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Zusammenfassung

Zusammenfassung

ABCA3 (= ATP binding cassette subfamily A member 3) ist ein Membranprotein der
Familie der ABC-Transporter. Es besitzt eine hochgradige Sequenzkonservierung und
ist beim Menschen und bei der Maus nachweisbar (ABCA3 = Gen des Menschen /
Abca3 = Gen der Maus / ABCA3p = Genprodukt, Protein).

ABCA3 wird am stirksten in Pneumozyten Typ II der Lunge exprimiert und ist an der
Synthese von Surfactant beteiligt, einer phospholipidreichen Substanz zur
Verminderung der Oberflichenspannung. Das Surfactant-Mangel-Syndrom im Falle
einer homozygoten oder compound-heterozygoten ABCA3-Defizienz fiihrt beim
Neugeborenen zum infant respiratory distress syndrome (IRDS) mit letaler
Lungendysfunktion. Eine heterozygote ABCA3-Defizienz ist zumeist asymptomatisch,
kann aber vergesellschaftet sein mit dem Auftreten von interstitiellen

Lungenerkrankungen.

Neben der Lunge ist ABCA3p auch in weiteren Organen nachzuweisen und es wurde
das laktierende Milchdriisengewebe und die Leber untersucht. Das humane und murine
Brustdriisenepithel exprimiert ABCA3/Abca3. Immunhistochemische Farbungen zeigen
ABCA3p in der milk fat globule membrane (MFGM) humaner und muriner Milch. Im
Lebergewebe ist die Expression von Abca3 auf mRNA-Ebene und ABCA3p darstellbar.
Phospholipide sind fiir die produzierten Sekrete, Milch und Gallenfliissigkeit,
funktionell von Bedeutung. Es stellt sich die Frage, inwieweit eine heterozygote Abca3-
Defizienz den Phospholipidtransport im Milchdriisengewebe und in der Leber
beeintrachtigt. Homozygot Abca3-defiziente Mause versterben postpartal rasch an
respiratorischem Versagen, so dass die Proben von heterozygot Abca3-defizienten

Tieren gewonnen wurden.

Die Milchproben von heterozygot Abca3-defizienten Méusen und Wildtyp-Méusen
(WT) wurden an drei Zeitpunkten bis zum 15. Tag post partum gesammelt und
verglichen. Die Daten zeigen eine Verminderung der kurzkettigen Phosphatidylcholine
(PC) PC 30:0 und PC 32:0 am Tag 5 (jeweils p = 0.02) und PC 34:2 am Tag 10
(p =0.03). Am Tag 15 besteht kein Unterschied.



Zusammenfassung

Lebergewebe von heterozygot Abca3-defizienten Méusen und WT wurde verglichen
und nach Geschlecht getrennt untersucht. Anhand der Ergebnisse beeinflusst die
heterozygote Abca3-Defizienz die Konzentration von PC und Phosphatidylglycerin
(PG) im Lebergewebe. Im Vergleich sind PC 34:0, PC 36:0 und PC 40:4 erniedrigt
(p <0.01 bis p=0.03). PG 36:2 ist bei den minnlichen Miusen erniedrigt (p = 0.02), im

Gegensatz dazu aber bei den weiblichen Mausen erhoht (p < 0.01) vorhanden.

Die Verminderung kurzkettiger PCs in der Milch von heterozygot Abca3-defizienten
Maiuse deutet auf eine Funktion von ABCA3p bei der Milchsekretion hin. In der Lunge
fiihrt eine homozygote Abca3-Defizienz vor allem zu einer Reduktion der kurzkettigen
PCs. Im Verlauf der Laktation kommt es in der untersuchten Milch zu einer Abnahme
der kurzkettigen PCs mit Anstieg der langkettigen PCs. Am Tag 15 koénnen die
verminderte Konzentration der kurzkettigen PCs oder eine physiologischen
Herabregulation von ABCA3p Griinde sein weshalb keine signifikante Verdnderung
mehr messbar ist. Eine weitere Erklarungsmoglichkeit wére die kompensatorische
Hochregulation eines strukturell &hnlichen ABC-Transporters (zum Beispiel ABCAlp).
Bei ABCC2p und ABCD1p existieren kompensatorische Mechanismen.

Auch die Analyse des Lebergewebes weist auf eine Beteiligung von ABCA3p beim
Phospholipidtransport hin. Die Konzentrationen der betroffenen PCs sind sehr gering,
so dass eine pathologische Auswirkung fraglich ist.

Hinsichtlich der PGs sind allerdings grofe Untergruppen betroffen. Je nach Geschlecht
fiihrt die heterozygote Abca3-Defizienz zu einer signifikanten Zunahme oder Abnahme
von PG 36:2. Dies konnte auf einen geschlechtsspezifischen Dimorphismus hinweisen,

wie er fiir ABCG2p in der Leber beschrieben ist.

ABCA3p ist auch am Phospholipidtransport im Milchdriisengewebe und im
Lebergewebe beteiligt. Da aber nur Gewebeproben von heterozygot Abca3-defizienten
Tieren untersucht worden sind und somit 50 % der Aktivitit von ABCA3p erhalten ist,
konnen die bisherigen Ergebnisse nur als Hinweise dienen.

Ob weiterhin ein kompensatorischer ABC-Transporter fiir ABCA3p existiert oder ein
geschlechtsspezifischer Dimorphismus besteht, sind zusétzliche Fragen, die im Rahmen

dieser Dissertation hypothetisch bleiben.



Einleitung

1  Einleitung

Biomembranen sind semipermeable Trennschichten und dienen dem Erhalt der
Homdostase von Zellen. Zum einen begrenzen Biomembranen das Innere einer Zelle
von der Umwelt, zum anderen sind intrazellulire Kompartimente ebenfalls durch
Biomembranen von der restlichen Zellmatrix abgetrennt. Proteine in diesen
Biomembranen gewihrleisten den geregelten Austausch von Substraten, Produkten und

Botenstoffen.

1.1 ABC-Transporter

Eine der groBten bekannten Untergruppen dieser Proteine stellt die Familie der ATP
binding cassette (ABC) Transporter dar. Die meisten ABC-Transporterproteine formen
tunnelartige Passagen flir den transmembranen Austausch [Dean and Annilo 2005;
Davidson et al. 2008]. Sie sind in allen Organismen nachweisbar und besitzen eine
hochgradige Sequenzkonservierung. Allen Mitgliedern dieser Gruppe liegt eine
homologe Grundstruktur und die Energieumsetzung durch Bindung und Hydrolyse von
ATP zugrunde [Higgins 1992; Jones and George 2004].

Die Mukoviszidose, der Morbus Stargardt und die X-Adrenoleukodystrophie sind
einige Beispiele von Krankheitsbildern, bei denen eine Mutation in einem ABC-

Transporter zugrunde liegt [Hyde et al. 1990; Allikmets et al. 1997].

1.1.1 Struktureller Aufbau

Beim Menschen sind bisher 49 Vertreter von ABC-Transportern mit ihrer genetischen
Lokalisation auf den Chromosomen bekannt. Diese werden in sieben Unterfamilien,

ABCA bis ABCQG, eingeteilt.
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ABC- dazu zugehoéren Merkmale
Untergruppe
* Beinhaltet die grofiten kodierenden Gene mit Proteinen
iber 2100 Aminosduren
ABCA 12 Volltransporter * Existieren nicht in Hefezellen
* Funktion: u. a. Lipidtransport, Gewéhrleistung der
Sehfahigkeit
* ABCBI1 (MDR1) war der erste beschriebene ABC-
ABCB 4 Volltransporter und Transporter
7 Halbtransporter * Funktion: u. a. Ausbildung von
Medikamentenresistenzen, Gallensekretion
ABCC 12 Volltransporter * Funktion: u. a. Regulation der Insulin-Sekretion,

Ionentransport, Abbau von Toxinen

* Alle Transporter sind nur in den Peroxisomen vorhanden
ABCD 3 Halbtransporter * Funktion: Transport der {iberlangkettigen Fettsduren
(very long chain fatty acid, VLCFA)

.. * Besitzen eine ATP-Bindungsstelle
ABCE und I Molekill (AB..C E) * Beinhalten keine Transportfunktion, da sie nicht
und 3 Molekiile o o . .
ABCF (ABCF) membranstidndig und keine TMDs vorhanden sind
* Funktion: Regulationsproteine, z. B. Immunsystem

e Aufbau: NBF am N- und TMD am C-Terminus
v ’ * Funktion: Cholesterin- und Lipidtransport, Ausbildung
6 ’reverse — .
ABCG Halbtransporter von Medikamentenresistenzen
P * ABCG3: Nur bei Nagetieren vorhanden
e ABCG4: Nur in der Leber vorhanden

Tab. 1: Untergruppen der humanen ABC-Transporter [Dean 2001; Dean and Annilo 2005]

Ein funktionsfdhiger ABC-Transporter wird aus vier Dominen gebildet, bestehend aus
zweil vorwiegend hydrophoben Transmembran-Doménen (TMD) und zwei hydrophilen
Nucleotide-binding-fold-Doménen (NBD) [Higgins 1992]. Vom N-Terminus ausgehend
setzt sich die Anordnung meist in der Reihenfolge ,,TMD-NBD-TMD-NBD*
zusammen. Andere Konstellationen, wie , NBD-TMD-NBD-TMD*, ,, NBD-TMD* oder
,TMD-NBD* treten ebenfalls auf, sind aber wesentlich seltener [Dean 2001].

Im Bereich der beiden TMDs liegen die Substratbindungsstellen. Jede TMD besteht aus
sechs bis elf membrandurchspannenden Segmenten in a-Helix-Konformation. Die
jeweilige Aminosiuresequenz legt die Spezifitit fiir das zu transportierende Molekiil
fest [Loo and Clarke 2001; Holland and Blight 1999; Stride et al. 1999]. In Folge sind
die Aminosduresequenzen der TMDs im Vergleich zu denen der NBDs deutlich

variabler und weniger konserviert.
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Die weiteren zwei Doménen eines vollstindigen Transporters, zwei NBDs, beinhalten
jeweils eine der charakteristischen ATP-Bindungsstellen, eine Sequenz von etwa 200
Aminoséduren. Diese befinden sich auf der zytosolischen Seite der Membran [Hyde et al.
1990]. Sie liefern durch Bindung und Hydrolyse von einem Adenosintriphosphat (ATP)
eine Energie von etwa -30,5 kJ/mol, so dass ein aktiver Transport gegen den Gradienten
moglich ist [Higgins 1992; Roerig et al. 2001]. Durch die Hydrolyse von zwei ATPs
wird soviel Energie frei, um die Konformationsinderung zum Transport eines

Substratmolekiils zu gewéhrleisten [Linton 2007].

2ATP 2ADP+ 2P;

Abb. 1: Schematische Darstellung eines ABC-Transporters der Klasse A. Ein
Volltransporter bestehend aus zwei Transmembran-Doménen (TMD), die in der
Lipidmembran verankert sind und zwei ATP-binding cassettes (ABC) fiir die

Hydrolyse von ATP zur Energiegewinnung [Pichler et al. 2012].

Die ATP-Bindungsstellen der NBDs enthalten jeweils fiinf Motive. Zwei dieser Motive
reprasentieren die stark konservierten Regionen Walker A (Gly-X-X-Gly-X-Gly-Lys-
Ser/Thr) und Walker B (®-®-D-D-Asp-Glu), wobei X eine beliebige Aminoséure und
@ einen aliphatischen Rest darstellt. Sie liegen 90 bis 120 Aminosduren von einander
entfernt und spielen eine zentrale Rolle bei der Bindung des ATP-Molekiils [Walker et
al. 1982; Jones et al. 2009]. Ein weiteres Motiv stellt die Zentralregion zwischen den
beiden Walker-Motiven dar, sie enthédlt den Q-Loop mit einem charakteristischen

Glutamin. Die Zentralregion koppelt die Energiegewinnung der ATP-Hydrolyse mit

10



Einleitung

dem Transport des Molekiils, indem sie die Konformationsdnderungen der TMDs und
NBDs koordiniert [Jones and George 2002; Hopfner and Tainer 2003].

Zwischen den beiden Walker Motiven, n-terminal der Walker B-Sequenz, befindet sich
das hochgradig konservierte Signaturmotiv oder auch C-Motiv genannt. Dieses Motiv
beinhaltet die Aminosduresequenz Leu-Ser-Gly-Gly-Glu und ist einzigartig fiir die
Familie der ABC-ATPasen. Es interagiert mit der Walker A-Region der zweiten NBD,
ist damit wesentlich fiir die Dimerisierung der beiden NBDs und direkt an der
Hydrolyse von ATP beteiligt [Higgins and Linton 2004]. Das letzte, weniger stark
konservierte Motiv ist der His-Loop mit dem charakteristischen Histidin und ist

ebenfalls an der Bindung von ATP beteiligt ist [Linton 2007].

A —

) . Histidin-Loop
Walker A Helikale Doméne Signatur Walker B Switch
Zentralregion
Ge-valv-GpsGsGKstil Q N 1SgGQkqrvaiA iLLLDEptsalD H
ATP-Bindung ATP-Bindung
und Hydrolyse und Hydrolyse

Abb. 2: Schematische Darstellung der fiinf Motive des ABC-Transporters [Davidson et al. 2008; Linton
2007]. Kleinbuchstaben bedeuten stark konservierte Aminosaurereste, Grolbuchstaben bedeuten variable

Aminoséurereste

Diese fiinf Motive sind charakteristisch fiir ABC-Transporter. ABC-ATPasen besitzen
kein C-Motiv, ebenfalls fehlt die Zentralregion. Die Walker A- und Walker B-Motive
sind zwar vorhanden, doch liegt der Abstand nicht bei 90 bis 120 Aminoséduren [Walker
et al. 1982; Higgins 2001].

Die Gene der ABC-Transporter konnen entweder einen Voll- oder einen
Halbtransporter kodieren, wobei ein Halbtransporter nur aus einer TMD und einer
NBD-Domine besteht. Zwei Halbtransporter bilden zusammen wieder ein
funktionsfahiges Transportprotein, so dass dieses entweder als Homodimer oder als

Heterodimer vorliegen kann [Dean 2001].
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Bei Prokaryonten sind die Transporter iiberwiegend als Heterodimere aus zwei
unterschiedlichen Halbtransportern zusammengesetzt. Es werden die einzelnen
Polypeptidketten exprimiert, die dann zu funktionellen Einheiten fusionieren. Auf der
Genebene kann ein bakterieller ABC-Transporter von einem bis vier eigenstindigen
Gensequenzen kodiert werden [Davidson et al. 2008].

Die meisten ABC-Transporter bei Eukaryonten bestehen aus ein bis zwei
Polypeptidketten. Mehr als die Hailfte der 49 humanen ABC-Transporter liegen als
Volltransporter vor. Diese bestehen aus einer durchgehenden Polypeptidkette, die von

einer einzigen Gensequenz kodiert wird [Annilo et al. 2003].

1.1.2 Funktion

In ihrer Funktion sind ABC-Transporter meist unidirektionale Transporter. Sie sorgen
fiir den Transport von Molekiilen, die die Membranen nicht durch Diffusion passieren
konnen. Bei Prokaryonten sind sowohl Import-, wie auch Exportfunktionen vorhanden
[Saurin et al. 1999].

Bei Eukaryonten, damit auch beim Menschen, fungieren ABC-Transporter nur als
Exporter. Sie schleusen Molekiile aus dem Zytoplasma der Zelle in den
Extrazellularraum oder in Zellkompartimente, wie Peroxisomen oder Mitochondrien
[Dean 2001]. Transportiert wird eine Vielzahl von Substanzen unterschiedlicher Grofe,
angefangen bei lonen bis hin zu Lipiden, Polypeptiden und hydrophobe Substanzen.
Meist erfolgt ein aktiver Transport gegen einen Gradienten. Ausnahmen bestehen wie
bei CFTR (= ABCC7p, cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), das
einen Chloridkanal entlang des Konzentrationsgradienten bildet und dessen
Fehlfunktion im Krankheitsbild der Mukoviszidose resultiert [Sheppard and Welsh
1999].

Weiterhin verfiigen nicht alle ABC-,, Transporter* iiber TMDs, so dass nicht immer eine
Transportfunktion vorliegt. SUR1 (= ABCCS8p) und SUR2 (= ABCC9p) sind in ihrer
Funktion am ehesten ATP-Sensoren fiir die Regulation von Kaliumkanélen [Klein et al.

1999].

Tabelle 2 listet ABC-Transporter und das Krankheitsbild bei entsprechender
Fehlfunktion auf.

12
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Nomenklatur | Synonym Erkrankung(en)
ABCALl ABCl1 Morbus Tangier
ABCA2 ABC2 Demenz vom Alzheimer-Typ
ABCA3 ABC3 Surfactant-Mangel-Syndrom
ABCAS | ABCR | et Makuladegeneraion e
ABCA7 ABC7 Sjogren-Syndrom
ABCA12 ABC12 Harlequin-Ichthyose, Lamelldre Ichthyose
ABCBI MDRI1 Colitis ulcerosa
ABCB3 TAP2 Morbus Wegener-dhnliche Granulomatose
ABCB4 MDR3 gii%vrzzs;;/res (f?lzlfitlsifﬁi li:st::slleepatische Cholestase Typ III, intrahepatische
ABCB7 ABC7 X-chromosomale Sideroblastose und Andmie
ABCBI11 BSEP Progressive familidre intrahepatische Cholestase Typ II
ABCCl1 MRP1 Neoplasien / Multidrug Resistance assoziiertes Protein 1
ABCC2 MRP2 Dubin-Johnson-Syndrom
ABCC6 MRP6 Pseudoxanthoma elasticum
ABCC7 CFTR Mukoviszidose (= Cystische Fibrose)
ABCCS SURI Familidre persistente insulinabhidngige Hypoglykédmie des Kindes
ABCC9 SUR2 Dilatative Kardiomyopathie, Canta-Syndrom, Regulation der Schlafdauer
ABCD1 ALD Adrenoleukodystrophie (= X-ALD, Addison-Schilder-Syndrom)
ABCD3 PXMP1 Assoziiert mit Gallensduresynthesedefekt [Ferdinandusse et al. 2015]
ABCD4 Assoziiert mit Stérung des Vitamin Bi,-Stoffwechsels [Coelho et al. 2012]
ABCG2 ]I;/I é(I{RI; Protoporphyrie IX
ABCGS White3 Beta-Sitosteroldmie
ABCG8 White4 Beta-Sitosteroldmie

Tab. 2: Humane ABC-Transporter und assoziierte Erkrankungen [Stefkova et al. 2004; Vasiliou et al.

