Entziindung
besonders anfallig fiir die Entstehung von Karzinomen sind. Dies basiert auf der
Beobachtung, dass chronische Entziindung ausgeldst durch Schadstoffe eine erhohte
Zellproliferation bedingen.[54] Dvorak beschrieb Tumore als ,Wunden, welche nicht
heilen, da er bedeutende Ahnlichkeiten im proliferierenden Gewebe heilender Haut-
wunden und dem Stroma von Tumoren fand.[55] Neuere Erkenntnisse bestdtigen
jedoch, dass proliferierende Zellen allein, nicht die Ursache der Karzinogenese sind,

vielmehr ist es die Umgebung, welche durch pro-inflammatorische Mediatoren, DNA-
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schiadigende Komponenten und Wachstumsfaktoren das Risiko fiir neoplastische
Vorgange erhoht.[56] Der Einfluss chronischer Entziindung auf die Karzinogenese ist
zweiseitig: Zum einen werden an Orten chronischer Entziindung vermehrt reactive
oxygen species (ROS) gebildet, wahrend gleichzeitig das zelleigene Redox-System,
welches diese ROS unschadlich machen soll, gechemmt wird. Zum anderen werden
vermehrt pro-inflammatorische Mediatoren, wie z.B. Zytokine und Chemokine ge-
bildet. Diese storen das Gleichgewicht der zelluldaren Signalwege, sodass es zur
Aktivierung von  Wachstumsprozessen und Induktion der epithelialen-
mesenchymalen Transition kommt. Gleichzeitig werden Tumorzellen so modifiziert,

dass sie der allgemeinen Immunantwort ,,entkommen“ kdnnen (Abbildung 4).[57]

chronische oxidativer Stress

‘ Entziindung (ROS) |
genom. Instabilitat, J_

Inhibition der Apoptose, )
Immune escape’, Bildung
" pes pro-inflammatorischer| | DNA-Reparatur [— | DNA-Schadigung
EMT .
Mediatoren
} t 7

. Tumorbildung veranderte ;
maligner Tumor || ¢——— - - <«— | mutierte Zelle

9 (benigne) Zellsignalwege

Abbildung 4 Zusammenfassung der Vorginge zur Tumorentstehung aus chronischer
Entziindung. Schwarze Pfeile markieren extrinsische Prozesse, griine intrinsische Prozesse der
Zelle.(modifiziert nach[57])

Auch die Entstehung hepatozelluldrer Karzinome (HCC) aus einer chronischen
Hepatitis ist belegt. Mehr als 90% aller HCC entstehen aus dieser Situation heraus.
Ausléser fiir ein HCC ist hauptsachlich die virale Hepatitis aufgrund einer Hepatitis B-
oder Hepatitis C-Virus-Infektion. Aber auch eine Hamochromatose, alkoholische
Steatohepatitis (ASH) oder die Nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH) sind
Ausloser der Karzinogenese. Durch die Regeneration des Leberparenchyms wahrend
einer Hepatitis kann es zu mutagenetischen Prozessen kommen, welche durch die
Bildung von ROS in den Entziindungsherden erleichtert wird.[58] Die genauen
Mechanismen der Tumorentstehung in der Leber sind noch immer nicht aufgeklart.
Eine besondere Rolle in der Entstehung hepatozellulirer Karzinome kommt den
Signalwegen der Transkriptionsfaktoren NF-kB (nuclear factor kB) und STAT3 (signal

transducer and activator of transcription, family member 3) zu. Obwohl der NF-kB-
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Signalweg eine zweischneidige Rolle zu spielen scheint, ist die Wirkung im
Zusammenspiel mit dem STAT3-Signalweg und der daraus resultierenden IL6-
Expression ein wichtiger Bestandteil der hepatozellularen Karzinogenese.[59] Die
stressinduzierte Aktivierung der Familie der MAPK (mitogen activated kinases) spielt
ebenfalls eine wichtige Rolle in der hepatozellularen Karzinogenese. Von besonderer
Bedeutung sind hier die durch Stress-Stimuli aktivierten Signalwege JNK und p38. Die
JNK-Kaskade wirkt fordernd auf die Progression des Tumors durch Aktivierung der
Cyclin D1 und VEGF (vascular endothelial growth factor) Expression. Das p38-
Signaling ist ein antiproliferativer Mediator der hepatozellularen Karzinognese. Ist
dieser Signalweg aktiviert kommt es zur Expression verschiedener Tumorsupressor-
gene, wie z. B. p53.[58]

Der Wnt-Signalweg spielt in der hepatischen Tumorgenese eine entscheidende Rolle.
Ungefahr 60% aller hepatozelluldren Karzinome weisen eine Aktivierung des Wnt-
Signalwegs auf. Die physiologische Bedeutung des Wnt-Signalwegs liegt vor allem in
embryonalen Wachstums- und Differenzierungsprozessen. Im adulten Organismus
spielt er eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der Gewebs-Homoostase. Die Schliissel-
komponenten dieses Signalwegs sind die Genfamilie der Wnt-Liganden und deren
Rezeptoren, die Frizzled (FZD)-Transmembranproteine. Im kanonischen Wnt-
Signalweg wird das Signal intrazellular tiber B-catenin vermittelt. Nach Bindung eines
Wnt-Liganden an den Rezeptor wird [-catenin stabilisiert und akkumuliert im
Zytoplasma. Nach Translokation in den Zellkern vermittelt -catenin die Aktivierung
der Transkription durch Bindung an Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-Genfamilie,
und damit die Expression von Genen der Zellzykluskontrolle (z. B. Cyclin D1) aber

auch der Onkogene cMyc und JUN.[60], [61]
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1.5 Lipidmetabolismus

1.5.1 Cholesterolstoffwechsel

Cholesterol ist wichtiger Bestandteil biologischer Membranen, aufierdem ist es Vor-
laufer fiir die Produktion von Gallensalzen und Steroidhormonen. Fast 50% des mit
der Nahrung aufgenommenen Cholesterols wird im Diinndarm absorbiert und in den
Enterozyten in Lipoproteine, v. a. Chylomikronen verpackt. Von dort wird es zur Leber
transportiert. Cholesterol wird jedoch auch zu grofen Mengen de novo synthetisiert,
wobei in der Leber ca. 10% und in den Zellen des Darms ca. 15% des Gesamt-
cholesterols synthetisiert wird. Die Cholesterolsynthese findet im Zytoplasma und im
endoplasmatischen Retikulum (ER) iiber den Mevalonat-Syntheseweg statt. Das
Ausgangsprodukt ist Acetyl-CoA. Insgesamt sind 30 Schritte zur Cholesterolsynthese
notig. Die 5 wesentlichen Schritte sind in Abbildung 5 dargestellt: Acetyl-CoA wird zu
HMG-CoA und weiter in Mevalonat umgewandelt. Die Reaktion der HMG-CoA-
Reduktase ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Cholesterolsynthese.
Mevalonat wird zu Isopentenyl-Pyrophosphat und weiter zu Squalen umgewandelt.
Aus Squalen wird Lanosterol und schlielich Cholesterol gebildet. Uberschiissiges
Cholesterol wird verestert und v. a. in Hepatozyten gespeichert oder iiber die Galle

ausgeschieden.[62], [63]

Acetyl-CoA
HMG-CoA
l HMG-CoA-Reduktase
Mevalonat Chatin
(z.B. Simvastatin, Atorvastatin)
SquElen
Lanosterol
Cholesterol

Abbildung 5 De-novo Cholesterolsynthese iiber den Mevalonat-Weg. Cholesterol wird ausgehend
von Acetyl-CoA iliber den Mevalonat-Weg synthetisiert. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
dieser Reaktion ist die Reduktion von HMG-CoA zu Mevalonat durch die HMG-CoA-Reduktase. An
diesem Punkt greift eine Klasse von Serumcholesterol-senkenden Therapeutika, die Statine, wie z.B.
Simvastatin, Atorvastatin, an.(modifiziert und vereinfacht nach [63])
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Der Transport von Cholesterol aus der Leber zu peripheren Organen findet in Lipid-
Protein-Komplexen, sog. Lipoproteinen, statt. In der Leber werden very-low-density-
Lipoproteine (VLDL) gebildet, welche durch die endothelassoziierte Lipo-protein-
Lipase in low-density-Lipoproteine (LDL) umgewandelt werden. LDL kann aus dem
Plasma durch den LDL-Rezeptor in die Zellen aufgenommen werden. Dort wird LDL
hydrolisiert, die Proteine abgebaut und die Cholesterolester verwendet.[64] Erhohte
Serumcholesterolspiegel in Form von VLDL und LDL sind ein Risikofaktor fiir die
Entstehung der Atherosklerose, der Ursache vieler kardiovaskuldrer Erkrankungen.
Durch den reversen Cholesteroltransport kann peripheres Cholesterol in die Leber
(zur Ausscheidung bzw. Wiederverwertung) zurtiickgefiihrt werden. Dies wird durch
das high-density-Lipoprotein (HDL) vermittelt. HDL kann Cholesterol aus Membranen
extrahieren und fiir den Transport durch die HDL-assoziierte LCAT verestern. HDL ist
ein sehr komplexes Molekiil. Es besteht aus mehr als 50 einzelnen Proteinen, nur 1/3
davon wird zum Cholesteroltransport benétigt. Der reverse Cholesteroltransport wird
v. a. Uiber das Apolipoprotein (apo) A-1 vermittelt. Die restlichen Proteine spielen eine
wichtige Rolle in der Inhibition von Proteasen, Regulation von Komplementproteinen
und der Akute-Phase-Immunantwort. Aufderdem besitzt HDL eine wichtige anti-
inflammatorische Funktion, welche u. a. in der Inhibition der Chemokinproduktion,
wie z. B. MCP-1, besteht. Weiterhin beschrankt HDL das Ausmaf}, in dem
Endothelzellen durch proinflammatorische Zytokine aktiviert werden kénnen.[65-
67] HDL kann auflerdem durch die Serum-Paroxonase die Oxidation von LDL

verhindern.[68]

1.5.2 LDL-Rezeptor

Der LDL-Rezeptor (LDL-R) wurde das erste Mal 1973 von Brown & Goldstein
beschrieben.[69] Das Glycoprotein wird von einem 45kb groféen Gen auf Chromosom
19 kodiert. Der LDL-Rezeptor wird an der Oberfliche von Endothelzellen exprimiert
und vermittelt die Aufnahme von Lipoproteinen aus dem Serum. LDL-R ist aus fiinf
Regionen aufgebaut, die verschiedene Funktionen besitzen. Die Ligandenbindungs-
domane befindet sich am N-Terminus. Hier binden Lipoproteine, die das Apolipo-
proteinB-100 (apoB-100) (LDL) und ApolipoproteinE (apoE) (VLDL) enthalten. Die
zweite extrazellulare Domane ist eine EGFR-Vorlaufer-homologe Region. Ist diese

Region nicht vorhanden, kénnen die Liganden noch immer binden, jedoch in den
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Endosomen nicht mehr vom Rezeptor dissoziieren. Es folgen die O-linked glykan-
Doméine und die Transmembrandomane. Der C-Terminus bildet die letzte, intra-
zelluldre, Region. Dies ist der Angriffspunkt fiir Molekiile, welche die Endozytose und
den intrazelluldren Transport des Proteins regulieren.[70], [71] Bindet der Ligand an
den Rezeptor, wird der LDL-LDLR-Komplex mittels Clathrin-vermittelter Endozytose
aufgenommen. In den Endosomen wird der pH-Wert durch Protonenpumpen
verringert, dies bedingt die Dissoziation des Liganden vom Rezeptor, welcher tber
Vesikel wieder an die Zelloberflache recycled wird. In Lysosomen werden die
Cholesterolester hydrolysiert und die Proteinbestandteile des LDL abgebaut.

Cholesterol kann nun von der Zelle weiterverarbeitet werden (Abbildung 6).[72]
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Abbildung 6 Aufnahme des LDL in die Zelle und LDL-Rezeptor recycling.[72]

Mutationen, die zum Verlust des LDL-Rezeptors fiihren, sind der Grund fiir die
Auspragung der familiaren Hypercholesterindmie (FH), einer der haufigsten
hereditaren Erkrankungen des Menschen. Uber 1.100 Varianten des Gens, welche
durch Funktionsverlust des Proteins zu FH fiihren, wurden bisher identifiziert

(www.ucl.ac.uk./I1dlr/LOVDv.1.1.0).[73]
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1.6 Atherosklerose

Die haufigsten Todesursachen in westlichen Industrieldandern sind Erkrankungen des
Herz-Kreislaufsystems. Laut Statistischem Bundesamt starben 2011 etwa 342.000
Patienten an Erkrankungen des Kreislaufsystems.[74] Hoheres Alter, mannliches
Geschlecht, Ubergewicht, Bluthochdruck, Rauchen, ein erhéhter LDL-Cholesterin-
spiegel, aber auch Diabetes und Stress zdhlen zu den wichtigsten Risikofaktoren.
Grundlage fiir die Entstehung vieler Herz-Kreislauferkrankungen ist die Athero-
sklerose. Hier werden Lipide und fibrése Elemente in den Arterien akkumuliert, dies
filhrt zur Ausbildung sog. Plaques in der Gefidfdwand. Atherosklerose kann als eine
chronische Entziindungsreaktion angesehen werden, welche durch Thrombose der
Gefafde und Ablosung der Plaques schwerwiegende Folgen haben kann. Klinisch am
Bedeutendsten sind Myokardinfarkte und Hirninfarkte. [65] Der Zusammenhang
zwischen Cholesterolgehalt im Serum und dem Auftreten von Atherosklerose wurde
1913 von Anitschkow und Chalatow aufgedeckt.[75] In den 1960iger Jahren wurde
durch epidemiologische Studien ein Schliisselfaktor fiir die Entstehung der Athero-
sklerose identifiziert, das LDL-Cholesterol. Atherosklerotische Lasionen entstehen vor
allem an Biegungen und Verzweigungen der Gefaf3e, da der dort herrschende
turbulente Blutfluss und die damit verbundenen Scherkrifte die Permeabilitat des
Endothels erhohen. Makromolekiile, wie LDL konnen an diesen Stellen verstirkt
passiv durch benachbarte Endothelzellen in die Gefiwand diffundieren. Die
Permeabilitit des Endotheliums kann auch durch andere Faktoren, wie Ent-
zindungen, Bluthochdruck und Verletzungen des Endothels beeinflusst werden.
Durch die Interaktion des apoB-Proteins des LDL und der Matrixproteoglykane wird
LDL in der Intima zurickgehalten und akkumuliert. Die Akkumulation steigt durch
erhohte LDL-Spiegel im Blut weiter an. In der Intima wird LDL durch Oxidation,
Lipolyse und Aggregation modifiziert. Besonders minimal oxidiertes LDL ist ein pro-
inflammatorischer Mediator, dessen Wirkung Endothelzellen zur Produktion von
chemotaktischen Proteinen, wie monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1) und
Wachstumsfaktoren, z. B. macrophage colony stimulating factor (M-CSF) sowie
Adhasionsmolekiilen stimuliert. Die Expression der Adhasionsmolekiile ICAM-1,
VCAM-1, P- und E-Selektin fiihrt zur Rekrutierung von Lymphozyten. PCAM-1 und (32-
Integrin hingegen sind verantwortlich fiir die Bindung von Monozyten. In die Intima

eingewanderte Monozyten werden unter dem Einfluss von M-CSF zu Makrophagen
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transformiert. M-CSF stimuliert die Makrophagen zur Expression von Scavenger-
Rezeptoren iiber welche stark oxidiertes LDL aufgenommen wird. Es kommt zur
Bildung von Schaumzellen (foam cells), die sich ebenfalls in der Intima ablagern.
Durch Nekrose dieser Schaumzellen kommt es zur Freisetzung der Lipide und
anderen Zellbestandteilen in die Intima. Im ndchsten Schritt proliferieren glatte
Muskelzellen und wandern aus der Lamina media in die Intima ein. Dies wird durch
die Produktion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren der Makrophagen vermittelt.
Die glatten Muskelzellen in der Intima sezernieren extrazellulare Matrixproteine, was
zur Bildung einer fibrotischen Kappe tiber dem nekrotischen Kern aus Lipiden und

Zellresten fithrt (Abbildung 7).
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Abbildung 7 Entstehung atherosklerotischer Plaques. a) physiologischer Zustand der Gefafdwand
b) Einwanderung von Monozyten und Bildung der Schaumzellen c) klinisch unauffilliges athero-
sklerotisches Plaque mit fibréser Kappe d) komplexe Lasion mit Plaque-Rupture und Thrombus-
bildung.[76]

Die frithen fibrotischen Plaques sind klinisch unauffillig solange sie stabil sind, d.h.
wenn eine dicke fibrose Kappe aus Kollagen und Muskelzellen einen relativ kleinen
Lipidkern einschlief3t. Gefahrlich werden erst komplexe Plaques, welche durch
weitere Einwanderung von Immunzellen, v. a. Makrophagen und T-Zellen entstehen.

T-Zellen sezernieren unter anderem Interferon-y (IFN-y), welches die Produktion von

Matrixbestandteilen durch die glatten Muskelzellen inhibiert. Makrophagen
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produzieren Proteasen, die die vorhandene extrazelluldre Matrix aufspalten. Auf diese
Weise kommt es besonders in den peripheren Regionen der Plaques zu einer Aus-
diinnung der fibrésen Kappe. Wird das Endothel durch Apoptose beschadigt oder die
fibrose Kappe durch hamodynamische Scherkrafte aufgerissen, so kann es zu Plaque-
Erosionen beziehungsweise zu Plaque-Rupturen kommen. Dies sind die initialen
Vorgiange zur Thrombosebildung, welche zu Herzinfarkt oder Schlaganfall fiihren

konnen.

Eine besondere Rolle im Schutz gegen die Bildung atherosklerotischer Plaques nimmt
das HDL, zum Einen als wichtiger anti-oxidativer Faktor und zum anderen durch den
reversen Cholesteroltransport ein. Ein weiterer wichtiger Faktor fiir die Entfernung
von LDL und VLDL aus dem Serum ist der LDL-Rezeptor, welcher die Aufnahme des
LDL/VLDL in Endothelzellen vermittelt.[55], [66] Therapeutische Mafdnahmen zur
Verhinderung der Entstehung atherosklerotischer Lasionen umfassen v.a. Substanzen
zur Verringerung des VLDL/LDL-Gehalts im Serum und die Bekdmpfung wichtiger
Risikofaktoren, wie Bluthochdruck und Diabetes Mellitus. Die Hemmung der
Cholesterolsynthese durch Inhibition der HMG-CoA-Reduktase iliber Statine ist eine
klinisch etablierte Moglichkeit Hypercholesterindmie zu behandeln (Abbildung 4).
Weitere Therapeutika sind beispielsweise Niacin, welches den HDL-Gehalt im Blut
erhoht, Acetylsalicylsaure, welches die Thrombozytenaggregation verhindert und

verschiedene Medikamente gegen Bluthochdruck, Diabetes Mellitus u. a.[77], [78]

Der Einfluss von Kupfer auf die Entstehung atherosklerotischer Lasionen wurde oft
untersucht. Kupfer scheint in diesem Prozess eine uneinheitliche Bedeutung, welche
noch nicht vollstandig aufgeklart ist, zu haben. Zum einen haben epidemiologische
Studien vermehrt einen Zusammenhang zwischen der Serumkupferkonzentration
und dem Risiko fiir das Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen nachgewiesen.[79]
Auflerdem ist der Kupfergehalt in atherosklerotischen Arterienwanden und Plaques
erhoht.[80], [81] In der Entstehung atherosklerotischer Lasionen spielt die Oxidation
von LDL eine entscheidende Rolle. Kupfer kann unabhdngig vom Vorhandensein der
reactive oxigen species (ROS) LDL oxidieren.[82] Aufierdem wurde nachgewiesen,
dass eine Kupfer-Chelatorentheraphie (Tetrathiomolibdat, TTM) vaskuldre Inflam-
mation und die Bildung atherosklerotischer Plaques in apoE~/--Mausen verhindern

kann.[83]
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Dennoch wurden auch Studien veroffentlicht, welche negative Beweise zur Rolle von
Kupfer in der Atheroskleroseentstehung lieferten. In Patienten mit moderater
koronarer Herzkrankheit wurde keine erhohten Kupferkonzentration gemessen.[84]
Lamb et al. zeigten 1999, dass das Ausmafd der atherosklerotischen Lisionen im
Kaninchenmodell durch eine zuséatzliche Kupfergabe verringert werden kann.[85]Die
bereits beschriebenen hohen Kupferkonzentrationen, welche immunhistochemisch in
den Plaques nachgewiesen wurden, konnten massenspektrometrisch in oxidiertem
LDL, welches aus atherosklerotischen Plaques isoliert wurde, nicht bestatigt

werden.[86]

1.7 Tiermodelle der Atherosklerose

Zur Untersuchung der Pathogenese kardiovaskularer Erkrankungen existieren ver-
schiedene Tiermodelle, die am haufigsten genutzten basieren auf Maus, Ratte,
Kaninchen und Schwein. Fiir die Analyse der Entstehung von Atherosklerose stellen
knockout und transgene Mausmodelle ein wesentliches Instrument dar. Die
wichtigsten Mausmodelle sind dabei die Apolipoprotein-E-knockout-Maus (apoE-/--
Maus) und die low-density-lipoprotein-receptor-knockout-(LDLR/-)-Maus).[87]

a) apoE-/--Maus

1992 wurde die apoE-/-Maus von 2 unabhdngigen Arbeitsgruppen durch homologe
Rekombination in embryonalen Stammzellen hergestellt.[88], [89] Apolipoprotein E
(ApoE) ist ein wichtiger Bestandteil von Triglycerid-reichen Lipoproteinkomplexen.
Es wird in vielen Geweben exprimiert. Die Leber produziert ca. 34 des gesamten
Plasma-apoE-Gehaltes. ApoE bindet an die Lipoproteinrezeptoren, v. a. an den LDL-
Rezeptor und vermittelt so die Aufnahme von LDL in die Zelle.[90] Aus der apoE-
Mutation resultieren erhohte VLDL und LDL Serumspiegel, da diese Molekiile dann
nicht mehr aus dem Serum in die Endothelzellen aufgenommen werden. Schon unter
normalen Umstdnden haben diese Maduse extrem erhohte Serumcholesterol-
konzentrationen und entwickeln grofle atherosklerotische Lasionen. Diese
Entwicklung kann durch weitere Faktoren, wie z.B. cholesterolreiche Diiat und
Einkreuzung weiterer Gendefekte, welche die Entstehung von Atherosklerose

begiinstigen noch intensiviert werden.[87]
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b) LDLR-/--Maus

I[shibashi et al., stellten 1993 dieses knockout-Mausmodell der familidaren Hyper-
cholesterinamie her. Durch eine neo-Insertion in Exon 4 des Ldir-Gens wird ein
verkiirztes Protein exprimiert, welchem die Liganden-Bindungsdomdne und die
Transmembranregion fehlen. Durch die Mutation des LDL-Rezeptors wird die
Bindung von VLDL und LDL an den Rezeptor verhindert. Daraus resultiert ein
erhohter Plasma-Cholesterolgehalt, welcher besonders von erhéhten LDL-Konzen-
trationen herriihrt, da LDL und VLDL nicht mehr im gleichen Mafse in die Zellen
aufgenommen werden. Der HDL Gehalt verandert sich im Vergleich zum WT
nicht.[91] LDLR-/--Mause entwickeln unter Standarddidt langsam Atherosklerose.
Diese Entwicklung nimmt einen rasanteren Verlauf, wenn die Diidt einen hohen
Cholesterol- oder Fettanteil besitzt.[92], [93] Der Plasma-VLDL-Gehalt korreliert

dabei mit dem Schweregrad der atherosklerotischen Lasionen.[94]
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2 Zielstellung der Arbeit

Kupfer ist ein essentieller Nahrungsbestandteil und wichtiger Kofaktor vieler
Enzyme. Die Aufrechterhaltung der Kupferbalance ist streng reguliert. Kupfermangel,
wie auch Kupferakkumulation kénnen letale Folgen haben. Freies Kupfer fiihrt zu
Gewebsschaden. Ein wichtiges Protein flr die Ausscheidung von Kupfer ist ATP7B.
Kommt es zu einem Funktionsverlust dieses Proteins, z. B. im Morbus Wilson,
akkumuliert Kupfer in der Leber und es kommt zu Gewebsschadigungen, die zu
akuter und chronischer Leberschiadigung bis hin zum Leberversagen und
Neurodegeneration fiihren kénnen. Ein anerkanntes Modell fiir den Morbus Wilson ist
die Atp7b/--Maus. Der Verlust von Atp7b fiihrt, neben den, fiir den Morbus Wilson
typischen Symptomen, zu Tumorentstehung und Veranderungen des Lipidstoff-
wechsels in der Leber der Atp7b-/--Maus. Die genauen Mechanismen der Kupfer-

toxizitdt in der Atp7b~/--Maus waren bisher nicht ndher untersucht.
Der Fokus der vorliegenden Arbeit lag auf folgenden Punkten:

1) Untersuchung der Tumorentstehung und des Tumorursprungs der Leber der

Atp7b”/--Maus.
Hierzu wurden Genexpressionsstudien in der Leber der Atp7b-/--Maus durch-
gefiihrt. Mittels Software-basierter Analyse von Daten aus Genchip-
Hybridisierungsexperimenten (Microarray-Technologie) sollten Gene und
Signalwege identifiziert werden, welche in der Entstehung der
intrahepatischen Tumore eine Rolle spielen.

