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LA knowledge of bile acid physiology and perturbations of bile acid metabolism

in liver and digestive disease should be useful for the internist.”[1]

Hofmann A.F. 1999
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1. EINLEITUNG

1. EINLEITUNG
1.1 Gallenséiuren/ -salze und ihre Rezeptoren

1.1.1 Die funktionelle Rolle

Die vorliegende Dissertation wurde im Rahmen des Teilprojekts 4 der KFO 217
,Hepatobilidgrer Transport und Lebererkrankungen” angefertigt und beschaftigt sich mit
Gallensauren (GS) und ihrem Rezeptor TGR5 (Gpbar-1). GS wurden Jahrzehnte lang lediglich
als Molekiile angesehen, die der Nahrungsaufnahme, insbesondere der Resorption von
Nahrungslipiden und den fettloslichen Vitaminen A, D, E und K im Gastrointestinaltrakt (GIT)
dienlich sind. Im Laufe der letzten Jahre haben das Bild und die funktionelle Wertigkeit der
GS jedoch einen rasanten Wandel erfahren. Sie sind zunehmend in den Fokus der Forschung
gerlckt, als bekannt wurde, dass sie nicht mehr nur als einfache Endprodukte des
Cholesterinmetabolismus, sondern als systemische Signalmolekiile mit hormonahnlichen
Funktionen angesehen werden [2—-4]. Neben ihrer essentiellen Rolle in der Absorption von
Nahrungslipiden sind sie an einer Vielzahl von physiologischen und pathologischen
Stoffwechselvorgangen beteiligt, insbesondere im hepatobilidgren System und im GIT [5-8].
So regulieren sie nicht nur ihre eigene Biosynthese, ihre Sekretion und ihren Transport im
Enterohepatischen Kreislauf, sondern stimulieren auch die biliare Sekretion von Lipiden,
erhdhen den Gallefluss und vermitteln die Elimination des Cholesterins [1, 9]. Des Weiteren
dienen sie der Homoostase des Lipid-, des Glukose- und des Energiehaushaltes, haben
immunmodulatorische Funktionen und beeinflussen die Zellproliferation und den Zelltod
durch Modulation von Apoptosevorgangen [4, 10]. Im Darm regulieren sie die Motilitat und
die Epithelbarriere, wirken antimikrobiell und beeinflussen die Absorption und Sekretion von

Elektrolyten und Flissigkeiten [11-16].

Obgleich GS an der Pathogenese zahlreicher Erkrankungen beteiligt sind, haben sie sich auch
als Medikamente in der Therapie von Leber- und Darmerkrankungen nitzlich erwiesen.
Zugelassen ist aktuell jedoch lediglich Ursodeoxycholsaure (UDCA), eine Gallensdaure mit
zytoprotektiven und choleretischen Eigenschaften. UDCA stellt die Standardtherapie der

primar bilidren Zirrhose/ Cholangitis (PBC) dar [17-22]. Weitere Gallensaurederivate werden
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1. EINLEITUNG

derzeit in klinischen Studien zur Therapie der PBC (NCT00550862), der primar
sklerosierenden Cholangitis (PSC) (NCT01755507) sowie der nicht-alkoholischen
Fettleberhepatitis (NASH) erprobt [23, 24].

1.1.2 Die chemische Struktur & die physikochemischen Eigenschaften

GS sind saurehaltige Steroidderivate, die in der Leber aus Cholesterin synthetisiert werden.
Sie setzen sich aus einem Steroidnukleus, bestehend aus vier Kohlenstoffringen, und einer
Seitenkette zusammen. Die verschiedenen GS unterscheiden sich sowohl im Aufbau der
Seitenkette als auch in den Substituenten der Ringstrukturen sowie in ihrer Potenz
verschiedene GS-Rezeptoren zu aktivieren [25, 26]. Uber zwei Reaktionswege, den
klassischen und den alternativen Weg, konnen durch zahlreiche Modifikationen die beiden
primaren GS Cholat (CA) und Chenodesoxycholat (CDCA) gebildet werden [2, 27-32]. Der
wichtigste und geschwindigkeitsbestimmende Reaktionsschritt der klassischen Biosynthese
wird durch die nur in der Leber lokalisierte CYP7A1, ein Enzym der Cytochrom P450 Familie,
katalysiert [33]. Die Aktivitdt des Enzyms ist direkt abhangig von der GroRe des GS-Pools
[34]. Ein weiterer wichtiger Schritt der Synthese der GS ist die Konjugation mit den
Aminosauren (AS) Glyzin oder Taurin [2, 25, 35, 36]. In selteneren Fallen kénnen auch
Glucuronidierungen oder Sulfatkonjugationen vorkommen [37]. Diese Konjugationen
erhohen die Wasserloslichkeit und erleichtern den intestinalen Transport [38]. Unter
physiologischen pH-Bedingungen liegen GS daher meist ionisiert als Anion (Salz) vor. Dies hat
dazugefihrt, dass Gallensduren auch als Gallensalze bezeichnet werden [2, 27]. Aus

Ubersichtlichkeitsgriinden wird im Folgenden nur noch von Gallensalzen die Rede sein.