2008]
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ABC-Transporter haben in den letzten Jahren in der Forschung deutlich an Bedeutung
gewonnen.

MDRI1 (multidrug resistance protein 1), auch als ABCB1p klassifiziert, ist ein 170 kDa
groBBes Glykoprotein und war der erste humane ABC-Transporter der charakterisiert
wurde. Besondere Beachtung fand er, da er bei Tumorzellen fiir die Entwicklung von
Multiresistenzen in Bezug auf die Chemotherapie verantwortlich ist [Gottesman 2002].
Es wird angenommen, dass MDR1 urspriinglich an der Entgiftung im Organismus
beteiligt war [Annilo et al. 2003]. Knock-out Méuse, bei denen die Expression von
Mdrl ausgeschaltet wurde, belegen diese Hypothese, da sie deutlich sensitiver auf
Medikamente reagieren [Schinkel et al. 1997].

Der Einfluss der ABC-Transporter ist sehr unterschiedlich. Sie konnen auch wesentlich
subtilere, phénotypische Folgen nach sich fiihren. Es besteht ein moglicher
Zusammenhang zwischen Variationen von ABCC9 und der benétigten Schlafdauer des

jeweiligen Menschen [Allebrandt et al. 2013].

1.2 ABCA3 in der Lunge

ABCA3p ist ein ABC-Transporter der Subfamilie A, Nummer 3. Das komplette,
kodierende Gen des humanen ABCA3p befindet sich auf Chromosom 16p13.3
[Connors et al. 1997]. Es besteht aus mehr als 80.000 Nucleotid-Basenpaaren und
enthélt 33 Exons. Nach der Transkription umfasst die mRNA 6466 Basenpaare. Das
endgiiltige Protein besteht aus 1704 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von
etwa 150 kDa.

In seiner Aminoséduresequenz ist ABCA3p dem ABCAIlp am dhnlichsten [Klugbauer
and Hofmann 1996]. Verschiedene Studien weisen auf eine Substratgruppenspezifitit
der ABCA-Transporter flir Lipide hin [Sun et al. 1999; Wang et al. 2003; Agassandian
et al. 2004; Akiyama et al. 2005; Garmany et al. 2006].

ABCA3 wird am stdrksten im Lungengewebe und dort speziell in der Membran der
Lamellarkorperchen von Pneumozyten Typ II exprimiert. Es wird im engen
Zusammenhang mit dem Mangel an Surface active agent (Surfactant) gesehen, das von

den Pneumozyten Typ II synthetisiert wird [Yamano et al. 2001].
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1.2.1 Surfactant

Kurt von Neergaard sagte bereits 1929 die Existenz einer oberflachenaktiven Substanz
in der Lunge voraus, nachdem er Versuche iiber die Oberflichenspannung der Lunge
durchfiihrte. Etwa 25 Jahre spiter konnte die physiologische Funktion von Surfactant
weiter aufgeklirt werden [Halliday 2008].

Surfactant dient der Verminderung der Oberflichenspannung an der Schnittstelle
zwischen Fliissigkeit und Luft in der Lunge. Dort verhindert es vor allem das
Kollabieren der Alveolen und erméglicht die Ventilation des Organs [Goerke 1998]. Es
besteht zu einem Grofteil aus Lipiden, vor allem Phosphatidylcholin und
Phosphatidylglycerin. Unter der Fraktion der Phosphatidylcholine wiederum, dominiert
das Dipalmitoyl-Phosphatidylcholin (DPPC) [Creuwels et al. 1997].

Proteine bilden die restlichen Komponenten des Surfactants. Diese werden in die
hydrophoben Apoproteine SP-B und -C (Surfactant-Protein B und C) und die
hydrophilen Apoproteine SP-A und -D unterteilt. Die Proteinbestandteile SP-B und -C
stehen in engem Zusammenhang miteinander und tragen zur Ventilation der Lunge bei.
SP-A und -D spielen dagegen eine wichtige Rolle bei der angeborenen Immunantwort
der Lunge auf ein breites Erregerspektrum von Bakterien, Viren und Pilzen [Crouch and

Wright 2001].

1.2.2  Phospholipide

In In-vitro-Studien muss mindestens 1 mg Phospholipide pro 1 ml Surfactant vorhanden
sein, um funktionell eine sehr gute Reduktion der Oberflichenspannung zu ermoglichen
[Goerke 1998]. Phospholipide sind phosphathaltige, polare Lipide, bestehend aus einem
hydrophilen Kopf und lipophilen Fettsduren. Aufgrund ihrer Struktur besitzen sie
amphiphile Eigenschaften und formen im wissrigen Milieu Lipiddoppelschichten (/ipid
bilayer). Diese Lipiddoppelschichten sind Hauptbestandteile von biologischen
Membranen und ubiquitér vorzufinden [Robertson 1960].

Phospholipide kdnnen in zwei Gruppen unterteilt werden: Glycerophospholipide und
Sphingophospholipide. Glycerophospholipide besitzen als tragendes Element ein
Glyceringeriist, das an der sn-1 und sn-2 Position jeweils mit einem Fettsdure-Rest

verestert ist. An der sn-3 Position befindet sich die hydrophile Phosphatgruppe.
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Sphingolipide enthalten eine Sphingoidbase, an dessen Aminogruppe eine Fettsdure und

am Hydroxylende die Phosphatgruppe gebunden ist.

Glycerophospholipide Sphingophospholipide
Phosphatidylcholine
Phosphatidylglycerine Sphingomyeline
Phosphatidylethanolamine Ceramide
Phosphatidylserine Glycosphingolipide
Phosphatidylinositole

Tab. 3: Einteilung der Phospholipide

1.2.3 Das Atemnotsyndrom des Neugeborenen

Im Jahre 1959 wurde der Zusammenhang zwischen dem Surfactantmangel und dem
Atemnotsyndrom des Neugeborenen hergestellt. Dieses Krankheitsbild beschreibt ein
respiratorisches Versagen kurz nach der Geburt [Avery and Mead 1959]. Im englischen
Sprachgebrauch wird dieses Syndrom auch infant respiratory distress syndrome
genannt und als IRDS abgekiirzt. Besonders betroffen sind Frithgeborene mit einem
Gestationsalter weniger als 34 Schwangerschaftswochen. Auch bei 1 % aller reifen
Neugeborenen kann ein IRDS auftreten. Eine Sectio caesarea ohne Geburtswehen

erhoht zusitzlich das Risiko [Fedrick and Butler 1972; Gerten et al. 2005].

Ursache fiir das IRDS beim Friihgeborenen ist ein Surfactantmangel aufgrund der
funktionellen und morphologischen Unreife der Lunge. Pathophysiologisch fiihrt dies
zu einem Kollaps der Alveolen mit Bildung von Atelektasen in der Lunge [Avery and
Mead 1959]. Zur Ventilation werden hohe Beatmungsdriicke bendtigt und fithren im
Verlauf zur weiteren Schadigung der Lunge. Plasmaproteine werden eingelagert und
bewirken in Folge die Bildung von hyalinen Membranen mit Verminderung der
Lungenelastizitdt. Das IRDS wird daher deskriptiv als ,,hyalines Membransyndrom*

bezeichnet.
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Eine Einteilung erfolgt nach Bomsel in vier Stadien. Im Stadium IV ergibt sich das

Vollbild der ,, white lung “.

* Sehr feine, granuldre Zeichnung der Lunge

Stadium I
slaciim 2 * Angedeutetes Pneumobronchogramm

* Homogene, granulire Zeichnung {iber der gesamten Lunge

tadium I1
Stadium I1 * Deutliches Pneumobronchogramm

* Kollabierte Alveolen sind als kndtchenartige Verschattungen sichtbar
Stadium I1I * Ausgeprigtes Pneumobronchogramm
* Transparenzminderung der gesamten Lunge und Verschwimmen der Herzkontur

* Verschattung der gesamten Lunge, die Herzkontur ist nicht mehr auszumachen
Stadium IV * Sehr ausgeprigtes Pneumobronchogramm
,, White lung

Tab. 4: Klassifikation der IRDS nach Bomsel [Bomsel 1970; Slama et al. 1999]

Die Therapie des IRDS hingt vom Schweregrad der Erkrankung ab und erfordert eine
intensivmedizinische Behandlung in einem Perinatalzentrum. Die endotracheale
Applikation von synthetischem Surfactant ist wesentlicher Bestandteil der Therapie. Die
erste Applikation beim Menschen zur Verbesserung der respiratorischen Situation im
Rahmen des IRDS wurde erstmalig im Jahre 1980 im Lancet publiziert [Fujiwara et al.
1980]. Viele weitere Studien sind in den Jahren gefolgt. Die heutigen Empfehlungen
sehen eine frithzeitige, endotracheale Gabe von tierischem oder rekombinantem
Surfactant vor. Ziel ist die Reduktion der Mortalitit und Vermeidung spiterer

pulmonaler Erkrankungen [Bahadue and Soll 2012].

Bei drohender Frithgeburt ist die intramuskulére, antenatale Gabe von Glucocorticoiden
bei der Schwangeren indiziert [Ballard and Ballard 1995]. Glucocorticoide induzieren
die Lungenreife des Kindes [Liggins and Howie 1972]. Das Risiko fiir ein IRDS nach
der Geburt ist signifikant niedriger, wenn nach Lungenreifeinduktion die Geburt mittels

Tokolyse um moglichst 24 bis 48 Stunden verzdgert werden kann [Crowley et al. 1990].

Beim reifen Neugeborenen ist das Erkrankungsbild am héufigsten durch eine Fehl- oder
Minderfunktion von Surfactant verursacht. Diese kann unter anderem durch
Infektionen, Hypoxie oder Durchblutungsstorungen, aber auch durch chemische
Reizung, wie eine Mekoniumaspiration, hervorgerufen werden [Moses et al. 1991;

Wirbelauer and Speer 2009].
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Hereditdre Erkrankungen mit Storung der Surfactantbildung oder -funktion sind
wesentlich seltener. Sie filhren ebenfalls zum IRDS des reifen Neugeborenen. Am
héufigsten handelt es sich hierbei um Genmutationen, die den ABCA3-Transporter der
Pneumozyten Typ Il oder die Synthese von SP-B betreffen [Edwards et al. 2005;
Cheong et al. 2007]. Genmutationen des surfactant protein B- (SFTPB-) oder surfactant
protein C-Gens (SFTPC-Gens) bewirken eine quantitative Verminderung oder den
Funktionsverlust des SP-B oder SP-C [Nogee et al. 1993; Hartl and Griese 2005].

Weitere Félle von IRDS bei frith- und neugeborenen Kindern sind bisher
pathophysiologisch noch nicht vollstindig ergriindet und daher Gegenstand der

Forschung.

1.2.4 Mutation von ABCA3 beim Menschen

Mutationen von ABCA3 koénnen mit letaler Lungendysfunktion einhergehen. Bei 16
von 21 reifgeborenen Sduglingen, die an einem ausgeprigten Surfactant-Mangel-
Syndrom und IRDS verstarben, ergab die Gensequenzierung eine Mutation von
ABCA3. Es lagen nonsense-, frameshift- oder splice-site-Mutationen vor. Hinzu zeigte
die elektronenmikroskopische Untersuchung in vier Fillen deutliche Fehlbildungen der
Lamellarkorperchen der Pneumozyten Typ II [Shulenin et al. 2004].

ABCA3p ist in der Lunge hauptsichlich in den AuBenmembranen der
Lamellarkorperchen lokalisiert und quantitativ am hdchsten zum Zeitpunkt der Geburt
vorhanden [Mulugeta et al. 2002]. Lamellarkorperchen sind Zellorganellen aus der
Familie der Lysosomen, die durch die Fusion verschiedener Multivesikularkdrper
gebildet werden und durch Exozytose die Sekretion von Surfactant bewirken [Schmitz
and Miiller 1991; Weaver et al. 2002]. Es wird vermutet, dass ABCA3p die Aufnahme
von Lipiden, vor allem Phospholipide, in die intrazelluldre Vesikel bewirkt [Nagata et

al. 2004; Cheong et al. 2007].

Der ABCA3-Gendefekt wird rezessiv vererbt. Erst bei Mutation beider Allele tritt die
Erkrankung zu Tage. Sie geht mit einem IRDS mit schwerem Verlauf einher und hat
hiufig einen letalen Ausgang zur Folge. Die meisten Kinder versterben ohne
Lungentransplantation zwischen dem dritten und sechsten Lebensmonat [Hayes et al.

2012]. Mildere Verldufe sind beschrieben bei homozygoten, ABCA3-defizienten
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Kindern, die die Neonatalperiode iiberleben. Im weiteren Leben kommt es zum
Auftreten von chronischen Lungenerkrankungen [Shulenin et al. 2004].

Eine heterozygote ABCA3-Defizienz ist zumeist asymptomatisch. Uber das Kindesalter
hinaus kann sie allerdings mit dem Auftreten von interstitiellen Lungenerkrankungen
vergesellschaftet sein [Bullard et al. 2005]. Homo- und heterozygote Mutationen von

ABCA3 weisen eine sehr weite phinotypische Bandbreite auf.

Bis heute sind mehr als 150 Mutationsvarianten im ABCA3-Gen bekannt [Gower et al.
2010; Park et al. 2010; Whitsett et al. 2010]. Diese werden in zwei Kategorien
eingeteilt. Typ I duBert sich durch den inkompletten Transport von ABCA3p in die
Multivesikularkorper. Als Folge verbleiben die Proteine im Endoplasmatischem
Retikulum der Zelle. Bei Typ II hat die Mutation eine Verminderung der ATP-
Hydrolyseaktivitét des Transporters zur Folge [Matsumura et al. 2006].

In der Elektronenmikroskopie kommt es letztendlich zu einem Mangel an reifen
Lamellarkorperchen in den Pneumozyten Typ II und gleichzeitig zur nachweislichen
Reduktion von Phosphatidylcholin und -glycerin in der bronchoalveoldren Lavage

[Garmany et al. 2006].

7 o £ L S

Abb. 3: Elektronenmikroskopische Analyse von Lamellarkdrperchen in Pneumozyten Typ II des
Menschen. Links der Vergleich von Lamellarkérperchen mit einer regelrechten Morphologie zu denen

eines Individuums mit zwei mutierten ABCA3-Allelen [Gower et al. 2010].
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1.3 Die Abca3-knock-out-Maus

Im Vergleich zum Menschen existieren Untersuchungen an Abca3-defizienten
Mausstaimmen (Mus musculus).

Das murine Abca3-Gen befindet sich im Gegensatz zu dem des Menschen auf
Chromosom 17b2 und beinhaltet ebenfalls 33 Exons. Das Transkript besteht hierbei aus
5778 Basenpaaren. Gleich dem humanen ABCA3p umfasst das Genprodukt 1704

Aminosiuren.

Heterozygot Abca3-defiziente Maduse unserer Arbeitsgruppe zeigen keinen
phénotypischen Unterschied zu Wildtyp-Tieren. Sie entwickeln sich normal und sind
fertil. Ebenfalls unterscheidet sich das Lungengewebe in der Licht- und
Elektronenmikroskopie nicht.

Dagegen sind homozygot Abca3-defiziente Jungtiere postpartal deutlich zyanotisch und
verstarben rasch. Die entnommenen Lungen der Tiere weisen Atelektasen ohne
suffiziente Inflation auf. Elektronenmikroskopisch besteht ein Mangel an reifen

Lamellarkorperchen in den Pneumozyten Typ II [Hammel et al. 2007].

Abca3 +/+ Abca3 +/-
- T

<

Abb. 4: Transmissionselektronenmikroskopische Analyse von Pneumozyten Typ II der Maus. Wildtyp-
und heterozygote Tiere weisen Lamellarkrperchen auf und sind morphologisch nicht zu unterscheiden.

Bei dem Genotyp Abca3—/— sind keine Lamellarkdrperchen vorhanden [Hammel et al. 2007].

Weitere, publizierte Abca3-defiziente Mauslinien zeigen &dhnliche, respiratorische
Symptome bei homozygoter Inaktivierung. Phosphatidylcholin und -glycerin sind in der
Konzentration in der Lunge erniedrigt. Besonders Phosphatidylcholine mit kurzkettigen
Acylresten waren in der Massenspektrometrie reduziert [Fitzgerald et al. 2007; Ban et

al. 2007].
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Abb. 5: Himatoxylin-Eosin-Farbung im Lungengewebe vom
Wildtyp (C und E) und Abca3—/— (D und F) eines Wurfes. Im
Lungengewebe der Abca3—/— Mause sind schwere Atelektasen,
Lungenstauung, reduzierte Septierung und eine Verdickung
sowohl des Mesenchyms, wie auch des Epithelsaumes der

Alveoli zu beobachten [Ban et al. 2007].

In einer Studie von Besnard et al. iiberlebten zwar circa 30 % der Tiere mit einem
konditionellen knock-out von Abca3 im Lungenepithel, entwickelten aber im Verlauf
ein Lungenemphysem ohne das Vorliegen eines inflammatorischen Geschehens

[Besnard et al. 2010].

1.4 ABCA3/Abca3 in anderen Organen

Die Expression von Abca3 in weiteren Organen wurde an Gewebeproben einer Linie
von Albino Wistar Ratten (Rattus norvegicus) untersucht. Im partiellen Vergleich der
Aminosduresequenz der Abca3-cDNA sind die Sequenzen von Ratten und Maéuse

nahezu identisch und im Vergleich zum Menschen sehr dhnlich [Mulugeta et al. 2002].

h-EDYIRYDNCSSSVLAAVVFEHPFNHSKEPLPLAVKYHLRF SY TRRNYMWIQTGSFFLKETEGWHI TSLEPLFPNPGPREPT
r-EDYVRYDNHSSNVLAAVVFEHTFNHSKDPLPLAVRYHLRFSYTRRNYMWTQTGNLFLKETEGWHTASLFPLFP SPGPREP §
n-EDYIRYDNHSS S VLAAVVFEHSFNHSQDPLPLAVKYHLRF S Y TRRNYMWTQTGN IFLKETEGWHT TSLEPLEP SPGPREP §

Abb. 6: Aminosduresequenz des 310-bp-Abca3 Nukleotidtranskripts von Ratte (r) und Maus (m) im
Vergleich zum Menschen (h). Die abgeleitete Aminoséuresequenz wurde untersucht, die graue

Schattierung markiert die iibereinstimmenden Sequenzen [Mulugeta et al. 2002].
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Die hochste Expression von Abca3 wurde in der Lunge einige Tage prénatal
nachgewiesen. Aber auch andere Organsysteme exprimieren Abca3-RNA, vor allem

Niere, Magen und Darm [Mulugeta et al. 2002].
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Abb. 7: Expression von Abca3-RNA in Pneumozyten Typ II (T-II) und weiteren
Organgeweben der Ratte [Mulugeta et al. 2002].