2) Untersuchung der Serumlipidparameter und der Entstehung atherosklerotischer
Ldsionen in der Atp7b~/--Maus bei gleichzeitigem Vorliegen einer LDL-Rezeptor
Defizienz.

Um den Einfluss der Atp7b-Defizienz in der Maus und der daraus
resultierenden Kupferakkumulation auf die Entstehung der Atherosklerose zu
untersuchen, wurden zwei Mausstimme untereinander verkreuzt um eine
LDLR/-Atp7b-/--Maus zu erzeugen. Diese Doppel-knockout-Maus wurde in
einem Flitterungsexperiment fiir 16 Wochen unter cholesterolreicher Diat
gehalten und mit Hilfe von Genexpressionsstudien, proteinchemischen und

histochemischen Methoden analysiert.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Mausstimme

Es wurden drei verschiedene transgene Mausstamme verwendet:

Tabelle 1 Spezifikationen der verwendeten Mausstimme.

Mausstamm genetischer Hintergrund | erhalten von

Atp7b/- C57BIx129S6/SvEv Kolonie Prof.Dr.med.habil. D. Huster
B6.129S7- : .

LDLRumnitier | C57Bl/6 Kolonie Prof.Dr.med.habil. D.Teupser
LDLR/-Atp7b-/- | C57Bl/6 eigene Zucht

3.1.2 Primer

Folgende Primer wurden fiir die verschiedenen Anwendungen benutzt:

Tabelle 2 Primer zur Genotypisierung (qualitative PCR).

Gen UniGene ID | Name Sequenz (5-> 39 AT°C | Produktgrofie
A GGCATTGTGAACATCAAGGTG 58
A+B WT 700bp
Atp7b | Mm.87854 B ATGGCTGTCTGCAGGAACA 58 A+C MUT 200bp
C TCGAGATCCACTAGTTCTAGC 58
A AATCCATCTTGTTCAATGGCCGAT 65
A+BWT 167bp
Ldl-r | Mm.3213 B CCATATGCATCCCCAGTCTT 65 B+C MUT 350bp
C GCGATGGATACACTCACTGC 65

Alle Primer wurden von Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland bezogen.
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Tabelle 3 Primer fiir die Quantitative real-time RT-PCR.

Gen UniGene ID Sequenz (forward-reward) AT°C | Produktgrofde
ACGAAGATGCCTGGTACGGAGTC

Cd44 Mm.423621 o GTTTGGCTTCCACTGGGCT >6 209bp
CGAATCCAGTCAGCGTCAGGAG

Ceacam 1 Mm.322502 = GAAGGAGCCAGATTGTGGTTGG >8 239bp
CCCACTTGCAGTTCCAGATCGC

Cebpa Mm.349667 I T TGCTGTTCTTGTCCACCGAC 65 255bp
AAACAGGAGCCAGGCGAGAAC

Gpx3 Mm.200916 ) - GCAGGAGTTCTTCAGGAAAG >4 156bp
CTCCTTCTGGATGACCAGGTGG

Hnf4a Mm.15378 1 GCTTTGAGGCAGGCATATTC >9 244bp
TCACCAGATCTCGGAATGGACC

Mt1 Mm. 192991 - AGGAGCAGCAGCTCTTCTTG >8 152bp
TGTGCCTCCGATGGATCCTG

M2 Mm 147226 CTTGTCGGAAGCCTCTTTGE >8 123bp
CGCCACTGCAAGCGGGAAGA

Vidlr Mm.4141 TCCCCGTCACACTGCCATCTGT >8 262bp

. CCGCACCAACGAGAAGGTAGAAC

Vim Mm.268000 11 CCTCCTGCAATTTCTCTCGE 61 281bp
GAGCAGATTGCCCTGGATGTATG

Bcl2a2 Mm.257460 [ it 54 150bp
CCCACAGCATACAGAGATGTGCC

Bcl6 Mm.347398 - T TTCTCACCCGTGTGGACAG 60 273bp
GAAGGATGTGATGCCGCCTAC

Krt7 Mm.486285 I GCCTGGAGTGTCTCAAACTTG 60 284bp
AATCTGCATCTCCAGGTCAGTCC

Krt19 Mm439699 (-t o Ll 60 204bp
CCTGATCATCCAGTCCAGCAATG

Jun Mm.275071 G AAGTTGCTGAGGTTGGCGTAG 60 296bp

Primer wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) bezogen

Gen UniGene ID Qiagen Bestellnr. AT°C | Produktgrofie

Acot3 Mm.171281 | Mm_MGI:2159619_1_SG 58 138bp

Egrl Mm.181959 | Mm_Egrl_1_SG 58 119bp

Gapdh Mm.304088 Mm_Gapdh_3_SG 58 144bp

Hmgcr Mm.485394 Mm_Hmgcr_2_SG 58 84bp

Hmgcs1 Mm.289131 Mm_Hmgcs1_1_SG 58 95bp

1di1 Mm.29847 Mm_Idi1_1_SG 58 90bp

Lpl Mm.1514 Mm_Lpl_2_SG 58 108bp

Mogat1 Mm.41325 Mm_Mogat1l_1_SG 58 91bp

Sppl Mm.288474 | Mm_Spp1l_1_SG 58 92bp

Sqle Mm.296169 Mm_Sqle_1_SG 58 80bp

Primer wurden von Qiagen (Hilden, Deutschland) bezogen.
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3.1.3 Geriate, Chemikalien und Software

Die verwendeten Gerdate und Chemikalien sowie deren Hersteller sind im Text
angegeben. Die Datenbankrecherche erfolgte mit ,,Pubmed” www.ncbi.nml.nih.gov. Die
Analyse der Microarray-Daten erfolgte mit Hilfe der ,GeneSifter® Analysis Edition”
(Geospiza/Perkin Elmer, Seattle, USA) und ,Ingenuity Pathways Analysis Software -
IPA“ (Ingenuity Systems, Redwood City, USA). Zur Darstellung der experimentellen
Daten wurden ,Adobe CS3 Photoshop” und ,Adobe CS3 Illustrator” (Adobe, San Jose,

USA) verwendet.

3.2 Methoden

3.2.1 Tierhaltung

Die Mause waren im Zentralen Tierlabor der Otto-von-Guericke Universitit
Magdeburg untergebracht und durch Tierpfleger betreut. Die Tiere wurden in einem
konstanten 12h Licht-Dunkelrhythmus mit unbegrenztem Zugang zu Wasser und
Futter gehalten. Die relative Luftfeuchtigkeit betrug 49%, es herrschte eine
Temperatur von 21°C. Zur Stammhaltung und Zucht erhielten die Mause eine
Standarddiat (R/M-H V1534-300, ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland). Zur
Atherosklerose-Induktion erfolgte die Fiitterung der Mause mit einer
semisynthetischen Diidt mit klar formulierten Bestandteilen (AIN-76A - American
Institute of Nutrition) welche leicht modifiziert wurde (0,02% Cholesterol) (S8619-
E010, ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland). Dies tragt zur Reduktion der
Variabilitat des Atherosklerose-phanotyps bei. Die fiir das Experiment bestimmten
Tiere wurden im Alter von 28 Tagen abgesetzt und von diesem Zeitpunkt an mit der
Spezialdiat fiir insgesamt 16 Wochen ernahrt. Im Alter von 12 Wochen erfolgte eine
Blutentnahme unter Betdubung aus dem retrobulbaren Venenplexus. Im Alter von 20

Wochen wurden die Tiere getotet und die Organentnahme durchgefiihrt.

3.2.2 Generierung der Doppel-knockout-Mause

Ein wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit war die Herstellung einer Doppel-
knockout-Mauslinie durch Verkreuzung der vorhandenen Mausstdmme. Atp7b~/--

Mannchen wurden jeweils mit LDLR7/--Weibchen verpaart. Die folgenden Gene-
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rationen (N1 - LDLR*/-Atp7b*/- und N2 - LDLR-/-Atp7b+*/-) wurden wiederum mit
LDLR-/--Mausen riickgekreuzt. Die LDLR/-Atp7b*/--Nachkommen der N3-Generation
wurden untereinander verpaart. Deren Nachkommen (F1 - LDLR/-Atp7b*/-, Atp7b/-,
Atp7b*/+*) wurden in den Experimenten verwendet (Abbildung 8). Die LDLR'/-
Atp7b+*/+-und LDLR/-Atp7b*/--Wurfgeschwister fungierten dabei als Kontrolltiere fiir
die LDLR/-Atp7b-/--Mduse.

P Atp7b-/- Xx LDLR-/-

|

N1 Atp7b+/-| y  LDLR-
LDLR+/- ‘

N2 Atp7b+/+ Atp7b+/+ Atp7b+/-| Atp7b+/-| x  LDLR-/-
LDLR+/- LDLR-- LDLR#/-|LDLR-/-

N3 Atp7b-/- | Atp7b+/-|Atp7b+/+
LDLR-/- | LDLR/- |LDLR-/-

Atp7b+/- X  Atp7b+/-

LDLR-/- LDLR-/-
F1 Atp7b+/+ Atp7b+/- Atp7b-/-
LDLR-/- LDLR-- LDLR-/-

WT HET DKO

Abbildung 8 Kreuzungsschema zur Erzeugung der Doppel-knockout-Maus. Durch die
Riickkreuzung der Atp7b-/--Maus auf LDLR7/--Mause wurden LDLR/Atp7b-Doppel-knockout-Mause
erzeugt. Die Mdnnchen der heterozygoten N1- und N2-Generation wurde jeweils mit LDLR/--Weibchen
verpaart. Die LDLR-knockout und Atp7b-heterozygoten Nachkommen der N3-Generation wurden
untereinander verpaart. Die daraus resultierenden Nachkommen der F1-Generation waren homozygot
fiir die LDLR-Mutation und jeweils entweder homozygot fiir den Atp7b WT (WT), heterozygot fiir
Atp7b (HE) oder homozygot fiir die Atp7b Mutation (DKO). Entsprechende Tiere der F1-Generation
wurden im Flitterungsexperiment eingesetzt.

3.2.3 Probengewinnung

3.2.3.1 Entnahme von humanen Gewebe und Blut

Die Entnahme des humanen Lebergewebes bzw. peripherer Blutproben erfolgte
durch medizinisches Fachpersonal im Rahmen der klinischen Betreuung der
Patienten. Die Patienten wurden iiber zusatzliche Studien informiert und stimmten

mittels informed consent zu. Die Verwendung humanen Materials wurde von der
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Ethikkommission der Universitat Leipzig gepriift und genehmigt. Fiir den Vergleich
der Serumparameter gegeniiber Morbus Wilson wurden die entsprechenden Daten
anonymisierter Patienten ohne klinische Charakterisierung aus einem nieder-

gelassenen Labor (MVZ Prof. Schenk/ Dr. Ansorge&Kollegen, Magdeburg) verwandt.

3.2.3.2 Entnahme von murinem Gewebe und Blut

Lebergewebe aus Atp7b”/--Mdusen

Die Leberentnahme fand im Alter von 6, 20, 46 und 60 Wochen statt. Die Tiere
wurden mit CO2 betdubt und mittels Durchtrennung des Zwerchfells getotet. Es folgte
die Blutentnahme aus dem linken Ventrikel. Im Anschluss erfolgte die Perfusion mit
PBS+5.000U/]1 Heparin. Die Leber wurde entnommen, in Tumorgewebe, Regenerat
und Normalgewebe mikroseziert und sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren.
Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die Lagerung bei -80°C zur molekularen
Analyse oder in Einbettkassetten in 4% Formalinlosung zur histochemischen

Aufarbeitung.

Préparation der LDLR”-Atp7b”/--Mduse zur Bestimmung der Atherosklerose

Zur Organentnahme wurden die Tiere mit CO2z betdubt und mittels Durchtrennung
des Zwerchfells getotet. Aus dem linken Ventrikel wurde Blut entnommen und mind.
1h bei RT inkubiert und im Anschluss 8min bei 8.000xg zentrifugiert. Das Serum
wurde vorsichtig abgenommen und bis zur Analyse max. eine Woche im Kiihlschrank
aufbewahrt. Im nachsten Schritt erfolgte eine Perfusion der Tiere mit PBS+5.000U/1
Heparin, um das restliche Blut auszuspiilen. Nun wurde die Leber entnommen, in ca.
0,5cm x 0,5cm grofde Stilicke zerteilt, in fllissigem Stickstoff schockgefroren und bis
zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert oder in Einbettkassetten in 4%
Formalinlésung inkubiert und bis zur histochemischen Aufarbeitung gelagert. Im
Anschluss erfolgte die Freilegung und Entnahme der BCA (Arteria brachiocephalica),
des Herzens und der Aorta. Die BCA wurde am Abzweig vom Aortenbogen und 1mm
distal ihrer Bifurkation in die Arteria subclavia und Arteria carotis communis
abgetrennt. Das Herz wurde unterhalb des Aortenbogens abgetrennt. Als letztes

erfolgte die Freilegung und Entnahme der Aorta thoracica (Abbildung 9).
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Abbildung 9 Lokalisation der BCA, Aorta und des Herzens in der Maus. 1 - Herz; 2 - Aortenbogen;
3 - A. thoracica; 4 - A. brachiocephalica; 5 - A. subclavia dextra; 6 — A. carotis communis dextra; 7 -
Osophagus. Die blauen Striche markieren die Stellen, an denen Schnitte zur Entnahme der Organe
gesetzt wurden.

BCA und Herz wurden in Ausgussschdlchen mit Cryo-Einbettmedium (Tissue-Tek®,
OCT™ Compound, Sakura Finetek Europe, Leiden, Niederlande) iiberschichtet und bei
-80°C eingefroren und aufbewahrt. Die Aorta wurde in fliissigem Stickstoff schock-

gefroren und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

3.2.4 Praparation genomischer DNA und RNA aus Geweben

3.24.1 DNA

Die genomische DNA zur Genotypisierung der Mduse wurde aus Schwanzspitzen
prapariert. Dazu wurden zu den Schwanzspitzen 500pl ,QuickExtract™“ (Epicentre
Biotechnologies, Madison, USA) gegeben, die Proben wurden 15s gemischt, 6min bei
60°C geschiittelt, wiederum 15s gemischt und im Anschluss wurde die Reaktion bei
90°C, 2min gestoppt. Der Uberstand (enthélt die DNA) wurde abgenommen und bei

-20°C bis zu weiteren Verwendung gelagert.

3.24.2 RNA

Die Praperation von RNA aus Lebergewebe erfolgte mit Hilfe des ,RNeasy MiniKits“
(Qiagen, Hilden, Deutschland). Pro Extraktion wurden ca. 30mg Gewebe eingesetzt,
dieses wurde mit RLT-Puffer versetzt und der Gewebsaufbruch erfolgte durch

Ultraschall. Die Proben wurden bei 8.000xg 5min zentrifugiert und der Uberstand auf
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die Extraktionssdule gegeben. Die RNA bindet an der Saule. Im Anschluss folgte eine
Reihe von Waschschritten, bis die RNA schlief3lich mit reinem Nuclease-freien Wasser
im letzten Zentrifugationsschritt (2min, 8000xg) eluiert wurde. Die Konzentrations-
und Reinheitsbestimmung der RNA erfolgte spektrophotometrisch mittels
Extinktionsmessung am ,NanoDrop“ (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA).
Gemessen wurde bei einer Wellenldnge von 260nm. Nach dem Lambert-Beer’schen
Gesetz kann tlber die Absorption die Konzentration der RNA in der Probe bestimmt
werden. Die Extinktion bei 260nm wird durch die Optische Dichte (OD)
widergespiegelt. Eine OD2s0 Einheit entspricht dabei 40ug/ml RNA. Die Reinheit
wurde durch den Quotienten aus OD2¢0 und OD2g0 bestimmt. Dieser sollte einen Wert
zwischen 1,8 - 2,1 aufweisen. Ist der Quotient Kkleiner spricht dies fiir eine
Verschmutzung der Probe mit Proteinen, hohere Werte hingegen kommen durch eine
Verschmutzung der Probe mit Phenolen zustande. Die Integritit der RNA wurde
mittels Agarose-Gelelektrophorese gepriift. Dazu wurde die RNA in einem 1%
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid (EtBr) angefarbt.
Wenn unter UV-Licht dann die 18S- sowie die 28S-RNA Bande sichtbar waren, galt die
RNA als intakt. Die extrahierte RNA wurde bei -80°C aufbewahrt.

3.2.5 Genexpressionsanalysen

3.2.5.1 Microarray/Chip Performance-Analyse

Fir die Microarray-Expressionsanalysen wurde die RNA wie oben beschrieben
prapariert. Auferdem wurde die RNA Qualitdat mit Hilfe des ,Bioanalyzers” (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA) noch einmal iiberpriift. Bei dieser Methode wird die
RNA Integrity Number (RIN) bestimmt. Diese sagt aus, ob die RNA vollstandig intakt
ist (RIN=10) oder bereits degradiert (RIN=1). Die fiir die Microarrays verwendeten
RNA-Proben wiesen eine RIN = 8 auf (Abbildung 10).
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Abbildung 10 Auswertung der RNA-Qualitit mit Hilfe des ,Bioanalyzers“. Am Beispiel einer Probe,
die auch in den Microarrays verwendet wurde ist hier die Bewertung der RNA Qualitat mit Hilfe des
,Bioanalyzers"“ gezeigt.

Die RNA-Proben wurden je auf zwei verschiedene MOE430A ,Affimetrix GeneChip
Arrays” hybridisiert (Duplikate, technical replicates). Jeder ,Affimetrix Chip“ bestand
aus 22.691 Punkten (spots), dies entspricht 13.016 einzelnen Genen (Unigene
IDs/clusters). Die Microarray-Hybridisierung wurde am Interdisziplindren Zentrum

fiir klinische Forschung (IZKF) der Universitat Leipzig durchgefiihrt.

Die Analyse der Microarray-Ergebnisse erfolgte mittels der ,Affimetrix MAS 5.0
Software”. Diese Daten wurden in ,GeneSifter.net”, einer Microarray-Datenanalyse-
Software importiert und RMA normalisiert.[95] Nun konnten in ihrer Expression
veranderte Gene identifiziert sowie das Ausmafd der Expressionsanderung (n-fach;
fold change) und die statistische Signifikanz dieser Anderungen bestimmt werden.
Gene, die different zu den Kontrollen exprimiert waren, wurden nun mit den Genen
verschiedener Signalwege mit Hilfe der ,Ingenuity Pathways Analysis Software” - I1PA
(Ingenuity Systems, Redwood City, USA) abgeglichen. Die Gene (Affymetrix Gene IDs)
und deren korrespondierende Expressionswerte (21,5 fold change) wurden in IPA
importiert. Die Software gleicht die importierten Expressionsdaten mit den Genen der
internen [PA-Gendatenbank (,Ingenuity Pathways Knowledge Base“) ab. In dieser

Datenbank sind biologische und chemische Interaktionen sowie physiologische
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Funktionen erfasst, die aus der mathematischen Modellierung von Beziehungen
zwischen Proteinen und Genen erstellt wurden. Die Basis, aus der die Informationen
fiir die Erstellung der IPA-Datenbank gezogen werden, bildet u. a. Primarliteratur, wie
Peer-Review-Publikationen, Reviews und Lehrbiicher. Die einzelnen Schritte der

Datenanalyse sind schematisch in Abbildung 11 skizziert.

Extraktion
der
Gesamt-RNA

Qualitatskontrolle
< (,Bioanalyzer®)

Hybridisierung
auf
Affimetrix Gen-Chip

LAffimetrix MAS 5.0

— i
l RMA-Normalisierung

Analyse in
Genesifter

Welch's t-test (p<0,05);
— Benjamini-Hochberg und Log-Tranformation;
fold change cut-off 1,5

Ingenuity Analyse

Abgleich der Daten mit der ,/Ingenuity
— knowledge base”

1PA
Canonical Pathway
Analysis

IPA
Functional Analysis

Abbildung 11 Vorgehen zur Analyse der Daten aus den Chip Performance/Microarray-
Experimenten.

Die ,IPA Functional Analysis“ identifiziert jene biologischen Funktionen, die im
untersuchten Gewebe besonders stark verandert sind. In die Analyse wurden die
Gene einbezogen, die eine Expressionsanderung hoher als 1,5fach aufwiesen und in
der IPA-Datenbank vertreten waren. Der Fisher-Yates-Test wurde genutzt, um den p-
Wert zu errechnen, der die Signifikanz angibt, mit welcher die jeweilige biologische
Funktion tatsichlich im untersuchten Gewebe verdndert war. Ein Wert tiber -log(p-
wert)21,3 wurde als statistisch signifikant (p-Wert<0,05) angesehen. Je grofler der
~log(p-Wert) desto hoher ist die Ubereinstimmung zwischen Genen, deren Expression
im untersuchten Gewebe verandert war und den Genen aus der IPA-Datenbank (der

jeweiligen biologischen Funktion).
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Die “IPA Canonical Pathways Analysis” identifiziert jene Signalwege der “IPA library of
canonical pathways”, die im untersuchten Gewebe verdandert sind. Wie bereits
beschrieben, wurden Gene in die Analyse einbezogen, die eine Expressionsanderung
hoher als 1,5fach aufwiesen und in der “IPA library of canonical pathways” vertreten
waren. Die Signifikanz der Ubereinstimmung zwischen dem Datensatz des unter-
suchten Gewebes und dem Signalweg aus der IPA-Datenbank wurde auf zwei Wegen
bestimmt:

1) Der Anteil der Gene des Signalwegs aus dem untersuchten Datensatzes, welche
eine signifikante Expressionsanderung aufwiesen, wurde durch die Gesamtanzahl der
bekannten Gene im Signalweg dividiert (Bestimmung der Ratio).