Die spezielle Struktur der GS verleiht ihnen besondere physikochemische Eigenschaften,
welche flr die Absorption von Nahrungslipiden im Darm essentiell sind. Als so genannte
amphipathische Molekiile besitzen sie einen hydrophoben und einen hydrophilen Anteil, die
ihnen die Fahigkeit verleihen sich zu Makromolekiilen zusammen zu lagern. Unter wassrigen
Bedingungen, wie sie in der Galle oder im Lumen des GIT herrschen, kdnnen GS ab einer

bestimmten Konzentration, der so genannten critical micellar concentration, aggregieren
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1. EINLEITUNG

und mit Phospholipiden rundliche Strukturen, so genannte Micellen, bilden [39—-41]. Die
wasserloslichen Hydroxylgruppen finden sich im AufRenbereich der Micellen, wohingegen
sich die hydrophoben Ringstrukturen im Inneren anordnen [42]. Die oben angesprochene
Konjugation mit einer AS verstarkt nicht nur die Loslichkeit der GS, sondern erleichtert auch
die Emulgierung der Nahrungslipide und die Diffusionsfahigkeit durch Zellmembranen durch
Erhohung dieser Amphipatizitat [2, 35, 36, 42]. Eine passive Diffusion ist jedoch konjugierten
GS kaum moglich, so dass fiir die Aufnahme ins Zellinnere spezifische Transportersysteme

notwendig sind, auf welche im folgenden Abschnitt eingegangen wird [43, 44].

1.1.3 Der Enterohepatische Kreislauf

Das angesprochene Zirkulieren von GS zwischen der Leber und dem Darm wird als
Enterohepatischer Kreislauf bezeichnet [32] (Siehe auch Abbildung 1 - Der Enterohepatische
Kreislauf). Zahlreiche Transportproteine beférdern GS zwischen diesen Kompartimenten [45,
46]. Nach der Biosynthese werden die primaren GS zusammen mit Stoffwechselmetaboliten
und Xenobiotika transzellular Gber die apikale, kanalikulare Membran in das intrahepatische
Gallengangssystem sezerniert. Der in der Membran lokalisierte GS-spezifische BSEP-
Transporter (bile salt export pump, ABCB11) ist ausschlielRlich fiir die kanalikuldre Sekretion
von Glyzin- und Taurin-konjugierten GS verantwortlich [47-49], wohingegen Sulfat- und
Glucuronat-konjugierte GS Uber den MRP2-Transporter (multidrug resistance protein,
ABCC2) in die Kanalikuli freigesetzt werden [37]. Die verbleibenden Gallebestandteile, wie
organische Anionen, Phospholipide, Bikarbonat und Cholesterin, werden Uber weitere
Transporter in die Gallenkandlchen befordert [50]. Der BSEP-GS-Transport Uber die
kanalikulare Hepatozytenmembran ist der geschwindigkeitslimitierende Schritt der
Sekretion. Da er entgegen eines Konzentrationsgradienten gerichtet ist, bendtigt er Energie
in Form von ATP. Die Transportaktivitat ist zudem direkt abhangig von der prahepatischen
GS-Konzentration. Eine verstarkte Aufnahme fiihrt zwangsldaufig zu einem erhohten
intrahepatischen Gallefluss und einer erhéhten Freisetzung in das Gallengangssystem [49—

51]. Zudem scheinen weitere Mechanismen eines so genannten bile salt independent bile
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1. EINLEITUNG

flow zu existieren. So wird unter anderem der Glutathionsekretion eine Rolle zugeschrieben

[52-54].

Die Galle ist fir den Menschen eine wichtige Ausscheidungsmoglichkeit sowohl von Bilirubin,
Cholesterin und seiner Derivate, als auch von Toxinen und einer Vielzahl von Medikamenten
[55]. Nach zahlreichen Modifikationsschritten durch lonen-, Flissigkeits- und GS-
Verschiebungen wird diese Sekundargalle iber den Ductus hepatocholedochus (DHC) und

die Papilla duodeni major Vateri in das Duodenum ausgeschieden [28, 56—61].

Osophagus

Colon
Magen

Duodenum

lleum

Abbildung 1 - Der Enterohepatische Kreislauf
GS werden in der Leber synthetisiert, Gber die Gallenwege in den Dinndarm transportiert und dort bakteriell mehrfach
modifiziert. Darauf folgend werden sie im terminalen lleum reabsorbiert und gelangen tber die V. portae zurlick zur Leber.

Pro Tag zirkulieren sie auf diese Weise 4-12x. Vereinfachte schematische Darstellung modifiziert nach [2, 5, 27, 28, 32, 49,
50, 55, 62].

Durch Dekonjugation, Oxidation und weitere chemische Veranderungen entstehen aus den
primadren GS im Darmlumen letztlich die sekundaren und tertidren GS Lithocholat (LCA),
Desoxycholat (DCA), Taurolithocholat (TLC) und Ursodesoxycholat (UDCA) [3, 32]. Diese
Modifikationen haben wichtige Konsequenzen fir die Eigenschaften der GS. Auf der einen
Seite fordern sie die passive Absorption der nun grofStenteils unkonjugierten GS im Colon, so
dass der Verlust durch Umgehung des Enterohepatischen Kreislaufs reduziert wird, auf der
anderen Seite potenzieren sie die schadliche Wirkung, welche in der Karzinogenese und der