1.4.1 Milchdriisengewebe und Milch

Im Milchdriisengewebe von Miusen und in den Epithelzellen des Euters bei Kiihen
(Bos taurus) sind ABCAlp, ABCA7p und ABCGlp nachweisbar. Diese Proteine sind
zugleich in der milk fat globule membrane (MFGM, Milchfettropfchen-Membran) der
Milch lokalisiert und die jeweilige Konzentration variiert anhdngig vom Zeitpunkt der
Laktation [Mani et al. 2010; Mani et al. 2011]. ABCAlp und ABCGlp sind am
Cholesterin- und Phospholipidtransport verschiedener Zelltypen beteiligt [Oram and
Lawn 2001; Kobayashi et al. 2006]. Es wird eine Funktion im Lipidstoffwechsel im
Rahmen der Laktation vermutet [Mani et al. 2011].

Neben ABCA1 belegen immunohistochemische Untersuchungen mittels Tissue-
Microarrays auch die Expression von ABCA3 im humanen Brustdriisenepithel. Eine

reduzierte Expression von ABCA3 ist als ungiinstiger Prognosefaktor fiir die
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Rezidivrate beim duktalen Mamma-Karzinom zu werten [Schimanski et al. 2010]. In
der murinen Milchdriise ist die Abca3-Expression auf mRNA-Ebene nachweisbar

[Hammel et al. 2007].

Das Brustdriisenepithel besteht aus apokrinen Driisen und sezerniert die milk fat
globules (MFGs) durch Vesikelabschniirung der apikalen Membranwand [Heid and
Keenan 2005]. Es ist anzunehmen, dass ABCA3p durch diesen Mechanismus in die

MFGMs gelangt [Mani et al. 2010].

Lactation MFG

r 111

Alveolar lumen

I1I

MEC layer
Cholesterol transporters
ABCA1, ABCA7 and ABCG1

Synthesis

@ lipoprotein
(details see text)

v
e 1Pid monolayer
+ .
e |ipid bilayer
e S—
basement membrane '—d—i_’—
nterstitial fluid
Stroma
fenestrated endothelium - - - -
— 4 4 —
blood circulation Cholesterol from lipoproteins
S Y G e G = S

Abb. 8: Schematische Darstellung einer apokrinen Brustdriisenepithelzelle (mammary epithelial cell,

MEC) mit Lokalisation der dort beteiligten ABC-Transporter [Mani et al. 2010].

In der Immunfluoreszenzfirbung der eigenen Arbeitsgruppe ldsst sich ABCA3p in der
Wand der MFGs nachweisen. Als Marker der MFGMs wurde Adipophilin (Adipose
differentiation-related protein) verwendet, ein Protein, das in der MFGM lokalisiert ist

[Heid et al. 1996; Russell et al. 2007].

23




Einleitung

Adipophilin ABCA3p Adipophilin + ABCA3p

Abb. 9: Nachweis von ABCA3p in der Membran der MFG (Mausmilch) durch
Immunfluoreszenzfarbung. Im linken Bild ist Adipophilin (rot), im mittleren Bild ist ABCA3p (griin)
angefédrbt. Im rechten Bild sind sowohl Adipophilin wie auch ABCA3p angeférbt (gelb, merged) und

zeigen eine iibereinstimmende Lokalisation.

1.4.2 Phospholipide in der Milch

Milch wird im Rahmen der Laktation im Milchdriisengewebe von Séugetieren
synthetisiert und ist ein wichtiger Nahrungsbestandteil. Neben dem Hauptbestandteil
Wasser enthilt sie Kohlenhydrate, Proteine, Lipide, Vitamine und Spurenelemente. Im
Vergleich zur Kuhmilch besitzt humane Milch einen geringeren Proteinanteil bei einem
hoheren Kohlenhydratanteil. Der Fettgehalt von beiden liegt bei etwa 4 %. Mausmilch
hat im Gegensatz dazu einen hoheren Fettgehalt [Gors et al. 2009]. Der
Hauptfettbestandteil der Milch besteht aus Triglyceriden (circa 98 %). Neben
Triglyceriden sind Cholesterin und Phospholipide in geringeren Mengen vorhanden
[Mani et al. 2010]. Im Idealfall ist Muttermilch fiir das Neugeborene die
Hauptnahrungsquelle und die Inhaltsstoffe sind daher von groBer Bedeutung. Sie hat
sich den Bediirfnissen des Neugeborenen optimal angepasst und eine Verdnderung der
Zusammensetzung kann zu Mangel- oder Fehlerndhrung fiihren.

Im Tierversuch an Maiusen bewirkte eine zusétzliche Supplementierung von
Phospholipiden bei sonst fettreicher Diédt eine Senkung der Triglyceride und des
Cholesterins im Serum. Dies fiihrte letztendlich zu einem hepatoprotektiven und
kardioprotektiven Effekt [Wat et al. 2009]. Weiterhin existieren Studien {iber
Supplementierung mit Phospholipiden hinsichtlich des antikanzerogenen Effektes

[Parodi 1997] oder als mogliche Pridvention verschiedener Formen von Demenz
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[McDaniel et al. 2003; Scholey et al. 2013]. Die Phospholipide in der Milch sind vor
allem in der MFGM lokalisiert [Fong et al. 2007].

1.4.3 Leber

Das Parenchym der Leber besteht zu etwa 78 % aus Hepatozyten, die filir die
metabolischen Funktionen zustindig sind. Nicht-parenchymale Zellen, darunter
Endothelzellen, Kupffer’sche Zellen oder Sternzellen, bilden 6.3 % des Lebervolumens.
Die restlichen 16 % stellt der Extrazellularraum dar [Ishibashi et al. 2009]. Neben der
metabolischen Funktion ist die Leber auch ein Speicherorgan.

Folgende ABC-Transporter sind in der Leber nachgewiesen und in der Tabelle

aufgelistet.
Name Synonym Parenchymale Zelle Nicht-Parenchymale Zelle
Ratte Maus Mensch Ratte Maus Mensch

ABCAl + +
ABCBI MDRI1, P-gp + + +
ABCB4 MDR3 +
ABCBI11 BSEP + +/-[*] -
ABCCl1 MRP1 + + + +
ABCC2 MRP2 + - -
ABCC3 MRP3 + + +
ABCC4 MRP4 + + +
ABCC6 MRP6 + + — + = [**]
ABCC7 CFTR - - - - - +
ABCDI1 ALDP + +
ABCG2 BCRP + +
ABCGS Sterolin 1 + +
ABCGS8 Sterolin 2 + +

Tab. 5: ABC-Transporter in der Leber [Wlcek and Stieger 2013]
[*] = Ito-Zellen (= hepatic stellate cells) [**]= Cholangiozyten
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ABCA3p ist im Lebergewebe vorhanden [Stahlman et al. 2007]. In unserer
Versuchsgruppe lisst sich in der Leber ebenfalls die Expression von Abca3 mittels RT-
PCR und immunhistochemischen Methoden zeigen. Die relative RNA-Menge ist
allerdings deutlich geringer als im Lungengewebe. Im Gegensatz zu ABCB4p, das an
der apikalen Zellmembran zum Gallengang hin lokalisiert ist, befindet sich ABCA3p in

den zytoplasmatischen Kompartimenten [Hammel, unpublished data).

1.4.4 Gallenflissigkeit

Die Produktion von Gallenfliissigkeit findet in der Leber statt. Ihre Speicherung erfolgt
in der Gallenblase, wo Fliissigkeit entzogen wird und die Blasengalle entsteht. Nach
Stimulus, beispielsweise fettreicher Kost, gelangt die Blasengalle in das Duodenum.
Gallenfliissigkeit hat viele unterschiedliche Funktionen. Sie dient der Ausscheidung von
lipophilen Substanzen. Sie ist essentiell fiir die Emulgation und Resorption von
Nahrungsfetten und fettldslichen Vitaminen [Boyer 2013]. Uber die Gallenfliissigkeit
erfolgt zum einen die Ausscheidung von Cholesterinester, aber auch die Riickresorption
im Rahmen des enterohepatischen Kreislaufes [Hofmann and Hagey 2008].
Gallenfliissigkeit enthdlt neben Elektrolyten und organischen Anionen eine Vielzahl
von Hormonen, Proteinen und Lipiden, immunologischen Substanzen und Peptiden
[Boyer 2013]. Die Hauptkomponente der Gallenfliissigkeit sind Wasser und Elektrolyte.
Seine physiologische Wirksamkeit erhélt es aber durch Bestandteile wie Gallensdure,
Phospholipide und Cholesterin. Die jeweiligen Mengen unterscheiden sich je nach
Stadium der Umwandlung von Lebergalle zu Blasengalle. Gallensduren
(~ 67 %) bilden die Hauptkomponenten, gefolgt von Phospholipiden (~ 22 %)),
Proteinen (~ 4.5 %), Cholesterin (~ 4 %) und Bilirubin (~ 0.3 %) [Hay and Carey 1990,
Reshetnyak 2013]. Unter den Phospholipiden der Gallensdure dominiert das
Phosphatidylcholin [Hofmann and Hagey 2008].

In den Hepatozyten entsteht nur ein Bruchteil der Gallenséduren durch de novo-Synthese
aus Cholesterin. Der GroBteil (~ 95 %) unterliegt dem enterohepatischen Kreislauf und

wird im terminalen Ileum riickresorbiert [Hofmann and Hagey 2008].
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Gallensdure wird durch ABCB11p in die Gallengidnge sezerniert [Nishida et al. 1991].
Mutationen von ABCBI11 resultieren in der progressiven familidren intrahepatischen
Cholestase Typ II (= PFIC2) [Jansen and Miiller 2000].

Die Dysfunktion von ABCB4p fiihrt zur progressiven familidren intrahepatischen
Cholestase Typ III (= PFIC3) [Oude Elferink and Paulusma 2007]. ABCB4p ist an der
apikalen Membran von Hepatozyten lokalisiert und sezerniert Phospholipide als Vesikel
in das Lumen [Smit et al. 1994; Crawford et al. 1997]. Phospholipide bilden mit
Cholesterin und Gallensédure Mizellen aus. Diese schiitzen das Gallengangsepithel,
indem die zytotoxische Wirkung der Gallenséure erheblich reduziert wird [Moschetta et
al. 2000]. Vor allem Sphingomyelin und DPPC sind hierbei als besonders effektiv
beschrieben [Amigo et al. 1999; Moschetta et al. 2000].

PFIC2 und PFIC3 &uBern sich klinisch durch Pruritus, Ikterus und Malnutrition, gefolgt
von Leberversagen bereits im Kindesalter [Knisely et al. 2006; Sundaram and Sokol

2007]. Als kausale Therapie existiert bis dato nur die Lebertransplantation.

Bile salts

blood

Na+

NTCP
H,0 (SLC10A1

AQP ABCC2 (MRP2)

H,O Organic anions BSEP (ABCB11)

Bile salts

ABCG2 (BCRP)
Amphipathic drugs

ABCB4
phospholipid

ABCB1 (MDR1 Pgp)
Amphipathic drugs ABCG5
ABCG8

sterols

blood

Abb. 10: Schematische Darstellung der wichtigsten Transporter in Hepatozyten [Elferink und Paulusma
2006]
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Eine Fehlfunktion von ABCA3p im Lungengewebe vermindert die Konzentration von
Phospholipiden [Fitzgerald et al. 2007], daher wurden in Analogie das laktierende
Milchdriisengewebe und die Leber bei der Maus untersucht. Auch in diesen beiden
Organsystemen sind Phospholipide fiir die produzierten Sekrete, Milch und
Gallenfliissigkeit, funktionell von Bedeutung. Homozygot Abca3-defiziente Maiuse
versterben kurz nach der Geburt, so wurden die untersuchten Proben von heterozygot
Abca3-defizienten Tieren gewonnen.

Im Lungengewebe ist ABCA3p fiir den Transport der Phospholipide in die
Lamellarkorperchen zustindig. Ahnlich den Lamellarkdrperchen der Pneumozyten
Typ II der Lunge sezerniert sowohl das Milchdriisen- wie auch das Lebergewebe mittels
Vesikelabschniirung.

Es stellt sich die Frage, ob eine heterozygote Abca3-Defizienz den
Phospholipidtransport im Milchdriisen- und Lebergewebe beeinflusst und somit eine

Verdnderung der Phospholipid-Konzentration zur Folge hat.

2 Material und Methoden

2.1 Mauslinie

Die Tiere der heterozygot Abca3-defizienten Mauslinie (= [Abca3+/—]-Méduse) wurden
von Dr. rer. nat. Markus Hammel im Rahmen seiner Dissertation auf Basis des Wildtyp-
Mausstammes C57Bl/6 (= WT) generiert und im Biochemical and Biophysical
Research Communications publiziert [Hammel et al. 2007]. Im Abca3-Gen wurden das
Exon 5 und 7 teilweise und das Exon 6 komplett inaktiviert.

Die Mauslinie gehort zu 50 % jeweils der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen

und der Technischen Universitdt Miinchen.

Die Kryokonservierung der generierten [Abca3+/—]-Mauslinie wurde bei der European
Mouse Mutant Archive (EMMA) durchgefiihrt. Nach Evaluation durch ein externes
Komitee von EMMA und deren Zusage erfolgte im Februar 2010 der Versand von
sechs minnlichen [Abca3+/—]-Tieren zur Spermienasservation. Die Linie wurde unter

der Identifikationsnummer EM:04425 registriert.
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General information [+)
Information from provider =
Provider Andreas Holzinger
Additional owner Strain owned (50% each) by Andreas Holzinger, LMU Miinchen and Martin Hrabé de Angelis,
Helmholtz-zentrum Minchen
Strain type Targeted Mutant Strains : Knock-out
Genetic description Exons 5 (partially) to 7 (partially) of the Abca3 gene are deleted and replaced by (5'-3') an

IRES, hrGFP cDNA and a neomycin expression cassette. The neo cassette is flanked by loxP
sites but still retained in this mouse line.

Phenotype description Homozygosity is associated with neonatal respiratory failure due to a disturbance in pulmonary
surfactant homeostasis. Heterozygous mice are apparently healthy but do display abnomalities
in biochemical analyses and challenge tests.

References ® Targeted inactivation of the murine Abca3 gene leads to respiratory failure in newborns with
defective lamellar bodies.; Hammel M; Michel G, Hoefer C, Klaften M, Muller-Hocker J, de
Angelis MH, Holzinger A; 2007; Biochem. Biophys. Res. Commun.; 359(4); 947-51;

17577581

Breeding history Backcrossed to C57BL/6 over at least 10 generations.
Homozygous viable? No

Homozygous fertile? Yes

Homozygous matings No

required?

Immunocompromised? No

Information from EMMA {+]

Abb. 11: Kryokonservierung im European Mouse Mutant Archive (EMMA)

2.2 Haltung

Die Haltung der Versuchstiere erfolgte in der Zentralen Versuchstierhaltung (ZVH),
Standort Innenstadt des Klinikum der Universitdit Miinchen. Die Haltung und die
einzelnen Versuchsaufbauten in dieser Dissertation wurden nach §§7-9 TierSchG

durchgefiihrt.

Die Tiere waren in den Bereichen SPF (specific pathogen free) und OHB (optimierter
Hygiene-Bereich) untergebracht. Der SPF-Bereich entsprach den FELASA-Kriterien
[Guillen 2012], mit zusdtzlichem Ausschluss von Noroviren. Die Tiere befanden sich in
einzelbeliifteten Kéfigen (IVC, individual ventilated cages; TECNIPLAST GmbH,
HohenpeiBenberg) mit Uberdruck und HEPA-Filtern in der Ventilation. Der gesamte
SPF-Bereich war mit einem /aminar air flow-System ausgestattet. Zwei Sentinel-Tiere
wurden pro IVC-Zu- und Ablufteinheit gehalten. Viermal jéhrlich wurde eine Testung
auf potentiell pathogene Mikroorganismen durchgefiihrt.

Spezielle autoklavierte Kleidung, Mundschutz und Haube, sowie Schutzkleidung

(Tyvek Classic Plus; DuPont de Nemours GmbH, Neu-Isenburg), Handschuhe
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(Dermatril; KCL GmbH, Eichenzell) und Bereichsschuhe waren verpflichtend und vor
Betreten der jeweiligen Réumlichkeiten anzulegen. Im Unterschied zum Zugang zum
SPF-Bereich, wurde im OHB-Bereich keine zusétzliche Schutzkleidung angelegt. Die
iibrigen Hygieneregelungen, die Bereichsaustattung und die Haltung der Tiere,

einschlieBlich des Gesundheitsscreening, blieben identisch.

Die Fiitterung erfolgte durch autoklavierte, standardisierte Futtermittel mit hoher
Energiedichte fiir Miuse und transgene Méuse in der Zucht (M-Z autoklavierbar; sniff
GmbH, Soest). Futter und Trinkwasser war ad [libitum frei verfligbar. Ein
Standardeinstreu fiir Labornagetiere wurde verwendet; im wochentlichen Intervall
wurden die Tiere unter laminar air flow-Abzugshauben in frische Kifige umgesetzt. In
beiden Bereichen bestand ein zwdlfstiindig-wechselnder Tag-Nacht-Rhythmus.

Temperatur wie auch Luftfeuchtigkeit wurden reguliert.

2.3 Zucht

Die [Abca3+/—]-Mauslinie wurde zum Erhalt mit WT verpaart. Fiir diverse weitere
Projekte erfolgte die Durchfilhrung mehrerer Zuchtansidtze. Bei Verpaarung einer
[Abca3+/—]-Maus mit WT teilt sich die Folgegeneration nach der Mendel’schen Regel
in [Abca3+/—]-Médusen und WT im Verhéltnis 1:1 auf. Aufgrund der Letalitit der

Homozygotie wurde eine Kreuzung von zwei [Abca3+/—]-Elterntieren vermieden.