2) Analog zum bereits beschriebenen Vorgehen wurde mit Hilfe des Fisher-Yates-
Tests der p-Wert bestimmt, welcher die Signifikanz der Ubereinstimmung zwischen
dem Datensatz des untersuchten Gewebes und den Referenzgenen des Signalwegs aus

der IPA-Datenbank angibt.

3.2.5.2 Polymerasekettenreaktion

Die von Mullis 1985 entwickelte Polymerasekettenreaktion beruht auf dem Prinzip
der Duplizierung von Nukleinsauren durch DNA-Polymerasen, wie sie auch in
biologischen Zellen zur Vervielfachung der DNA (z. B. bei Zellteilung) stattfindet.
Voraussetzung dafiir sind dsDNA-Bereiche, an welche die DNA-Polymerase binden
kann. In vitro werden dazu Oligonukleotide (Primer) verwendet, welche an eine zu
amplifizierende Stelle der DNA binden (annealing), an diese nun doppelstrangigen
Bereiche bindet die DNA-Polymerase und verlangert den Einzelstrang. Durch Auf-
brechen dieser Doppelstrange und anschliefiende weitere Syntheseschritte lasst sich
die Menge von bestimmten DNA-Abschnitten erhohen, jeder Syntheseschritt fiihrt bei
optimalen Bedingungen zu einer Verdopplung der DNA-Menge. Dieses Verfahren lasst
sich fiir verschiedene Applikationen anwenden. Zum einen kann auf diese Weise das
Vorkommen eines bestimmten Gens nachgewiesen werden (qualitative PCR), indem
die gnomische DNA isoliert wird und auf das gewiinschte Gen analysiert (voraus-
gesetzt die Sequenz ist bekannt, um spezifische Nukleotidprimer zu synthetisieren).
Zum anderen kann die Menge eines Genprodukts bestimmt werden, indem mRNA
isoliert, in cDNA umgeschrieben (RT, Reverse Transkription) und dann mittels

quantitativer PCR analysiert wird.
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Qualitative PCR

Die genomische DNA der Mause wurde beziiglich der Allele fiir das Atp7b-Gen und
das LdIr-Gen analysiert um den Genotyp festzustellen. Zur Genotypisierung werden in
der Regel 3 Primer pro Gen bendétigt. Ein Primerpaar erkennt den WT, und ein
Primerpaar die defekte Genversion. Fiir homozygote Tiere (beide Allele sind gleich)
wird ein Produkt gebildet, bei heterozygoten Tieren (ein Allel WT, das andere Allel
defekt) werden zwei PCR Produkte gebildet. Die Ansdtze und das Programm zur

qualitativen PCR sahen folgendermaf3en aus:

Reagenz Atp7b Ldlr

HotStartTaq MasterMix (Qiagen, Hilden, Deutschland)/  15ul 15ul
AmpliTaq Gold 360 Master Mix (Applied Biosystems,
Carlsbad, USA), 2x konzentriert

Primer A 1uM 1uM
Primer B 1uM 1uM
Primer C 1uM 0,5uM
(Primersequenz siehe Tabelle 2 /Seite 30)

DNA 2ul 2ul
Aqua dest. ad 30ul ad 30ul
Programm Zeit Temp.

1) Denaturierung und Aktivierung der Taq- 15min  94°C

Polymerase

2) Denaturierung der Nukleinsduren 1min 94°C

3) Annealing 1min 58°C } Schritte 2-4 35x
4) Elongation 1min 72°C

5) Elongation 10min  72°C

Reverse Transkription (RT)

Die reverse Transkription dient der Umschreibung von RNA in cDNA (complementary-
DNA), welche dann in der PCR analysiert werden kann. Hier macht man sich das
Prinzip, welches z. B. Retroviren verwenden, um sich in der Wirtszelle zu vermehren,
zunutze. Die reverse Transkriptase ist in der Lage, RNA in cDNA umzuschreiben. Pro

Ansatz wurde 1pg RNA umgeschrieben.
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Reagenz Menge/ Volumen

AMV-RT 5x Reaction Buffer (Promega, Mannheim, Deutschland, 250mM

Tris-HCl, 250mM KCI, 50mM DTT, 50mM MgCl, 2,5mM Spermidin) 8ul
dNTP 10mM je Nucleotid (Fermentas, Burlington, Kanada) 1,6pl
Random Primer p (dNe) 25 A260U/mg (Roche Diagnostics, Basel, Schweiz) 2,0l
AMV Reverse Transkriptase 10U
Recombinant-RNasin Ribonuclease Inhibitor 20U
RNA 1000ng
Aqua dest. ad 30ul
Programm Zeit Temp.
1) Inkubation 10min 25°C
2) Reaktion 45min 42°C
3) Denaturierung Smin 95°C
4) Kiihlung 0 4°C

Die reverse Transkription erfolgte in einem Thermocycler. Die cDNA wurde 1:3

verdiinnt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

Quantitative real time-PCR

Die Bestimmung der Kopienzahl bzw. der relativen Menge eines spezifischen Gen-
produkts erfolgt mittels two-step-RT-PCR mit vorheriger cDNA-Synthese oder als one-
step RT-PCR, bei welcher der cDNA-Syntheseschritt der PCR direkt vorgeschaltet ist.
Ein typischer Reaktionsansatz (30ul) und das Programm fiir eine two-step-PCR

setzten sich wie folgt zusammen:

Reagenz Menge/ Volumen

2x QuantiTect SYBRGreen PCR MasterMix (Qiagen, Hilden, Deutschland) 15pul

Primer A 0,3uM
Primer B 0,3uM
(Primersequenz siehe Tabelle 3 /Seite 31)

cDNA, 1:3 verdiinnt 1,2ul
Aqua dest. ad 30ul
Programm Zeit Temp.
1) Denaturierung und Aktivierung der Taq-Polymerase 10min 95°C
2) Denaturierung der Nukleinsduren 15s 95°C
3) Annealing (Bindung der Primer) 30s 54-62°C
4) Elongation des DNA-Stranges 30s 72°C

(Schritt 2-4 40x)
5) Schmelzkurve 10min  50°C - 95°C
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Die Amplifikation der Probe mittels two-step-PCR erfolgte am ,iCycler” (Biorad,
Miinchen, Deutschland).

Das verwendete Programm fiir diese real-time-PCR begann mit einer Denaturierung
und Aktivierung der Taq-Polymerase bei 95°C fiir 10min. Es folgten 40 Zyklen mit
einer Denaturierung bei 95°C fiir 15s, dem Annealing zur Bindung der Primer an die
cDNA bei einer Primer-abhdngigen Temperatur (54-62°C) fiir 30s und der Elongation
des neu synthetisierten DNA-Strangs bei 72°C fiir 30s.

Zur Charakterisierung des PCR-Produkts wird in der sich anschliefenden Schmelz-
kurvenanalyse der exakte Schmelzpunkt des PCR-Produkts bestimmt. Fiir die one-

step-PCR wurde folgender Ansatz (25ul) und folgendes Programm benutzt:

Reagenz Menge/ Volumen
2x QuantiTect SYBR-Green PCR Master Mix (Qiagen, Hilden,

Deutschland) 15ul

Primer A 0,3uM
Primer B 0,3uM
(Primersequenz siehe Tabelle 3 /Seite 31)

QuantiTect ANTP Mix je 10mM 400uM

RNA 500ng

Aqua dest. ad 25ul
Programm Zeit Temp.
1) Reverse Transkription 30min 50°C
glgzljf;srelerung und Aktivierung der Tag- 15min 95eC
3) Denaturierung der Nukleinsauren 15s 94°C
4) Annealing (Bindung der Primer) 30s 54-62°C
5) Elongation des DNA-Stranges 30s 72°C
(Schritt 3-5 40x)

6) Schmelzkurve 50°C - 95°C

Die Reaktion wurde am ,LightCycler 480 (Roche, Basel, Schweiz) durchgefiihrt. Das
Programm fiir die one-step-RT-PCR gleicht dem der two-step-RT-PCR. Hinzu kommt
der Schritt der reversen Transkription, welcher der Polymerasekettenreaktion vor-

geschaltet ist.

"

Wahrend der Kettenrektion lagert sich der Fluoreszenzfarbstoff ,SybrGreen
spezifisch in doppelstrangige DNA ein. ,SybrGreen” emitiert Licht der Wellenldange

521nm wenn es mit Licht der Wellenldnge 494nm angeregt wird. Die Fluoreszenz-
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intensitat korreliert mit der Menge der gebildeten dsDNA. Nach jedem Elongations-
schritt wurde auf diese Weise die Menge des PCR-Produkts gemessen. Die Menge des
amplifizierten Produkts korreliert mit der Menge der cDNA des jeweiligen Gens und
wurde durch die Bestimmung der cDNA-Menge eines housekeeping-Gens (hier: Gapdh,
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase), dessen Expression durch dufdere Ein-
fliisse nicht wesentlich verandert wird, normalisiert. Die Amplifikation der cDNA
erfolgt exponentiell, d.h. ab einem bestimmten Punkt nimmt die Fluoreszenz-
intensitat der Probe sprunghaft zu und durchschneidet eine Basislinie. Dieser Punkt
wird als CP-Wert (auch: Ci-Wert) definiert. Der CP-Wert entspricht daher dem Zyklus,
in welchem die Basislinie durchbrochen wird und gibt Aufschluss iiber die relative
Konzentration des gesuchten Genprodukts in der Probe. Die Auswertung der Ergeb-
nisse erfolgte mittels ,Relative Expression Software Tool 384" (REST-384) Version 2.
Dieses Programm benutzt den ,pairwise fixed reallocation randomisation test” zur
Bestimmung der relativen Genexpression einer Probe (target) im Vergleich zur
Kontrolle (reference). Die Auswertung basiert auf der AACi-Methode in welcher zuerst
der ACi-Wert bestimmt wird (Ceprobe) — Ct(housekeeping))- Im zZweiten Schritt werden die
AAC-Werte bestimmt (AC: (probe) - ACt (Referenz))- Die relative Expression des Zielgens

wurde durch die Software mit folgender Formel berechnet: [96]

(E )ACPt(MEANcontrol—MEANsample)
target

Ratio = (Ereference)ACPr(MEANcontrol—MEANsample)
Ratio = relatives Expressionsverhaltnis des Zielgens
E = PCR-Effizienz = 2
CP = crossing point (auch: C)

3.2.5.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Grofde des PCR-Produktes wurde durch eine Agarose-Gelelektrophorese tiber-
prift. Das PCR-Produkt wurde mit 4l Ladepuffer versetzt und auf ein 1,8% (w/v)
Agarose/TAE Gel aufgetragen. Die Elektrophorese basiert auf der Tatsache, dass
Nukleinsduren negativ geladen sind und sich daher im elektrischen Feld bewegen. Die
Laufgeschwindigkeit hdngt dabei von der Grofde der Fragmente ab. Kleine Fragmente
bewegen sich schneller im Gel als grof3e. Nach der elektrophoretischen Auftrennung

der Fragmente wurde das Gel in Ethidiumbromid (EtBr) oder ,SybrGreen” gefarbt.
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Beide Substanzen lagern sich spezifisch in dsDNA-Molekiile ein und fluoreszieren bei
Anregung mit UV-Licht der Wellenlange 254nm. Die Dokumentation erfolgte mittels
eines Transilluminators. Anhand eines mitgefithrten DNA-Grof3enstandards
(Fermentas, Thermo Fisher Scientificc Waltham, USA) kann nun die Grofde der
Fragmente bestimmt werden. Zusdtzlich wurde die Qualitit der PCR-Produkte
anhand der oben bereits erwdhnten Schmelzkurve bestimmt. Fiir die Auswertung

wurden ausschlief}lich Messdaten einwandfreier PCR-Produkte verwendet.

3.2.6 Bestimmung der Lipid- und Proteinparameter im Serum

Die Lipidbestimmung (Cholesterol, HDL, LDL, Triglyceride) und Bestimmung des
Gehalts an Aspartat-Aminotransferase (ASAT) und Alanin-Aminotransferase (ALAT)
erfolgte spektrophotometrisch mittels Extinktionsmessung in enzymatischen Farb-
reaktionen. Der Gesamtproteingehalt wurde mittels Biuret-Reaktion bestimmt. Diese
Messungen erfolgten automatisiert mittels Analysekits (Roche, Basel, Schweiz) am

MVZ Prof.Schenk/Dr.Ansorge&Kollegen, Magdeburg, durchgefiihrt von Dr. Heike Wex.

3.2.7 Histologie

3.2.7.1 Herstellung von Parafinschnitten

Nachdem die Leberproben mindestens 24 Stunden in 4% Formalin fixiert wurden,
wurden sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert, in Parafin inkubiert und
in Parafinblocke gegossen. Die Gewebsschnitte aus den Parafinblocken wurden am
Mikrotom mit einer Dicke von 4pm angefertigt und auf Objekttrager (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) aufgezogen. Die Schnitte wurden bis zur Verwendung bei

Raumtemperatur aufbewahrt.

3.2.7.2 Herstellung von Gefrierschnitten

Die Herstellung der Gefrierschnitte erfolgte im Kryo-Mikrotom mit einer Schnittdicke
von 10um. 3 Schnitte der BCA (200pum, 400pm und 600um von der Bifurkation in
Arteria subclavia und Arteria carotis entfernt) und 5 aufeinanderfolgende Schnitte der

Aortenwurzel (10, 30, 50, 70, 90um ab erstem Erscheinen der Aortenklappen)
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wurden auf ,SuperFrost Plus” Objektrager (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

gezogen und bei -80°C aufbewahrt.

3.2.7.3 Ubersichtsfirbungen (HE/Olrot)
HE (Hamalaun-Eosin)-Fdarbung

Die HE-Farbung dient der Ubersichtsfirbung von Gewebeschnitten. Durch das
Hamalaun werden saure Strukturen blau gefarbt (v.a. Zellkerne und das endo-
plasmatische Retikulum). Eosin hingegen farbt alle basische Strukturen rot (Proteine
des Zytoplasmas). Die Parafinschnitte wurden vor der Farbung entwdassert, die
Kryoschnitte wurden in Aqua dest. gespiilt. Es folgte ein 5 miniitiger Farbeschritt in
Hamatoxylinl6sung (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA). Nach erneutem Spiilen in dH20
wurden die Schnitte 10min in flieRendem Leitungswasser geblaut. Anschlief3end
erfolgte ein Spiilgang in Aqua dest. bevor sich der 10min 1%ige Eosin-Farbeschritt
anschloss. Nach nochmaligem Spiilen in Aqua dest. wurden die gefarbten Schnitt-

praparate mit DEPEX (Serva, Heidelberg, Deutschland) eingedeckelt.
Olrot-Firbung

Die Olrot-Farbung dient dem Nachweis von Lipiden. Mindestens 24h vor der Fiarbung
wurden die Objekttrager mit den Schnitten in einer feuchten Kammer mit 10%
Formalinlosung, neutral (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA) aufbewahrt. Im ersten Schritt
wurden die Schnitte 2x in Aqua dest. gespilt, mit 60% Isopropanol entwassert und
18min in Olrotldsung (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA) gefirbt. Nach einem weiteren
Spulschritt und Entwasserung wurden die Schnitte 2min in Hamatoxylinlésung
(,Hematoxylin Solution GILL No.3“, Sigma-Aldrich, St.Louis, USA) gefarbt und 1min
geblaut (20g MgS04, 2g NaHCO3, Aqua dest. ad 11). Zur Darstellung des Bindegewebes
erfolgte nach einem weiteren Spillschritt eine 30s Farbung in Lichtgriin mit
anschliefiendem Spiilen in Aqua dest. Die gefarbten Schnitte wurden mit Glycerol-

Gelantine (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA) und einem Deckgldsschen bedeckt.

3.2.7.4 Quantifikation der atherosklerotischen Lisionen

Um das Ausmafd der atherosklerotischen Lisionen zu bestimmen, wurden die

HE/Olrot gefirbten Schnitte der BCA und Aortenwurzel fotografiert (,AxioCam*, Carl-
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Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland). Die Auswertung erfolgte mit dem Programm
JAxioVison 4.4“ (Carl-Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland). Die Lasionsfliche wurde
luminal zur Lamina Interna planimetrisch vermessen und der Mittelwert aus drei
(BCA) und fiinf (Aortenwurzel) Schnitten einer Probe berechnet. Die Grofie der

Lasionen wurde in pum? angegeben.

3.2.8 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden als relativer Anteil, absolute Zahlen, Median und Mittelwerte
+Standardabweichung angegeben. Die Anzahl der Messwerte n ist unter der je-
weiligen Abbildung angegeben. Die Daten wurden durch den Kolmogorov-Smirnov-
Test und deskriptiv mittels Q-Q-Plot auf Normalverteilung gepriift. Zur statistischen
Analyse erfolgte, soweit nicht anders angegeben, bei normalverteilten Daten eine
ANOVA/Student’s t-test-Analyse. In Fallen, in welchen die Normalverteilung nicht
vorlag, erfolgte ein Kruskal-Wallis/Mann-Whitney-U-Test. Gruppen galten ab einem
zweiseitigem p<0,05 als signifikant unterschiedlich. Die Auswertungen erfolgten mit

»Microcal OriginPro 8.0G“ (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA).
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4 Ergebnisse

4.1 Tumorentstehung/Regeneration in der Leber der Atp7b-/--Maus

4.1.1 Herkunft der Lebertumore

In Atp7b-/--Mausen wird ab einem Alter von ca. 40 Wochen haufig die Entstehung von
Tumoren in der Leber beobachtet.[52] Die Herkunft dieser Tumore ist jedoch nicht
geklart. Erstes Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Entstehung dieser Tumore
aufzuklaren und ihren Ursprung zu identifizieren. Eine Microarray-Expressions-
analyse des Gesamtgenoms auf eine Auswahl tumorassoziierter Gene ergab eine
differenzielle Regulation der Expression von 169 verschiedenen Genen in den
Lebertumoren der Atp7b-/--Maus verglichen zum Wildtyp (WT). In Tabelle 4 sind 17

besonders stark verdnderte tumorassoziierte Gene dargestellt.

Atp7b-/- Maus Tabelle 4 Expressionsinderung ausgewihlter Gene in
Gen n-fach intrahepatischen Tumoren der Atp7b-/--Maus. Verglichen
AFP 15.21 wurden 60 Wochen alte Atp7b/-Mausen zu WT-Maus-
C/EBP « 24l Lebergewebe. Die Werte geben das Ausmafi der
. Expressionsianderung an, der Pfeil beschreibt die Richtung
CD44 3.81 dieser Anderung (T verstirkte Expression; | verminderte
CDH17 5.07 Expression). Die Werte sind auf der Ebene p<0,05
CEACAM 3.31 signifikant (Wilcoxon Test), n=3. Fett gedruckte Gene sind
Keratin 19 13.37 im Sinne der Fragestellung von besonderem Interesse. Eine
Keratin 7 5.71 Auflistung aller 169 different exprimierten Gene befindet
CLDN7 1011 sich im Anhang dieser Arbeit.
EPCAM 117
Glypicanl 217
GSN 7.77
HNF-4a 3.5
MMP2 5.21
MMP7 17.07
SFTPD 13.617
SPP1 56.41
TMEM45A 17.07

In intrahepatischen Tumoren der Atp7b~/--Maus wurden folgende Gene verstarkt
exprimiert (Signifikanzniveau p<0,05): CD44 (3,8fach), SPP1 (56fach), Keratin 7
(6fach) und Keratin 19 (13fach), Claudin7 (10fach), EPCAM (11fach), MMP7 (17fach),
TMEMA45 (17fach) und a-Fetoprotein (AFP; 15fach). In den Atp7b-~/--Mauslebern
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vermindert regulierte Gene sind C/EBP-a (2,4fach vermindert), HNF-4 (2,2fach
vermindert) und CEACAM (3,3fach vermindert) (Signifikanzniveau p<0,05).

Die signifikante Uberexpression von Keratin 7 und Keratin 19 aus den Microarray-
Ergebnissen konnte fiir die Lebertumore der Atp7b/--Miduse im Vergleich zum
umliegenden tumorfreien knockout (KO)-Lebergewebe und WT-Lebergewebe in der
RT-PCR tendenziell bestitigt werden (Abbildung 12). Durch hohe individuelle
Unterschiede der Expression der Gene in den einzelnen Mausen ergaben sich hohe

Variabilitdten, sodass die Ergebnisse nicht signifikant sind.
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Abbildung 12 RT-PCR Analyse der Expression von Keratin 7 und 19. Die Keratine 7 und 19 waren
im Atp7b/-Lebergewebe (KO) und im Tumorgewebe (TU) auf mRNA-Ebene verglichen zu WT-
Lebergewebe verstarkt exprimiert. Mittelwerte+Standardabweichung, n=>5.

Fazit: In der Leber der Atp7b-/--Maus wurden 169 different exprimierte Gene
identifiziert, die mit der Karzinogenese assoziiert sind. Darunter sind bekannte

Marker fiir Leberkarzinome (z.B. AFP, Keratin 7 und 19).




Ergebnisse 47

4.1.2 Mechanismus der Tumorentstehung

Der genaue Mechanismus der hepatischen Tumorentstehung in der Atp7b~/--Maus ist
derzeit unklar. Die zentrale Frage ist, wie es zur Tumorgenese kommt - hat Kupfer
einen direkten Einfluss auf die Expression von Onkogenen oder ist vielmehr die
chronische Entziindung der Ausléser fiir die Tumorbildung? Um beteiligte Gene und
Signalwege zu identifizieren wurde in Microarray-Analysen die Expression von Genen,
welche im Zellzyklus, in der Karzinogenese und der Immunantwort eine Rolle spielen,
untersucht.