Bildung von Gallensteinen beispielsweise eine Rolle spielt [63].
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95% der GS werden im terminalen lleum durch den Natrium-Symporter ASBT (active sodium
bile salt transporter, IBAT, SLC10A2) in die Enterozyten aufgenommen [51, 64, 65]. Der
Rlcktransport zur Leber erfolgt nach Passage durch die Enterozyten an Albumin gebunden
im portalvendsen Blut [36]. In den Lebersinusoiden umsplilt das portalvendse Blut den Dissé-
Raum, so dass es an den Fenestrae der sinusoidalen Membran direkt mit den Hepatozyten in
Kontakt kommt [66]. GS und Galle-pflichtige Substanzen werden basolateral Gber aktive und
passive, natriumabhdngige und -unabhangige  Transportvorgiange, wie den
natriumabhéangigen GS-Transporter NTCP (Natrium-taurocholate cotransporting polypeptide,
SLC10A1) [67] oder die Familie des natriumunabhangigen OATP (organic anion transporter
protein) im Austausch mit intrazelluldren Anionen (Glutathion, Chlorid, organische Anionen,
GS und Fremdstoffe) rlickresorbiert [49, 51]. Als Schutzmechanismus vor zu hohen,
toxischen GS-Konzentrationen finden sich an der basolateralen Hepatozytenmembran
zudem Effluxpumpen, wie die multidrug-resistance Transportproteine MRP3 und MRP4
(ABCC3 und ABCC4) [68], welche ATP-abhdngig in entgegengesetzter Richtung GS, Bilirubin
und Glutathionkonjugate aus der Zelle ins Pfortaderblut zuriick transportieren kdnnen [36,

69].

GS durchlaufen diesen Enterohepatischen Kreislauf taglich etwa 4-12x [28]. Die
Enterohepatische Zirkulation reprasentiert einen feinregulierten und hocheffizienten
Kreislauf, welcher sowohl den Verlust von GS liber den GIT, als auch die Neusynthese und
somit den Energieverbrauch auf ein Minimum reduziert. Der tagliche Verlust lber die Faeces
von etwa 0,2-0,6 g (rund 5-10 %) wird zur Aufrechterhaltung eines konstanten GS-Pools von

3-4 g durch Neusynthese aus Cholesterin in den Hepatozyten kompensiert [2, 31, 35, 49, 70].

Hohe GS-Konzentrationen im Rahmen einer Cholestase haben einen toxischen Effekt, in dem
sie unter anderem durch intrazellulare Akkumulation zu Hepatozytenapoptose und
Leberparenchymschaden sowie zur Entwicklung einer destruktiven Cholangitis fihren
kénnen [71, 72]. Zur Vermeidung eines solchen Zellschadens ist es daher unabdingbar, dass
das Zusammenspiel aus Synthese sowie GS-An- und -Abtransport einer prazisen Kontrolle
unterliegen muss. Kleinste  Veranderungen wie  Transporterdefekte oder
Malabsorptionssyndrome (progressive familidre intrahepatische Cholestase (PFIC), M. Crohn

oder iatrogenes Kurzdarmsyndrom bei Zn lleumresektion) fiihren zu einer Unterbrechung
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des Kreislaufs mit gestorter Fettabsorption und gegebenenfalls GS-Verlustsyndrom [46, 73—
83] Daher existieren zahlreiche komplexe, miteinander verknlipfte und redundante
Kontrollmechanismen, wobei in der folgenden Abbildung nur der wichtigste
Regulationsmechanismus dargestellt wird (siehe auch Reviews von Scotti und Chiang [31,

84]).

Gallensalz - ®

GS-Synthese

ol
l@
SHP-1 .

®
>

LHR-1 CYP7A1

Abbildung 2 — Die FXR-vermittelte Regulation der GS-Synthese (vereinfacht)

Hohe GS-Konzentrationen fihren Gber einen Regelkreis zur Verminderung ihrer eigenen Biosynthese. Der GroRteil dieser
regulatorischen Mechanismen wird durch den farnesoid X receptor (FXR) vermittelt [85—-88]. Die Regulation der de-novo-
Synthese erfolgt (ber das geschwindigkeitslimitierende Enzym, die CYP7A1 [28]. Uber einen negativen Feedback-
Mechanismus supprimieren GS die eigene Synthese durch direkte Aktivitatsanderungen der CYP-Enzyme, Uberwiegend
jedoch indirekt auf Ebene der Genexpression durch eine veranderte Transkription [89, 90]. GS aktivieren via FXR den small-
heterodimer-partner-1 (SHP-1). Dieser ist ein Inhibitor des liver-receptor homolog-1 (LRH-1), welcher die GS-Synthese
stimuliert. Durch die Inhibition der LRH-1-Wirkung erfolgt eine Reduktion der Biosynthese der GS. Modifiziert nach [89-
102].

Daruber hinaus existieren auch SHP-1-unabhéangige Regulationskaskaden — in welchen der fibroblast growth factor 15/19, c-
Jun-kinase-Signalwege [103—-108], der pregnane x receptor (PXR) [109-112] und der hepatocyte nuclear factor-4 (HNF-4a)
[113-116] eine Rolle spielen. Die angesprochenen Signalwege reduzieren bei GS-Akkumulation auch die Zirkulation
innerhalb des Enterohepatischen Kreislaufs durch eine Reduktion der Aktivitat des ASBT-Transporters im Ileum [117-119]
und der OATP- und NTCP-Transporter in der Leber [120, 121] sowie durch eine gesteigerte Expression der BSEP [48, 122].
Aus Ubersichtgriinden wurden diese zahlreichen Regulationsméglichkeiten nicht in obiger Abbildung dargestellt.
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1.1.4 Die Rezeptoren