Die Tragzeit des Weibchens betrdgt (20-)21 Tage, die WurfgroBBe rangierte dabei von
1-12 Jungtieren. Die Verpaarung erfolgte entweder durch Zusammenfiithrung zweier
Elterntiere oder als Haremsverpaarung von einem Méannchen mit zwei Weibchen.

Spédtestens am 18. Tag nach dem Verpaarungstermin wurde das Ménnchen separiert, so
dass eine erneute Trichtigkeit durch den Oestrus post partum vermieden wurde. Diese
Besonderheit bei einigen Nagetieren und Hasenartigen bewirkt, dass Weibchen einige
Stunden nach der Geburt wieder in der Lage sind, trachtig zu werden. Bei zwei direkt
aufeinanderfolgenden Wiirfen mit Abstand von etwa 21 Tagen hétte dies eine vermehrte
Belastung des Muttertieres und des zweiten Wurfes zur Folge. Ebenfalls ist eine
Vermischung beider Wiirfe im Verlauf kaum zu vermeiden und es kommt zu einer

ungenauen Bestimmung des Wurfdatums. Bei Haaremsverpaarungen wurden auch
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beide Weibchen voneinander getrennt, damit jeder Wurf jeweils einem Muttertier
zugeordnet werden kann.
Drei bis vier Wochen nach Wurftermin wurden die Jungtiere von der Mutter getrennt

und nach Geschlecht separiert.

2.4  Markierung mittels Ohrlochstanze

Im Alter von etwa vier Wochen wurde die

left ear right ear

Ohrlochmarkierung der Tiere durchgefiihrt. Nach Festlegung
der Nummerierung konnten mehrere Wiirfe iibergreifend
markiert werden.

Es wurde das Schema zur Platzierung der Ohrlochstanzen,
das bereits an der German Mouse Clinic (GMC) des
Helmholtz Zentrums und an der Zentralen
Versuchstierhaltung der Universitit Hohenheim etabliert ist,
iibernommen (Abb. 12).

In Stichproben erwies es sich als ungilinstig die

Ohrlochmarkierung frither durchzufiihren, da das Mausohr zu

dem Zeitpunkt noch sehr klein ist im Verhiltnis zum T 12, Sohemafische
Stanzgerét (Lochstanze 2 mm; BIOSCAPE GmbH, Castrop- Darstellung der Platzierung
Rauxel). Dies fiihrte zu einer ungenauen Platzierung der der Ohrlochstanze

Ohrlochmarkierung und zu einem leichteren Ausreif3en.

2.5 Entnahme und Aufbereitung der Tailclips

Die Tailclip-Entnahme erfolgte nach oder zeitgleich mit der Ohrlochmarkierung. An der
Schwanzspitze der Maus wurde eine Gewebeprobe entnommen. Die Kombination der
beiden Vorgénge, somit eine Verwendung des gestanzten Ohrgewebes, ist eine weitere

Moglichkeit zur Stressreduktion der Tiere.

Direkt nach Entnahme wurden die Gewebeproben mittels DirectPCR Lysis Reagent
(Viagen Biotech Inc., Los Angeles/USA) lysiert und aufbereitet.
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Es erfolgte die Zugabe von 180 ul DirectPCR Lysis Reagent, mit einer Konzentration
von 0.2 - 0.3 mg/ml Proteinase K (Qiagen GmbH, Hilden). Das Gemisch wurde im
Riittler fiir mindestens drei Stunden auf 55 °C erwarmt. Danach wurden die Lysate bei
85 °C fiir 45 min im Wasserbad inkubiert um eine Inaktivierung der Proteinase K zu
erreichen.

Die Lysate wurden bei -20 °C aufbewahrt und fiir ein Jahr zur weiteren Verwendung

konserviert.

2.6 Genotypisierung

Auf Basis der Gensequenz von Abca3 wurden drei Primer erstellt. Guanin- und
Cytosin-reiche Regionen, bereits bestehende Primerregionen und stark kodierende

Regionen wurden vermieden.

Ser-1f CGG AAG GTT CTA GTG ACA GTCC
neo-forw GTC GTA TTA CAA TTC ACT CGA TCG
neo-rev TCC AGA TGT GAA AGC CCA TCC

Tab. 6: Gensequenz der Primer

Zur weiteren Verwendung wurden die Primer mit doppelt-destilliertem Wasser
(H2Ovidest) im Verhiltnis 1:10 verdiinnt. Je nach Genotyp zeigt sich bei Kombination
der Primer Scr-1f und neo-rev eine von drei verschiedenen Banden-Konstellationen

durch Produkte unterschiedlicher Lange.

Abca3+/+ [C56Bl/6] Bande bei 2281 Basenpaare
Abca3+/— Erste Bande bei 2281 Basenpaare
(Neomycin-Kassette positiv) Zweite Bande bei 3125 Basenpaare
Abca3+/— Erste Bande bei 1923 Basenpaare
(Neomycin-Kassette negativ) Zweite Bande bei 2281 Basenpaare

Tab. 7: Bandenldnge der Produkte nach Durchfithrung der PCR

Verwendet wurde das Expand Long Template System (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim). Dieses System enthidlt neben der Taq DNA Polymerase die Tgo DNA

Polymerase.
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Die Tgo DNA Polymerase ist eine thermostabile Polymerase mit erhohter proofreading-
Aktivitdit [Hopfner et al. 1999]. Sie ist fiir Genprodukte mit hoherer Anzahl an
Basenpaaren geeignet. Magnesium wurde zur Stabilisierung der Primer an die DNA

hinzugegeben.

Ansetzen der Reaktionslosung als Master Mix 1 und 2. Das Endvolumen betrug 50 pl
pro PCR-Reaktionsgefal.

Master Mix 1 Master Mix 2
20,5 ul H>Opigest. 5ul Pufferldsung
1,5 ul dNTP’s 1l MgCl,
1l Scr-1f (Primer 1) 0,75 ul Expand Long Template Polymerase
1ul neo-rev (Primer 2) 18,25 ul H;Oigest
+ 1l Template

Tab. 8: Reaktionslosung

Es erfolgte die Einstellung der PCR-Maschine auf folgendes Programm:

Temperatur | Dauer
1. 94 °C | 2 Minuten
2. 94 °C | 30 Sekunden
x 10 Zyklen:
3. 52 °C | 30 Sekunden Wiederholung der
Schritte 2. — 4.
4, 68 °C | 2 Minuten 20 Sekunden
5. 94 °C | 30 Sekunden
6. 56 °C | 30 Sekunden x 25 Zyklen:
Wiederholung der
2 Minuten 10 Sekunden Schritte 5. — 7.
7. 68 °C | + 20 Sekunden zusitzlich pro
wiederholtem Zyklus
8. 72 °C | 7 Minuten
9. 4°C | Hold

Tab. 9: PCR-Programm
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Die einzelnen, geladenen Bestandteile wurden in der Gelelektrophorese mit
1 %-Agarose-Gel anhand ihrer Grofle aufgeteilt. Agarose-Gele bilden Netze und
behindern dadurch die Molekiile bei ihrer Wanderung durch das elektrische Feld. Je
hoher die Konzentration der Agarose, desto engmaschiger wird das Gel.

Gieflen des Gels mit 1 g Agarose-Pulver (Biozym Diagnostic GmbH, Hessisch
Oldendorf) auf 100 ml TBE-Puffer (Sigma-Aldrich Produktions GmbH, Steinheim am
Albuch) und Erhitzen der Fliissigkeit bis eine homogene Fliissigkeit ohne Riickstinde
sich gebildet hat. Zugeben von 5 pl Ethidiumbromid (Konzentration 10 mg/ml; Sigma-
Aldrich Produktions GmbH, Steinheim am Albuch) und Gieflen der Fliissigkeit in den

Geltrager zum Aushérten.

Zur PCR-Losung wurde pro Reaktionsgefd3 14 pl Gel Loading Solution (Sigma-
Aldrich Produktions GmbH, Steinheim am Albuch) zugegeben. Von der fertigen
Losung wurden 4 pl auf das Gel aufgetragen.

Als Léangenstandart wurden 7 pl einer 1 kb-Markerbande (Invitrogen AG, Karlsruhe)
aufgetragen. Die elektrophoretische Trennung der DNA-Fragmente erfolgte fiir zwei
Stunden mit TBE-Puffer als Laufpuffer in einer Gelkammer bei 120 Volt (PS 1006;
Aplex, Evry Cedex).

1636 bp —
2036 bp — pr— _—
3054 bp —
> >
Sl B
o o
i X
| |

Abb. 13: Ergebnis der PCR
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2.7 Milchstudie

Insgesamt wurde die Milch von 19 WT und 19 [Abca3+/—]-Midusen gewonnen und
verglichen. Zum Zeitpunkt der Verpaarung betrug das Alter der weiblichen Tiere
zwischen 4-9 Monate, das der ménnlichen Tiere zwischen 5-10 Monate. Littermaids
wurden bei beiden Geschlechtern in drei Durchgéingen verpaart. Die unter Kapitel 2.3

aufgefiihrten Regeln und Durchfiihrungsweisen wurden eingehalten.

Die Normierung der Wiirfe erfolgte innerhalb von 24 Stunden nach Geburt auf fiinf
Jungtiere. Bei weniger als fiinf Tieren wurde der Wurf mit Jungtieren anderer Weibchen
aufgestockt. Die zu adoptierenden Jungtiere wurden zundchst mit dem Urin des neuen
Muttertieres benetzt und unter die anderen Jungtiere gemischt. So haftete den
hinzugefiigten Jungtieren wenig Fremdgeruch an. Dadurch konnte eine sehr hohe Rate
an Akzeptanz beim neuen Muttertier erreicht werden.

Es wurde angestrebt die Normierung bis zum letzten Melktag beizubehalten. Dies war

bei fiinf Wiirfen nicht moglich, wo nachtrdglich Jungtiere verstarben. In allen fiinf

Féllen handelte es sich um Wiirfe von [Abca3+/—]-Muttertieren.

Genotyp Anzahl Geburtsdatum Melken Melken Melken
[Muttertier] [Pups] [Pups] [Tag 5] [Tag 10] [Tag 15]
C57Bl/6 5 08.04.2008 12.04.2008 17.04.2008 22.04.2008
C57Bl/6 5 08.04.2008 12.04.2008 17.04.2008 22.04.2008
Abca3+/— 5 09.04.2008 13.04.2008 18.04.2008 23.04.2008
Abca3+/— 5 09.04.2008 13.04.2008 18.04.2008 23.04.2008
Abca3+/— 4 09.04.2008 13.04.2008 18.04.2008 23.04.2008
Abca3+/— 5 09.04.2008 13.04.2008 18.04.2008 23.04.2008
Abca3+/— 4 09.04.2008 13.04.2008 18.04.2008 23.04.2008
Abca3+/— 5 09.04.2008 13.04.2008 18.04.2008 23.04.2008
Abca3+/— 4 09.04.2008 13.04.2008 18.04.2008 23.04.2008
Abca3+/— 2 09.04.2008 13.04.2008 18.04.2008 23.04.2008
Abca3+/— 5 05.05.2008 09.05.2008 14.05.2008 19.05.2008
Abca3+/— 5 05.05.2008 09.05.2008 14.05.2008 19.05.2008
Abca3+/— 5 05.05.2008 09.05.2008 14.05.2008 19.05.2008
C57Bl/6 5 05.05.2008 09.05.2008 14.05.2008 19.05.2008
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Genotyp Anzahl Geburtsdatum Melken Melken Melken
[Muttertier] [Pups] [Pups] [Tag 5] [Tag 10] [Tag 15]
C57Bl/6 5 10.12.2008 14.12.2008 19.12.2008 24.12.2008
Abca3+/— 5 12.12.2008 16.12.2008 21.12.2008 26.12.2008
Abca3+/— 5 12.12.2008 16.12.2008 21.12.2008 26.12.2008
Abca3+/— 2 19.12.2008 23.12.2008 28.12.2008 02.01.2009
Abca3+/— 5 12.12.2008 16.12.2008 21.12.2008 26.12.2008
Abca3+/— 5 11.12.2008 15.12.2008 20.12.2008 25.12.2008
C57Bl/6 5 14.12.2008 18.12.2008 23.12.2008 28.12.2008
C57Bl/6 5 11.12.2008 15.12.2008 20.12.2008 25.12.2008
C57Bl/6 5 12.12.2008 16.12.2008 21.12.2008 26.12.2008
C57Bl/6 5 14.12.2008 18.12.2008 23.12.2008 28.12.2008
C57Bl/6 5 14.12.2008 18.12.2008 23.12.2008 28.12.2008
C57Bl/6 5 11.12.2008 15.12.2008 20.12.2008 25.12.2008
C57Bl/6 5 12.12.2008 16.12.2008 21.12.2008 26.12.2008
C57Bl/6 5 14.12.2008 18.12.2008 23.12.2008 28.12.2008
C57Bl/6 5 11.12.2008 15.12.2008 20.12.2008 25.12.2008
C57Bl/6 5 24.12.2008 28.12.2008 02.01.2009 07.01.2009
C57Bl/6 5 11.02.2009 15.02.2009 20.02.2009 25.02.2009
C57Bl/6 5 12.02.2009 16.02.2009 21.02.2009 26.02.2009
C57Bl/6 5 11.02.2009 15.02.2009 20.02.2009 25.02.2009
C57Bl/6 5 12.02.2009 16.02.2009 21.02.2009 26.02.2009
C57Bl/6 5 11.02.2009 15.02.2009 20.02.2009 25.02.2009
Abca3+/— 5 20.02.2009 24.02.2009 01.03.2009 26.03.2009
Abca3+/— 5 11.02.2009 15.02.2009 20.02.2009 25.02.2009
Abca3+/— 5 12.02.2009 16.02.2009 21.12.2009 26.02.2009
Gesami: 19 x C57Bl/6
- 19 x Abca3+/—

Tab. 10: Aufbau der Milchstudie mit Genotyp des Muttertieres, Wurfdatum und -gréf3e, Melktage. Die

Verpaarung erfolgte immer mit einem Méannchen des jeweils anderen Genotyps.

2.7.1

Gewinnung der Milch

Die Méause wurden am Tag 5, Tag 10 und Tag 15 post partum gemolken (Milch der
[Abca3+/—]-Maus am Tag 5 = [Abca3+/—]"*¢°-Milch, etc.). Vor Milchgewinnung wurde
das Muttertier von den Jungtieren fiir zwei Stunden getrennt, so dass die Milchmenge

ausreichend war.
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Es besteht eine Korrelation zwischen dem Gewicht aller Jungtiere des Wurfes und der

Menge der produzierten Milch, so dass erfahrungsgemdll am Tag 5 das Muttertier

langer von den Jungtieren getrennt werden musste als bei Melkungen am Tag 10 oder

Tag 15. In beiden letzteren Fillen zeigten sich bereits Trennungszeiten von unter zwei

Stunden als ausreichend ergiebig.

Oxytocin 10 IE auf 1 ml (Hexal AG, Holzkirchen)

Saugaufsatz:
Druckstabile Verldngerung fiir arterielle Zuginge; Luer lock neg-pos
(Medex Medical GmbH & Co. KG, Klein-Winternheim)

Adapter (fiir Pumpe):
Luer, weiblich-Stufenansatz (Vygon GmbH & Co. KG, Aachen)

Zwischenbehiltnis zum Schutz der Pumpe vor Verunreinigung

Spritzen: Micro-Fine Insulinspritzen U-100 (BD GmbH, Heidelberg)

6.

Eppendorf Gefafie (Eppendorf AG, Hamburg)

7.

Pumpe: Vakuum Gas Pumpe PM20 (VWR International GmbH, Darmstadt)

Tab. 11: Materialien fiir die Milchgewinnung

Zunichst erfolgt beim Muttertier eine intraperitoneale Injektion von Oxytocin 3 IE oder

5 IE. Bei Melkungen am Tag 5 wurde Oxytocin 5 IE, bei Melkungen am Tag 10 und

Tag 15 wurden Oxytocin 3 IE injiziert. Oxytocin bewirkt die Sekretion von Milch ohne

die Produktion zu beeinflussen [Nishimori et al. 1996]. Die Maus wird fiir 30 Sekunden

bis zum Wirkungseintritt des Medikamentes wieder in den Kéfig gesetzt.
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Danach wird das Tier erneut in Riickenlage gedreht. Bei eingeschalteter Saugpumpe
wird der Aufsatz auf eine Zitze gesetzt bis sich ein deutlicher Milchtropfen entwickelt.
Der Milchtropfen wird an der Wand des Aufsatzes abgestreift.

Die Pumpe wird abgeschaltet und die Maus wieder in den Kaifig gesetzt. Der
wandstdndige Tropfen wird mdglichst komplett mit einer Insulinspritze abgezogen, in
ein Eppendorfer-GefaB} injiziert und dort gesammelt. Danach wurde der Melkvorgang
wiederholt bis eine ausreichende Menge Milch gewonnen wurde (siche Abb. 15).
Sobald eine Zitze des Tieres weniger oder keine Milch mehr forderte, wurde diese
gewechselt. Eine weibliche Maus besitzt bis zu acht Milchzitzen, wobei bei fiinf
Jungtieren meist nicht alle Zitzen fordern.

In wenigen Fillen war vor Erreichen der gewiinschten Milchmenge keine weitere
Gewinnung mehr moglich, so dass eine Nachinjektion von Oxytocin 2 IE notig war.

Dieser Fall trat meist bei Melkungen am Tag 5 auf.

Fiir die Analyse wurden definierte Mengen Mausmilch je Probe gewonnen. Die ersten
Proben von April bis Mai 2008 beinhalteten 15 pl. Die restlichen Proben beinhalteten
20 pl. Der Uberschuss wurde abpipettiert und in einem separaten Eppendorfer-Gefif3
aufbewahrt. Die Portionierung wurde vor dem Einfrieren durchgefiihrt. Vorversuche
zeigten, dass der Prozess des Einfrierens und des erneuten Auftauens die
unterschiedlichen Bestandteile der Milch schichtweise auftrennt. Danach war eine
homogene Portionierung kaum noch mdglich. Die Milchproben wurden bei -20 °C

aufbewahrt und erst zur Lipidomics-Analyse aller Proben wieder aufgetaut.