In Lebergewebe aus 6, 20, 46 und 60 Wochen alten Atp7b-/--Mdusen (verglichen zum
jeweiligen altersgleichen WT) und Leber-Tumorgewebe von 60 Wochen alten Atp7b-/-
-Mausen (verglichen zum umliegenden tumorfreien Gewebe) wurden Microarray-
Analysen durchgefiihrt und mit Hilfe der ,Ingenuity Pathway“ Analyse ausgewertet.
Die IPA-Analyse zeigt, dass die Anzahl der verdndert exprimierten Gene, welche in
Zellzyklus, Tumorentstehung und Entziindung eine Rolle spielen, sehr hoch war
(Abbildung 13).
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Abbildung 13 Genexpressionsinderung zellulirer Funktionen bzw. pathophysiologischer
Prozesse. Angegeben ist der Anteil der verstarkt exprimierten Gene, beteiligt an den Prozessen Zell-
zyklus, Tumorentstehung und Inflammation (IPA) in der Atp7b+/--Leber im Zeitverlauf 6, 20, 46, 60
Wochen. Zellzyklus-assoziierte Gene waren bis zu einem Alter von 20 Wochen verstérkt exprimiert,
wohingegen Gene der Karzinogenese und der Entziindungsreaktion ab einem Alter von 46 Wochen
verstarkt exprimiert wurden. Angegeben ist der negative Logarithmus des p-Werts. War der p-Wert
sehr klein (<0,05; -log(p-wert) 1,3), so war die Funktion (hier: Zellzyklus, Immunantwort, Tumor-
entstehung) im untersuchten Datensatz signifikant verdndert. Dies wurde als starkes Indiz gewertet,
dass die Funktion vermutlich den beobachteten Phanotyp bedingt. (,,Ingenuity Pathway Analysis‘; n=3)
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Mit Progression der Kupferakkumulation von 6 - 60 Wochen nahm die Hochregulation
der Zellzyklus-Gene im Lebergewebe der Atp7b-/--Mduse ab (6 Wochen: 27 verdndert
exprimierte Gene; -log(p-wert)=7,2; 60 Wochen: 32 Gene; -log(p-wert)=3,9), und die
der karzinomassoziierten Gene zu (6 Wochen: 44 Gene; -log(p-wert)=4,5, 60 Wochen
125 Gene; -log(p-wert)=13). Die Expression von Genen, welche an der Karzinogenese
beteiligt sind, war im Tumorgewebe der 60 Wochen alten Tiere am hdchsten (169
verandert exprimierte Gene; -log(p-Wert)=21,6). Ebenso verhielt es sich mit Genen,
welche in die Immunantwort eingebunden sind (6 Wochen: 6 Gene; -log(p-wert)=2,0;

60 Wochen: 72 Gene; -log(p-wert)=12,4).

Um in den Lebern der Atp7b-/--Mduse Signalwege zu identifizieren, welche an der
Tumorentstehung beteiligt sind, wurde eine IPA-Analyse hinsichtlich bekannter
Signalwege durchgefiihrt. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde der negative
Logarithmus des p-Werts angegeben.

Die Regulation der Signalwege im Lebergewebe der Atp7b-/--Mause im Alter von 6, 20,
46, und 60 Wochen wurde mit jener im WT-Lebergewebe verglichen. Aufierdem
erfolgte in den 60 Wochen alten Mausen ein Vergleich zwischen Tumorgewebe und

umliegendem tumorfreien Gewebe der Atp7b-/--Maus (Abbildung 14A und 14B).
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Abbildung 14 Besonders stark betroffene Signalwege der Karzinogenese. Anteil der A - verstarkt
und B - vermindert exprimierten Gene aus Signalwegen, welche an der Entstehung von Tumoren be-
teiligt sind, im Zeitverlauf 6, 20, 46 und 60 Wochen. Verglichen wurde die Expression der Gene in der
Atp7b-/~-Leber zu WT-Leber gleichen Alters. Bei den 60 Wochen alten Tieren erfolgte aufierdem der
Vergleich zwischen umliegendem, tumorfreiem Gewebe und Tumorgewebe. Bei 6 und 20 Wochen alten
Tieren war die Mehrheit der Gene der betroffenen Signalwege herunterreguliert. Ab einem Alter von
46 Wochen hingegen konnte eine verstarkte Expression der tumorgeneseférdernden Gene nachge-
wiesen werden. Angegeben ist der negative Logarithmus des p-Werts. War der p-Wert sehr klein
(=0,05), so war der Signalweg im Datensatz signifikant verdndert. Dies wurde als starkes Indiz ge-
wertet, dass die Funktion wahrscheinlich den beobachteten Phanotyp bedingt. (,Ingenuity Pathway
Analysis“; n = 3)

Wie aus Abbildung 14 ersichtlich, wurden sechs Signalwege der Tumorentstehung,
fir die signifikante Expressionsanderungen jeweils wesentlicher Gene nachgewiesen
wurden, identifiziert.

Folgende tumorfordernde Signalwege waren vor allem in den &lteren Tieren (60
Wochen) und im Tumorgewebe verstarkt aktiviert: Cdc42-Signalweg (-log(p-
Wert)=4,18), HER-2-Signalweg (-log(p-Wert)=0,75), NFxB-Signalweg (-log(p-
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Wert)=0,9), p53-Signalweg (-log(p-Wert)=1,7), PTEN-Signalweg (-log(p-Wert)=1,62)
und der Wnt/[3-catenin-Signalweg (-log(p-Wert)=1,2) (Abbildung 14A).

In den jingeren Tieren (6 und 20 Wochen) hingegen sind viele Gene dieser
Signalwege vermindert exprimiert (Cdc42-Signalweg -log(p-Wert)=0,4, HER-2-
Signalweg -log(p-Wert)=1,5, NFkB-Signalweg -log(p-Wert)=1,21, p53-Signalweg -
log(p-Wert)=1,32; PTEN-Signalweg -log(p-Wert)=0,57 und Wnt/-catenin-Signalweg
-log(p-Wert)=0,33) (Abbildung 14B).

4.1.2.1 Wnt/B-catenin-Signalweg

Die weitere Analyse des Atp7b-/--Lebertumorgewebes hinsichtlich der Beteiligung des
kanonischen Wnt-Signalweges an der Tumorentstehung zeigte, dass sowohl in den
Microarray-Analysen, als auch in ausgewdhlten real-time-RT-PCR-Experimenten
aktivierende Wnt-Signalwegsgene und Zielgene des Wnt-Signalwegs signifikant

hochreguliert waren.

Die Microarray-Ergebnisse der ,GeneSifter“-Analyse sind in einer sog. heat-map
dargestellt (Abbildung 15A). Die Farbkodierung bezieht sich auf die Hohe der
Regulation der Gene, wobei griin eine verminderte Expression (<-2fach), schwarz
keine Anderung der Expression und rot eine verstirkte Expression (>2fach)
illustriert. Alle dargestellten Anderungen waren auf einem Niveau von p<0,05
signifikant. Die Abbildungen 15B und 15C zeigen Daten aus RT-PCR-Analysen in

welchen die Ergebnisse aus den ,Microarray“-Experimenten bestatigt wurden.
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Abbildung 15 Expression Wnt-Signalwegs-assoziierter Gene. A - “heat map” verdanderter Gene des
Wnt-Signalweges und dessen Zielgene. Der Vergleich erfolgte zum einen zwischen Wildtyp-Leber-
gewebe (WT) und tumorfreien Atp7b~/--Lebergewebe (KO) sowie WT-Gewebe zu Atp7b~/--Tumor-
gewebe (TU) im Alter von 60 Wochen (linke heat map). Zum anderen wurde die Expression zwischen
tumorfreiem Atp7b-/--Lebergewebe (KO) und Tumorgewebe aus dem murinen Atp7b-/--Lebergewebe
(TU) im Alter von 60 Wochen verglichen (rechte heat map). n=3. Alle Werte mit p<0,05 signifikant
(Wilcoxon-Test). B - RT-PCR zur Bestétigung der Microarray-Ergebnisse fiir das JUN Onkogen, das
Zelladhasionsmolekiil CD44, cMyc und den Zellzyklus-Regulator CyclinD1 und C - die Inhibitoren APC
und GSK3f exemplarisch in Tumorgewebe (TU) und umliegendem tumorfreien Gewebe (KO) der 60
Wochen alten Atp7b-/--Tiere, verglichen zum Lebergewebe des Wildtyps (WT). Mittelwert+Standard-
abweichung, n=5, *p<0,05 (Kruskal-Wallis- und Mann-Whitney-U-Test)
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Insgesamt wurden 22 Gene gefunden, welche am Wnt-Signalweg beteiligt sind und im
Tumorgewebe eine veranderte Expression, Im Vergleich zum umliegenden tumor-
freien Gewebe, aufwiesen (Abbildung 15A). Zum Beispiel waren die im Wnt-
Signalweg integrierten Gene, wie SMAD4 (2,5fach), SOX4 (3,3fach), Wnt5a (3,1fach)
im Tumorgewebe verstarkt exprimiert.

Negative Modulatoren des Wnt-Signalweges, wie [-TrCP (1,6fach) und HBP-1
(2,9fach) wurden im Tumorgewebe im Vergleich zum umliegenden tumorfreien
Gewebe vermindert exprimiert.

Die Expression zahlreicher Wnt-Zielgene, welche eine Rolle in der Proliferation, in
Entziindungsreaktionen oder bei der Metastasierung spielen, war verstarkt. Von
besonderer Bedeutung sind hier JUN (Onkogen, 4,4fach verstirkte Expression), die
Cycline D1 und D2 (Zellzykluskontrolle, 2,3fach bzw. 1,7fach verstarkte Expression)
und die Matrixmetallopeptidase 7 (MMP7) (Metastasierung, 12fache Verstarkung).
Abbildung 15 macht ebenfalls deutlich, dass die Mehrzahl der Gene im tumorfreien
Atp7b-/--Gewebe verglichen zum WT-Lebergewebe keine verdnderte Expression
aufwiesen. Eine Ausnahme bilden dabei JUN und CD44, die auch im tumorfreien
Lebergewebe schon 22fach verstarkt exprimiert wurden.

Die Aktivierung der mRNA-Expression wurde auch in der bestdtigenden RT-PCR
exemplarisch fiir die Wnt-Zielgene JUN (4fach), CD44 (30fach), cMyc (4fach) und
CyclinD1 im Tumorgewebe (TU) und im umliegenden tumorfreien Gewebe nach-
gewiesen (Abbildung 15B). Ebenso konnte tendenziell eine verminderte Expression
der negativen Modulatoren APC und GSK3f im tumorfreien und TU-Gewebe

beobachtet werden (Abbildung 15C).

4.1.2.2 Kupferinduzierte Tumorpromotorgen- und Onkogenexpression

Die Expression wichtiger Tumorpromotergene im tumorfreien Atp7b~/--Lebergewebe
(KO) im Vergleich zu Wildtyp-Lebergewebe (WT) ist in zeitlicher Abhangigkeit (6, 20
60 Wochen alte Mause) in Abbildung 16A dargestellt. Abbildung 16B beschreibt die
Expressionsunterschiede der Tumorpromotorgene in hepatischem Tumorgewebe
(TU), verglichen mit dem umliegenden Lebergewebe (KO) der 60 Wochen alten
Atp7b-/--Maus.
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Abbildung 16 Microarray-Expressionsanalyse von Onkogenen in der Atp7b~/--Mausleber. A -
Zeitliche Regulation der Tumorpromotorgene CD44, JUN, Bcl-6, SPP-1, Bcl-2, Cyclin D1. Angegeben ist
die n-fache Verstarkung der Expression im Atp7b-/--Lebergewebe im Vergleich zum WT-Lebergewebe.
B - Verstiarkte Expression der Gene aus (A) zusatzlich MMP7, AFP, Keratin7 und Keratin19 in den
Lebertumoren der Atp7b-/--Mause (TU) im Vergleich zum umliegenden tumorfreien Atp7b-/--Gewebe
(KO). Angegeben sind die Mittelwerte; auf die Angabe der Standardabweichung wurde aus Griinden
der Ubersichtlichkeit verzichtet, diese werden von »Genesifter” fiir die Intensitaten angegeben und sind
in Tabelle 10 im Anhang ersichtlich. n = 3, p<0,05 (Welch's t-test, ,Genesifter”)
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Mit anhaltender Inflammation und fortschreitender Regeneration und Proliferation
stieg auch die Expression der Onkogene an und verblieb auf hohem Niveau. Die
Expression der Gene CD44, JUN, Bcl-6, SPP-1, Bcl-2, und Cyclin D1 war in tumorfreiem
Lebergewebe im Alter von 6-20 Wochen im Vergleich zum WT-Gewebe nicht
verandert, im Alter von 60 Wochen wiesen diese Gene jedoch eine 2 bis 6fach
verstarkte Expression auf. [CD44 (2fach), Cyclin D1 (2fach) nicht signifikant; JUN
(5fach), Bclé6 (2,7fach), Bcl2 (1,5fach), SPP1 (4,3fach) signifikant mit p<0,05]
(Abbildung 16A).

Im Vergleich zwischen dem umliegenden tumorfreien Lebergewebe 60 Wochen alter
Atp7b~/--Mause zum Leber-Tumorgewebe dieser Tiere wurden die Gene noch einmal
um ein vielfaches verstarkt exprimiert. Am starksten verandert war die Expression
von AFP (15,2fach), CK7 (5,7fach), CK19 (10,6fach) und MMP7(12,0fach). Auch CD44
und Bcl-2 waren 4,4fach bzw. 2fach tberexprimiert. Das Signifikanzniveau wurde in

,Genesifter” mit Welch's t-test berechnet (p<0,05) (Abbildung 16B).

Fazit: Durch die Kupferakkumulation wurde die Genexpression in der Leber der
46 - 60 Wochen alten Atp7b-/--Maus beeinflusst. Die Expression von Genen,
welche mit der Karzinogenese und Inflammation assoziiert sind, war erhoht.
Sechs Signalwege waren an der Karzinogenese beteiligt. Von besonderer
Bedeutung war die Aktivierung des kanonischen Wnt/8-catenin-Signalwegs, da
zahlreiche Gene des Signalweges, sowie Zielgene verstirkt exprimiert wurden.
Die kupferinduzierte Onkogenexpression und Pathologie unterlagen einer
zeitlichen Abhiangigkeit, sie stiegen mit zunehmendem Alter und waren im

Tumorgewebe am hdchsten.
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4.2 Lipidstoffwechsel im Mausmodell

Huster et al. beschrieben 2007 frithe Auswirkungen der Kupferakkumulation auf die
Genexpression in der jungen (6 Wochen) Atp7b-~/--Maus. Besonders betroffen war der
Lipidmetabolismus, 9 Gene der Cholesterolbiosynthese waren vermindert exprimiert.
Ausgehend von diesen Ergebnissen wird angenommen, dass in der Atp7b-defizienten
Maus Verdnderungen in der Serumlipidzusammensetzung und der Bildung von
Atherosklerose auftreten.[53], [97]

Die Auswirkungen der Kupferakkumulation auf den Lipidstoffwechsel und die
Entstehung von atherosklerotischen Lasionen sollte durch die Generierung einer

Atp7b-/--Maus auf LDLR/--Hintergrund weiter aufgeklart werden.

4.2.1 LDLR/-Atp7b-/--Maus

4.2.1.1 Generierung und Charakterisierung der LDLR-/-Atp7b-/--Maus

Durch Riickkreuzung der Atp7b~/--Maus auf den LDLR-/--Hintergrund wurde eine
LDLR/-Atp7b-/--Maus generiert. Das Kreuzungsschema ist unter Punkt 3.2.2,
Abbildung 8 gezeigt. Alle Tiere wurden durch qualitative PCR auf ihren Genotyp fiir
Ldlr und Atp7b geprift. In Abbildung 17 sind die Gréfsen der PCR-Produkte fiir die
verschiedenen Genotypen fiir Atp7b und LDLR gezeigt.

Atp7 LdlIr
WT KO HE WT KO HE

750bp 350bp

170bp
200bp

Abbildung 17 PCR-Produkte der Genotypisierung fiir Atp7b und Ldlr. Das Atp7b-WT-Fragment
hat eine Grofde von 750bp, das KO-Fragment ist 200bp grofd und bei Tieren, welche heterozygot (HE)
fiir Atp7b sind, werden beide Produkte in der PCR gebildet (oben). Fiir das Gen des LDL-R-Wildtyps
(WT) wird in der Genotypisierung ein 170bp grof3es Produkt gebildet, das KO-Fragment hat eine Grofie
von 350bp und liegt der heterozygote (HE) Genotyp vor, werden beide Produkte gebildet (unten).
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Im Fall von Atp7b hatte das PCR-Produkt fiir den Wildtyp (Atp7b*/*) eine Grofde von
750bp, das Produkt des knockout-Fragments von Atp7b (Atp7b-/-) hatte eine Grofie
von 200bp und heterozygote (Atp7b*/-) Tiere wiesen beide PCR-Produkte auf. Das
PCR-Produkt fiir den Ldlr-Wildtyp (LDLR*/*) hatte eine Grofle von 170bp, fiir Ldlr-
knockout (LDLR/-) 350bp und bei Ldlr-heterozygoten Mausen (LDLR*/-) wurden

beide PCR-Produkte nachgewiesen.

Ein Wurf aus homozygoten LDLR-/-Atp7b-/- Verpaarungen bestand typischerweise aus
3 - 4 Jungen. Oft verstarben die Nachkommen friith (durch Kupfermangel in der Friih-
entwicklung [51]). Daher wurden die F1-Nachkommen (LDLR7/-Atp7b*/-) unter-
einander verpaart. Auf diese Weise wurde sichergestellt, dass die Jungen keinem
Kupfermangel in der Entwicklung unterlagen. Der Genotyp dieser Nachkommen
hinsichtlich des Atp7b war mit einer Wahrscheinlichkeit von 25% Atp7b*/* oder
Atp7b~/- und mit 50%iger Wahrscheinlichkeit Atp7b+*/-. Die Nachkommen wurden im
Alter von 4 Wochen abgesetzt, genotypisiert und ausschliefdlich mit der semi-
synthetischen cholesterolreichen Didt gefiittert. Im Alter von 12 Wochen wurde den
Tieren Blut aus dem retrobulbiaren Venenplexus entnommen und im Alter von 20
Wochen wurden die Tiere gewogen, getotet, die Organe entnommen und noch einmal
genotypisiert. Die Auswertung aller Daten erfolgte nach den 3 Genotypen (fiir Atp7b)

und nach Geschlechtern getrennt. Es ergaben sich folgende Gruppen:

Genotyp Kurzbezeichnung
LDLR/-Atp7b+/+ WT
LDLR/-Atp7b*/- HE

LDLR/-Atp7b-/- DKO

Abbildung 18 zeigt das Gewicht der mannlichen und weiblichen Mause der drei

Versuchsgruppen am Tag der Totung im Alter von 20 Wochen.
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Abbildung 18 Gewicht der Miuse aus dem Fiitterungsexperiment im Alter von 20 Wochen. Das
Gewicht der weiblichen und maéannlichen Mause der 3 Versuchsgruppen nach Fiitterung der
cholesterolreichen Diat iiber einen Zeitraum von 16 Wochen. n=15; Mittelwert+Standardabweichung,
p<0,05 (Kruskal-Wallis und Mann-Whitney-U-Test)

Im Alter von 20 Wochen waren die Weibchen aller 3 Gruppen leichter als die
mannlichen Tiere (WT weiblich 22,5+2,54g WT mannlich 29,4+3,83g; HE weiblich
22,2+2,85g HE mannlich 28,6%4,18; DKO weiblich 21,7+2,23g DKO mannlich
25,4+3,64g). Auflerdem waren die mannlichen DKO-Tiere (25,4+3,64g) signifikant
leichter als die mannlichen WT-Tiere (29,4+3,83g).

Bei Leberentnahme wurde ein Teil des Gewebes in 4% Formalin zur spateren
histologischen Aufarbeitung fixiert. Die Gewebsschnitte wurden HE-gefarbt, um den

Aufbau des Gewebes zu untersuchen.

Die Unterschiede in der Leberhistologie zwischen den Genotypen sind in Abbildung

19 dargestellt.
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Abbildung 19 Leberhistologie von Atp7b WT-, HE- und DKO-Mausen auf LDLR~/--Hintergrund.

Reprasentative Darstellung des Lebergewebes nach 16 Wochen cholesterolreicher Didt. WT: massive
Lipideinlagerungen und stark vergrofierte Hepatozyten. HE: vereinzelte Lipideinlagerungen,
vergrofderte Hepatozyten. DKO: selten Lipideinlagerungen, leicht vergrofierte Hepatozyten.
Vergrofierung: 50x

Vor allem die LDLR/-Atp7b+*/*-Mause wiesen haufiger eine ausgepragte Fettleber auf
als die LDLR/-Atp7b-/--Tiere. Die Leber der Doppel-knockout-Maus war makro-
skopisch zumeist unauffallig. Im lichtmikroskopischen Bild zeigte sich jedoch eine

milde Entziindung und vergrofierte Hepatozyten.

Um eine quantitative Aussage zu treffen, wieviele der WT-Tiere eine Fettleber auf-
wiesen, wurde eine Einteilung der Leber in 4 verschiedene Stadien der Verfettung

vorgenommen (nach Brunt et al[98]): Grad 0: keine Fetteinlagerungen sichtbar,
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Grad I: 0 - 33%, Grad II: 33 - 66 und Grad III: >66% der Hepatozyten weisen
Fetteinlagerungen auf.

In Abbildung 20 ist dargestellt, in welchem Ausmaf die Leber der Mause verfettet

war.
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Abbildung 20 Staging der Leberzellverfettung. A - Anteil der Mause der jeweiligen Genotypen an
Grad 0 bis III. n=30 B - Getrennte Auswertung von weiblichen und mannlichen Madusen der 3 Gruppen
hinsichtlich des Grades der Leberzellverfettung. n=15, (p<0,0001, Fisher-Yates-Test)

Die WT-Mause wiesen nach 16 Wochen cholesterolreicher Didt haufiger stark eine
Leberverfettung auf als DKO-Mause (WT 61,3% Grad II + III; DKO 76,2% Grad 0 + I).
Die heterozygoten Mause zeigten ein dhnliches Bild, wie die WT-Tiere, jedoch mit
abgeschwachter Auspragung. Das Ausmaf3 der Verfettung bei mannlichen Mausen war
generell wesentlich ausgepragter als bei den Weibchen der gleichen Gruppe. Der
Anteil der weiblichen WT-Mause (7,1%) an Grad III Verfettung ist wesentlich geringer
als der der mannlichen WT-Mause (26,7%). Im Gegenzug wiesen die weiblichen DKO-

Mause einen hoheren Anteil an Grad 0 auf (66,7%) als die mannlichen (33,3%).

Durch Atomabsorptionsspektroskopie wurde der Gehalt von Kupfer, Eisen und Zink in

der Leber der drei Versuchsgruppen bestimmt (Abbildung 21).
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Abbildung 21 Kupfer-, Zink-, und Eisengehalt in der Leber der Miuse. 20 Wochen alte WT-, HE-
und DKO-Mause. Mittelwert+Standardabweichung *p<0,05, n=30

DKO-Mduse wiesen einen 40mal hoheren Kupfergehalt in der Leber auf als WT-
Mause. Aufderdem ist die Zink- und Eisenkonzentration in den Doppel-knockout-

Mausen erhoht.

Fazit: LDLR-/-Atp7b-/--Méduse wiegen weniger als WT-Maiuse, dieser Unterschied
ist bei minnlichen Tieren signifikant. WT-Mduse weisen eine ausgepradgte
Steatose (Leberpathologie) auf, wihrend DKO-Mdiuse selten eine Fettleber
ausbilden. Aufderdem wurde bei den DKO-Mausen ein erhohter Kupfer-, Zink-,
und Eisengehalt in der Leber festgestellt. Der Kupfergehalt ist 40x hoher als im
WT. Die erhohten Kupferwerte im Lebergewebe der DKO-Miuse sind mit den

histopathologischen Veranderungen der Leberarchitektur assoziiert.
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4.2.1.2 Genexpression in der Leber

Huster et al. haben 2008 in Microarray-Analysen gezeigt, dass durch die
Kupferakkumulation die Genexpression in der Leber der Atp7b~/--Maus beeinflusst
wird. Besonders Gene der Cholesterolbiosynthese waren betroffen. In weiblichen 6
Wochen alten Atp7b-/--Mausen wurden 9 Gene dieses Syntheseweges vermindert
exprimiert, darunter das geschwindigkeitsbestimmende Enzym, die HMG-CoA-

Reduktase (HMGCR).