Es lassen sich grundlegend drei verschiedene Gruppen von GS-Rezeptoren unterscheiden: a)
nukledre Rezeptoren b) Signalmolekiile wie Kinasen und c) G-Protein gekoppelte Rezeptoren
(GPCR). Die hormonéahnliche Beeinflussung diverser Signalwege wird mafgeblich durch
nukledre Rezeptoren ermoglicht. Unter ihnen konnte der farnesoid X receptor (FXR) als
Hauptrezeptor fiir GS identifiziert werden [85—88]. Einen Uberblick iiber die Signalwege und
Funktionen des Hauptrezeptors bietet der Review von Lee et al. [123]. In der Folgezeit
konnten weitere nukledre Rezeptoren, deren natirliche Liganden GS sind, abgegrenzt
werden: der pregnane x receptor (PXR) [110-112], der steroid and xenobiotic-sensing nuclear
receptor (SXR) [124] und der Vitamin-D-Rezeptor (VDR) [125]. Im Gegensatz zum FXR lieRen
sich diese nukledren Rezeptoren jedoch nur durch das sekundadre GS Lithocholat (LCA)
aktivieren und scheinen somit unter physiologischen Bedingungen keine oder nur eine

geringe Rolle zu spielen.

Studienergebnisse belegen, dass auch FXR-unabhdngige intrazelluldre kinaseabhangige
Signalwege existieren, wie beispielsweise die Signalvermittlung Uber die Proteinkinase C
(PKC) [126, 127], die c-jun N-terminal kinase (JNK) [108, 128] oder die mitogen-aktivierte
Proteinkinase (MAPK) [129-131]. Neben den erwdhnten nukledren Rezeptoren und
Tyrosinkinasen bestehen Interaktionen der GS mit Glucagon-, Insulin- und muskarinergen
Rezeptoren durch direkte Ligandenbindung oder durch die Vermittlung der oben genannten
Kinasen [132].

Ferner gibt es erste Belege, dass GS die Fahigkeit besitzen auch ohne jegliche
Rezeptorbeteiligung Signale zu vermitteln. Zelluldare Informationen kdnnen durch
Umbauvorgange der PM, die zu einer veranderten Membranfluiditdt und -zusammensetzung

fihren, nach intrazellular Gbermittelt werden [133, 134].

SchlieBlich wurde beobachtet, dass G-Protein gekoppelte Rezeptoren durch GS aktiviert
werden konnen. Neben dem plasmamembrangebundenen G-Protein gekoppelten GS-
Rezeptor TGRS (Gpbar-1), welcher Gegenstand der vorliegenden Dissertation ist, wurde der
sphingosine-1-phosphate receptor 2 (S1P2 EDG-1) identifiziert. Taurinkonjugierte GS wie

Taurocholat (TCA) flihren zu einer Aktivierung des Rezeptors in Cholangiozyten und
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Hepatozyten. S1P2-Signale werden darauf folgend durch Interaktion mit der extracellular

signal-requlated kinase (ERK1/2) und der Proteinkinase B (PKB) weitergeleitet [3, 135].

1.2 Der TGR5-Rezeptor (Gpbar-1)

1.2.1 TGRS5, ein ubiquitdr exprimierter GPCR

2002/ 2003 entdeckten Maruyama et al. und Kawamata et al. unabhdngig voneinander
einen neuen plasmamembrangebundenen G-Protein gekoppelten Rezeptor (GPCR), dessen
natirliche Liganden GS sind. Sie beschrieben einen nicht-nukledren Rezeptor, der
membranstandig an ein stimulatorisches Gs-Protein gekoppelt ist und Gber die Aktivierung
der Adenylatzyklase (AC) zu einer intrazellularen Konzentrationserhohung des zyklischen
Adenosinmonophosphats (cAMP) flihrte [26, 136]. In der wissenschaftlichen Nomenklatur
finden zudem die folgenden Benennungen fiir den TGR5-Rezeptor Verwendung: Gpbar-1 (G-
protein coupled bile acid receptor-1), M-BAR (membrane-type receptor for bile acids), BG37,
GPCR19, CPR131 oder MGC40597 [137, 138].

Die Familie der GPCR reprdasentiert eine der groflten Proteingruppen im Genom der
Saugetiere und stellt bedeutende Zielstrukturen der Medikamentenentwicklung dar [139,
140]. Zahlreiche Signalstoffe, Hormone und Neurotransmitter binden an GPCR. So entfachen
Herz-Kreislauf-wirksame Medikamente wie B-Blocker oder Psychopharmaka ihre Wirkung
durch Bindung an GPCR [141]. Mit mehr als 800 identifizierten Rezeptoren und einem 2 %-
Anteil am gesamten humanen Genom sind sie der groffte Verband von
Zelloberflachenmolekiilen, die Bestandteil der Signaltransmission ins Zellinnere sind [142,
143]. GPCR detektieren extrazelluldre Signale durch Bindung von spezifischen Liganden,
unterziehen sich darauf folgend Konformationsanderungen und aktivieren schlieflich
zahlreiche intrazelluldare Signalkaskaden, die in einer zelluldaren Antwort miinden [144]. Sie
sind an einer Vielzahl von Stoffwechselvorgangen wie der Signalweiterleitung, der Hormon-
und Enzymfreisetzung, der Driisen- und Gehirnfunktion sowie der Immunantwort beteiligt
[142]. Da die Struktur und Funktion der einzelnen Rezeptoren mitunter stark divergiert,