38



Material und Methoden

Abb. 15: Ablauf der Milchgewinnung:
1. Intraperitoneale Injektion von Oxytocin; 2. und 3. Absaugen der Milch durch Ansetzen des Melkaufsatzes;
4. Abziehen der Milch aus dem Melkaufsatz; 5. Absaugen einer weiteren Milchzitze; 6. Sammelbehiltnis mit

Mausmilch
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2.7.2 Massenspektrometrische Analyse der Milch

Die Massenspektrometrie wurde am Institut fiir Klinische Chemie und
Laboratoriumsmedizin der Universitdt Regensburg unter Leitung von Prof. Dr. med.
Gerd Schmitz und Dr. rer. nat. Gerhard Liebisch durchgefiihrt. In der Lipidomics
Analyse wurden die Lipidkonzentrationen der Mausmilch von WT und [Abca3+/—]-
Miusen mittels Elektrospray-lonisation-Tandem-Massenspektrometrie  vermessen.
Untersucht wurden die Untergruppen Phosphatidylcholin (PC), -ethanolamin (PE),
-inositol (PI) und -serin (PS). Ebenfalls wurden Plasminogen (Plasm), Sphingomyelin
(SPM), Ceramid (Cer) und Lyso-Phosphatidylcholin (LPC) untersucht. In einer zweiten
Messung wurde Cholesterinester (Chol) als Referenzwert zur Normierung des

Lipidgehaltes verwendet.

2.7.3 Empirische Durchfithrung der Milchstudie

Die WT und [Abca3+/—]-Méuse wurden anhand der Melkzeitpunkte in drei Gruppen je
19 Individuen unterteilt.

Zur Beurteilung der Unterschiede zwischen den Phospholipidkonzentrationen der Milch
wurde zunéchst fiir jede der Phospholipide der Zweistichproben-t-Tests durchgefiihrt.
Dabei ergab sich, ob sich die Mittelwerte der absoluten Konzentrationen der jeweiligen
Gruppen zum gleichen Melktag signifikant voneinander unterscheiden. Diese Analyse
wurde paarweise fiir jeden der drei Melktage (Tag x; x = 5, 10 oder 15) durchgefiihrt
und der entsprechende p-Wert notiert, bei dem die Nullhypothese (HO) abgelehnt
werden kann. Die Nullhypothese lautete dabei ,,Es besteht im Mittel kein Unterschied
beziiglich des Merkmals zwischen den beiden Gruppen am Tag x*.

Die Analyse wurde sowohl fiir die nicht-standardisierten Phospholipide, als auch die

mittels Cholesterinester standardisierten Phospholipide angewendet.

Analog wurden jeweils Zweistichproben-t-Tests fiir die jeweiligen Untergruppen der

Phospholipide durchgefiihrt.
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2.8 Autfbau zur Untersuchung der Leber

Lebergewebe wurde bei 30 WT ausgewertet, darunter 13 Méannchen und 17 Weibchen.
Bei den [Abca3+/—]-Tieren waren es 36 Proben, darunter 18 Méinnchen und 18
Weibchen (Leber der mannlichen [Abca3+/—]-Maus = [Abca3+/—]$-Leber / Leber der
weiblichen [Abca3+/—]-Maus = [Abca3+/—]9-Leber).

Das Alter der Tiere fiir die Untersuchung des Lebergewebes lag zwischen 18 und 26
Monaten. Bei allen Tieren handelte es sich um Littermaids, die im Zeitraum vom Mai

bis August 2007 geboren waren.

C57Bl/6 Abca3+/—
3 ? 3 g
Lebergewebe 13 17 18 18
Gallenfliissigkeit 8 15 17 16

Tab. 12: Ubersicht der vorhandenen Gallenfliissigkeit- und Leberproben

Die Lebergewebe von zwei Tieren (WT, méinnlich und WT, weiblich) waren nekrotisch
zerfallend und eine dritte Probe (WT, weiblich) konnte nach Lagerung nicht weiter zur
Analyse verwertet werden.

Gallenfliissigkeit lie3 sich bei 23 WT- und 33 [Abca3+/—]-Tieren gewinnen, wobei die
resultierende Menge variierte. Bei zwdlf Tieren konnte aufgrund entleerten
Gallenblasen keine Probe entnommen werden, bei vier Tieren war die Gallenfliissigkeit
mit Blut kontaminiert. Eine genaue Beschreibung der Qualitit und Menge der

Gallenfliissigkeit ist in Tab. 46 ,,Organentnahme* (siche S. 83) einsehbar.

2.8.1 Gewinnung von Lebergewebe

Die Leber der Maus ist im Vergleich zu der des Menschen deutlich gelappter. Fiir die
anatomische Vergleichbarkeit ist sie unterteilt in den Lobus sinister lateralis und
medialis, den Lobus dexter, den Lobus quadratus und den Lobus caudatus mit dem
Processus caudatus und dem Processus papillares [5. Auflage der Nomina Anatomica

Veterinaria 2012].
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Das Gewicht der murinen Leber variiert anhand des Geschlechts des Tieres. Bei einem

weiblichen Tier betrdgt diese 1,64 g, beim ménnlichen 2,18 g [Krinke 2004].

Eine Nahrungskarenz von sechs Stunden wurde vor der Sektion durchgefiihrt, um die
Ausbeute der Gallenfliissigkeit zu erhohen.

Die Tiere wurden durch eine mechanisch herbeigefiihrte Fraktur des Dens axis
(Genickbruch) und einer Streckbewegung zur Durchtrennung des Riickenmarkes
schmerzlos und schnell getdtet. Der Bauchraum wurde unter Vermeidung von
Organverletzungen erdffnet und zundchst das Blut durch Punktion eines
Herzenventikels konserviert. Das Blut wurde kurz zentrifugiert um eine Separation des
Serums von den korpuskuldren Bestandteilen zu erreichen. Das Serum wurde
abpipettiert und separat gelagert. Der Grad der Himolyse wurde notiert.

Danach wurde die Gallenfliissigkeit aus der Gallenblase abpunktiert. Um den
Substanzverlust moglichst gering zu halten, erfolgte die Verwendung von
Insulinspritzen (Micro-Fine Insulinspritzen U-100; BD GmbH, Heidelberg) mit
integrierter Kaniile. Die Menge und Qualitét der Gallenfliissigkeit wurde vermerkt. Die
Proben wurden bei -20 °C aufbewahrt und erst zur Lipidomics-Analyse aller Proben
wieder aufgetaut.

Bei weiteren Organen und Geweben wurden moglichst immer zwei Proben entnommen
und diese einzeln in verschraubten Eppendorfer-Gefdlen (Eppendorf AG, Hamburg)
gelagert (sieche Tab. 46: Organentnahme, S. 83). Bei der Sektion konnte aufgrund
Tumoren, Verwachsungen oder Entziindungen bei manchen Tieren keine Entnahme

einzelner Gewebe vorgenommen werden.
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Ziffer Geburtsdatum 3/9 Genotyp Lebergewebe Gallenfliissigkeit [*]
1 17.05.2007 Q C57Bl/6 vorhanden +++
2 17.05.2007 Q C57Bl/6 vorhanden +
3 22.04.2007 3 C57Bl/6 vorhanden ++
4 22.04.2007 3 C57Bl/6 vorhanden 1]

5 20.05.2007 Q C57Bl/6 vorhanden +

6 20.05.2007 Q C57Bl/6 vorhanden [Blut] + + +
7 20.09.2007 Q C57Bl/6 vorhanden ++
8 22.04.2007 3 C57Bl/6 vorhanden ++
9 22.04.2007 3 C57Bl/6 vorhanden +
10 10.06.2007 3 C57Bl/6 vorhanden 1]
11 09.03.2007 3 C57Bl/6 vorhanden +
12 22.04.2007 38 C57Bl/6 vorhanden 1%]
13 03.09.2007 Q C57Bl/6 vorhanden ++
14 03.09.2007 Q C57Bl/6 vorhanden 1%
15 03.09.2007 Q C57Bl/6 vorhanden 1)
16 02.04.2007 Q C57Bl/6 vorhanden +++
17 22.04.2007 3 C57Bl/6 vorhanden ++
18 20.05.2007 3 C57Bl/6 vorhanden

19 20.05.2007 3 C57Bl/6 vorhanden

20 20.05.2007 3 C57Bl/6 vorhanden + +
21 20.05.2007 3 C57Bl/6 vorhanden +
22 20.05.2007 Q C57Bl/6 %) (%)
23 20.05.2007 Q C57Bl/6 vorhanden +++
24 28.04.2007 3 C57Bl/6 %] (%]
25 03.09.2007 3 C57Bl/6 vorhanden + +
26 28.04.2007 Q C57Bl/6 vorhanden +
27 28.04.2007 Q C57Bl/6 vorhanden +++
28 28.04.2007 Q C57Bl/6 vorhanden +
29 15.05.2007 Q C57Bl/6 vorhanden +
30 15.05.2007 Q C57Bl/6 vorhanden +
31 15.05.2007 Q C57Bl/6 vorhanden +
32 22.04.2007 3 Abca3+/— vorhanden ++
33 22.04.2007 Q Abca3+/— vorhanden +++
34 22.04.2007 Q Abca3+/— vorhanden +++
35 22.04.2007 3 Abca3+/— vorhanden ++
36 22.04.2007 3 Abca3+/— vorhanden +
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Ziffer Geburtsdatum 319 Genotyp Lebergewebe Gallenfliissigkeit [*]
37 11.03.2007 Q Abca3+/— vorhanden +++
38 11.03.2007 Q Abca3+/— vorhanden +++
39 11.03.2007 Q Abca3+/— vorhanden +
40 17.05.2007 Q Abca3+/— vorhanden +
41 17.05.2007 3 Abca3+/— vorhanden ++
42 19.08.2007 Q Abca3+/— vorhanden 1%

43 09.03.2007 Q Abca3+/— vorhanden 1%

44 08.04.2007 Q Abca3+/— vorhanden +++
45 17.05.2007 3 Abca3+/— vorhanden +

46 17.05.2007 3 Abca3+/— vorhanden [Blut] +
47 17.05.2007 3 Abca3+/— vorhanden [Blut] ++ +
48 08.03.2007 Q Abca3+/— vorhanden [Blut] + +
49 28.04.2007 3 Abca3+/— vorhanden ++
50 28.04.2007 3 Abca3+/— vorhanden ++
51 28.04.2007 a Abca3+/— vorhanden 1]

52 28.04.2007 3 Abca3+/— vorhanden ++
53 17.05.2007 3 Abca3+/— vorhanden +++
54 08.03.2007 3 Abca3+/— vorhanden ++
55 08.03.2007 3 Abca3+/— vorhanden ++
56 25.08.2007 Q Abca3+/— vorhanden +++
57 28.04.2007 Q Abca3+/— vorhanden +++
58 28.04.2007 Q Abca3+/— vorhanden +++
59 19.08.2007 3 Abca3+/— vorhanden ++
60 19.08.2007 3 Abca3+/— vorhanden ++
61 19.08.2007 3 Abca3+/— vorhanden ++
62 19.08.2007 3 Abca3+/— vorhanden ++
63 13.05.2007 Q C57Bl/6 vorhanden +++
64 15.05.2007 Q Abca3+/— vorhanden ++
65 15.05.2007 Q Abca3+/— vorhanden +++
66 15.05.2007 Q Abca3+/— vorhanden +++
67 23.08.2007 Q Abca3+/— vorhanden ++
68 23.08.2007 Q Abca3+/— vorhanden +++

Tab. 13: Aufbau der Leberstudie mit Genotyp, Geburtsdatum und Proben

[*] Die Anzahl der Kreuze deutet auf die Menge der vorhandenen Galle hin:
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2.8.2 Massenspektrometrische Analyse des Lebergewebes

Die Massenspektrometrie wurde wie im Falle der Milch am Institut fiir Klinische
Chemie und Laboratoriumsmedizin der Universitit Regensburg durchgefiihrt. Die
Lipidkonzentrationen des Lebergewebes wurden in der Lipidomics Analyse mittels
Elektrospray-lonisation-Tandem-Massenspektrometrie vermessen. Untersucht wurden
die Untergruppen Phosphatidylcholin (PC), -ethanolamin (PE), -inositol (PI) und -serin
(PS). Ebenfalls untersucht wurden Plasminogen (Plasm), Sphingomyelin (SPM) und
Ceramid (Cer). Zusitzlich ist in der Leber die Analyse von Phosphatidylglycerin (PG)
moglich, diese war bei der Milch aus technischen Griinden nicht durchfiihrbar.
Cholesterinester (Chol) wurde auch in der Leber als Referenzwert in einer zweiten

Messung zur Normierung des Lipidgehaltes verwendet.

2.8.3 Empirische Durchfithrung der Analyse der Leber

Die Tiere wurden anhand des Geschlechts und des Genotyps in vier Gruppen unterteilt.
Zur Beurteilung einer unterschiedlichen Konzentration im Lebergewebe wurde zunichst
fiir jedes Phospholipid der Zweistichproben-t-Tests durchgefiihrt. Die erste Analyse
erfolgte bei Aufteilung der Tiere nur nach Genotyp. In einem zweiten Schritt wurde
ebenfalls nach Geschlecht separat untersucht. Dabei zeigte sich, ob sich die Mittelwerte
der absoluten Konzentrationen der jeweiligen Gruppen signifikant voneinander
unterscheiden. Der entsprechende p-Wert wurde notiert, bei dem die Nullhypothese
(HO) abgelehnt werden kann. Die Nullhypothese lautete dabei ,,Es besteht im Mittel
kein Unterschied beziiglich des Merkmals zwischen den untersuchten Gruppen im
Lebergewebe“. Die Analyse wurde sowohl fiir die Gesamtkonzentration der
Phospholipide, als auch die mittels Cholesterinester standardisierten Phospholipide
angewendet.

Analog dazu wurde der Zweistichproben-t-Test fiir die jeweiligen Untergruppen der

Phospholipide durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse der Milchstudie

3.1 Zusammensetzung der Phospholipide der Milch

Phosphatidylcholine bilden mit 36.3 % den grof3ten Anteil der Phospholipide der Milch
der untersuchten Méuse. Folgendes Diagramm zeigt die durchschnittliche, prozentuale

Zusammensetzung der Milch aller Mause ohne Differenzierung nach Genotyp.

mpC
HSPM
" PE

¥ Plasm
®PS
=PI

" LPC

= Cer

Abb. 16: Prozentuale Zusammensetzung der Phospholipide [Milch]

PC SPM PE Plasm PS PI LPC Cer

36.3 % 12.6 % 11.3% 6.2 % 14.8 % 10.0 % 53 % 35%

Tab. 14: Prozentuale Zusammensetzung der Phospholipide [Milch]
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3.2 Cholesterinester in der Milch

In der Milch der [Abca3+/—]-Méduse (= [Abca3+/—]-Milch) ist Cholesterinester an

keinem Melktag signifikant verdndert.
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Abb. 17: Vergleich von Cholesterinester [Milch]

Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/—
[Tag 5] [Tag 5] [Tag 10] [Tag 10] [Tag 15] [Tag 15]
Mi“‘ggert * 3.06 3.16 3.45 3.53 2.42 2.70
[nmol/ml Milch] +4.25 +4.34 +4.82 +4.86 +3.22 +3.68
p-value 0.75 0.84 0.30

Tab. 15: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value von Cholesterinester [Milch]
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3.3 Phospholipide in der Milch

In der Gesamtanalyse der Milch aller drei Melktage zeigt sich zunidchst
Phosphatidylethanolamin (p = 0.03) und Lyso-Phosphatidylcholin (p = 0.01) in der
[Abca3+/—]-Milch erhoht.

Nach Bezug auf Cholesterinester ist kein signifikanter Unterschied vorhanden.
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Abb. 18: Vergleich der Phospholipide [Milch]
Mittelwert + SD Mittelwert + SD
[nmol/ml Milch] p ~value [in % Cholesterin] p ~value

Wildtyp 12.33 £18.25 0.04 + 0.06

PC 0.07 0.98
Abca3+/— 13.42 £20.77 0.04 + 0.06
Wildtyp 3.67+5.60 0.15+0.61

PE 0.03 0.62
Abca3+/— 427+ 7.00 0.14 £ 0.56
Wildtyp 4.46 £ 6.25 0.09+0.18

PI 0.06 0.70
Abca3+/— 5.06 £ 7.81 0.09 +£0.17
Wildtyp 1.29 £2.30 0.03 +£0.04

Plasm 0.18 1.00
Abca3+/— 1.46 £2.71 0.03 +0.04
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Mittelwert + SD Mittelwert + SD
[nmol/ml Milch] p-value [in % Cholesterin] p-value

Wildtyp 10.79 + 13.56 0.08=0.11

PS 0.25 1.00
Abca3+/— 12.33 £ 15.62 0.08+0.11
Wildtyp 6.61 = 11.88 0.07=0.11

SPM 0.46 1.00
Abca3+/— 7.43 +£13.22 0.07 £0.11
Wildtyp 3724472 0.14+0.17

Cer 0.15 1.00
Abca3+/— 4.13+£5.45 0.14 £0.18
Wildtyp 2,98+ 528 0.07=0.11

LPC 0.01 1.00
Abca3+/— 3.19+6.29 0.07+0.11

Tab. 16: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value der Phospholipide [Milch]

3.3.1 Phosphatidylcholin

In der Gesamtiibersicht ist Phosphatidylcholin an den einzelnen Melktagen nicht

signifikant verandert.
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. 19: Vergleich von Phosphatidylcholin [Milch]
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Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/—
[Tag 5] [Tag 5] [Tag 10] [Tag 10] [Tag 15] [Tag 15]
Mittelwert + 11.67 13.70 13.70 12.62 11.61 13.93
SD +17.40 +20.38 +19.50 +18.07 +17.76 +23.51
[nmol/ml Milch]
p-value 0.11 0.39 0.09
Mi“eslge“ * 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04
. _ +0.06 +0.06 +0.06 +0.06 +0.06 +0.06
[in % Cholesterin]
p-value 0.99 0.97 1.00

Tab. 17: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value von Phosphatidylcholin [Milch]

Bei Betrachtung der einzelnen Phosphatidylcholine in der Milch aller Melkzeitpunkte
ist keine signifikante Reduktion in der [Abca3+/—]-Milch gegeben.