In Tabelle 5 sind die Ergebnisse der Microarray-Analysen, welche im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrt wurden, dargestellt. Die Expression der 9 Gene des Cholesterol-
syntheseweges wurde in Atp7b-defizienten Mausen verglichen zu WT-Madusen
(C57/Bl6), LDLR/Atp7b Doppel-knockout verglichen zu LDLR-defizienten Mausen
und LDLR/Atp7b Doppel-knockout-Mause verglichen zum WT (C57/Bl6) untersucht.

Tabelle 5 Verminderte Expression von Enzymen beteiligt an der Cholesterolbiosynthese. In der
Leber von 20 Wochen alten Atp7b-/--Mausen und 20 Wochen alten weiblichen LDLR/-Atp7b-/--Mausen,
welche mit cholesterolreicher Diat gefiittert wurden. *p<0,05

LDLR*/*Atp7b-/-| LDLR/-Atp7b-/- | LDLR-/-Atp7b-/-
Gen VS. vSs. vSs.
LDLR*/+*Atp7b*/+| LDLR/-Atp7b*/* |LDLR*/+*Atp7b*/+
HMG-CoA-Reduktase (HMGCR) 1,91* 3,61* 1,31
Acetoacetyl-CoA-Syntase 3,11* 2,81 2,27
Isopentenyl-diphosphat-delta- 5 gL 321 2,00
Isomerase (Idi1) ’ ’
Mevalonat(diphospho)- 3 2% 311 1,171
Decarboxylase (MvD) ’ ’
Farnesyldiphosphat-Synthetase 3 0L* 300 1,17
(FdS) ’ ’
Lanosterolsynthase 2,70* 2,91 1,21
HMG-CoA-Synthase (HMGCS) 3,41* 2,61 1,71
Farnesyl-diphosphat-farnesyl- 9 gL* 591 1,0
Transferase ’ ’
Squalen-Epoxidase (Sqle) 2,71* 2,91 1,81

In den hier durchgefiihrten Analysen konnte die signifikant verminderte Expression
aller 9 Cholesterolsynthesewegsgene in der Atp7b~/--Maus bestatigt werden. Diese
Verminderung setzt sich ebenfalls in den Atp7b-/-Mdusen auf LDLR”/--Hintergrund

durch. Hinsichtlich der Doppel-knockout-Tiere war das Ergebnis der Microarray-



Ergebnisse 62

Analyse jedoch nur im Fall der HMG-CoA-Reduktase auf dem Niveau p<0,05
signifikant. Die HMGCR war in den DKO-Tieren verglichen zum WT 3,6fach
vermindert exprimiert. Vergleicht man die LDLR-/-Atp7b*/+ zur LDLR*/*Atp7b*/* so
zeigt sich ein uneinheitliches Bild mit nicht signifikanter verminderter und erhdhter

Expression der untersuchten Gene.

Um die Ergebnisse der Microarray-Analysen der Mausleber zu bestatigen, wurde fiir
vier ausgewahlte Gene der Cholesterolsynthese (HMGCR, HMGCS, Sqle, Idi1) eine RT-
PCR mit Lebermaterial von DKO- und WT-Mausen durchgefiihrt (Abbildung 22).
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Abbildung 22 RT-PCR zur Expression von Enzymen der Cholesterolbiosynthese. Expression von
HMG-CoA-Reduktase (HMGCR), HMG-CoA-Synthetase (HMGCS), Squalen-Epoxidase (Sqle) und
Isopentenyl-diphosphat-Isomerase 1 (Idil) in der LDLR/-Atp7b-/--Mausleber (DKO) im Vergleich zur
LDLR/-Atp7b*/+-Mausleber (WT). Mittelwert+Standardabweichung, p<0,05, n=15

Fiir 3 dieser Gene (HMGCR, Sqle, Idi1) konnte die signifikant verringerte Expression
auch hier bestétigt werden, nicht jedoch fiir das vierte getestete Gen, die HMG-CoA-
Synthetase (HMGCS). Das Ausmaf} der Verminderung in der RT-PCR war mit
-1,6facher relativer Expressionsminderung jedoch nicht so hoch wie jene der

Microarray-Analysen (2,6 - 3,6fach verminderte Expression).
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4.2.1.3 Serumlipide in der LDLR/-Atp7b-/--Maus

Wie in Punkt 4.2.1.2 gezeigt, waren mehrere Gene des Cholesterolstoffwechsels in der
Leber der LDLR/-Atp7b-/--Maduse vermindert exprimiert. Es wurde angenommen,
dass dies Auswirkungen auf den Serum-Cholesterolspiegel hat. Um dies zu unter-
suchen, wurden die Serumlipide [Gesamt-Cholesterol, Triglyceride, High-Density-
Lipoprotein (HDL), Low-Density-Lipoprotein (LDL) und Very-Low-Density-Lipoprotein
(VLDL)] in den Seren der Mause bestimmt.

Die Bestimmung der Serumlipide der Mause erfolgte im Alter von 12 Wochen und am
Ende des Experiments im Alter von 20 Wochen. In Abbildung 23 sind die Cholesterol-
und Triglyceridgehalte der WT-/HE-/DKO-Mause je fiir Weibchen und Mannchen
unter der Standard-Haltungsdiat gezeigt.
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Abbildung 23 Gesamtcholesterol und Triglyceride im Serum unter Standard-Haltungsdiit. A -
Gesamtcholesterol; B - Triglycerid (TG)-Gehalte der Seren méannlicher und weiblicher Mause der
verschiedenen Genotypgruppen im Alter von 12 und 20 Wochen. Darstellungsweise boxplot: die untere
und obere Begrenzung einer Box entsprechen der 25% bzw. 75% Perzentile, 1% und 99% Perzentile
sind durch die kleinen schwarzen Sterne reprasentiert. Die Linie und das kleine Quadrat innerhalb der
Box stellen den Median bzw. den Mittelwert dar.
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Der Gehalt an Cholesterol im Serum der drei Versuchsgruppen betragt im Median
5,96+2,07mmol/l. Die Triglyceridwerte betragen im Median 1,87+0,07mmol/l. In
weiblichen und mannlichen Tieren einer Gruppe sind die Cholesterolwerte dhnlich.
Nur bei den WT-Weibchen ist der Cholesterolgehalt im Alter von 12 Wochen und 20
Wochen geringer als bei den WT-Mannchen. Der Triglyceridgehalt hingegen ist in den

weiblichen Tieren aller Gruppen tendenziell geringer als in den mannlichen Tieren.

Das Gesamtcholesterol weist im Alter von 12 und 20 Wochen keinen signifikanten
Unterschied zwischen den 3 Gruppen auf. Werden die Tiere der 3 Gruppen mit-
einander verglichen, zeigte sich jedoch ein Trend zu einem niedrigeren Triglyzerid-
gehalt des Serums. Die 12 Wochen alten weiblichen HE-(1,48+0,13mmol/1) und DKO-
Tiere (1,61+0,36mmol/1) wiesen einen geringeren TG-Gehalt im Vergleich zum WT
(1,75%£0,26mmol /1) auf. Der TG-Wert der mannlichen DKO-Tiere (2,56+0,45mmol/I)
ist hingegen im Vergleich zum WT (1,98+0,08mmol/1) hoher. Dieser Trend blieb auch
im Alter von 20 Wochen erhalten, auffillig sind jedoch die groflen Varianzen

innerhalb der Gruppen.

Die Konzentrationen der einzelnen Lipoproteine HDL, LDL und VLDL im Serum von
12 und 20 Wochen alten Mausen bei Standardhaltungsdiat ist in Abbildung 24
dargestellt. Auch hier zeigte sich im Alter von 20 Wochen eine beachtliche Varianz

innerhalb der Gruppen.
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Abbildung 24 HDL-, LDL- und VLDL-Cholesterol im Serum unter Standard-Haltungsdiit.

A - HDL-; B - LDL- und C - VLDL-Gehalt im Serum méannlicher und weiblicher Mause nach 12 und 20
Wochen Standardhaltungsdiét. Darstellungsweise boxplot: die untere und obere Begrenzung einer Box
ent-sprechen der 25% bzw. 75% Perzentile, 1% und 99% Perzentile sind durch die kleinen schwarzen
Sterne reprasentiert. Die Linie und das kleine Quadrat innerhalb der Box stellen den Median bzw. den
Mittelwert dar. *p<0,05

In 12 Wochen alten Mausen waren die Konzentrationen fiir HDL (3,25+£0,05mmol/1),
LDL (2,82+0,34mmol/1) und VLDL (0,37+0,01mmol/l) mit denen der 20 Wochen
alten Tieren vergleichbar (HDL: 3,51+0,13mmol/l, LDL: 3,09+0,22mmol/l, VLDL:
0,36+0,04mmol/1). Der HDL-Gehalt zeigte zudem keine Differenzen zwischen den
Gruppen. Die LDL-Konzentration war in 12 Wochen alten WT- (3,36+0,48mmol/l)
und HE-(2,90+0,28mmol/1) Weibchen hoéher als in WT- (2,78+0,1mmol/l) bzw. HE-
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(2,28+0,56mmol/1) Mdannchen (p<0,02). DKO-Weibchen (0,32+£0,07mmol/1) hatten im
Alter von 12 Wochen geringere VLDL-Spiegel als die Mannchen (0,51+0,09mmol/],
p<0,01). Im Alter von 20 Wochen gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen
den HDL- und LDL-Konzentrationen der Gruppen. Der VLDL-Gehalt war in 20 Wochen
alten WT-Weibchen (0,27£0,03mmol/1) jedoch signifikant (p<0.05) geringer als in
den WT-Mannchen (0,43+0,03mmol/1).

Um die Entwicklung der Atherosklerose in den LDLR-defizienten Mdausen zu
beschleunigen, wurden je 30 Mdusen pro Gruppe nach dem Absetzen im Alter von 4
Wochen fiir 16 Wochen ausschliefdlich eine cholesterolreiche, semisynthetische Diat
verabreicht. Der Cholesterolgehalt der Nahrung betrug 0,02%. Im Alter von 12 und 20
Wochen wurden die Lipide im Blutplasma bestimmt. Abbildung 25 zeigt die Gesamt-

cholesterol- und Triglyzeridkonzentration im Blutplasma der drei Versuchsgruppen.
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Abbildung 25 Gesamtcholesterol und Triglyzeride im Serum unter cholesterolreicher Diit. A -
Gesamtcholesterol und B - Triglyzeridgehalt im Serum der WT-, HE-, DKO-Mduse nach 12 und 20
Wochen. Darstellungsweise boxplot: die untere und obere Begrenzung einer Box entsprechen der 25%
bzw. 75% Perzentile, 1% und 99% Perzentile sind durch die kleinen schwarzen Sterne reprasentiert.
Die Linie und das Kkleine Quadrat innerhalb der Box stellen den Median bzw. den Mittelwert dar.
*p<0,01
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Alle drei Genotypen hatten nach 12 Wochen einen mehr als doppelt so hohen
Cholesterolwert (Median aller 12 Wochen alten Mause: 15,94+4,49mmol/l) als die
Mause unter Standard-Haltungsdiat (5,96+0,27mmol/1l). Im Alter von 20 Wochen
stieg der mittlere Cholesterolwert noch einmal stark auf 22,72+8,76mmol/] (Median
aller 20 Wochen alten Tiere) an. Zu diesem Zeitpunkt hatten weibliche DKO-Mause
(19,38£4,8mmol/l) einen signifikant geringeren Cholesterolgehalt als weibliche WT-
Mause (27,38+6,91mmol/l). Der Triglyceridgehalt war unter cholesterolreicher Diat
ebenfalls erh6ht (von 1,87+0,07mmol/]l unter Haltungsdiat auf 3,42+1,3mmol/l bei
cholesterolreicher Diadt in den 12 Wochen alten Madusen). Hier wiesen die weiblichen
DKO-Mause (2,65+0,55mmol/1) schon im Alter von 12 Wochen signifikant geringere
TG-Gehalte als der WT (3,44+1,06mmol/l) auf. Mit 20 Wochen war der TG-Gehalt flir
mannliche und weibliche DKO-Mause (3,79+1,56mmol/l und 2,74+1,23mmol/I)
signifikant geringer als in den WT-Mausen (5,33+2,6mmol/] bzw. 4,85+3,15mmol/l).
Die Unterschiede waren nach Kruskal-Wallis- und Mann-Whitney-U-Test auf dem
Niveau p<0,01 signifikant. Auch bei der Fiitterung der cholesterolreichen Didt waren

die Varianzen innerhalb der Gruppen bei den 20 Wochen alten Mausen sehr grof3.

Die Konzentration der Fraktionen des Cholesterols in den Versuchsgruppen unter

cholesterolreicher Diat ist in Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26 HDL-, LDL- und VLDL-Cholesterol im Serum unter cholesterolreicher Diit.
A - HDL-, B - LDL- und C - VLDL-Gehalt von 12 und 20 Wochen alten mannlichen und weiblichen

Mausen der 3 Genotypgruppen. Darstellungsweise boxplot: die untere und obere Begrenzung einer Box
entsprechen der 25% bzw. 75% Perzentile, 1% und 99% Perzentile sind durch die kleinen schwarzen
Sterne reprasentiert. Die Linie und das kleine Quadrat innerhalb der Box stellen den Median bzw. den
Mittelwert dar. *p<0,05

Die Konzentration der Fraktionen des Cholesterols war in den mit der
cholesterolreichen Didat gefiitterten Madusen hoher (12 Wochen HDL:
5,69+1,37mmol/]l, LDL: 9,37+3,21mmol/l, VLDL: 0,68+0,26mmol/1) als bei jenen
unter Haltungsdiat. Die Werte der Cholesterolfraktionen der Mause im Alter von 20

Wochen waren wiederum héher (HDL: 5,84+2,58mmol/l, LDL: 15,61+6,15mmol/],
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VLDL: 0,86+0,5mmol/l) als in 12 Wochen alten Mdausen, schwankten dafiir aber
innerhalb der Gruppen starker. Fiir HDL konnten weder in 12 Wochen noch in 20
Wochen alten Mausen signifikante Unterschiede zwischen den 3 Gruppen verzeichnet
werden. Mannliche DKO-Mause (13,15%£4,43mmol/1) wiesen nach 12 Wochen héhere
LDL-Spiegel als der WT (7,00+3,15mmol/l) auf. Dieser Unterschied konnte mit 20
Wochen nicht mehr nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu hatten die weiblichen
DKO-Mause (14,55%3,54mmol/l) in diesem Alter weniger LDL als der WT
(19,29+5,01mmol/1). Im Alter von 20 Wochen sind die VLDL-Konzentrationen héher
als im Alter von 12 Wochen und weisen fiir WT und HE sehr starke Schwankungen
auf. In den DKO-Madusen blieben sie jedoch auf dem niedrigen Niveau der 12 Wochen
alten Mause. Sie sind in weiblichen 20 Wochen alten DKO-Mausen (mannlich:
0,76x0,31mmol/]l, weiblich: 0,55+0,25mmol/l) signifikant geringer als im WT
(mannlich: 1,07+0,52mmol/l, weiblich: 0,97+0,63mmol/l). Die Unterschiede sind
nach Kruskal-Wallis- und Mann-Whitney-U-Test auf dem Niveau p<0,01 signifikant.

Fazit: Die zusitzliche Deletion des Atp7b-Gens in weiblichen LDLR/-Atp7b-
Miusen, welche mit cholesterolreicher Diat gefiittert wurden, bewirkt eine
Verringerung des Gesamtcholesterols, des LDL und VLDL. Die verringerte
Expression der 9 Cholesterolbiosynthese-Gene ist in den weiblichen Tieren mit

der Reduktion des Cholesterolgehalts im Serum assoziiert.




Ergebnisse 70

4.2.2 Atherosklerose

LDLR/--Mause bilden bei Fiitterung mit cholesterolreicher Didt vermehrt athero-
sklerotische Plaques in BCA und Aortenwurzel.[92] Der Einfluss der Atp7b-Deletion,
der Kupferakkumulation und der daraus resultierenden verringerten Cholesterol-
synthese auf die Ausbildung atherosklerotischer Plaques sollte im nachsten Schritt
untersucht werden. Die Grofde der atherosklerotischen Lasionen wurde histo-
chemisch in Transversalschnitten der Brachiocephalarterie (BCA) und der Aorten-
wurzel bestimmt. Die individuelle Auspragung der Lasionen innerhalb einer Gruppe

variierte sowohl in BCA als auch in der Aortenwurzel stark.

Abbildung 27 stellt die Situation der atherosklerotischen Plaquebildung in der BCA
von 20 Wochen alten Mausen, welche mit der semisynthetischen cholesterolreichen
Diat gefiittert wurden, dar.

Die Lasionsflache in der BCA schwankt fiir alle Gruppen von Opm? bis 18.000um?2. Es
trat keine Verringerung der Lasionsfliche in den DKO Mausen auf, in mannlichen
DKO-Tieren (7200+£5900um?) kam es zu einer Zunahme der Lasionsflache (Abbildung
26A) gegeniiber des WT (1900+3300um?2). Die Lasionsfliche der weiblichen WT-
Mause betrug im Median 3200+4500um?, die der weiblichen DKO-Maduse war mit
2300+2700um? tendenziell geringer, jedoch mit hohen Abweichungen behaftet.

In Abbildung 26B sind fiir WT und DKO exemplarisch je 2 BCA Schnitte
(méannlich/weiblich) gezeigt. In jeder Gruppe gab es mehrere Mause die keine
Lasionen aufwiesen, jedoch auch Mause, bei welchen die Lasionen stark ausgepragt

waren (Abbildung 27).

Zusatzlich erfolgte die Bestimmung der Grofie der atherosklerotischen Lasionen in

der Aortenwurzel (Abbildung 28).



Ergebnisse

71

3x107 -

um?)

S

2x10 -

1%10¢ -

Lasionsflache

WT

HE

DKO  WT

HE DKO

mannlich .
o F_
& g
\ =7
i
weiblich
= 2
oy

i,

iy o R

£

LLF

WT

DKO

Abbildung 27 Atherosklerotische Lisionen der BCA. A - quantitative Auswertung der Lisions-
flache. Darstellungsweise boxplot: die untere und obere Begrenzung einer Box entsprechen der 25%
bzw. 75% Perzentile, 1% und 99% Perzentile sind durch die kleinen schwarzen Sterne reprasentiert.
Die Linie und das Kkleine Quadrat innerhalb der Box stellen den Median bzw. den Mittelwert dar.
Angegeben ist die Fliche des BCA-Lumens, welche mit atherosklerotischen Lasionen gefiillt war.
Kruskal-Wallis-, Mann-Whitney-U-Test. *p<0,05 B - Je ein Beispiel der Lasionsfliche der Aortenwurzel

aus einer mannlichen und einer weiblichen WT- bzw. DKO-Maus, Olrot, Vergrofderung 400x, *p<0,05



Ergebnisse 72

>

8x10° -
NE | a | | = |
2 6x10° -
) X
o .
RS
S 4x10° -
2] x
c . ; "
S | I
8 2x10° - I
| | T ; _ I:
olI== 1T @ T ==

WT HE DKO WT HE DKO

Abbildung 28 Atherosklerotische Lisionen in der Aortenwurzel. A - Quantitative Auswertung der
Lasionsflache. Darstellungsweise boxplot: die untere und obere Begrenzung einer Box entsprechen der
25% bzw. 75% Perzentile, 1% und 99% Perzentile sind durch die kleinen schwarzen Sterne
reprasentiert. Die Linie und das kleine Quadrat innerhalb der Box stellen den Median bzw. den
Mittelwert dar. Angegeben ist die Flache des Aortenwurzellumens, welche mit atherosklerotischen
Lasionen gefiillt war. Kruskal-Wallis-, Mann-Whitney-U-Test, p<0,05. B - Je ein Beispiel der Lasions-
fliche der Aortenwurzel aus einer minnlichen und einer weiblichen WT bzw. DKO Maus, Olrot,
Vergrofierung 200x, *p<0,05
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Die Lasionsflichen der Aortenwurzel waren generell grofder als in der BCA
(20.000um? bis 300.000um?2). Es wurde eine signifikante Reduktion (Kruskal-Wallis,
Mann-Whitney-U, p<,05) der Lasionsfliche in den weiblichen DKO-Mdusen
(71400+36500um?), verglichen mit dem weiblichen WT (143300+79000um?),
gemessen. Die mannlichen DKO-Mduse (125600+80800um?2) wiesen jedoch, wie
schon in der BCA, signifikant grofiere Lasionen (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney-U-
Test, p<,05) im Vergleich zu den mannlichen WT-Tieren (72300£45900um?) auf
(Abbildung 28A). Auch hier gab es individuelle Varianzen hinsichtlich der Lasions-
grofde innerhalb einer Gruppe, diese waren aber nicht so stark ausgepragt wie im Fall
der BCA. Exemplarisch sind in Abbildung 28B Schnitte der Aortenwurzel mit 6lrot-

gefarbter Lasionsflache mannlicher und weiblicher WT- bzw. DKO-Mause dargestellt.

Fazit: Die atherosklerotischen Lasionsflichen in der BCA und der Aortenwurzel
wiesen starke individuelle Unterschiede auf. In der BCA der weiblichen LDLR"/-
Atp7b-/--Méuse konnte keine Verringerung der Lasionsfliche im Vergleich zum
Atp7b-WT nachgewiesen werden. Midnnliche Doppel-knockout-Tiere zeigten
eine Zunahme der Lisionsgrofde. In der Aortenwurzel hingegen wiesen
weibliche LDLR-/-Atp7b-/--Miduse signifikant kleinere Lisionen auf als der
Atp7b-WT. Minnliche Doppel-knockout-Tiere besafden, wie in der BCA, grofdere

Lisionen.
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4.3 Morbus-Wilson-Patienten

Morbus Wilson ist eine rezessiv vererbte Stoffwechselstérung, die mit einer Inzidenz
von 1:30.000 angegeben wird. Die primdren Symptome betreffen die Leber und das
Gehirn. Fir die in dieser Arbeit untersuchten Prozesse - Tumorentstehung und
Storung des Lipidstoffwechsels - sind Beobachtungen und zum Teil auch erste
Studien am Patienten bekannt.[36], [99] Die Inzidenz fiir intrahepatische Tumore
scheint in Morbus-Wilson-Patienten etwas héher zu sein als in gesunden Kontrollen.
In einer Follow-up-Studie (>10 Jahre) von Walshe et al. entwickelten 5,7% der
beobachteten Morbus-Wilson-Patienten Tumore in der Leber.[36] Durch friihe
Therapie oder Lebertransplantationen sind die Patienten jedoch selten einer
andauernden, hohen Kupferkonzentration ausgesetzt. In Hinblick auf die Herz-
Kreislauferkrankungen existiert die auf Beobachtungen basierende Hypothese, dass
Morbus-Wilson-Patienten im Vergleich zu Normalpersonen (nicht-Morbus Wilson)
nur selten an Atherosklerose und deren Folgeerscheinungen erkranken. Daher sollte
abschliefdend untersucht werden, ob die Ergebnisse aus der Untersuchung der

Atp7b-/--Maus auch auf Morbus-Wilson-Patienten iibertragen werden kénnen.