wurde ein Klassifikationssystem eingefiihrt, welches funf Hauptgruppen unterscheidet:
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glutamate, rhodopsin, adhesion, frizzled/ taste2 und secretin. Die Rhodopsin-dhnlichen
Rezeptoren sind mit Abstand die groBte Gruppe [139, 145]. TGRS ist ein solcher Rhodopsin-
like Rezeptor und Bestandteil der Klasse 1/A [26, 146]. Rhodopsin-GPCR weisen eine
strukturelle Verwandtheit zum TGR5-Rezeptor auf (15 % identische Sequenzen, 25 %
Ahnlichkeiten) [147]. Das beim Menschen auf Chromosom 2qg35 lokalisierte TGR5-Gen
gliedert sich in zwei Exons und drei Introns. Es liegen drei Transkriptionsvarianten vor,
welche in ihrer Lange differieren: Das Exon 1 der im Rahmen der Arbeit als Referenz
verwendeten Transkriptvariante 1 (NM_001077191.1) beinhaltet die Basenpaare 1-202, das
Exon 2 die Basenpaare 203-2003. Die codierende Sequenz des Rezeptors ist vollstandig auf
dem zweiten Exon lokalisiert und wird aus 993 Basenpaaren (Bp 869-1861) gebildet, welche

flir 330 AS codieren (NP_733800) [7, 26, 148].

""-_-_----_ Exon2 CDS [ ’--

Abbildung 3 - Das TGR5-Gen
Das humane TGR5-Gen ist auf Chromosom 2q35 lokalisiert. Die Transkriptvariante 1 (NM_001077191.1) gliedert sich in die
oben abgebildeten Abschnitte. Im Rahmen der Transkription werden lediglich die Abschnitte des Exonl und Exon2 in eine

mRNA umgeschrieben. Die eigentliche CDS fiir das translatierte Protein befindet sich innerhalb des Exon 2. Modifiziert nach
[148-150].

Fiir das Rezeptor-Protein NP_733800 wird ein GPCR charakteristischer Aufbau, bestehend
aus sieben Transmembrandomanen, welche den Rezeptor in der Zellmembran verankern,
vorhergesagt (Abbildung 4 - Eine 3D-Darstellung des TGR5-Rezeptors). Der extrazelluldre
Aminoterminus und die extrazelluldr orientierten Anteile der Transmembrandomanen
ermoglichen die Ligandenbindung, wohingegen die intrazelluliren Anteile sowie der
Carboxylterminus der Signaltransduktion durch Interaktion mit den heterotrimeren G-

Protein-Untereinheiten dienen [151-153].
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N-Terminus

Abbildung 4 - Eine 3D-Darstellung des TGR5-Rezeptors

Die obige Darstellung wurde durch Herrn Dipl.-Pharm. Christoph G. W. Gertzen, Computational Pharmaceutical Chemistry
and Molecular Bioinformatics der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf, Institut fir Pharmazeutische und Medizinische
Chemie unter der Leitung von Prof. Dr. Gohlke, entworfen und zur Verfligung gestellt.

TGR5 wird durch verschiedene primare und sekundare GS dosisabhangig aktiviert [136]. Im
Gegensatz zu nukledren Rezeptoren weist der TGR5-Rezeptor jedoch auch eine Affinitat zu
konjugierten GS auf [154, 155]. Taurin- und glyzingekoppelte GS kénnen direkt ohne
Vermittlung spezifischer Transporter gebunden werden. Dies ermoglicht es auch
konjugierten GS, fur welche die Zellmembran impermeabel ist, die Zelle zu beeinflussen
ohne die Zellmembran passieren zu mussen [156]. Eine Veranderung der GS-Grundstruktur
durch Methylierung an der Position C23 der Seitenkette konnte die Selektivitat fir den
TGR5-Rezeptor erhdhen, so vergrofRerte die 6-a-alkyl-Substituierung die Potenz sowohl
gegenlber TGR5 als auch FXR [157]. Sato et al. verdeutlichten ferner, dass die Konjugation
der GS einen Einfluss auf ihre Wirkung am TGR5-Rezeptor nehmen konne: So verstarkt die
Konjugation mit Taurin die Potenz der GS gegeniliber TGR5, wohingegen die Konjugation mit
Glyzin im Vergleich keinen Effekt zeigt. Unter der Vielzahl von TGR5-agonistisch wirksamen
GS zeigte Lithocholat (LCA) ein besonders starkes Potential den Rezeptor zu stimulieren:
Lithocholat (LCA) > Deoxycholat (DCA) > Chenodeoxycholat (CDCA) > Cholat (CA) [26, 154].

Demnach steigt die agonistische Aktivitat mit der Hydrophobizitat der GS an [136].
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Auch die Gewebeverteilung des Rezeptors weicht von der des nukledaren FXR-Rezeptors ab,
der besonders in der Leber, den Nieren und dem Darm lokalisiert ist [85—88]. Die TGR5-
mRNA konnte in zahlreichen Studien fast ubiquitar, in einer Vielzahl von Organen, Geweben
und Zellen nachgewiesen werden. Die starkste Expression weisen Gallenblase, Plazenta,
Lunge, Milz, Leber und Darm auf [26, 136, 158]. Dariliber hinaus wurde der Rezeptor in den
Gallenwegen, im braunen Fettgewebe, in der Skelettmuskulatur, im peripheren und
zentralen Nervensystem und in verschiedenen dem Immunsystem zugehoérigen Zellen

beschrieben [8, 156, 159-163].

TGR5 wird nicht nur beim Menschen, sondern auch in anderen Spezies exprimiert. Die
menschliche AS-Sequenz stimmt zu 86 %, 90 %, 82 % und 83 % mit der des Rindes, des
Kaninchens, der Ratte und der Maus Uberein [136]. Jedoch variieren die GroRe, die Anzahl

der Exons und der Aufbau des Gens sowie die chromosomale Lokalisation [164].