Langkettige Phosphatidylcholine (PC 36:0, PC 36:5, PC 38:5, PC 38:6 und PC 40:6)
sind in der [Abca3+/—]-Milch erhoht (p < 0.01 bis p = 0.03).
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Abb. 20: Vergleich der absoluten Konzentration der Phosphatidylcholine [Milch]
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PC 30:0 | PC30:1 | PC32:0 | PC 32:1 | PC32:2 | PC 34:0 | PC 34:1 | PC 34:2
, Wildt 28.45 0.49 54.68 8.38 2.76 1624 | 2673 | 40.52
Mljt:eslge“ YP I 1781 | £070 | £18.16 | 494 | +083 | +454 | +874 | £1026
[lﬁfclffl Abca3 29.72 0.37 57.45 8.80 2.87 1758 | 28.11 43.70
+/— +921 | +057 | £1725 | £391 | £2.00 | £6.00 | £9.62 | £2036
p-value 0.42 0.24 0.41 0.57 0.64 0.18 0.41 0.25
PC 34:3 | PC36:0 | PC36:1 | PC36:2 | PC 36:3 | PC 36:4 | PC 36:5 | PC 38:1
, Wildt 1.96 1.55 727 58.36 13.65 9.33 0.64 0.47
Mljt:eslge“ Pl 1068 | £039 | £2.02 | 1987 | +435 | £344 | £022 | 042
[%fclg]“‘ Abca3 2.15 1.81 7.95 66.21 14.86 10.54 0.77 0.63
+— £122 | £065 | +3.67 | £50.15 | +843 | +4.92 | £042 | +0.46
p-value 0.25 0.02 0.18 0.18 027 0.10 0.02 0.05
PC 38:2 | PC 38:3 | PC38:4 | PC 38:5 | PC 38:6 | PC 40:4 | PC 40:5 | PC 40:6
, Wildt 0.49 4.60 13.01 2.83 1.49 0.30 0.48 1.17
lee;ge“ Pl 033 | £176 | £501 | £1.05 | 062 | £0.10 | +0.16 | +0.46
[fﬁfclg]“‘ Abca3 0.76 5.04 15.07 3.34 1.85 0.31 0.55 1.54
+/— £143 | +4.14 | 897 | £1.57 | £080 | +0.17 | £027 | 082
p-value 0.06 0.35 0.09 0.03 0.01 0.56 0.12 | <0.01

Tab. 18: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value der Phosphatidylcholine [Milch]
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Nach Normierung sind weiterhin PC 36:0, PC 36:5, PC 38:5, PC 38:6 und PC 40:6 in
der [Abca3+/—]-Milch erhoht (p < 0.01 bis p = 0.03).

Zusitzlich ist PC 32:2 nach Normierung in der [Abca3+/—]-Milch grenzwertig
erniedrigt (p = 0.05).
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Abb. 21: Vergleich der Phosphatidylcholine in Bezug auf Cholesterinester [Milch]

PC32:2 | PC36:0 | PC36:5 | PC38:5 | PC38:6 | PC40:6

, Wildt 0.0091 | 0.0051 | 0.0021 | 0.0092 | 0.0049 | 0.0038
Mljt:eslgert YP I £0.002 | £0.001 | £0.000 | £0.002 | £0.001 | +0.001
cnggsz’rm] Abca3 0.0085 | 0.0056 | 0.0023 | 0.0100 | 0.0055 | 0.0046

+/— +0.002 +0.001 +0.001 +0.002 +0.001 +0.001
p-value _‘ 0.02 0.03 0.02 0.01 <0.01

Tab. 19: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value der Phosphatidylcholine in Bezug auf
Cholesterinester [Milch]
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PC 32:0, PC 32:2 und weitere kurzkettige Untergruppen wurden aufgeschliisselt auf die
Melktage einzeln untersucht. Zundchst besteht nur bei PC 34:0 eine signifikante

Zunahme in der [Abca3+/~]"¢-Milch (p = 0.01).
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Abb. 22: Vergleich einzelner, kurzkettiger Phosphatidylcholine [Milch]

PC 30:0 PC 32:0 PC 32:1

Tag5 | Tag10 | Tag15 | Tag5 | Tag10 | Tagl5 | Tag5 | Tag 10 | Tagl5

30.99 29.86 24.50 64.26 58.38 41.41 11.30 7.85 5.98

Miieslge“ Wildtyp | 1638 | +542 | £579 | £18.06 | 1332 | £9.06 | +427 | 221 | +1.77

[‘;\‘;‘l’cﬁﬂ Abca3 | 32.98 | 28.60 | 2758 | 69.70 | 54.79 | 47.86 | 11.81 7.64 6.96
4+~ | £10.10 | £10.08 | £7.65 | £19.03 | £15.79 | 1434 | +52 | £3.40 | £2.71

p-value 0.51 0.63 0.17 0.37 0.45 0.11 0.74 0.82 0.19

PC 32:2 PC 34:0

Tag5 | Tag10 | Tag15 | Tag5 | Tag10 | Tagl5

, Wildt 2.44 2.99 2.85 11.70 | 20.76 | 16.26
Mljttt%lgert APl 1065 | £0.79 | £1.37 | £3.05 | £4.45 | +4.24
[‘;\‘;‘l’cﬁﬂ Abca3 2.78 2.74 3.09 1478 | 18.97 | 18.98
+— £1.18 | £1.73 | £1.56 | £381 | 441 | £627

p-value 0.28 0.57 0.62 0.01 0.22 0.13
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PC 34:1 PC 34:2

Tag5 | Tag10 | Tag15 | Tag5 | Tag10 | Tagl5

, Wildt 2742 | 2934 | 2342 | 3831 | 4520 | 38.14

Mltteslgeft PP 4906 | £871 | £7.80 | £9.98 | +11.05 | +12.84
+

[ﬁ‘l’ggﬂ Abca3 | 31.07 | 26.62 | 26.65 | 4579 | 39.96 | 45.36

+— +967 | £6.62 | £11.26 | +15.97 | +11.46 | +22.86

p-value 0.24 0.27 0.31 0.09 0.16 0.24

Tab. 20: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value einzelner, kurzkettiger

Phosphatidylcholine [Milch]

Nach Bezug auf Cholesterin wird eine Reduktion von PC 30:0 und PC 32:0 in der
[Abca3+/—]"#-Milch (jeweils p = 0.02) und von PC 34:2 in der [Abca3+/—]"*¢'’-Milch
(p = 0.03) sichtbar (Abb. 21 rechte Grafik).

PC 30:0 PC 32:0

Tag5 | Tag10 | Tag15 | Tag5 | Tag 10 | Tagl5

0.1075 | 0.0897 | 0.0882 | 0.2220 | 0.1785 | 0.1489

Mijt:eslgert Wildtyp | 6,007 | +0.011 | +0.012 | £0.012 | <0.018 | =0.018

Ch(fligsj/grm] Abca3 | 0.0985 | 0.0910 | 0.0853 | 0.2085 | 0.1754 | 0.1460
+— | £0.015 | £0.012 | £0.017 | +£0.021 | £0.018 | +0.023

PC32:2 PC 34:2

Tag5 | Tag10 | Tag15 | Tag5 | Tag 10 | Tagl5

0.0086 | 0.0089 | 0.0098 | 0.1331 | 0.1338 | 0.1329

Mijt:eslge“ Wildtyp | 0,001 | +0.002 | 0.002 | +0.008 | +0.008 | +0.009

Ch(fligsj/;m] Abca3 | 0.0080 | 0.0084 | 0.0090 | 0.1325 | 0.1280 | 0.1308
+/— | £0.002 | £0.002 | £0.002 | £0.012 | +£0.008 | +0.009

Tab. 21: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value einzelner, kurzkettiger

Phosphatidylcholinen in Bezug auf Cholesterinester [Milch]
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Ergebnisse der Milchstudie

3.3.2 Phosphatidylethanolamin

Phosphatidylethanolamin ist in der [Abca3+/—]"">-Milch erhéht (p = 0.02). Nach

Normierung durch Cholesterinester ist keine Signifikanz mehr vorhanden.
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Abb. 23: Vergleich von Phosphatidylethanolamin [Milch]

Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/—
[Tag 5] [Tag 5] [Tag 10] [Tag 10] [Tag 15] [Tag 15]
Mi“eslgert * 2.98 3.54 3.91 3.87 412 5.40
[nmol/ml Milch] +3.94 £5.02 £5.71 £5.72 £6.74 +9.34
p-value 0.05 0.92 0.02
Mi“eslgert * 0.17 0.16 0.14 0.14 0.14 0.12
(i % Cholesterin] +0.72 +0.67 +0.53 +0.55 +0.55 +0.45
p-value 0.75 0.93 0.52

Tab. 22: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value von Phosphatidylethanolamin [Milch]
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Ergebnisse der Milchstudie

3.3.3 Phosphatidylinositol

Tagl5

Phosphatidylinositol ist zundchst in der [Abca3+/—] " °-Milch vermehrt vorhanden

(p =0.03). Nach Normierung ist dieser Wert nicht mehr signifikant.

o
S

Gruppen

B widtyp Tag 5

[ ABC A3 +/-Tag 5

| wildtyp Tag 10

[ ABC A3 +/-Tag 10

| Wildtyp Tag 15
ABC A3 +/- Tag 15

o
e

Phosphatidylinositole in nmol/ml Milch
Phosphatidylinositole in % Cholesterin

0 IIIII 0.0 IIII

Abb. 24: Vergleich von Phosphatidylinositol [Milch]

Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/—
[Tag 5] [Tag 5] [Tag 10] [Tag 10] [Tag 15] [Tag 15]
Mi“%lgert * 426 4.92 4.67 4.44 4.47 5.81
(amol/ml Milch] +6.00 +7.20 +6.55 +6.45 +6.19 +9.42
p-value 0.21 0.65 0.03
Mittelwert £ 0.10 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09
_Sb +0.19 +0.19 +0.17 +0.18 +0.18 +0.16
[in % Cholesterin]
p-value 0.75 0.85 0.59

Tab. 23: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value von Phosphatidylinositol [Milch]
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Ergebnisse der Milchstudie

3.3.4 Phosphatidylserin

Tagl5

Bei Phosphatidylserin ist eine Erhdhung in der [Abca3+/—] "*"-Milch nachweisbar

(p = 0.04). Nach Normierung ist der Wert nicht mehr signifikant.
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Abb. 25: Vergleich von Phosphatidylserin [Milch]

Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/—
[Tag 5] [Tag 5] [Tag 10] [Tag 10] [Tag 15] [Tag 15]
Mittelwert + 11.58 12.80 10.99 11.27 9.81 12.93
SD +13.60 +15.69 +13.82 +13.73 +13.27 +17.25
[nmol/ml Milch]
p-value 0.40 0.83 0.04
Mittelwert + 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
. Sb +£0.10 +£0.10 +0.11 +0.11 +£0.12 +£0.11
[in % Cholesterin]
p-value 1.00 1.00 1.00

Tab. 24: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value von Phosphatidylserin [Milch]

57




Ergebnisse der Milchstudie

3.3.5 Plasminogen

Plasminogen ist in der [Abca3+/~]"¢">-Milch vermehrt vorhanden (p < 0.01). Bei

Normierung durch Cholesterinester zeigt sich keine Signifikanz.
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Abb. 26: Vergleich von Plasminogen [Milch]

Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/—
[Tag 5] [Tag 5] [Tag 10] [Tag 10] [Tag 15] [Tag 15]
Mitt‘zge“ * 1.79 1.86 123 1.26 0.86 1.26
(amol/ml Milch] +3.29 +3.59 +1.82 +1.94 +1.17 +2.29
p-value 0.71 0.75 <0.01
Mitt‘zge“ * 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
. ) +0.04 +0.04 +0.04 +0.04 +0.03 +0.04
[in % Cholesterin]
p-value 1.00 0.99 0.98

Tab. 25: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value von Plasminogen [Milch]
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Ergebnisse der Untersuchung der Leber

3.3.6 Sphingomylin, Ceramid und Lyso-Phosphatidylcholin

Bei Sphingomyelin und Ceramid besteht in keiner Gruppe ein signifikanter Unterschied

zwischen den Milchproben.

Lyso-Phosphatidylcholin ist, sowohl in der absoluten Konzentration, wie auch nach

Normierung, nicht signifikant verandert.

4  Ergebnisse der Untersuchung der Leber

4.1 Zusammensetzung der Phospholipide im Lebergewebe

Im Lebergewebe der untersuchten Méiuse stellt Phosphatidylcholin mit 45.2 % die
groBte Untergruppe dar, gefolgt von Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylinositol.
Folgendes Diagramm zeigt die durchschnittliche, prozentuale Zusammensetzung des

Lebergewebes bei allen Miusen ohne Differenzierung nach Genotyp.

" pC
= SPM
\., " pE
\ ® Plasm
| " ps
" PG
Pl

“Cer

Abb. 27: Prozentuale Zusammensetzung der Phospholipide [Leber]

PC SPM PE Plasm PS PG PI Cer

452 % 2.7% 292 % 25% 2.7% 0.5% 15.7 % 1.5%

Tab. 26: Prozentuale Zusammensetzung der Phospholipide [Leber]
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Ergebnisse der Untersuchung der Leber

4.2  Cholesterinester im Lebergewebe

Cholesterinester ist nicht signifikant veridndert in der [Abca3+/—]-Leber.

| gesamt | | ménnlich | | weiblich

0.4-

Gruppen
024 B widtyp

Bl asc Az +-

Cholesterin in nmol/mg Leber [Nassgewicht]

Abb. 28: Vergleich von Cholesterinester, gesamt und nach Geschlechtern

getrennt [Leber]

Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/—
[gesamt] [gesamt] [31 [31 [¢] [?]
Mi““gge” * 0.11 0.10 0.09 0.08 0.13 0.11
+0.24 +0.21 +0.18 +0.15 +0.28 +0.25
[nmol/mg Leber]
p-value 0.28 0.72 0.40

Tab. 27: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value von Cholesterinester, gesamt und nach

Geschlechtern getrennt [Leber]

4.3  Phospholipide im Lebergewebe

Bei der Untersuchung der Phospholipide besteht nur bei Ceramide der Trend zu einer
geringeren Konzentration in der [Abca3+/—]-Leber. Nach Normierung ist in keiner

Probe ein signifikanter Unterschied nachzuweisen.
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Ergebnisse der Untersuchung der Leber
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Abb. 29: Vergleich der Phospholipide in allen Tieren [Leber]
Mittelwert + SD Mittelwert + SD
[nmol/mg Leber] p ~value [in % Cholesterin] p ~value

Wildtyp 0.41+0.52 0.04 £0.05

PC 0.55 0.98
Abca3+/— 0.42+£0.55 0.04 £0.05
Wildtyp 0.25+0.49 0.04 £0.07

PE 0.18 0.95
Abca3+/— 0.29 £0.54 0.04 £0.07
Wildtyp 1.61 +£6.45 0.06£0.18

PI 0.86 0.99
Abca3+/— 1.68 £ 6.66 0.06£0.18
Wildtyp 0.01 £0.01 0.10£0.15

PG 0.10 1.00
Abca3+/— 0.01 £0.02 0.10£0.13
Wildtyp 0.01 £0.02 0.03 £0.04

Plasm 0.47 0.99
Abca3+/— 0.01 £0.02 0.03 £0.04
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Ergebnisse der Untersuchung der Leber

Mittelwert + SD Mittelwert + SD
[nmol/mg Leber] p-value [in % Cholesterin] p-value

Wildtyp 0.05 + 0.09 0.08 % 0.12

PS 0.82 1.00
Abca3+/— 0.05+0.08 0.08+0.11
Wildtyp 0.05 = 0.06 0.07 £0.10

SPM 0.45 1.00
Abca3+/— 0.05+0.07 0.07+0.11
Wildtyp 0.05 + 0.04 0.14£0.10

Cer 1.00
Abca3+/— 0.04 +0.03 0.14+0.10

Tab. 28: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value der Phospholipide in allen Tieren [Leber]

4.3.1

Phosphatidylcholin

Vor und nach Trennung nach Geschlecht ist keine Signifikanz zwischen beiden Proben

vorhanden.

gesamt mannlich weiblich 0.100 gesamt
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Abb. 30: Vergleich von Phosphatidylcholin, gesamt und nach Geschlechtern getrennt [Leber]
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Ergebnisse der Untersuchung der Leber

Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/—
[gesam] [gesam] (4] (4] (2] (9]
Mittelwert + 0.41 0.42 039 0.38 0.42 0.46
SD +0.52 +0.55 +£0.51 +0.50 +0.54 £0.60
[nmol/mg Leber]
p-value 0.55 0.85 0.27
Mi“eslge“ + 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04
. _ +0.05 +0.05 +0.05 +0.05 +0.05 +0.05
[in % Cholesterin]
p-value 0.98 0.99 0.98

Tab. 29: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value von Phosphatidylcholin, gesamt und nach

Geschlechtern getrennt [Leber]

Nach Auftrennung der Phosphatidylcholine in die Untergruppen, ist hinsichtlich der
absoluten Konzentration bei PC 32:2, PC 34:0 und PC 36:0 eine Erniedrigung in der
[Abca3+/—]-Leber zu sehen (p < 0.01 bis p = 0.01).
PC 32:1, PC 34:3 und PC 36:5 sind in der [Abca3+/—]-Leber signifikant erhdht
(p<0.01 bisp=0.01).
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Abb. 31: Vergleich der einzelnen Phosphatidylcholine in allen Tieren [Leber]
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Ergebnisse der Untersuchung der Leber

PC 30:0 | PC32:0 | PC32:1 | PC 32:2 | PC 34:0 | PC 34:1 | PC 34:2 | PC 34:3
, Wildt 0.0140 | 0.3170 | 0.0873 | 0.0117 | 0.0440 | 1.0423 | 1.4977 | 0.1000
leeslge“ YP 1 10.006 | £0.076 | £0.018 | £0.004 | £0.015 | £0.173 | £0.375 | +0.030
[“L“;‘gle/ﬁg Abca3 | 0.0139 | 0.3133 | 0.1011 | 0.0100 | 0.0356 | 1.0750 | 1.6169 | 0.1172
+— £0.005 | £0.047 | £0.013 | £0.000 | £0.009 | £0.132 | £0.278 | +0.020

p-value 0.93 0.81 <0.01 ‘__‘ 0.39 0.14 0.01
PC 36:0 | PC 36:1 | PC36:2 | PC 36:3 | PC 36:4 | PC 36:5 | PC 38:1 | PC 38:2
, Wildt 0.0157 | 0.1853 | 0.8667 | 0.3363 | 1.3987 | 0.0660 | 0.0180 | 0.0170
Mljt:eslge“ YP 1 £0.005 | £0.050 | £0.207 | £0.083 | £0.205 | £0.013 | +0.006 | +0.009
[“L“;‘gle/ﬁg Abca3 | 0.0119 | 0.1867 | 0.9047 | 03519 | 1.4883 | 0.0772 | 0.0181 | 0.0150
- +£0.004 | £0.055 | £0.226 | £0.089 | £0.186 | £0.013 | +0.005 | +0.007

p-value ‘-‘ 0.92 0.48 0.47 0.07 | <0.01 0.97 0.31
PC 38:3 | PC38:4 | PC 38:5 | PC 38:6 | PC 40:4 | PC 40:5 | PC 40:6 | PC 44:0
, Wildt 0.0987 | 1.1997 | 03757 | 1.3420 | 0.0183 | 0.0373 | 0.4910 | 0.1966
Mljt:eslgeﬁ YP 1 £0.050 | £0.461 | £0.113 | £0.212 | £0.005 | £0.015 | £0.170 | +0.028
[“L“;‘gle/ﬁg Abca3 | 0.0917 | 12625 | 03708 | 1.3453 | 0.0175 | 0.0392 | 0.5094 | 0.1902
+— +£0.026 | £0.564 | £0.063 | £0.264 | £0.005 | £0.015 | £0.240 | +0.010

p-value 0.47 0.63 0.83 0.96 0.49 0.62 0.72 0.21

Tab. 30: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value der einzelnen Phosphatidylcholine in allen Tieren

[Leber]

Nach Normierung besteht weiterhin eine Reduktion von PC 34:0 (p = 0.01) und
PC 36:0 (p < 0.01) in der [Abca3+/—]-Leber. Ebenfalls ist PC 40:4 erniedrigt
(p =0.03).
PC 32:1, PC 34:3 und PC 36:5 sind auch nach Normierung in der [Abca3+/—]-Leber
erhoht vorhanden (p = 0.02 bis p = 0.03).