4.3.1 Expression tumorassoziierter Gene in der Leber von Morbus-Wilson-

Patienten

Lebergewebe von Morbus-Wilson-Patienten wurde zur Untersuchung der Expression
bekannter tumorassoziierter Gene einer Microarray-Expressionsanalyse unterzogen.

Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Tabelle 6 dargestellt. Die Expression der Gene
im Gewebe von Morbus-Wilson-Patienten wurde verglichen zu Kontroll-

Lebergewebel.
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Tabelle 6 Expressionsinderung ausgewihlter Gene in Morbus-Wilson-Patienten. Im Vergleich zu
Kontroll-Lebergewebel. Die Werte geben das Ausmafd der Expressionsdnderung an, der Pfeil
beschreibt die Richtung dieser Anderung (T verstirkte Expression; | verminderte Expression). Die
Werte sind auf der Ebene p<0,05 signifikant (Wilcoxon Test). n=3.

Gen n-fach
CDh44 5.77
Keratin 19 4.327
Keratin 7 6.5T
CLDN7 1.97
COL1A1 10.77
COL1A2 17.27
EPCAM 16.97
LGALS3 11.87
MMP2 247
MMP7 12.37

Auch in den Hepatozyten der Morbus-Wilson-Patienten wurden einige der in den
Lebertumoren der Mause gefundenen Gene verandert exprimiert. Unter anderem war
die Expression von Keratin 7 (6,5fach) und Keratin 19 (4,32fach), EPCAM (16,9fach),
Claudin 7 (1,9fach) und MMP7 (12,3fach) auf mRNA-Ebene signifikant verstarkt
verglichen mit humanem Lebergewebe von Nicht-Morbus-Wilson-Kontrollen

(Signifikanzniveau p<0,05) (Tabelle 6).

4.3.2 Lipidmetabolismus in Morbus-Wilson-Patienten

Aufgrund klinischer Beobachtung der Morbus-Wilson-Patienten wird vermutet, dass
diese weniger oft an Atherosklerose und deren Folgeerscheinungen leiden als Indi-
viduen, welche den Defekt des ATP7B-Gens nicht tragen. Um diese Hypothese zu
untersuchen, wurde zunachst die Expression der Cholesterolbiosynthesegene im
Lebergewebe der Patienten untersucht und aufierdem das Lipidprofil des Serums

dieser Patienten bestimmdt.

1 Leberproben aus intaktem Gewebe, welches im Zuge der Entfernung von Lebermetastasen als
»Sicherheitsabstand“ entnommen wurde. Fiir die Verwendung dieses Materials lag ein positives
Votum der Ethikkommission der Universitét Leipzig vor.
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4.3.2.1 Expression von Genen der Cholesterolbiosynthese in der Leber

Die Microarray-Analyse des humanen Morbus-Wilson-Lebergewebes hinsichtlich der
Cholesterolbiosynthesewegsgene ergab fiir fiinf der neun in den Atp7b-/--Mausen
untersuchten Gene ebenfalls eine verminderte Expression (HMGCR 2,3fach, Idil
3,0fach, FdS 1,8fach, HMGCS 7,1fach und Sqle 1,2fach), verglichen mit den Nicht-
Morbus-Wilson-Kontrollen (Tabelle 7).

Tabelle 7 Verminderte Expression von Enzymen beteiligt an der Cholesterolbiosynthese. In der
Leber von Morbus-Wilson-Patienten, verglichen zur Kontrolle. n=3, *p<0,05, /-keine Expressions-
anderung.

Gen n-fach
HMG-CoA-Reduktase (HMGCR) 2,31
Acetoacetyl-CoA-Syntase /
[sopentenyl-diphosphat-delta-Isomerase (Idil) 3,00*
Mevalonat(diphospho)-Decarboxylase (MvD) /
Farnesyldiphosphat-Synthetase (FdS) 1,81
Lanosterolsynthase /
HMG-CoA-Synthase (HMGCS) 7,11*
Farnesyl-diphosphat-farnesyl-Transferase /
Squalen-Epoxidase (Sqle) 1,21

4.3.2.2 Serumlipidzusammensetzung bei Morbus-Wilson-Patienten

Die Serumlipidwerte (Gesamt-Cholesterol, Triglyzeride, HDL, LDL) der Morbus-
Wilson-Patienten wurden mit einer alters- und geschlechtsangepassten Kontroll-
gruppe, ohne ATP7B-Gendefekt, verglichen. Sowohl die weiblichen als auch die
mannlichen Morbus-Wilson-Patienten wiesen ein signifikant geringeres Gesamt-
Cholesterol auf als die Kontrollen. LDL war nur bei weiblichen Patienten signifikant

verringert (Tabelle 8 und Abbildung 29).

Tabelle 8 Serumlipidgehalte von weiblichen und maéannlichen Morbus Wilson Patienten.
Serumlipidgehalte der Patienten, verglichen mit alters - und geschlechtsangepassten Kontrollen (C).
Angegeben ist der Median+Standardabweichung. Weiblich jeweils n=30 pro Gruppe, ménnlich jeweils
n=24 pro Gruppe, *p<0,05

Cholesterol Triglyzeride HDL LDL

(mmol/1) (mmol/1) (mmol/1) (mmol/1)
C weiblich 591+1,35 1,32+1,35 1,53+0,63 3,16+1,06
C médnnlich 6,34+1,33 2,51+3,30 1,14+0,26 3,95+1,36
WD weiblich 4,92+1,16 * 1,22+0,57 * 1,62+0,95 2,77+0,98 *
WD minnlich 5,24+1,01* 1,63+0,75 * 1,24+0,26 * 3,31+0,95
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Abbildung 29 Serumlipide in Morbus-Wilson-Patienten. A - Frauen; B - Manner. C=Kontrolle,
WD=Morbus-Wilson-Patient/in, Chol=Cholesterol, HDL=high density lipoprotein, LDL=Ilow density
lipoprotein, TG=Triglyceride. Weiblich jeweils n=30 pro Gruppe, mannlich jeweils n=24 pro Gruppe,
*

p<0,05

Fazit: Die Expression tumorassoziierter Gene war in der Leber der Morbus-
Wilson-Patienten erhoht. Hinsichtlich des Lipidmetabolismus waren zwei der
neun im Mausmodell gefundenen Gene bei den Morbus-Wilson-Patienten
ebenfalls signifikant vermindert exprimiert. Sowohl weibliche als auch mann-
liche Patienten wiesen einen geringeren Gesamtcholesterol- und Triglyzerid-
gehalt des Serums als normale Kontrollpersonen auf.
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5 Diskussion

Kupfer ist ein essentielles Spurenelement und ein funktionell bedeutender
Bestandeteil vieler Enzyme. In zu hohen Konzentrationen ist es jedoch toxisch fiir den
Organismus.[4] Eine Erkrankung, die mit Kupferakkumulation und -toxizitat
assoziiert wird, ist der Morbus Wilson. Diese hereditire Krankheit folgt einem
autosomal rezessiven Erbgang.[37] Ursache des Morbus Wilson sind Mutationen des
ATP7B-Gens, welche in einem Funktionsverlust der ATPase ATP7B resultieren. ATP7B
wird vor allem in Leber und Gehirn exprimiert, wo es fiir die Kupfersekretion und
—-exkretion aus der Zelle verantwortlich ist. Durch den Funktionsverlust steigt der
Kupfergehalt in den Zellen an und diese Kupferakkumulation in Leber und Gehirn
verursacht Symptome wie Hepatitis, Leberzirrhose, Leberversagen und neurologisch-
neuropsychiatrische Symptome.[100] Ein Modell des Morbus Wilson ist die Atp7b-/--
Maus. In dieser Maus ist das korrespondierende Gen deletiert, was zu einem Verlust
des Atp7b-Proteins fiihrt. Es kommt zu erhohten Kupferkonzentrationen in den
Hepatozyten.[51] Valide Daten zu zerebralen Kupferkonzentrationen fehlen. Wahrend
neurologische Stérungen nur minimal ausgepragt sind (vgl. Einleitung), kommt es zu
hepatischen Stérungen, mit ausgepragter chronischer Entziindung in der Leber, aber
auch Regeneration normalen Lebergewebes und neoplastischer Proliferation.[52] Der
weiteren Aufklarung der molekularen Grundlagen dieser Prozesse widmete sich der

erste Teil der vorliegenden Arbeit.

Kupfer verandert aufderdem die Genexpression in der Leber dieser Mduse. Vor allem
Gene des Cholesterolstoffwechsels sind betroffen. Besonders Gene von wichtigen
Enzymen des Cholesterol-Biosyntheseweges werden vermindert exprimiert.[53] Dies
fiihrt zu einer Deregulation der Serumcholesterol- und Triglizeridkonzentrationen.
Der zweite Teil dieser Arbeit befasste sich mit den Auswirkungen der verminderten
Expression der Cholesterolsynthese-Gene auf die Serumlipidkonzentrationen und die
Entstehung atherosklerotischer Lasionen in der Atp7b-/--Maus auf einem LDLR-
defizienten Hintergrund. Die LDLR-/--Maus ist ein Tiermodell der Atherosklerose-
entstehung. In diesen Mdusen entwickeln sich unter normaler Didt langsam athero-
sklerotische Lasionen vor allem in der Aorta, der Aortenwurzel und der Brachio-
cephalarterie. Diese Entwicklung kann durch die Fiitterung cholesterolreicher

Nahrung beschleunigt werden.[92] Ferner wurden Analysen der Genexpression in der
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Leber und Lipidzusammensetzung des Blutplasmas von Morbus-Wilson-Patienten
durchgefiihrt, um die Analogie der Ergebnisse des Mausmodells auf den Menschen zu

priifen.

5.1 Tumorentstehung

5.1.1 Tumorcharakterisierung

Ein wichtiges Tiermodell fiir den Morbus Wilson und die damit verbundene Kupfer-
toxizitat ist die Atp7b-/--Maus. Es wurde beobachtet, dass diese Mause ab einem Alter
von ca. 40 Wochen Lebertumore entwickeln.[51], [52] Aus welchem Zelltyp diese
Tumoren entstehen war bis jetzt allerdings unklar. Zur Klarung dieser Frage wurde
die Genexpression in den Hepatozyten hinsichtlich bekannter Gene, welche in der
Karzinogenese eine Rolle spielen, untersucht. Durch den Vergleich von Expressions-
profilen in Lebertumoren der Atp7b-~/--Mause mit Lebergewebe aus Wildtyp-Mausen
wurden 169 different exprimierte Gene identifiziert. Darunter befinden sich auch
bekannte Biomarker des Hepatozellularen Karzinoms (HCC) und Cholangiokarzinoms

(CO).

Die mRNA-Gehalte der Transmembranproteine Claudin7[101] und TMEM45[102]
sowie die mRNA des MMP7, welches in der epithelialen-mesenchymalen Transition
eine Rolle spielt, waren deutlich erhoht.[103], [104] Die verstarkte Expression von
MMP7 wurde in Tumoren, auch im HCC, bereits mehrmals beschrieben.[105], [106]
Der Verlust der Claudin7-Expression wurde in Karzinomen epithelidaren Ursprungs
berichtet.[107] In neueren Studien wurde auch die Uberexpression des Proteins in

Zusammenhang mit der Tumorprogression gebracht.[108-110]

Auflerdem ist in den Atp7b-defizienten Hepatozyten der Maus die mRNA-Menge von
EPCAM (epithelial cell adhesion molecule) 11fach erhoht. EPCAM ist ein Glykoprotein,
welches in Epithelzellen exprimiert wird, wo es homophile Interaktionen zwischen
Epithelzellen vermittelt. In vielen Karzinomen wurde eine Uberexpression be-
schrieben.[111] Es spielt in der Progression verschiedener Karzinome eine gegen-
satzliche Rolle. Zum einen kann es der Metastasierung entgegenwirken, indem es die
bereits erwahnten homophilen Interaktionen bildet, zum anderen ist EPCAM jedoch

auch fiir die Zerstorung der E-Cadherin-vermittelten Zell-Zellbindung verantwortlich
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und fordert auf diese Weise Metastasierung. Hinzu kommt, dass eine Koexpression
von EPCAM und Claudin7 die homophile EPCAM-Interaktion behindert und auf diese
Weise ebenfalls die Bildung von Metastasen begiinstigt.[110] Aufderdem wirkt der
intrazelluldre Anteil des Proteins fordernd auf die positive Regulation des cMyc-
Signalwegs, was eine positive Rolle in der Entstehung und Progression eines
Karzinoms nahelegt.[111] Besonders die Beteiligung von EPCAM an Tumor-
fordernden Signalkaskaden macht dieses Molekiil interessant fiir Therapiekonzepte.
In EPCAM-iliberexprimierenden Karzinomen kann eine Hemmung der EPCAM-
Expression hilfreich sein. Epigenetische Einfliisse (z.B. DNA-Methylierung, Histon-
modifikationen) haben grofden Einfluss auf die Expression von EPCAM. Hier kénnte
ein Ansatzpunkt fir therapeutische Mafdnahmen liegen. So kann zum Beispiel die
DNA-Methylierung des EPCAM-Gens die Expression von EPCAM herunter-
regulieren.[112] Methylierungsorte sind meist Guanin-Cytosin-Dinukleotide (CpGs),
welche selten im Genom vorkommen, dafiir aber dazu neigen in der 5'-
regulatorischen Region (=Promotorregion) vieler Gene zu clustern. Werden diese
CpG-Cluster methyliert, wird die Transkription dieses Gens unterbunden. Im Falle des
EPCAM-Gens wird die Methylierung von p53 aufrechterhalten. Wird p53 inaktiviert,
so geht die Methylierung des EPCAM-Promotors verloren und das EPCAM-Gen wird
transkribiert. Der Methylierungsstatus kann medikamentds beeinflusst werden.[113-

115]

Auch in der Entstehung und Progression von hepatozellularen Karzinomen spielt
EPCAM eine Rolle.[116] Yamashita et al. definierten 2008 aufgrund des Expressions-
musters von EPCAM neue Subtypen des HCC, welche Aufschluss iiber die zelluldre
Herkunft des HCC und darin aktivierte Signalwege geben. Dies spielt wiederum eine
wichtige Rolle in der therapeutischen Strategie und hat prognostischen Wert.[117]
EPCAM wird in der adulten Leber nur von Cholangiozyten exprimiert. Wahrend der
Embryogenese wird es auch von Hepatozyten exprimiert. Es wurde jedoch auch
gezeigt, dass in der zirrhotischen Leber proliferierende Gallengangszellen, welche aus
hepatischen Vorlauferzellen (HPC) entstehen, EPCAM exprimieren.[118] Sowohl
hepatische Stammzellen, als auch HPC sind EPCAM-positiv.[119] Yamashita et al.
konnten EPCAM-positive und -negative HCC Subtypen unterscheiden. EPCAM*-HCC
haben ein bestimmtes Genexpressionsmuster, welches u. a. die verstarkte Expression

des HPC-spezifischen Markers CK19 und von -catenin beinhaltet. Auf3erdem wurde
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eine Aktivierung des Wnt-Signalweges, besonders die cMyc-Aktivierung, beschrieben.
Dieses Expressionsmuster fiihrt zu der Vermutung, dass EPCAM*-HCC aus

hepatischen Progenitorzellen entstanden sind, da sich der Phanotyp sehr dhnelt.[117]

Auflerdem spielt die Expression des a-Fetoproteins (AFP) eine wichtige Rolle. AFP
wird unter physiologischen Bedingungen nicht von Cholangiozyten exprimiert und ist
daher als HCC-Marker bekannt.[120] 60% aller HCCs exprimieren AFP.[121] Maligne
Zellen, welche ihren Ursprung in Cholangiozyten haben, sind nach Yamashita et al.
EPCAM-positiv und AFP-negativ. EPCAM-positive und AFP-positive Zellen hingegen
sprechen wieder fiir einen Vorlaufer-/Stammzellursprung (HPC) der Tumoren.[117]
Das a-Fetoprotein (AFP) ist in der Leber der Atp7b-/--Maus 15fach verstarkt
exprimiert. Diese Ergebnisse decken sich mit denen, die in dieser Arbeit vorgestellt
wurden. Nach Yamashita et al. konnten die Lebertumoren der Atp7b~/--Maus also als
hepatic stem cell like HCC (EPCAM*-AFP+-HCC) klassifiziert werden.

Von besonderem Interesse ist auch die verstirkte Expression der Cytokeratine CK7
(6fach hochreguliert) und CK19 (13fach hochreguliert). Beide Proteine gelten
ebenfalls als bilidre/hepatische Progenitorzellmarker (HPC).[122] CK7 und CK19
werden im adulten Organismus nur von HPC und Cholangiozyten exprimiert.[123]
Dabei ist, wie bisher angenommenen, die Expression der Cytokeratine nicht nur auf
CC begrenzt - auch HCC exprimieren CK7 und CK19. Ramalho et al. beschreiben die
Expression von CK19 in CC und HCC.[124]

Weitere wichtige, an der Karzinogenese beteiligte Proteine, die verstarkt exprimiert
werden, sind CD44 und SPP1. CD44 ist ein Zelladhasionsmolekiil, welches Zell-Zell-
und Zell-Matrixadhdsion vermittelt.[125] Es wird in vielen Tumoren, auch im HCC
und CC, verstarkt exprimiert.[126] CD44 ist auflerdem beteiligt am bereits
beschriebenen EPCAM-Claudin7-Komplex, welcher die Migration von Krebszellen
fordert. [109] SPP1 spielt ebenfalls eine Rolle in der Pathophysiologie des HCC. Es
aktiviert die Expression der Matrixmetallopeptidase 2 (MMP-2) liber den Chemokin-
rezeptor CXCR4 (chemokine receptor 4).[127] SPP1 (oder Osteopontin, OPN) ist ein
Cytokin, welches mit Integrinen und CD44 interagiert. Es ist fiir die Aktivierung
verschiedener Signalwege verantwortlich, welche Prozesse wie Inflammation, Zell-

adhasion, Migration und Tumorwachstum férdern.[128]
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Neben den bisher erwdahnten Biomarkern, die durch erhéhte Expression Subtypen
von Leberkarzinomen identifizieren oder generell in Tumoren verstarkt exprimiert
werden, sind weitere Gene in den Atp7b-/--Mauslebern herabreguliert, welche bereits
als im HCC vermindert exprimiert beschrieben wurden. Dazu =zdhlen das
CAAT/enhancer protein a (C/EBP-a (2,4fach vermindert exprimiert), der hepatocyte-
nuclear-factor 4 (HNF-4 (2,2fach vermindert) und das CEA-cell adhesion molecule
(CEACAM (3,3fach vermindert).[129-131]

Die Analyse der Expressionsdaten legt bereits einen Ursprung der Tumore aus
hepatischen Vorlauferzellen (HPC) nahe. Weitere unveroffentlichte Ergebnisse an
Lebern der Atp7b-/--Maus weisen auf eine verstarkte Proliferation von Gallengdngen
und Ovalzellen in 6 und 60 Wochen alten Mausen hin (persénliche Mitteilung Craig
Dorell, Ph.D., OHSU, Portland, OR, USA). Dies stiitzt die eigenen Expressionsdaten. Fiir
eine sichere Aussage zum Ursprung der Tumore sind jedoch weiterfiihrende histo-
logische und proteinchemische Untersuchungen der Tumore in der Leber der Atp7b-/-

-Maus erforderlich.

5.1.2 Mechanismen der kupferinduzierten Tumorentstehung

Die Kupferakkumulation in der Leber der Atp7b~/--Maus fithrt zu chronischer
Entziindung und neoplastischer Proliferation.[52] Welche Signalwege an dieser neo-
plastischen Proliferation beteiligt sind, war bisher jedoch unklar. Zudem war nicht
naher untersucht, ob die Kupferakkumulation oder die, durch die erhohte Kupfer-
konzentration ausgeloste, chronische Entziindung das Tumorwachstum bedingt. Ein
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Mechanismen der Tumorentstehung in der
Leber der Atp7b-/--Maus auf Ebene der Expressionsmuster verschiedener Signalwege
naher zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurde RNA aus dem Tumorgewebe isoliert
und die Genexpression in Microarray-Analysen und ,Ingenuity-Pathway“-Analysen

(IPA) naher untersucht.

Die IPA-Analyse der Microarray-Daten hinsichtlich der Expression von Genen, welche
an den drei wichtigen Prozessen Zellzyklus, Tumorentstehung und Inflammation
beteiligt sind, ergab, dass Zellzyklus-Gene besonders in den jungen Tieren (6 und 20

Wochen) verstarkt exprimiert werden, dann jedoch in ihrer Expression abfallen. Die



Diskussion 83

Expression von Genen, welche mit Tumorentstehung und Entziindung assoziiert sind,

hingegen steigt mit zunehmendem Alter der Atp7b-~/--Mause an.