Im Rahmen von TGR5-Agonisten-Interaktionsstudien konnte gezeigt werden, dass nicht nur
GS, sondern unter anderem auch einige Steroidhormone wie Progesteron und
Neurosteroide oder Extrakte des Olivenbaums Liganden des TGR5-Rezeptors darstellen [26,
136, 154, 158, 161, 165, 166]. In den letzten Jahren wurden dariber hinaus zahlreiche,
potente, selektive, sowohl natirlich vorkommende, als auch synthetische TGR5-Agonisten
beschrieben [154, 157, 165, 167-184]. Der Grofdteil der Agonistenstudien hebt die
immunmodulierenden und antidiabetischen Effekte des Rezeptors hervor [165, 171-178,
185-190]. Zuletzt wurden auch kombinierte FXR-/ TGR5-Agonisten entwickelt, welche

Effekte beider Rezeptoren vereinen [191-195].

Mit Abschluss des humanen Genomprojektes war es nicht moglich einen humanen,
homologen Rezeptor zum TGR5 zu ermitteln. Es besteht lediglich eine 28 %ige Ahnlichkeit
mit dem Aufbau des oben erwdhnten EDG-1 (sphingosine-1-phosphate receptor, S1P2) [26].
Auch ist der vollstandige TGR5-Signalweg noch weitgehend unbekannt. Allgemein anerkannt
ist die durch Aktivierung des Rezeptors hervorgerufene Erhohung des cAMP. Die Bindung
von GS aktiviert den Rezeptor und stimuliert durch Vermittlung des Gs-Proteins die AC zur
Synthese von cAMP [26, 136]. Die sich anschlieBende groRtenteils noch unbekannte
intrazelluldare Signalkaskade kdnnte anhand eines Vergleiches mit anderen GPCR,

insbesondere vom Rhodopsintyp, folgende potentielle Signalkaskade zeigen:
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GS aktivieren den Rezeptor, welcher daraufhin mit dem heterotrimeren stimulatorischen Gs-
Protein interagiert. Dies bewirkt die Stimulation der AC, die unter Abspaltung von

Pyrophosphat (PPi) cAMP aus ATP synthetisiert [145].

MAPK Rap EPAC
"4

mRNA \

Abbildung 5 - Eine potentielle, vereinfachte Darstellung der TGR5-Signalkaskade
Die Abbildung zeigt schematisch die potentielle Signalkaskade des TGR5-Rezeptors. Die Bindung von Liganden fihrt zu einer
Aktivierung des GS-Rezeptors. Durch eine Konformationsanderung des G-Proteins geht dieses in einen aktiven Zustand Uber
und stimuliert die AC zur Bildung von cAMP. Dieses beeinflusst intrazellular als second messenger verschiedene Signalwege.
Eine cAMP-vermittelte Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) fiihrt zur Phosphorylierung und direkten Aktivierung von
Zielproteinen. Durch Beeinflussung der Transkription reguliert cAMP dariiber hinaus die Expression des Targetproteins. Des

Weiteren werden exchange proteins activated by cAMP (EPAC) reguliert, welche mitogen-aktivierte Proteinkinase-
Signalwege modulieren. Modifiziert nach [7, 26, 136, 145, 155, 196-198].

cAMP leitet als second messenger darauf folgend die Signale intrazellular auf verschiedenen
Wegen weiter. Unter anderem konnen durch die Aktivierung der cAMP-abhdngigen
Proteinkinase A (PKA) Zielproteine durch Phosphorylierung von Serin- und Threoninresten
direkt aktiviert werden. Auch indirekt kann die Expression des Zielproteins durch Interaktion

mit Transkriptionsfaktoren reguliert werden. Die PKA transloziert hierzu in den Nukleus,
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bindet an das cAMP-responsive element binding protein (CREB) und phosphoryliert dieses.
Der Transkriptionsfaktor interagiert daraufhin mit den cAMP-response elements (CRE) der
DNA und steigert die Transkription des jeweiligen Zielproteins [136, 197, 199, 200]. Daneben
existieren auch PKA-unabhangige Wege durch Vermittlung der exchange proteins activated
by cAMP (EPAC) [200, 201]. Hierbei handelt es sich um eine Gruppe von cAMP-bindenden
Molekiilen, den cAMP-regulated guanine nucleotide exchange factors (cCAMPGEFs), welche
nach Bindung die kleine GTPase Rap aus der Ras-Familie, die wiederum zahlreiche MAP-

Kinase- oder Phospholipase C-vermittelte Signalwege induziert, aktivieren [198].

Es bleibt jedoch Inhalt weiterer Forschung inwieweit der beschriebene Signalweg auch auf
TGRS zutrifft. Neuere Studien haben schlief3lich gezeigt, dass weitere Signalwege durch TGR5
aktiviert werden koénnen: So interagiert der Rezeptor zwar primar mit einem
stimulatorischen Gs-Protein, es konnte jedoch auch eine Inhibition der AC durch Kopplung an
ein Gi-Protein und eine Aktivierung der Phospholipase C (PLC) durch Kopplung an ein Gg-
Protein beschrieben werden [202-204]. Auch sind das Signaling und das Trafficking des
Rezeptors noch weitgehend unverstanden. Beschrieben wurde bereits, dass die
Internalisierung und Regulation der TGR5-Rezeptordichte in der PM nicht den fiir die Klasse
A der GPCR lblichen Mechanismen unterliegt [143, 205]. Das Signaling vieler GPCR wird
durch verschiedene Mechanismen reguliert, welche sowohl die Interaktion mit dem G-
Protein, als auch das Trafficking des Rezeptors aus dem Zellinneren zur PM und zurick
steuern. B-Arrestine konnen die Endozytose von Rezeptoren und deren Interaktion mit G-
Proteinen beeinflussen und auf diese Weise die Signaltransduktion regulieren [163]. Jensen
et al. wiesen allerdings nach, dass der TGR5-Rezeptor nicht mit B-Arrestinen interagiert und
durch Endozytose reguliert wird. Es wurde jedoch eine Umverteilung von Rezeptoren
innerhalb der PM und eine Interaktion mit dem epidermal growth factor receptor (EGFR)
beobachtet. Auch zeigte die cAMP-Synthese nach Stimulation durch GS keine Tachyphylaxie