PC32:1 | PC32:2 | PC34:0 | PC34:3 | PC36:0 | PC36:5 | PC 40:4
, Wildt 0.0091 | 0.0012 | 0.0047 | 0.0103 | 0.0018 | 0.0069 | 0.0019
Mljt:tzgert YP ol 40002 | £0.000 | £0.002 | £0.003 | +0.001 | £0.001 | +0.000
Ch(EIi:s:/;rin] Abca3 0.0102 | 0.0012 | 0.0037 | 0.0117 | 0.0013 | 0.0077 | 0.0017
+/— +0.002 + 0.000 +0.001 +0.002 + 0.000 +0.002 +0.000

Tab. 31: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value der einzelnen Phosphatidylcholine in allen Tieren

in Bezug auf Cholesterinester [Leber]
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Ergebnisse der Untersuchung der Leber

Kurzkettige Phosphatidylcholine wurden weiter nach Geschlecht getrennt untersucht.

PC 32:2 zeigt in der [Abca3+/—]9-Leber einen Trend zu einer erniedrigten
Konzentration (p = 0.07). PC 34:0 ist in der [Abca3+/—]$-Leber erniedrigt (p = 0.03).
Bei PC 36:0 besteht in der [Abca3-+/—]*-Leber eine signifikante Erniedrigung
(p=0.01) und bei der [Abca3+/—]3-Leber ein Trend in diese Richtung (p = 0.06).
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Abb. 32: Vergleich einzelner Phosphatidylcholine, gesamt und nach Geschlechtern getrennt [Leber]
Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/—
(31 [31 [?] [?]
Mittelwert + SD 0.3315 0.3100 0.3059 0.3167
PC 32:0 [nmol/mg Leber] +0.097 +0.042 +0.055 £0.052
p-value 0.41 0.56
Mittelwert + SD 0.0938 0.1050 0.0824 0.0972
PC 32:1 [nmol/mg Leber] +0.020 +0.011 +0.015 £0.015
p-value 0.05 0.01
Mittelwert + SD 0.0115 0.0100 0.0118 0.0100
PC 32:2 [nmol/mg Leber] + 0.004 + 0.000 +0.004 £ 0.000
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Ergebnisse der Untersuchung der Leber

Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/—
(31 [31 [¢] [¢]
Mittelwert = SD 0.0454 0.0344 0.0429 0.0367
PC 34:0 [nmol/mg Leber] +0.017 +0.010 +0.014 + 0.009
Mittelwert = SD 0.0162 0.0128 0.0153 0.0111
PC 36:0 [nmol/mg Leber] +0.005 +0.005 +0.005 +0.003

Tab. 32: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value einzelner Phosphatidylcholine nach

Geschlechtern getrennt [Leber]

Nach Normierung mittels Cholesterinester sind PC 34:0 und PC 36:0 sowohl vor, wie

auch nach Trennung nach Geschlecht in der [Abca3+/—]-Leber erniedrigt (p < 0.01 bis
p =0.05). PC 32:1 und PC 32:2 sind nicht signifikant veridndert.

Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/—
(31 [31 [¢] [¢]
Mittelwert = SD 0.0364 0.0340 0.0309 0.0290
PC 32:0 [in % Cholesterin] +0.012 +0.005 +0.007 £0.007
p-value 0.46 0.42
Mittelwert = SD 0.0103 0.0116 0.0081 0.0088
PC 32:1 [in % Cholesterin] +0.002 +0.002 +0.001 £0.001
p-value 0.10 0.11
Mittelwert = SD 0.0012 0.0013 0.0012 0.0011
PC 32:2 [in % Cholesterin] + 0.000 +0.000 +0.000 +0.000
p-value 0.30 0.13
Mittelwert = SD 0.0052 0.0039 0.0044 0.0034
PC 34:0 [in % Cholesterin] +0.002 +0.001 +0.002 +£0.001
Mittelwert = SD 0.0019 0.0015 0.0017 0.0011
PC 36:0 [in % Cholesterin] +0.001 +0.000 +0.001 +0.000

p-value

Tab. 33: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value einzelner Phosphatidylcholine nach

Geschlechtern getrennt und in Bezug auf Cholesterinester [Leber]
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Ergebnisse der Untersuchung der Leber

4.3.2 Phosphatidylglycerin

Bei den Phosphatidylglycerin zeigt sich in der Ubersicht keine signifikante
Veridnderung.

Nach Trennung nach Geschlecht sind die Phosphatidylglycerine in der [Abca3+/—]"-
Leber in der absoluten Konzentration signifikant erhoht vorhanden. Allerdings

verschwindet diese Signifikanz nach Normierung mit Cholesterinester.
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Abb. 33: Vergleich von Phosphatidylglycerin, gesamt und nach Geschlechtern getrennt [Leber]

Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/—
[gesamt] [gesamt] [31 [31 [¢] [?]
Mi“eslgert * 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02
+0.01 +0.02 +0.01 +0.02 +0.01 +0.02
[nmol/mg Leber]
p-value 0.10 0.93 0.01
Mi“eslgert * 0.10 0.10 0.10 0.10 0.17 0.17
[in % Cholesterin] +0.15 +0.13 +0.12 +0.13 +0.20 +0.15
p-value 1.00 1.00 1.00

Tab. 34: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value von Phosphatidylglycerin, gesamt und nach
Geschlechtern getrennt [Leber]
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Ergebnisse der Untersuchung der Leber

Bei einzelner Betrachtung der Subgruppen der Phosphatidylglycerine besteht eine
signifikante Erhohung von PG 34:1 (p < 0.01) und PG 36:2 (p = 0.04) in der

[Abca3+/—]-Leber, die aber in Bezug auf Cholesterinester nicht mehr nachweisbar ist.
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Abb. 34: Vergleich einzelner Phosphatidylglycerine in allen Tieren [Leber]

PG 34:1 | PG34:2 | PG34:3 | PG36:1 | PG 36:2

. Wildt 0.0363 | 0.0090 | 0.0002 | 0.0004 | 0.0111
Mittelwert HEYP 1 40,017 | £0.008 | £0.001 | +0.002 | +0.008

+SD

[nmol/mg 0.0482 | 0.0102 | 0.0003 | 0.0004 | 0.0141

Leber] | Abca3t/= 1" 007 | £0.007 | +0.001 | £0.001 | +0.003
p-value <0.01 0.49 0.78 0.98 0.04

PG 36:3 | PG36:4 | PG38:4 | PG38:5 | PG 38:6

. Wildt 0.0126 | 0.0211 | 0.0014 | 0.0009 | 0.0016
Mittelwert HEYP 1 £0.009 | £0.011 | £0.003 | £0.002 | +0.004

+SD

[nmol/mg 0.0149 | 0.0237 | 0.0006 | 0.0007 | 0.0005

Leber] 1 Abca3 =1 ") 604 | £0.004 | +0.002 | £0.002 | +0.002
p-value 0.17 0.21 0.21 0.68 0.11

Tab. 35: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value der einzelnen

Phosphatidylglycerine in allen Tieren [Leber]

68




Ergebnisse der Untersuchung der Leber

Nach Normierung zeigt sich nur bei PG 38:6 ein Trend zu einer Reduktion in der

[Abca3+/—]-Leber (p = 0.07).

PG 34:1 | PG36:2 | PG38:4 | PG 38:6

0.4194 0.1118 0.0113 0.0132

Miiteslgert Wildtyp | 5199 | <0.065 | +0.024 | =0.029

[in% 0.4259 0.1281 0.0045 0.0034
Cholesterin] | Abca3+/— +0.041 +0.040 | +0.013 +0.011

p-value 0.85 0.23 0.17 i

Tab. 36: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value der einzelnen

Phosphatidylglycerine in allen Tieren in Bezug auf Cholesterinester

[Leber]

Kurzkettige Phosphatidylglycerine wurden nach Geschlecht getrennt untersucht. Vor
Normierung ist PG 34:1 in der [Abca3+/—]-Leber beider Geschlechter signifikant erhoht
vorhanden (p <0.01 und p = 0.01). PG 36:2 ist in der [Abca3+/—]$-Leber erniedrigt (p <
0.01).

Anzumerken ist, dass PG 36:1 bei den Weibchen in keiner Probe und bei den Méannchen

nur in drei WT versus einer [Abca3+/—]-Leberprobe messbar war.
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Abb. 35: Vergleich der Konzentrationen einzelner Phosphatidylglycerine, gesamt und nach Geschlechtern getrennt

[Leber]
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Ergebnisse der Untersuchung der Leber

Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/—
[31 [31 [?] [?]
Mittelwert + SD 0.0452 0.0521 0.0294 0.0442
PG 34:1 [nmol/mg Leber] +0.008 +0.005 +0.019 +0.007
p-value 0.01 <0.01
Mittelwert + SD 0.0140 0.0150 0.0051 0.0054
PG 34:2 [nmol/mg Leber] +0.005 +0.002 +0.008 + 0.006
p-value 0.43 0.90
Mittelwert + SD 0.0009 0.0008
PG 36:1 [nmol/mg Leber] +0.002 + 0.002 N/A N/A
p-value 0.85 N/A
Mittelwert + SD 0.0152 0.0121 0.0111 0.0141
PG 36:2 [nmol/mg Leber] +0.003 +0.003 +0.008 +0.003

Tab. 37: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value einzelner Phosphatidylglycerine nach

Geschlechtern getrennt [Leber]

Nach Normierung ist PG 34:1 nur noch in der [Abca3+/—]$-Leber erhoht (p < 0.01). PG
36:2 ist nach Normierung in der [Abca3+/—]"-Leber erhoht (p < 0.01) und in der

[Abca3+/—]°-Leber erniedrigt vorhanden (p = 0.02).

Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/—
(31 [31 [¢] [¢]
Mittelwert = SD 0.3649 0.4208 0.4738 0.4310
PG 34:1 [in % Cholesterin] +0.051 +0.038 +0.271 + 0.044
p-value <0.01 0.51
Mittelwert = SD 0.1098 0.1212 0.0607 0.0537
PG 34:2 [in % Cholesterin] + 0.040 +0.015 +0.081 +0.063
p-value 0.28 0.79
Mittelwert = SD 0.0062 0.0062
PG 36:1 [in % Cholesterin] +0.015 +0.014 N/A N/A
p-value 0.99 N/A
Mittelwert = SD 0.1252 0.0982 0.0081 0.0160
PG 36:2 [in % Cholesterin] +0.039 +0.020 +0.009 +0.003

Tab. 38: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value einzelner Phosphatidylglycerine nach

Geschlechtern getrennt in Bezug auf Cholesterinester [Leber]
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Ergebnisse der Untersuchung der Leber

4.3.3 Phosphatidylethanolamin

Phosphatidylethanolamin ist vor und nach Normierung in keiner Untersuchung

signifikant verandert.
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Abb. 36: Vergleich von Phosphatidylethanolamin, gesamt und nach Geschlechtern getrennt [Leber]

Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/—
[gesamt] [gesamt] [31 [31 [¢] [?]
Mi“eslgert * 0.25 0.29 0.25 0.28 0.26 0.30
+0.49 +0.54 +0.48 +0.49 +0.50 +0.59
[nmol/mg Leber]
p-value 0.18 0.46 0.24
Mi“eslgert * 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04
[in % Cholesterin] +0.07 +0.07 +0.07 +0.07 +0.07 +0.08
p-value 0.95 0.99 0.92

Tab. 39: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value von Phosphatidylethanolamin, gesamt und nach

Geschlechtern getrennt [Leber]
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Ergebnisse der Untersuchung der Leber

4.3.4 Phosphatidylinositol

Bei Phosphatidylinositol besteht in der absoluten Konzentration und nach Normierung

kein signifikanter Unterschied.
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Abb. 37: Vergleich von Phosphatidylinositol, gesamt und nach Geschlechtern getrennt [Leber]

Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/—
[gesamt] [gesamt] [31 [31 [¢] [?]
Mittelwert + 161 1.68 1.40 1.49 1.78 1.87
SD +6.45 +6.66 +5.61 +5.81 +7.04 +7.42
[nmol/mg Leber]
p-value 0.86 0.84 0.88
Mittelwert + 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06
. Sb +0.18 +0.18 +0.17 +0.17 +0.19 +0.19
[in % Cholesterin]
p-value 0.99 0.99 1.00

Tab. 40: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value von Phosphatidylinositol, gesamt und nach

Geschlechtern getrennt [Leber]
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Ergebnisse der Untersuchung der Leber

4.3.5 Phosphatidylserin

Phosphatidylserin ist nach Trennung nach Geschlecht in der [Abca3+/—

absoluten Konzentration erniedrigt (p = 0.04).

]c?

-Leber in der

Diese Signifikanz ist nach Normierung mittels Cholesterinester nicht mehr gegeben.
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Abb. 38: Vergleich von Phosphatidylserin, gesamt und nach Geschlechtern getrennt [Leber]

Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/— Wildtyp Abca3+/—
[gesamt] [gesamt] (3] (3] (9] 9]
Mi“eslgert + 0.05 0.05 0.05 0.04 0.06 0.07
+0.09 +0.08 +0.08 +0.05 +0.10 +0.11
[nmol/mg Leber]
Mittelwert + 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
. Sb +0.12 +0.11 +0.11 +0.11 +0.14 +0.12
[in % Cholesterin]
p-value 1.00 1.00 1.00

Tab. 41: Mittelwerte, Standardabweichung und p-value von Phosphatidylserin, gesamt und nach

Geschlechtern getrennt [Leber]
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4.3.6 Plasminogen, Sphingomyelin und Ceramid

Bei Plasminogen, Sphingomyelin und Ceramid besteht in keiner Gruppe ein

signifikanter Unterschied zwischen den Gewebeproben der Leber.

5  Diskussion

5.1 Cholesterinester

Im Lungengewebe hat die Abca3-Defizienz keinen Einfluss auf die Cholesterinester-
Konzentration [Fitzgerald et al. 2007].

Im Milchdriisengewebe sind bisher ABCAlp und dessen interagierender Partner
Apolipoprotein A-1 als ABC-Transporter von Cholesterinester am eingehendsten
erforscht [Ontsouka et al. 2013]. Weiterhin sind ABCA7p, ABCG5p und ABCGS8p, wie
auch ABCGIp als Cholesterintransporter im Milchdriisengewebe beschrieben worden
[Ontsouka and Albrecht 2014]. ABCAlp ist in der Leber durch Bildung von HDL (high
density lipoprotein) an der Regulation von Cholesterinester beteiligt [Timmins et al.
2005].

Eine Regulation von Cholesterinester im Brustdriisengewebe oder in der Leber durch

ABCA3p ist nicht bekannt.

5.2 Analyse der Milchstudie

5.2.1 Phosphatidylcholin ohne Aufteilung nach Melktag

In der ersten Auswertung der Milch besteht bei PC 32:2 eine grenzwertig signifikante
Reduktion in der [Abca3+/—]-Milch (p = 0.05).

Die Untergruppen PC 36:0, PC 36:5, PC 38:5, PC 38:6 und PC 40:6 sind in der
[Abca3+/—]-Milch erhoht (p < 0.01 bis p = 0.03).

Die Zunahme der langkettigen Phosphatidylcholine kann einen
Kompensationsmechanismus darstellen, da in der Summe letztendlich kein signifikanter

Unterschied sichtbar ist.

74



Diskussion

Jedoch bilden die verdnderten Untergruppen nur einen prozentual geringen Anteil an

der Gesamtmenge aller Phosphatidylcholine.

PC 30:0 PC 32:0 PC 32:2 PC 34:0 PC 34:1 PC 34:2
9.42 % 18.15 % 0.91 % 5.47 % 8.8 % 13.63 %
PC 36:0 PC 36:2 PC 36:5 PC 38:5 PC 38:6 PC 40:6
0.54 % 20.16 % 0.23 % 1.00 % 0.54 % 0.44 %

Tab. 42: Vergleich prozentualer Anteile einzelner Phosphatidylcholine [Milch]

5.2.2 Phosphatidylcholin nach Aufteilung der Melktage

Kurzkettige Untergruppen neben PC 32:0 (DPPC) wurden auf die einzelnen Melktage
aufgeschliisselt betrachtet. Es zeigt sich eine Reduktion von PC 30:0 und PC 32:0 in der
[Abca3+/—]"#-Milch (jeweils p = 0.02) und von PC 34:2 in der [Abca3+/—]"*¢'’-Milch
(p =0.03). PC 32:2 ist an keinem Zeitpunkt signifikant veréndert.