Bekannte Signalwege der Tumorentstehung wurden daraufhin genauer untersucht.
Die IPA-Analyse ergab in den Atp7b-/--Mdusen insgesamt sechs regulierte Signalwege,
welche bekanntermafien an der Entstehung von Tumoren beteiligt sind. Gene von vier
dieser Signalwege sind verstarkt exprimiert: der Cdc42-Signalweg, welcher eine Rolle
bei der Organisation des Actin-Zytoskeletts spielt und in humanen Tumoren aktiviert
ist, die Tumorpromoter-Signalwege HER-2, NFkB, und Wnt/-catenin.[132-137] Das
NFkB-Signaling ist in HepG2-Zellen mit anhaltender Kupferiiberladung
aktiviert.[138], [139] Eine verstarkte Expression NFkB-regulierter Gene konnte auch
in dieser Studie in den édlteren Tieren (30 - 60 Wochen) gezeigt werden. Die beiden
Signalwege, p53 und PTEN waren ebenfalls verdndert. Besonders in 6 - 20 Wochen
alten KO-Mdusen waren Gene des p53-Signalwegs verstarkt exprimiert, der Anteil
nahm jedoch in den 60 Wochen alten Tieren und im Tumorgewebe ab. Der aktivierte
p53-Signalweg induziert Apoptose in entarteten Zellen. In vielen Karzinomen ist die
Expression des p53 vermindert oder aber die Expression der p53 Inhibitoren MDMX
erhoht.[140], [141] p53 induziert unter anderem auch die Expression des Wnt-
Antagonisten DKK1.[142] Gene des PTEN-Signalweg waren vor allem in den alteren
Mausen verstarkt exprimiert. PTEN ist ebenfalls ein Tumorsuppressor, welcher

apoptotische Prozesse induziert.[143]

Eine Studie von He et al hat mittels ,Gene set enrichment analysis“ (GSEA) die
Auswirkung der Kupferakkumulation in der Leber 6 Wochen alter weiblicher Atp7b-/--
Mause auf die Expression von >20.000 Genen untersucht. Dabei wurde ein
Microarray-Datenset von Prof. Dr. Svetlana Lutsenko (Johns-Hopkins-University
Baltimore, MA, USA) benutzt, welches auch in dieser Studie zu Vergleichszwecken
verwendet wurde. GSEA wird zur Analyse von Genexpressionsprofilen benutzt, indem
vorher definierte Gensets auf ihre Expressionsanderung hin in 2 Gruppen (Atp7b-/- vs.
Atp7b+*/+) untersucht werden. He et al. konnten so ebenfalls die Deregulation einiger
der oben genannten Signalwege zeigen. Signalwege, welche in der Karzinogenese von
Bedeutung sind, waren in den jungen Mausen herabreguliert. Mit dem Zellzyklus und
dem Tumorsupressor p53 assoziierte Signalwege waren hingegen aktiviert. He et al.

identifizierten als verantwortliche Transkriptionsfaktoren vor allem zwei Protein-



Diskussion 84

familien, die SREBP (sterol regulatory element binding proteins) und PPARs
(peroxisome proliferator-activated receptors). [144] PPARs sind mit verschiedenen
chronischen Erkrankungen (z. B. Diabetes und Atherosklerose) und der Karzino-

genese assoziiert.[145]

Muller et al. stellten einen zeitlichen Vergleich der Genexpression in HepG2-Zellen
und 129Sv/Ev-(Atp7b*/*)-Mdusen, welche erhohten Kupferkonzentrationen aus-
gesetzt waren, an. Dabei wurden 2 gene cluster identifiziert. In der frithen Phase des
Kupferiiberschusses waren vor allem Metallothioneingene aktiviert und im spaten
cluster waren es vor allem Gene, welche mit der proteosomalen Degradation und der
Antwort auf oxidativen Stress assoziiert waren. Doch auch hier wurden die Zellen
maximal 24h hohen Kupferkonzentrationen ausgesetzt. Die Mduse wurden ab einem
Alter von 6 Wochen fiir einen Monat durch Trinkwasser mit einer erhdhten
Kupferkonzentration versorgt. Im Vergleich zu den in der vorliegenden Studie
verwendeten 40 - 60 Wochen alten Mausen waren die Zeitrdume wieder sehr kurz
gewdhlt.[139] In 60 Wochen alten (und alteren) Mausen existieren keine vergleich-
baren Studien, die Regulation der Signalwege auf Genexpressionsebene in diesem
spaten Stadium der Kupferakkumulation wurde in dieser Dissertation zum ersten Mal

gezeigt.

Es konnte bisher nachgewiesen werden, dass in der Leber der Atp7b</--Maus
verschiedene Signalwege aktiviert waren, die einerseits fordernd auf die Entstehung
von Tumoren wirken oder andererseits Tumorsuppressorfunktionen vermitteln. Um
die Einfliisse der Signalwege naher zu identifizieren, wurde die Regulation eines fiir
die Tumorentstehung wichtigen Signalwegs genauer untersucht: das kanonische Wnt-
Signaling. In Abbildung 30 ist der kanonische Wnt-Signalweg, wie in der ,Ingenuity
knowledge base” hinterlegt, schematisch dargestellt. Die in dieser Abbildung farbig

unterlegten Gene wiesen eine Expressionsdnderung in der Atp7b-~/--Maus auf.
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Abbildung 30 Wnt-Signalweg. Ergebnis und Zusammenfassung der wichtigsten Expressions-
anderungen der Gene des Wnt-Signalwegs in der Leber der Atp7b-/--Maus. Diese Abbildung wurde
anhand der im Projekt generierten Daten, welche in die /PA-Software eingepflegt wurden, erstellt.
Weif hinterlegte Gene - keine Expressionsdnderung; rot hinterlegte Gene - verstiarkte Expression;
griin hinterlegte Gene - verminderte Expression. p<0,05.

Aus den vorangegangenen Untersuchungen zur Herkunft der Tumore war die
Aktivierung von Genen des kanonischen Wnt-Signalwegs auf mRNA-Ebene bereits
aufgefallen (z.B. CD44, EPCAM). Der Wnt-Signalweg hat eine herausragende
Bedeutung fiir physiologische Prozesse, wie der Embryogenese und Differenzierung.
Wahrend der Leberentwicklung ist dieser Signalweg aktiviert, spielt aber auch eine
wichtige Rolle in der Karzinogenese.[137], [146] Viele Studien belegen einen
Zusammenhang zwischen der Deregulation des Wnt-Signalwegs und der Entstehung
intrahepatischer Tumore.[60] Die Analyse einzelner Gene, welche mit dem Wnt-

Signalweg assoziiert sind, ergab ein spezifisches Muster. So waren positive
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Regulatoren tendenziell aktiviert. Darunter sind z. B. die Transkriptionsfaktoren SOX4
und SMAD4. Negative Regulatoren des Signalwegs waren hingegen eher vermindert
exprimiert, z. B. PTEN, BTrCP und GSK3(. Besonders gut sichtbar wurde die
Aktivierung allerdings durch die verstarkte Expression vieler Wnt-Zielgene, darunter
sind auch das bereits erwdhnte EPCAM, welches eine Rolle bei der Klassifizierung von
Tumoren in der Leber spielt, sowie das Zelladhdsionsmolekiil CD44.[117] Die
Ergebnisse der Microarray-Analysen konnten beispielhaft fiir Gene des Wnt-
Signalwegs und deren Zielgene JUN, CD44, cMyc, CyclinD in der RT-PCR signifikant
validiert werden. Die verminderte Expression der negativen Regulatoren des

Signalwegs APC und GSK3f wurde in der RT-PCR tendenziell bestatigt.

Die gewonnenen Ergebnisse implizieren, dass eine chronische Entziindung, ausgelost
durch die Kupferakkumulation, maf3geblich an der Tumorentstehung beteiligt ist. Die
neoplastische Proliferation in der Leber der Atp7b-/--Maus ist keine direkte Folge der
Kupferakkumulation, vielmehr kommt es zu einer Gewebsreaktion und chronischen

Entziindung, welche die Karzinogenese begiinstigt (Abbildung 31).

Gewebsreaktion,
chronische
Inflammation
Kupferakkumulation neop.lastis'c he
L Proliferation

Abbildung 31 Postuliertes Konzept zur Karzinogenese in der Atp7b-/--Maus.

Die Entstehung von Tumore in der Atp7b-/--Maus kann also ebenfalls als ein typisches
Beispiel, fiir das Konzept, dass die chronische Entziindung ein pramaligner Zustand
fiir gastrointestinale Tumore ist, angesehen werden. Dabei spielen wenige Signalwege

eine entscheidende Rolle, allen voran das kanonische Wnt-Signaling.

Einschrankend auf die prasentierten Ergebnisse wirkt der Umstand, dass in dieser
Studie bisher ausschliefdlich die transkriptionelle Ebene der Genexpression unter-
sucht wurde. Weitere Untersuchungen zu posttranskriptionellen Veranderungen und
den Auswirkungen der Unterschiede in den Transkriptgehalten auf die Protein-

mengen und —funktionen sind fiir ein tieferes Verstindnis der Vorgange, welche zur
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Tumorentstehung fithren, unerldsslich. Eine Unscharfe stellt auflerdem die
Komplexitiat des Lebergewebes dar. Zwar wurden fiir diese Dissertation die Lebern
der Atp7b-/--Mduse in Tumorgewebe und tumorfreies Gewebe disseziert, dennoch
zeigen histologische Aufnahmen eine starke Einwanderung von Immunzellen.
Tumorfreies Lebergewebe wurde aufierdem nicht nach Hepatozyten und Cholangio-
zyten getrennt. In zukiinftigen Studien zu den Anderungen der Genexpression
erscheint also eine noch genauere Mikrodissektion in die einzelnen Zelltypen

angeraten.

Dennoch leisten die Ergebnisse dieser Dissertation einen Beitrag dazu, die Atp7b-/--
Maus nicht nur als geeignetes Modell des Morbus Wilson, sondern auch zur Unter-
suchung der Kupfertoxizitat und der Tumorentstehung aus chronischer Inflammation
anzusehen. Die Expression tumorassoziierter Gene wurde in dieser Studie mittels
Microarray-Analyse auch in humanem Lebermaterial untersucht. Bereits in der
Analyse der Lebertumore aus der Atp7b~/--Maus erwahnte, an der Karzinogenese
beteiligte Proteine, wie die Keratine 7 und 19, Claudin7, EPCAM und MMP7, waren
auch im Lebermaterial der Morbus-Wilson-Patienten verstiarkt exprimiert. Dies
untermauert die wichtige Rolle der Atp7b-/--Maus als Modell der kupferinduzierten

chronischen Inflammation und Karzinogenese.

5.2 Auswirkungen der Kupferakkumulation auf den Lipidstoffwechsel

In weiblichen 6 Wochen alten Atp7b-/--Mausen wiesen Huster et al. 2007 nach, dass
die Kupferakkumulation selektiv die Expression von Genen, welche mit dem Lipid-
stoffwechsel und dem Zellzyklus assoziiert sind, verandert. Dabei ist die verringerte
Expression von 9 Genen der Cholesterolbiosynthese besonders aufgefallen. In den
Atp7b~/--Miusen wurde eine Verminderung des Serumcholesterolgehalts nach-
gewiesen.[53] Die Frage war nun, wie sich die Atp7b-Defizienz auf den Cholesterol-
haushalt und die Entstehung von Atherosklerose auswirkt. Atp7b-/--Mause wurden zu
diesem Zweck mit LDLR/--Madusen verpaart um eine Doppel-knockout-Maus zu
erzeugen. Diese wurde 16 Wochen mit einer cholesterolreichen Diat gefiittert, um die
Entstehung von Atherosklerose zu begiinstigen. Die Genexpression, der Schweregrad

der Steatose und der Kupfergehalt in der Leber, die Serumlipide sowie das Ausmaf3
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der atherosklerotischen Lasionen in Brachiocephalarterie (BCA) und Aortenwurzel

wurden bestimmt.

5.2.1 Charakterisierung der LDLR/-Atp7b-/--Maus

In 20 Wochen alten DKO-Mausen konnte die verminderte Expression von aus-
gewdhlten Genen des Cholesterolbiosynthesewegs verglichen zu LDLR/-Atp7b*/+-
Tieren und WT-Kontrollen, welche von Huster et al. in Atp7b-/--Mausen beschrieben
wurde, in Microarray-Analysen bestatigt werden. Der Atp7b-knockout hat auch auf
LDLR-defizienten Hintergrund starken Einfluss auf die Genexpression, welcher sich in
der Ausbildung eines Phanotyps widerspiegelt. In einer nachfolgenden RT-PCR-
Analyse wurde die signifikante Verminderung der Expression von HMGCR, Sqle und
Idil verifiziert. In einem weiteren Tiermodell des Morbus Wilson, den LEC-Ratten,
wurde zu einem fritheren Zeitpunkt bereits eine um 30% verminderte Expression der
HMGCR und weiterer wichtiger Schliisselenzyme des Cholesterolstoffwechsels

beschrieben.[147]

Die Leber der Mause wurde beziiglich des Ausmafies der Steatose und des Fettgehalts
analysiert. Atp7b-defiziente Mause auf LDLR”/--Hintergrund zeigten eine deutlich
verringerte Steatose im Gegensatz zu LDLR/-Atp7b*/+-Mausen. Das Geschlecht spielt
eine wesentliche Rolle flir das Ausmaf$ der Leberzellverfettung. Weibliche Mause
zeigten generell geringere Steatose-Grade als mannliche Tiere des gleichen Genotyps.
Doch der Unterschied zwischen dem Grad der Verfettung von weiblichen
LDLR/Atp7b-DKO-Mdusen zu weiblichen LDLR/-Atp7b*/*-Mausen war geringer als
dies bei den mannlichen Tieren der Fall war. Dort war der Unterschied zwischen
LDLR-KO/Atp7b-WT-Mannchen und LDLR/Atp7b-DKO-Mannchen nicht sehr grofs.
Dieser Punkt ist fiir die Entstehung der atherosklerotischen Plaques von Bedeutung

(siehe Punkt 5.2.3).

LDLR/--Mause werden seit kurzem neben dem Modell zur Atherosklerose ebenfalls
als gutes Modell zur Untersuchung der nicht-alkoholischen Steatohepatitis (NASH)
angesehen, denn sie bilden nach dreimonatiger Fiitterung mit einer fettreichen Diat

eine ausgepragte Steatose-Pathologie mit schweren Entziindungszeichen aus.[148]
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5.2.2 Serumcholesterolgehalt der LDLR/-Atp7b-/--Maus

Im néchsten Schritt wurde untersucht, welche Auswirkungen die verminderte Ex-
pression der Gene der Cholesterolbiosynthese auf den Serumcholesterolgehalt hat.
Teupser et al. haben die Auswirkungen cholesterolreicher Didat auf LDLR-defiziente
Mause bereits detaillierter beschrieben.[92] Hier sollte nun geklart werden, ob eine
Atp7b-Defizienz zusatzlich zum LDLR-knockout diese Effekte beeinflusst und zu

einem geringeren Cholesterolgehalt im Plasma der Doppel-knockout-Mause fiihrt.

Alle Mause aus dem Fltterungsexperiment mit cholesterolreicher Didat wiesen fast
4fach erhohte Serumcholesterolwerte im Vergleich zu Mausen, die unter Standarddiat
gehalten wurden, auf. Ebenso verhielt es sich mit den Triglyzeridkonzentrationen und
den Konzentrationen der Fraktionen des Cholesterols - HDL, LDL und VLDL.
Weibliche DKO-Maduse zeigten unter der cholesterolreichen Didat zudem signifikant
geringere Cholesterol-, Triglyzerid-, LDL- und VLDL-Werte als der WT. Bei mannlichen
DKO-Mausen war diese Verringerung nur fiir die Triglyzeride und das VLDL zu
beobachten. Die vermutete Reduktion der Serumlipide durch die Atp7b-Defizienz und
die daraus resultierende verminderte Cholesterolbiosynthese trat nur im Fall der
weiblichen Mause ein.

Die Unterschiede zwischen den Geschlechtern beziiglich verschiedener Erkran-
kungen, besonders Herz-Kreislauf-Erkrankungen, sind hinlanglich bekannt. Weibliche
Individuen scheinen grundsatzlich weniger anfallig fiir hypercholesterindmie-
abhangige Erkrankungen zu sein als mannliche Individuen. Grund dafiir ist die
Ostrogenabhingige Regulation der 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym-A-Reduk-
tase (HMGCR).[149]

Sauer et al. wiesen 2011 verminderte Gehalte von Sterolmetaboliten im Gehirn von 6
Wochen alten Atp7b-/--Mausen und erhohte Gehalte in 47 Wochen alten Mausen
nach.[150] Auferdem wurden verringerte VLDL-Gehalte in der Leber von 6 und 30
Wochen alten Atp7b-/--Mausen bereits beschrieben. [53], [151] Im Plasma der LDLR/-
Atp7b-~/--Maus konnten in dieser Studie unter Standarddiat keine Unterschiede in der
Serumcholesterolkonzentration zu den LDLR-/-Atp7b*/+Mdusen gefunden werden.
Die Gesamtcholesterolwerte der Atp7b-defizienten Tiere gleichen im Mittel denen der

Kontrolltiere. Unterschiede traten vor allem bei den Triglyzeridwerten und den
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Subfraktionen des Cholesterols auf. Weibliche LDLR/-Atp7b-/--Mause wiesen im Alter
von 12 und 20 Wochen geringere TG- und LDL-Gehalte auf als LDLR-/-Atp7b*/+-Tiere.

Aus den vorliegenden Daten kann man schlussfolgern, dass die veranderte Expression
von Genen des Lipidstoffwechsels, insbesondere der Cholesterolbiosynthese Einfliisse
auf den Lipidmetabolismus und den Grad der Leberverfettung haben. Wie einzelne
molekulare Mechanismen aussehen, ist ungeklart und sollte Gegenstand weiterer

intensiver Forschung sein.

5.2.3 Entstehung atherosklerotischer Lisionen in LDLR-/-Atp7b-/--Mausen

Im nachsten Schritt wurde die Entstehung atherosklerotischer Lasionen in den
Doppel-knockout-Mausen untersucht. LDLR-/--Mause weisen unter der Fiitterung von
cholesterolreicher Nahrung erhebliche atherosklerotische Lasionen in BCA und
Aortenwurzel auf.[92] Hier wurde gezeigt, dass in Atp7b~/-- und Doppel-knockout-
Mausen die Expression der Gene der Cholesterolbiosynthese vermindert ist. Da diese
Tiere zudem ein verdndertes Serumlipidmuster aufwiesen als der WT, stellte sich nun
die Frage, ob sich die Atp7b-Defizienz auch auf die Bildung atherosklerotischer
Plaques auswirkt. Mannliche Doppel-knockout-Mause wiesen wider Erwarten
grofdere atherosklerotische Lasionen in der Brachiocephalarterie und Aortenwurzel
als der LDLR/-Atp7b-WT auf. Wahrend mannliche DKO-Mause einen signifikant
grofdere Lasionsflache in der BCA und der Aortenwurzel aufwiesen als der mannliche
WT, verhielt es sich in weiblichen DKO-Mausen verglichen zum weiblichen WT
entgegengesetzt. In der BCA weiblicher DKO-Mause war die Lasionsflache tendenziell
geringer als im korrespondierenden WT. In der Aortenwurzel bestand dieser
Unterschied ebenso, hier waren die Lasionsflachen signifikant kleiner als im WT. Dies
korreliert mit den Ergebnissen aus den durchgefiihrten Genexpressionsanalysen und
Serumlipidmessungen. Aktuell konnen fiir die Unterschiede zwischen mannlichen
und weiblichen DKO-Mausen bzgl. der Auspragung der atherosklerotischen Plaques
nur Geschlechtsparameter verantwortlich gemacht werden, da alle anderen

relevanten Bedingungen (z. B. Haltung, Diat) identisch waren.

Unterschiede in der Auspriagung der Serumlipidkonzentrationen und der athero-
sklerotischen Plaques zwischen den Geschlechtern wurden in LDLR- und apoE-

defizienten Mausen bereits beobachtet. Mannliches Geschlecht geht dabei mit
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eindeutiger Pathologie einher. [152] Van Craeyveld fand in einem aktuellen Vergleich
der bisherigen Ergebnisse zu Tiermodellen der Atherosklerose hingegen eine hohere
bzw. gleiche Anfalligkeit fiir die Ausbildung atherosklerotischer Lisionen in weib-
lichen Mausen im Vergleich zum méannlichen Geschlecht. Im Kaninchen-Modell konnte

der Geschlechtsunterschied nicht nachgewiesen werden.[153]

Bisher haben epidemiologische Studien hohe Kupferserumkonzentrationen im
Blutplasma meist als Risikofaktor fiir die Entstehung atherosklerotischer Lasionen
beschrieben, da Kupfer in der Lage ist, LDL zu oxidieren.[154] Da die Atp7b-
defizienten Mause verringerte Serumkupferkonzentrationen aufweisen (das Kupfer
enthaltende Holoceruloplasmin wird nicht aus der Leber sezerniert [52]), scheint das
niedrige Serumkupfer (wie auch beim Morbus-Wilson-Patienten [37]) eine eher

protektive Rolle zu spielen.

Die hepatische Lipoproteinsekretion als Angriffspunkt fiir die Modulation der Bildung
atherosklerotischer Lisionen in der Aorta, wurde bereits in LDLR~/-apoB100/100-
Mausen untersucht. Diese Mause sind LDLR-defizient, exprimieren nur ApoB100 und
tragen ein induzierbares Cre-Transgen. Uber diesen Schalter (Cre) kann die
Expression des Gens fiir den microsomalen Triglyzerid-Transfer (Mttp) ausgeschaltet
werden. Auf diese Weise wurde die Sekretion der Lipoproteine aus der Leber
unterbunden. LDL wurde so aus dem Serum eliminiert. Dies verhinderte die Athero-
sklerose-Entstehung und die damit verbundenen Anderungen in der Gen-

expression.[155]

Eine Limitation der Studie zur Auswirkung der Kupferakkumulation auf den Lipid-
stoffwechsel ist die Verwendung von ausschlief3lich weiblichen Mausen fiir die
Microarray- und PCR-Analyse der Genexpression. Die Analysen der Steatose, der
Serumlipidgehalte und atherosklerotischen Lasionen wurden hingegen in weiblichen
und mannlichen Tieren durchgefiihrt. Verringerungen des Serumcholesterols und
LDLs, als auch der atherosklerotischen Lasionen wurden nur in den weiblichen
Tieren gemessen. Eine Untersuchung der Genexpression in mannlichen Mdusen und
damit einhergehend weitere Untersuchungen hinsichtlich einer Involvierung des
Hormonhaushalts sind daher interessant. Eine weitere Limitation der Studie kénnte
sein, dass die Flitterungszeit der Mause zu kurz gewahlt wurde, und daher die Bildung

der atherosklerotischen Plaques noch nicht ausreichend stattgefunden hatte. Die
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Verlangerung der Fiitterungszeit von 16 auf mindestens 26 Wochen waére fiir
zukiinftige Studien anzuraten. Eine mogliche Erklarung fiir die geringen Unterschiede
im Serumlipidgehalt zwischen den Genotypen ware, dass das Synthesedefizit durch
vermehrte Cholesterolaufnahme ausgeglichen wird, da 50% des Gesamtcholesterols
in diesem Modell noch immer aus der Nahrung aufgenommen werden. Die Unter-
suchung des Einflusses der Atp7b-Defizienz und des daraus resultierenden Kupfer-
iiberschusses in der Leber in anderen Mausmodellen der Atherosklerose, wie z.B. der
apoE-/--Maus, kdnnte ebenfalls von Nutzen sein. In bisherigen Studien zur Entstehung
und zum Ausmaf} der atherosklerotischen Lasionen in den einzelnen Tiermodellen

wurden diesbeziiglich auch gegensatzliche Ergebnisse beschrieben.

5.2.4 Situation im Morbus-Wilson-Patienten

Es wird aufgrund Kklinischer Beobachtungen an historischen Patientenkollektiven
vermutet, dass Morbus-Wilson-Patienten seltener an Herz-Kreislauf-Erkrankungen,
insbesondere Atherosklerose und deren Folgen leiden (valide publizierte Daten
existieren dazu nicht). Diese Arbeit befasste sich mit einer tiefergehenden Analyse der
Auswirkungen der Atp7b-Deletion in vivo im Tiermodell, erganzt um experimentelle
Untersuchungen beim Menschen (Genexpression in Leber und Serumlipidanalysen).
Dabei zeigten sich sowohl in der Leber Unterschiede in der Genexpression, vergleich-
bar zum Tiermodel, als auch signifikante Veranderungen der Serumlipide. Dies sind
wichtige Beobachtungen, doch die oben genannte Hypothese kann mit Hilfe der
durchgefiihrten Analysen weder hinreichend gestiitzt noch widerlegt werden. Zu
diesem Zweck sollten detaillierte Datenbankerhebungen und Langzeitbeobachtungen

der Patienten durchgefiihrt werden.