oder Desensibilisierung, wie sie bei vielen anderen GPCR nachgewiesen wurde [201].

Im hepatobiliaren System und im GIT konnten bisher die meisten Erkenntnisse Uber die
Verteilung und Funktionen des Rezeptors gewonnen werden [156]. In den nachfolgenden

Abschnitten soll ein kurzer Uberblick iiber die pleiotropen Wirkungen des GS-Rezeptors
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gegeben und diese Effekte anschlieRend vor dem Hintergrund der Pathogenese haufiger

Erkrankungen erértert werden.

1.2.2 TGR5 reguliert den Gallensalz-, den Energie- & den Glukosehaushalt

GS ist es moglich je nach aktueller Stoffwechselsituation ihre eigene Biosynthese zu
stimulieren oder zu inhibieren. Diese Regulation unterliegt nicht nur wie bereits
angesprochen den nukledren Rezeptoren [31], sondern liber einen bis dato unbekannten
negativen Feedbackmechanismus auch dem plasmamembran-gebundenen TGR5-Rezeptor
[146]. TGR5-WT-Mause, die mit einer fettreichen Nahrung gefiittert wurden, zeigten unter
experimentellen Bedingungen eine signifikant reduzierte Expression der an der GS-
Homobostase beteiligten Enzyme, insbesondere des geschwindigkeitsbestimmenden Enzyms
CYP7A1 und der zufiihrenden Transporter NTCP und OATP. Bei TGR5-KO-Mausen war diese
schitzende Feedbackregulation nicht beobachtet worden, vielmehr fand sich
entgegengesetzt sogar eine vermehrte Enzymexpression [206]. Dieser Sachverhalt wurde
durch Maruyama et al. bestatigt. Es konnten jedoch geschlechtsspezifisch unterschiedliche
Beobachtungen gemacht werden - lediglich mannliche Tiere zeigten die erhdhten
Expressionsmuster. Aullerdem fand sich bei den KO-Mausen im Vergleich mit dem WT ein
signifikant kleinerer GS-Pool bei unverdnderter fakaler GS-Ausscheidung [207]. Bei
weiblichen KO-Mdausen waren die Cholesterin- und Triglyzeridspiegel signifikant verringert,
mannliche Tiere hingegen zeigten bei hochkalorischer Fitterung eine erhdhte Rate an
Lebersteatosen [206]. Geschlechtsspezifische Unterschiede sind beim Menschen noch nicht
untersucht worden. Es ist jedoch bekannt, dass die kardiovaskularen Risikofaktoren, wie der
Lifestyle, die Fettverteilung im Korper, der Energiehaushalt, das Serumlipidprofil und die
periphere Insulinresistenz sowie hierausresulierende Spatkomplikationen bei Mannern

gehauft zu finden sind [208, 209].

Die obigen Ergebnisse zeigen, dass der Rezeptor an der Regulation der GS-Homoostase
beteiligt ist. Die genauen Regulationsmechanismen eines TGR5-Feedbacks und der

Syntheseinhibition sind jedoch noch nicht vollstandig geklart [207, 210-212]. Die mannlichen
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TGR5-KO-Mause in der Folgearbeit Maruyamas wiesen wie beschrieben einen veranderten
GS-Pool und abweichende Expressionsmustern verschiedener Gene der GS-Homdostase auf.
Die weiblichen Tiere zeigten unter gleichen Bedingungen einer high-fat-diet eine signifikante
Gewichtszunahme, welche sich auf eine Akkumulation von Lipiden zurickfihren lieR. Die
Arbeitsgruppe interpretierte diese Akkumulation als Folge einer Verringerung des
Energieverbrauchs (energy expenditure) [207]. Watanabe et al. berichten spater, dass GS
Uber einen TGR5-cAMP-Signalweg dieser Gewichtszunahme entgegenwirken kdnnen [8]. Die
Stimulation des TGR5-Rezeptors erhdhte den mitochondrialen Energieverbrauch in braunem
Fettgewebe und in der quergestreiften Muskulatur, verbesserte die Insulinsensitivitat und
die Glukoseverwertung in der Peripherie und wirkte der Entwicklung einer Adipositas
entgegen. Der Anstieg des Energieumsatzes konnte schlieRlich auf eine Interaktion der GS
mit Schilddrisenhormonen zuriickgefiihrt werden. Diese fiihrten in beiden oben genannten
Geweben zur erhohten Warmeproduktion, zu einem verstarkten Stoffwechsel von
Kohlenhydraten, Fetten und Proteinen sowie zu einem vermehrten Sauerstoffverbrauch [9].
Dieser Effekt beruhte maRgeblich auf einer verstarkten cAMP-abhangigen Expression der
Schilddriisenhormon-aktivierenden lodthyronindeiodinase Typ 2 (D2, 5'Deiodinase) [213].
Das Enzym dient der Konversion des aktiven Triiodthyrosin (T3) aus Tetraiodthyrosin
(Thyroxin, T4). FT3, ist essentiell fir die Entwicklung, das Wachstum und den Metabolismus
des Menschen [214]. Synchron zu dieser sich auf der Genebene abspielenden Aktivierung
erhohten GS durch Vermittlung der PKA auch die Aktivitdat des Enzyms. Die TGR5-vermittelte
Konversion der Schilddriisenhormone steigerte die Thermogenese [8], den Energieverbrauch
und verbesserte die Glukoseverwertung [187] und die Gewichtsreduktion (TGR5-Agonisten