PC 30:0, PC 32:0 und PC 34:2 sind Subgruppen, die in der Mausmilch zu einem
prozentual hohen Anteil vertreten sind (sieche Tab. 42). Am Tag 15 zeigt sich kein

Unterschied in der einzelnen Untersuchung.

5.2.2.1 Zeitliche Verdnderung der Lipidzusammensetzung

Die Lipidzusammensetzung der Milch verdndert sich liber die Dauer der Laktation. Bei
den MFGs humaner Milch ist eine Zunahme der Phosphatidylcholine in reifer Milch im
Verhiltnis zu dem Kolostrum und der Ubergangsmilch beschrieben [Zou et al. 2012].

In der untersuchten Milch nimmt die Konzentrationen der meisten kurzkettigen
Phosphatidylcholine im Verlauf der Laktation ab. Das bedeutet, dass die Mausmilch am
Tag 15 physiologisch weniger kurzkettige Phosphatidylcholine enthélt.

PC 30:0 PC 32:0 PC 32:1 PC 32:2 PC 34:0 PC 34:1 PC 34:2
Tag 5 10.64 % 22.24 % 3.77 % 0.86 % 439 % 9.64 % 13.72 %
Tag 10 9.30 % 17.96 % 242 % 0.89 % 6.35% 8.84 % 13.47 %
Tag 15 8.90 % 15.14 % 2.15% 0.97 % 5.92% 8.23 % 13.53 %
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PC 36:1 PC 36:2 PC 36:3 PC 36:4 PC 38:3 PC 38:4 PC 38:5

Tag 5 2.09 % 16.21 % 4.32 % 3.16 % 1.14 % 3.80 % 0.89 %

Tag 10 2.58 % 20.21 % 4.53 % 3.15% 1.56 % 4.63 % 0.99 %

Tag 15 2.77 % 23.16 % 4.80 % 3.19% 1.92 % 4.92 % 1.07 %

Tab. 43: Vergleich prozentualer Anteile einzelner Phosphatidylcholine in der Mausmilch im Verlauf der
Melktage (rot = sinkender prozentualer Anteil; griin = steigender prozentualer Anteil)

Weitere Phosphatidylcholine mit einem prozentualen Anteil < 1 % sind nicht aufgelistet.

In der Massenspektrometrie der Lungen von [Abca3—/—]-Miusen sind besonders
Phosphatidylcholine mit kurzkettigen Acylresten reduziert [Fitzgerald et al. 2007; Ban
et al. 2007]. Das deutet darauf hin, dass ABCA3p vor allem am Transport von
kurzkettigen Phosphatidylcholinen beteiligt ist.

Die abnehmende Gesamtkonzentration der kurzkettigen Phosphatidylcholine oder eine
Herabregulation des ABCA3p im Verlauf der Laktation sind mogliche Erklarungen fiir
die nicht mehr messbare Reduktion von PC 30:0, PC 32:0 und PC 34:2 am Tag 15.

5.2.2.2 Kompensation durch andere ABC-Transporter

Eine weitere Hypothese ist die kompensatorische Hochregulation eines zweiten ABC-
Transporters, der zum Teil die Funktion von ABCA3p libernimmt. Dieser Mechanismus
tritt auf bei Dysfunktion von anderen ABC-Transportern.

Bei Abcc2-knock-out Ratten kommt es im Rahmen der Hyperbilirubindmie zu einer
kompensatorischen Hochregulation von Abcc3 in der Leber [Zamek-Gliszczynski et al.
2013]. Bei der Adrenoleukodystrophie (X-ALD, Addison-Schilder-Syndrom) ist eine
Kompensation des defekten ABCDIlp durch den strukturell dhnlichen ABCD2p
bekannt. ABCDIp ist in Peroxisomen lokalisiert. Im Mausmodell verhindert dies die
Akkumulation von tliberlangen Fettsduren (VLCFA, very long chain fatty acid) und die
neurologischen Folgen [Pujol et al. 2004].

In der Aminosduresequenz wire ABCAlp dem ABCA3p am &hnlichsten. Bisher ist

kein kompensatorischer Mechanismus fiir ABCA3p beschrieben.
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5.2.3 Weitere Phospholipide in der Mausmilch

Phosphatidylethanolamine, -inositole, -serine und Plasminogene wurden ausgewertet
und zeigen keine signifikanten Verdnderungen. Sphingomyeline und Ceramide weisen
ebenfalls keine signifikante Verdnderung auf.

Lyso-Phosphatidylcholin wird von Zellen im Rahmen der Apoptose ausgeschiittet um
Phagozyten auf sich aufmerksam zu machen. ABCAIlp reguliert Lyso-
Phosphatidylcholin, so dass eine Verminderung von aktivem ABCA1p eine Reduktion
von Lyso-Phosphatidylcholin bewirkt und als Apoptose-Signal dient [Peter et al. 2012].
In unseren Ergebnissen ergibt sich kein Anhalt, dass ABCA3p Lyso-Phosphatidylcholin

beeinflusst.

5.3 Analyse des Lebergewebes

5.3.1 Phosphatidylcholin in der Leber

In der Leber sind PC 34:0, PC 36:0 und PC 40:4 im Falle einer heterozygoten Abca3-
Defizienz erniedrigt (p < 0.01 bis p = 0.03). PC 32:1, PC 34:3 und PC 36:5 sind
dagegen erhoht nachzuweisen (p = 0.02 bis p = 0.03).

Nach Trennung nach Geschlecht besteht weiterhin die Reduktion von PC 34:0 und
PC 36:0 in der [Abca3+/—]-Leber von ménnlichen und weiblichen Tieren (p < 0.01 bis
p=0.05).

In der Betrachtung der prozentualen Verteilung bemessen die betroffenen PCs weniger
als 2 % und reduzierten PCs reprédsentieren in der Summe sogar weniger als 1 %. Die
jeweils mit tiber 10 % im Lebergewebe nachweisbare Phosphatidylcholine sind nicht

signifikant verandert.

PC 32:0 PC 32:1 PC 32:2 PC 34:0 PC 34:1 PC 34:2 PC 34:3
3.15% 0.95 % 0.11 % 0.39 % 10.61 % 15.65 % 1.10 %
PC 36:0 PC 36:2 PC 36:4 PC 36:5 PC 38:4 PC 38:6 PC 40:4
0.14 % 8.89 % 14.49 % 0.72 % 12.35 % 13.45 % 0.18 %

Tab. 44: Vergleich prozentualer Anteile einzelner Phosphatidylcholine [Leber]

71




Diskussion

Bisher ist in der Literatur keine spezielle Funktion von PC 34:0, PC 36:0 oder PC 40:4

in der Leber beschrieben und konnte somit die geringen Konzentrationen erkléren.

5.3.2 Phosphatidylcholin in der Leber im Vergleich zur Lunge

Im Vergleich zur Untersuchung des Lungengewebes ist PC 32:0 (DPPC) in der Leber in

keiner Untersuchung signifikant veréndert.

p-Werte:

Heterozygot 0‘1595 0.1063 0,1888 | 0,1800 0‘1294 0,0395 0,2918 0.1843 0,0044 03588 OMI 0,1921 O&SA 0,0596 02285 0‘6979 0,8619

[ Homazygot [ 0.1141 [ 0,0549 | 01250 [ 0,1348 | 0,0835 | 00111 | 0.1016 | 0,0847 [ 0,0002 | 0,166 | 0.3550 | 0,0720 | 0,0802 | 0,0050 | 0,0062 | 0.5042 [ 05482 |

Tabelle 10: p-Werte im Vergleich der Mittelwerte der Konzentrationen von einzelnen Phosphatidyl-Cholin
Subspezies aus Lungen Neugeborener; Es wurde Wildtyp jeweils mit heterozygoten und homozygoten Tieren

verglichen; Bestimmte Subspezies zeigen bei heterozygoten und homozygoten eine Erniedrigung der Phosphatidyl-
Cholin-Konzentrationen; orange: p<0,05; gelb: p<0,09.

Abb. 39: Untergruppen der Phosphatidylcholine im Lungengewebe [Hammel 2008, Daten der eigenen
Arbeitsgruppe]

Hinsichtlich der in der Leber signifikant reduzierten Untergruppen PC 34:0 und
PC 36:0, zeigt sich nur bei PC 34:0 in der Lunge der [Abca3+/—]-Tiere eine Reduktion
(p=0.01).

5.3.3 Phosphatidylglycerine in der Leber ohne Trennung nach Geschlecht

Bei Betrachtung der Phosphatidylglycerine aller Tiere ist zundchst nur PG 38:6 in der
[Abca3+/—]-Leber tendenziell erniedrigt (p = 0.07)

5.3.4 Phosphatidylglycerine in der Leber nach Trennung nach Geschlecht

Nach Trennung nach Geschlecht besteht eine erhdhte Konzentration von PG 34:1 in der
[Abca3+/—]$-Leber (p < 0.01). PG 36:2 ist in der [Abca3+/—]$-Leber erniedrigt
(p =0.02) und in der [Abca3+/—]9-Leber erhoht vorhanden (p < 0.01).
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PG 34:1 und PG 36:2 entsprechen als Untergruppen der Phosphatidylglycerine jeweils
grolen prozentualen Anteilen, wobei PG 34:1 mit 40.81 % sogar die grofBite
Untergruppe darstellt.

PG 34:1 PG 34:2 PG 34:3 PG 36:1 PG 36:2
40.81 % 9.20 % 0.22 % 0.38 % 12.15 %
PG 36:3 PG 36:4 PG 38:4 PG 38:5 PG 38:6
13.21 % 21.46 % 0.92 % 0.72 % 0.92 %

Tab. 45: Vergleich prozentualer Anteile der einzelnen

Phosphatidylglycerine [Leber]

5.3.4.1 Cardiolipin

Cardiolipin ist ein Di-Phosphatidylglycerin und ein wichtiger Bestandteil der inneren
Mitohondrienmembran. Dort ist es beteiligt an der oxidativen Phosphorylierung
[Mileykovskaya et al. 2005]. Es wurde zum ersten Mal im Gewebe von Rinderherzen
nachgewiesen und erhielt daher seinen Namen [Pangborn 1942]. Bei Sdugetieren und
Pflanzen beinhalten die Phosphatidylglycerine des Cardiolipins ausschlieBlich
Fettsduren mit jeweils 18 Kohlenstoff-Atomen [Schlame et al. 1993; Mileykovskaya et
al. 2005]. Hepatozyten sind aufgrund ihrer vielfdltigen metabolischen Funktionen reich

an Mitochondrien [Blouin et al. 1977].

Eine heterozygote Abca3-Defizienz beeinflusst die Konzentration von PG 36:2, so dass
dadurch auch eine Auswirkung auf die Cardiolipin-Konzentration in der Leber mdglich

1st.

5.3.4.2 Geschlechtsspezifischer Dimorphismus

PG 36:2 ist in der [Abca3+/—]-Leber beider Geschlechter signifikant verdndert

vorhanden, aber die Konzentration ist je nach Geschlecht erhdht oder erniedrigt.

Eine unterschiedliche Expression bei ABC-Transportern in der Leber ist bei ABCG2p
(= BRCP, breast cancer resistance protein) bekannt. Die erhohte Expression von

Abcg2 in der Leber von ménnlichen Médusen fiihrt zu einer vermehrten hepatobilidren
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Sekretion von Chemotherapeutika und anderen Medikamenten [Merino et al. 2005].
Ebenfalls ist eine geschlechtsspezifische, unterschiedliche Expressionsrate von Abcbl
(= Mdrl) in mehreren Organen der Maus beschrieben [Cui et al. 2009].

Es wire moglich, dass auch bei ABCA3/Abca3 ein geschlechtsspezifischer
Dimorphismus vorliegt. Allerdings ergab eine Analyse von Yang et al. keinen Hinweis
auf eine geschlechtsspezifische, unterschiedliche Expressionsrate von Abca3 im

Lebergewebe [Yang et al. 2012].

5.4 Weitere Phospholipide in der Leber

Eine heterozygote Abca3-Defizienz hat keinen Einfluss auf die Konzentration von
Phosphatidylethanolamin, -inositol, -serin oder Plasminogen.
Ebenfalls besteht bei Sphingomyelin und Ceramid keine signifikante Verdnderung in

der [Abca3+/—]-Leber.

6  Schlussfolgerung

6.1 Schlussfolgerung und Ausblick der Milchstudie

Die heterozygote Abca3-Defizienz der Maus bewirkt eine verdnderte Konzentration von
Phosphatidylcholin-Untergruppen in der murinen Milch. Dies konnte ein Hinweis sein,
dass ABCA3p auch im Milchdriisengewebe am Phospholipidtransport beteiligt ist.
Allerdings wird dies erst deutlich, wenn man die Milch anhand der Melktage getrennt
betrachtet. Die signifikante Verdnderung einzelner Phosphatidylcholine ist nur an den
ersten zwei Melkzeitpunkten zu messen und am Tag 15 nicht mehr vorhanden.

Zwei mogliche Erkldrungen sind hierfiir denkbar. Zum einen kann es bei abnehmender
Konzentration der kurzkettigen Phosphatidylcholine in der spdteren Milch zu einer
physiologischen Herabregulation von ABCA3p kommen. Zum anderen kann zum
Ausgleich des Funktionsmangels ein kompensatorischer ABC-Transporter zum Tag 15

hochreguliert werden.

Um die Verdnderung der Phospholipidzusammensetzung iiber die Zeit feststellen zu
konnen, wire eine tdgliche Milchprobengewinnung von Vorteil. Hinsichtlich eines
Kompensationsmechanismus ist der Transporter ABCAlp am wahrscheinlichsten, so
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dass hier eine vergleichende, quantitative Messung der Abcal-RNA im

Milchdriisengewebe von Interesse wére.

Da es sich um heterozygot Abca3-defiziente Tiere handelt, ist von einer verbliebenen
Aktivitdit von ABCA3p von etwa 50 % auszugehen. Um diese Aktivitidt weiter zu
minimieren, ist ein konditioneller knock-out von Abca3 im Milchdriisengewebe

sinnvoll.

Ebenfalls ist durch eine Verbesserung der Saugvorrichtung ein direktes Sammeln der
Milch im Eppendorfer-Gefdll geplant. Das Tier muss dann nicht wiederholt abgesetzt

werden und der Melkprozess wird beschleunigt.

6.2  Schlussfolgerung und Ausblick der Analyse der Leber

Eine heterozygote Abca3-Defizienz beeinflusst ebenfalls die Phospholipid-

Konzentration im Lebergewebe.

Bei Phosphatidylcholin sind allerdings nur Untergruppen, die einen kleinen
prozentualen Anteil ausmachen, signifikant verédndert. Daher ist in diesem Falle eine

pathophysiologische Auswirkung fraglich.

Auch Phosphatidylglycerin wird in der Leber von der heterozygoten Abca3-Defizienz
beeinflusst. Hier bilden die beiden signifikant verdnderten Untergruppen in der Summe
iber 50 % der Phosphatidylglycerin-Gesamtkonzentration.  Eines  dieser
Phosphatidylglycerine ist PG 36:2, ein Bestandteil von Cardiolipin und fiir die
mitohondriale Energiegewinnung von Bedeutung. Da es je nach Geschlecht zu einer
Zu- oder Abnahme von PG 36:2 kommt, wire ein geschlechtsspezifischer
Dimorphismus bei der Expression von Abca3 in der Leber mdglich. Dies ist ein
interessanter Punkt, da bereits bei anderen ABC-Transportern geschlechtsspezifische

Unterschiede beschrieben sind.

Cardiolipine sind Diphosphatidylglycerine und enthalten jeweils vier Fettsdureester.
Denkbar ist eine Bestimmung der einzelnen Fettsduren zur detaillierteren
Aufschliisselung. Ebenfalls ist eine quantitative Bestimmung der Cardiolipin-
Konzentration je nach Genotyp und Geschlecht sinnvoll, um der Frage nach einem

geschlechtsspezifischen Dimorphismus weiter nachzugehen. FEine Analyse der
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Schlussfolgerung

Zusammensetzung der Phospholipide in der Gallenfliissigkeit, wie bei der Milch, ist

ebenfalls ein nichster Schritt.

Auch bei der Untersuchung der Leber handelt es sich um heterozygot Abca3-defiziente
Maiuse mit etwa 50 % erhaltener Aktivitdit von ABCA3p und ein konditioneller knock-

out im Lebergewebe konnte auch hier zu weiteren Erkenntnissen fiihren.
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°C
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ADP
ATP

bp

BRCP
cDNA
Cer
CFTR
Chol / CE
DNA / DNS
DPPC
EMMA
FELASA
g

GMC
H2Opiest
HDL
HEPA-Filter
kb

kDa

IE

IvC

LPC
MDRI1

Grad Celsius

Mikrogramm

ATP-binding cassette

Gen beim Tier / bei der Maus

Gen beim Menschen

Genprodukt, Transporterprotein
Adenosindiphosphat

Adenosintriphosphat

Basenpaar

breast cancer resistance protein

complementary DNA

Ceramid

cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
Cholesterinester

deoxyribonucleic acid / Desoxyribonukleinsiure
Dipalmitoylphosphatidylcholin

European Mouse Mutant Archive

Federation of European Laboratory Animal Science Associations
Gramm

German Mouse Clinic

doppelt destilliertes Wasser

high density lipoprotein

high efficiency particulate air-Filter

Kilobase

Kilodalton

internationale Einheiten

individual ventilated cages
Lyso-Phosphatidylcholin

multidrug resistance proteine 1
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MEC
MFG(M)
min

mg

ml
mRNA
NBF
OHB
PC
PCR

PE
PFIC
PG
Pgpl
PI
Plasm
PS
(DRDS
SP

SPF
SPM
TBE-Puffer
T™MD
VLCFA
WT
ZVH

mammary epithelial cell
milk fat globules (membrane)
Minute(n)

Milligramm

Milliliter

messenger RNA

nucleotide binding fold
optimierter Hygiene-Bereich
Phosphatidylcholin
polymerase chain reaction
Phosphatidylethanolamin
progressiven familidren intrahepatischen Cholestase
Phosphatidylglycerin
P-glycoprotein 1
Phospatidylinositol
Plasminogen
Phosphatidylserin

(infant) respiratory distress syndrome
surfactant protein

specific pathogen free
Sphingomyelin
TRIS-Borat-EDTA-Puffer
Transmembran-Doméne

very long chain fatty acid
Wildtyp

Zentrale Versuchstierhaltung
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