In Microarray-Analysen von humanem Lebermaterial der Patienten konnte eine
Tendenz zur verminderten Expression von Genen, welche an der Cholesterol-
biosynthese beteiligt sind, nachgewiesen werden. Die wichtigen Gene HMGCS,
HMGCR, Idil sind 7,1fach, 2,3fach bzw. 3fach vermindert exprimiert. Aufierdem
wurden die Serumcholesterolwerte von Morbus-Wilson-Patienten bei Erstvorstellung
(keine Therapie erhalten) mit denen gesunder Kontrollen verglichen. Der Gesamt-
cholesterol- und Triglyceridgehalt in den Patienten ist signifikant geringer als in den
gesunden Kontrollen. Bei weiblichen Patienten gibt es zudem eine klare Reduktion

des LDL-Gehalts.
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Diese Ergebnisse stehen im klaren Kontrast zu jenen von Seessle et al.[99] Dort
wurden initial verringerte Gesamtcholesterolgehalte in den Patienten beobachtet, die
jedoch unter Chelattherapie verschwanden. Die Subfraktionen des Cholesterols
wiesen keine Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen auf. Jedoch handelt es
sich, im Gegensatz zu dieser Studie, in der Arbeit von Seessle et al. um ein wesentlich
kleineres Kollektiv, das in die komplette Datenauswertung einbezogen wurde. So
wurde bei Seessle et al. der HDL- und LDL-Gehalt fiir je nur 7 weibliche und 7
mannliche Patienten bestimmt, in der vorliegenden Studie hingegen wurde das

Blutplasma von 30 weiblichen und 24 mannlichen Patienten untersucht.

Liggi et al. untersuchten die Ausbildung einer Steatose in 35 Morbus-Wilson-
Patienten, mit dem Ziel, eventuelle Ahnlichkeiten mit Patienten mit Nicht-
alkoholischer-Steatohepatitis (NASH) aufzukldaren. Dabei konnte gezeigt werden, dass
die Steatose mit der Kupferakkumulation assoziiert ist, und die Anderungen im Lipid-
Metabolismus wahrscheinlich eine Erscheinung der Steatose-Pathologie sind.[156]
Dies wiirde sich mit den Ergebnissen von Seessle et al. decken. Unter Chelattherapie
sollten die kupferinduzierten Anderungen (Steatose) der Leberhistologie ver-
schwinden, da sich die Leber regeneriert. Im Zuge dessen normalisiert sich die Gen-
expression, auch die Cholesterolsynthese erhoht sich. Dies bedeutet nicht, dass die
verminderte Genexpression auf die Verminderung des Leberparenchyms durch die
Steatose zurilickgeht, denn der Effekt der verminderten Expression von Genen ist nach
den hier gezeigten Microarray-Analysen und der Analyse von Huster et al. 2007 auf

den Lipidstoffwechsel begrenzt.[53]
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Kupfer ist ein essentielles Spurenelement, welches fiir die Funktion einiger Schliissel-
enzyme von zentraler Bedeutung ist. Die Uberladung des Organismus mit Kupfer hat
jedoch schwerwiegende Folgen. Eine hereditire Erkrankung, welche mit
Kupferakkumulation assoziiert wird, ist der Morbus Wilson. Die Symptome des
Morbus Wilson umfassen neurologisch-psychiatrische Stérungen und/oder
Leberschaden, mit chronischer Hepatitis bis hin zu akutem Leberversagen.
Epigenetische Faktoren scheinen bei der Auspragung der Symptome eine wichtige,
jedoch unvollstdndig erforschte, Rolle zu spielen. Ein Modell zur Untersuchung der
Kupfertoxizitit im Morbus Wilson ist die Atp7b-/--Maus. Diese Maus zeigt die
hepatischen Symptome des Morbus Wilson, wobei auch hier, wie bei den Patienten,
die Schwere der Pathologie individuell sehr verschieden ist. Eine Beobachtung war,
dass diese Mause mit zunehmendem Alter eine Regeneration normalen
Lebergewebes und neoplastische Proliferation zeigen. Der Prozess der
Tumorentstehung wurde im ersten Teil dieser Arbeit ndher unter-sucht. Dazu wurden
in hepatischen Tumorgeweben 6, 20, 46 und 60 Wochen alter Atp7b-/--Mause eine
Genexpressionsanalyse des Gesamtgenoms mittels Microarray-Experimenten und
anschlieflender Auswertung in ,Genesifter”- und ,Ingenuity-Pathway“-Analysen
durchgefiihrt. Auf diese Weise konnte die verstirkte Expression einer Reihe von
Genen identifiziert werden, welche an der Karzinogenese beteiligt sind. Darunter sind
bekannte Tumorpromotergene, wie z.B. das JUN-Onkogen, das a-Fetoprotein (AFP)
und das ,secreted phosphoprotein 1“ (SPP-1). Bekannte Signal-wege, welche in der
Karzinogenese dereguliert sind, wurden auch in den intra-hepatischen Tumoren
dieser Mduse verandert reguliert gefunden. Der kanonische Wnt-Signalweg ist von
den Expressionsdnderungen derart betroffen, dass einige seiner Zielgene (z. B. JUN,
Cyclin D1, MMP7) verstarkt exprimiert wurden. Weiterhin waren Gene der
karzinogeneseassoziierten Signalwege Cdc42, Her2 und NFxB aktiviert.
Tumorsuppressor-Signalwege, wie der PTEN-Signalweg und der p53-Signalweg,
waren herabreguliert. Das aus den gewonnenen Ergebnissen postulierte Konzept
beschreibt die neoplastische Proliferation nicht als direkte Folge der Kupfer-
akkumulation, vielmehr kommt es zu einer Gewebsreaktion und chronischer Ent-
zlindung, welche die Karzinogenese begiinstigt. Diese Ergebnisse, machen die Atp7b-/-

-Maus nicht nur zu einem geeigneten Modell des Morbus Wilson, sondern auch zur
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Untersuchung der Kupfertoxizitit und der Tumorentstehung aus chronischer
Inflammation. Des Weiteren sollte die zellulire Herkunft der Lebertumore dieser
Maus aufgeklart werden. Dazu wurde das Tumorgewebe hinsichtlich der Expression
zellularer Markerproteine untersucht. Diese Analysen zeigten ein uneinheitliches Bild.
Zum einen war der Hepatozytenmarker AFP verstiarkt exprimiert, dennoch wurden
auch epithelzellspezifische Proteine in den Tumorzellen verstarkt exprimiert. Dazu
zdhlten EPCAM, CK7 und CK19. Die Genexpressionsanalysen und histologischen
Untersuchungen legen somit als Ursprung der Tumore hepatische Vorlauferzellen
(HPC), die sich unter physiologischen Bedingungen in der weiteren Entwicklung in
Hepatozyten oder Cholangiozyten differenzieren, nahe. Mit diesen Ergebnissen
konnte in weiteren Studien an der Atp7b-/--Maus untersucht werden, wie eine
chronische Entziindung terminiert werden konnte. Auch die Grundlagenforschung
zum Verhalten der intrahepatischen Tumore in diesem Mausmodell ist von grofiem
Interesse, um weitere Erkenntnisse zur Tumorentstehung aus chronischer
Entziindung zu erlangen und innovative Therapiekonzepte zu entwickeln. Die
Untersuchung zur Wirkung von Antagonisten des Wnt-Signalwegs, welche gegen-
wartig entwickelt werden, auf die Entstehung intrahepatischer Tumore im Atp7b-/--
Mausmodell wére in diesem Kontext von Interesse. Des Weiteren ware es moglich die
Atp7b~/--Maus fiir Serum-proteomics-basierte Studien zu verwenden, um Biomarker
fir intrahepatische Tumore zu identifizieren und diagnostische Hilfsmittel zu

entwickeln.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasste sich mit den Auswirkungen der Kupfer-
akkumulation auf den Lipidstoffwechsel. In Atp7b-defizienten Mausen ist die
Expression von wichtigen Genen der Cholesterolbiosynthese vermindert. Dies
resultiert in einer Deregulation des Serumlipidgehalts. In einem Mausmodell der
Atheroskleroseentstehung - der LDLR7/--Maus sollte die Auswirkung der Atp7b-
Defizienz auf die Entstehung atherosklerotischer Lasionen untersucht werden. Eine
LDLR/-Atp7b-/--Maus wurde generiert, charakterisiert und fiir 16 Wochen mit
cholesterolreicher Didt gefiittert und das Ausmafd der Atherosklerose in der
Brachiocephalarterie und der Aortenwurzel bestimmt. Eine signifikante Reduktion
des Serumcholesterolgehalts und der atherosklerotischen Lasionen in der Aorten-
wurzel wurde in weiblichen Doppel-knockout-Mausen gefunden. Die Kupfer-

akkumulation hat also in der LDLR-/-Atp7b-/--Maus direkte Auswirkungen auf den
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Lipidstoffwechsel und die Entstehung von Atherosklerose. Weibliches Geschlecht ist
dabei von wesentlicher Bedeutung. Beziiglich geschlechtsspezifischer Einfliisse
miissen weiterfilhrende Studien durchgefiihrt werden. Die Kreuzung der Atp7b-/--
Maus auf ein apoE/--Mausmodell wire eine sinnvolle Ergdnzung zur weiteren
Untersuchung des Einflusses der Kupferakkumulation auf die Serumcholesterol-
konzentration und die Entstehung atherosklerotischer Lasionen. Von Interesse ware
des Weiteren, die Untersuchung der Auswirkungen einer medikamentdsen
Beeinflussung des Fettstoffwechsels auf den Phanotyp der Atp7b-/--Méause.

Die prasentierten Ergebnisse aus der Analyse der Serumlipidkonzentrationen der
Morbus-Wilson-Patienten geben einen Hinweis auf eine &dhnliche Tendenz im
Menschen. Auch hier scheint es geschlechtsspezifische Unterschiede zu geben, sie
sind aufgrund der geringen Fallzahlen jedoch nur als Ausblick auf weitere mogliche
Studien anzusehen.

In der vorliegenden Arbeit konnten die Anfangshypothesen bestatigt werden: Die
Kupferakkumulation in der Leber der Atp7b-/--Maus fiithrt zu phanotypischen
Veranderungen. Dennoch bestand eine Limitierung dieser Studie darin, dass sie
generell auf die Analyse des Transkriptoms ausgelegt war. Weitere Untersuchungen
zum Proteom in Form von z. B. immunhistochemischen Methoden sind nétig, um die
veranderte Genexpression und deren Rolle in der Entstehung der Tumoren und
Atherosklerose aufzuklaren. Auch die Analyse epigenetischer Einfliisse ist von grofdter
Bedeutung, da die Auspragung der Symptome des Morbus Wilson stark von aufderen
Faktoren abhdngig ist. In Zwillingsstudien wurde mehrmals die Bedeutung der

Umwelteinfliisse auf die Pathologie der Erkrankung gezeigt.[157], [158]

Fiir eine erfolgreiche Behandlung spielt die Fritherkennung des Morbus Wilson eine
wichtige Rolle. Betroffene haben unter einer geeigneten Therapie, welche vor allem
auf die Eliminierung des Kupfers, z. B. durch Chelatoren oder Zink-Substitution, auf-
baut, eine sehr gute Prognose.[44] Neuere Ansdtze, welche im Moment im Maus-
modell erforscht werden, sind gentherapeutischer Art. So wurde in LEC-Ratten
bereits erfolgreich von einem Adenovirus- und Lentivirus-vermittelten Gentransfer
des Atp7b-Proteins berichtet.[42], [159] Auch die Hepatozytentransplantation ist
Gegenstand intensiver Forschung im Tiermodell.[160] Diese neuartigen Therapie-
optionen lassen auf eine noch bessere Behandlung der Morbus-Wilson-Patienten, mit

Heilungschancen ohne eine Lebertransplantation, hoffen.
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7 Anhang

Tabelle 9 Expressionsinderung tumorassoziierter Gene in intrahepatischen Tumoren. In der
Leber von 60 Wochen alten Atp7b-/--Mausen verglichen zum 60 Wochen alten WT. p<0,05

Symbol Entrez Genbezeichnung nfach
ABCC1 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 1 | 2,480
ABCC6 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 6 | -2,210
ABCC6 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 6 | -2,210
AFP alpha-fetoprotein 15,200
ALCAM activated leukocyte cell adhesion molecule 2,640
ANPEP alanyl (membrane) aminopeptidase -2,090
ANXA1 annexin Al 2,190
ARHGDIB Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) beta 2,450
C/EBPA CAAT enhancer binding protein alpha -2,4
CA2 carbonic anhydrase Il 2,840
CA9 carbonic anhydrase IX 2,000
CAV1 caveolin 1, caveolae protein, 22kDa 3,770
CCL5 chemokine (C-C motif) ligand 5 2,420
CCND2 cyclin D2 3,110
CD34 CD34 molecule 4,800
CD3D CD3d molecule, delta (CD3-TCR complex) 2,550
CD44 CD44 molecule (Indian blood group) 3,770
CD79A CD79a molecule, immunoglobulin-associated alpha 2,370
CDH17 cadherin 17, LI cadherin (liver-intestine) 5,010
CEACAM CEA cell adhesion molecule -3,3
CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (ATP- 2730
binding cassette sub-family C, member 7) ’
CLDN1 claudin 1 -2,420
CLDN4 claudin 4 3,420
CLDN7 claudin 7 10,080
CLSTN1 calsyntenin 1 2,180
COL18A1 collagen, type XVIII, alpha 1 -2,210
COL3A1 collagen, type IlII, alpha 1 2,880
CRYAB crystallin, alpha B 3,020
CXCL12 chemokine (C-X-C motif) ligand 12 2,010
CXCL13 chemokine (C-X-C motif) ligand 13 3,930
CXCL16 chemokine (C-X-C motif) ligand 16 2,370
CXCL6 chem_okine (C-X-C motif) ligand 6 (granulocyte chemotactic 2170
protein 2)

CXCL9 chemokine (C-X-C motif) ligand 9 2,020
CYP17A1 cytochrome P450, family 17, subfamily A, polypeptide 1 -5,070
CYP2B6 cytochrome P450, family 2, subfamily B, polypeptide 6 2,800
CYP2C8 cytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide 8 2,900
DHFR dihydrofolate reductase -2,110
DOCK11 dedicator of cytokinesis 11 3,490
DPYD dihydropyrimidine dehydrogenase -2,820
DPYS dihydropyrimidinase -3,300
EGFR epidermal growth factor receptor -2,290
EPCAM epithelial cell adhesion molecule 11,000
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ERBB2 v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2 | 2,020
ERRFI1 ERBB receptor feedback inhibitor 1 -3,070
EZR ezrin 6,270
F2R coagulation factor Il (thrombin) receptor 2,180
F3 coagulation factor III (thromboplastin, tissue factor) 2,260
FABP5 fatty acid binding protein 5 (psoriasis-associated) -3,260
FASN fatty acid synthase -3,390
FGL1 fibrinogen-like 1 -2,610
FHL2 four and a half LIM domains 2 2,240
FOXA1 forkhead box A1 3,070
FOXA3 forkhead box A3 -2,680
FSCN1 fascin homolog 1, actin-bundling protein 2,650
(Strongylocentrotus purpuratus)
GBP2 guanylate binding protein 2, interferon-inducible 3,100
GCAT glycine C-acetyltransferase -2,470
GDF10 growth differentiation factor 10 4,790
GJA1 gap junction protein, alpha 1, 43kDa 3,990
GJB1 gap junction protein, beta 1, 32kDa -4,070
GPX2 glutathione peroxidase 2 (gastrointestinal) 2,710
GSN gelsolin 7,650
GSTM2 glutathione S-transferase mu 2 (muscle) -2,540
HLA-B major histocompatibility complex, class I, B 2,130
HMGCR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase -5,570
HMOX1 heme oxygenase (decycling) 1 -2,030
HNF4A hepatocyte nuclear factor 4, alpha -3,540
HPN hepsin -2,020
HPSE heparanase 2,260
HSD17B6 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 6 homolog 22,010
(mouse)
HSPA1A heat shock 70kDa protein 1A 2,110
HSPB1 heat shock 27kDa protein 1 2,600
ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 2,080
IGF1 insulin-like growth factor 1 (somatomedin C) -2,200
IGF1R insulin-like growth factor 1 receptor 2,020
IGFBP1 insulin-like growth factor binding protein 1 -2,250
IGFBP2 insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa -2,320
IGFBP4 insulin-like growth factor binding protein 4 -3,250
IL2RG interleukin 2 receptor, gamma 2,580
IRS1 insulin receptor substrate 1 -2,070
ITGA4 integrin, alpha 4 (antigen CD49D, alpha 4 subunit of VLA-4 2070
receptor)
ITGA6 integrin, alpha 6 2,670
ITGB4 integrin, beta 4 2,160
JAG1 jagged 1 2,830
KITLG KIT ligand 5,260
KRT20 keratin 20 3,380
LAMA3 laminin, alpha 3 2,530
LAMC2 laminin, gamma 2 2,170
LASS5 LAG1 homolog, ceramide synthase 5 2,130
LCK lymphocyte-specific protein tyrosine kinase 2,900
LGALS4 lectin, galactoside-binding, soluble, 4 4,980
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LOXL1 lysyl oxidase-like 1 3,940
LTB lymphotoxin beta (TNF superfamily, member 3) 4,090
LTF lactotransferrin 2,120
LYVE1 lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1 -2,910
MAL mal, T-cell differentiation protein 5,240
MASP2 mannan-binding lectin serine peptidase 2 -2,270
MBP myelin basic protein 2,590
MECOM MDS1 and EVI1 complex locus 2,150
MEF2C myocyte enhancer factor 2C 2,230
matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, 72kDa gelatinase,
MMP?2 72kDa type IV collagenase) 5200
MMP7 matrix metallopeptidase 7 (matrilysin, uterine) 16,950
MS4A1 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 1 3,600
MSLN mesothelin 3,200
NNMT nicotinamide N-methyltransferase -2,450
NTRK?2 neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 2 -3,030
ORM1/0ORM2 | orosomucoid 1 -2,240
OSMR oncostatin M receptor 2,260
PGLYRP1 peptidoglycan recognition protein 1 7,320
PLAT plasminogen activator, tissue 2,690
PLG plasminogen -2,000
PPARA peroxisome proliferator-activated receptor alpha -2,200
PRKCB protein kinase C, beta 2,390
PROM1 prominin 1 3,590
PTPRC protein tyrosine phosphatase, receptor type, C 2,410
PYCARD PYD and CARD domain containing 4,430
RARRES1 retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 1 -2,110
RECK reversion-inducing-cysteine-rich protein with kazal motifs | 2,300
RELB v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog B 2,270
RHOC ras homolog gene family, member C 2,070
RXRA retinoid X receptor, alpha -2,210
S100A6 S100 calcium binding protein A6 6,730
SC4MOL sterol-C4-methyl oxidase-like -3,070
SELL selectin L 2,290
SERPINA1L serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, 4370
antitrypsin), member 1
SERPIND1 serpin peptidase inhibitor, clade D (heparin cofactor), 12230
member 1
SFTPD surfactant protein D 13,620
SLC22A9 solute carrier family 22 (organic anion transporter), 12740
member 9
SLC29A1 solute carrier family 29 (nucleoside transporters) -2,120
SLC47A1 solute carrier family 47, member 1 -3,020
SOAT2 sterol O-acyltransferase 2 -2,110
SPARCL1 SPARC-like 1 (hevin) 3,890
SPIB Spi-B transcription factor (Spi-1/PU.1 related) 2,710
SPRR2A small proline-rich protein 2A 6,500
steroid-5-alpha-reductase, alpha polypeptide 1 (3-o0xo0-5
SRD5A1 alpha-steroid delta 4-dehydrogenase alpha 1) 2,140
TCF21 transcription factor 21 4,540
TGFBR3 transforming growth factor, beta receptor III 2,430
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THBS1 thrombospondin 1 3,830
THPO thrombopoietin -2,250
THY1 Thy-1 cell surface antigen 3,350
TIMP1 TIMP metallopeptidase inhibitor 1 2,090
TIMP2 TIMP metallopeptidase inhibitor 2 4,460
TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 2,530
TLE3 transduc.in-like enhancer of split 3 (E(sp1) homolog, 2,060
Drosophila)
TMEM45A transmembrane protein 45A 16,890
TMPRSS2 transmembrane protease, serine 2 3,980
TMPRSS4 transmembrane protease, serine 4 2,390
TMSB10 thymosin beta 4, X-linked 3,180
TNFRSF13B tumor necrosis factor receptor superfamily, member 13B 2,170
TPD52 tumor protein D52 2,510
TUBA1A tubulin, alpha 1a 2,240
VDR vitamin D (1,25- dihydroxyvitamin D3) receptor 2,300
VIM vimentin 2,860
WFDC2 WAP four-disulfide core domain 2 3,190
ZAP70 zeta-chain (TCR) associated protein kinase 70kDa -2,550

Tabelle 10 Expressionsinderung tumorassoziierter Gene. In der Leber von 6, 20, 46 und 60
Wochen alten Atp7b~/--Mausen verglichen zum 60 Wochen alten WT. p<0,05; *p<0,1

fold
Alter | €Mn9e/ | (pyy JUN Bcl2 Bcl6 SPP1 | Cyclin D1

mean
intensity

6 Wochen | nfach 0,00 2,120 0,00 0,00 0,00 0,00
IntWT | 1,00 | 7,05£0,19 | 1,00 1,00 1,00 1,00
Int KO 1,00 [597+0,09 | 1,00 1,00 1,00 1,00

20 Wochen| nfach 1,65%] 4,197 1,08+7 2,08*T 1,761 2,27
Int WT | 9,19:0,16 | 8,1120,11 | 6,73%0,31 | 6,18%0,72 | 11,58+0,08| 10,64+0,28
IntKO | 8,470,23 | 10,18+0,06| 6,83+0,17 | 7,23%0,21 |12,39+0,1611,78+0,06

46 Wochen| nfach | 1,31*1 2,491 1,21%1 2,251 6,641 2,201
Int WT | 7,960,34 | 7,02%0,18 | 7,95:0,13 | 8,53+0,18 | 10,69+0,24| 9,72%0,26
IntKO | 8,34:0,66 | 8,3420,41 | 8,230,19 | 9,69+0,55 | 13,42+0,39|10,86+0,18

60 Wochen| nfach | 1,77*1 5,031 1,421 2,731 4,261 1,99*1
Int WT | 8,670,28 | 7,78+0,12 | 6,88+0,08 | 8,07£0,16 | 11,15£0,12|11,99+0,03
IntKO | 9,49+0,16 |10,11+0,37| 7,38+0,06 | 9,53+0,21 | 13,24+0,42|12,98+0,33

Tabelle 11 Expressionsinderung tumorassoziierter Gene in intrahepatischen Tumore. In
Tumoren der Leber von 60 Wochen alten Atp7b-/--Mausen verglichen zum umliegenden tumorfreien
Atp7b-/--Lebergewebe dieser Maus. p<0,05; *p<0,1

fold Keratin
change/mean| MMP7 CDh44 SPP1 Bcl2 AFP Keratin 7 19
intensity
nfach 12,07 4,41 1,7*1 1,91 15,21 577 10,67
Int WT 8,38+0,17 | 8,59+0,12 |13,24+0,43|7,38+0,06| 8,02+1,5 |6,77+0,11| 8,03+0,24
Int KO 12,46+1,61/10,51+1,36|14,00+0,73|8,28+0,58|11,07+1,23|9,46+1,37 |11,76%1,53
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