INT-777, 6a-ethyl-23(S)-methyl-cholic acid, S-EMCA) [215].

Neben den durch Schilddriisenhormone vermittelten antihyperglykdamischen Effekten
fanden sich weitere antidiabetische Mechanismen, welche durch TGR5 induziert werden.
Maruyama et al. beschrieben die Expression von TGR5 auch in enteroendokrinen Zellen des
Darmes (secretin tumor cell-1, STC-1), jenen neuroendokrinen L-Zellen im Diinn- und
Dickdarm, welche glucagon-like peptide-1 (GLP-1) sezernieren [26, 200, 216]. Das Inkretin
verringert die Glukosespiegel im Blut durch Stimulation der Insulinsekretion und
Verringerung der Glucagonausschiittung, es verzogert die Magenentleerung, inhibiert die

Darmmotilitdt und steigert das Sattigungsgefiihl [217-219]. GS kdnnen durch systemische

Seite 15 von 152



1. EINLEITUNG

und nicht nur intestinale Aktivierung des TGR5-Rezeptors Calcium- und Phospholipase C-
abhangig die Sekretion von GLP-1 ins Blut verstirken und auf diese Weise den
Glukosehaushalt regulieren [9, 186, 220, 221]. Die Wirkung von GLP-1 ist im Organismus
jedoch zeitlich limitiert. Eine kurze Halbwertszeit resultiert aus der Metabolisierung und

Inaktivierung des Hormons durch die Dipeptidylpeptidase IV (DPP4) [222].

Dariber hinaus finden sich direkte Effekte des TGR5-Rezeptors in den Insulin
produzierenden Betazellen des Pankreas. Der Rezeptor wird in den endokrinen Langerhans-
Pankreasinseln exprimiert und stimuliert dort durch Erhéhung des intrazellularen
Calciumspiegels die Insulinsekretion, sowohl bei niedrigen, als auch bei hohen
Blutglukosekonzentrationen [176]. Zeitgleich findet sich eine GLP-1-vermittelte pB-

Zellproliferation zur Reduktion der Blutglukosespiegel [200].

Die antihyperglykdmischen Wirkungen der neu entdeckten TGR5-Agonisten stiitzen
beschriebene Beobachtungen [171-178, 181, 186, 187, 189]. So konnten Sato et al.
Oleanolic acid aus dem Olivenbaum extrahieren/ gewinnen (Olea europaea), welches
antidiabetische Effekte durch Erhéhung der Glukosetoleranz und Verringerung des
Blutglukosespiegels zeigte. AuBerdem beeinflusste es den Energiehaushalt und verlangsamte
eine Gewichtszunahme von Mausen unter hochkalorischer Fltterung [165]. Auch der TGR5-
Agonist INT-777 erhohte den Energieumsatz und -verbrauch, reduzierte eine Adipositas und
eine hepatische Steatosis und verbesserte die Leberfunktion und die Glukosehomdostase

[187, 188].

1.2.3 TGR5 moduliert die Inmunfunktion in der Leber & im Gesamtorganismus

Seit Langem ist bekannt, dass GS in hoheren Konzentrationen immunsuppressive Effekte
besitzen und unter cholestatischen Bedingungen die Phagozytosefunktion von Immunzellen
vermindern kénnen [223, 224]. Bereits in der Erstbeschreibung des TGR5-Rezeptors wurde
Uber die immunmodulierende Wirkung berichtet. Kawamata et al. zeigten, dass der Rezeptor
in Alveolarmakrophagen exprimiert wurde und dass seine Aktivierung eine Suppression der

Phagozytose sowie der Zytokinsynthese hervorrief [136]. Im Rahmen eines
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Entzlindungsgeschehens erhohen bakterielle Lipopolysaccharide die Synthese von Zytokinen
(u.a. Interleukin 1 und 6 sowie TNF-a (tumor necrosis factor alpha)) [225]. In Studien konnte
gezeigt werden, dass cAMP, PKA und GS in CD14+ Monozyten des peripheren Blutes die
Zytokinproduktion und die Phagozytenaktivitat effektiv reduzieren konnten [226-230]. Keitel
et al. bestatigten eine TGR5-Beteiligung mit dem Nachweis des Rezeptors in Kupfferzellen,
den ortsstandigen Makrophagen und Hauptsyntheseort inflammatorischer Zytokine in der
Leber [231, 232]. Hier zeigte TGR5 eine signifikant immunsupprimierende Wirkung durch
Reduktion der Zytokinproduktion [160]. Des Weiteren konnte eine Beeinflussung der
Differenzierung von dendritischen Zellen, den Antigen-prasentierenden Monozyten im Blut,
nachgewiesen werden [233]. Die Aktivierung des Rezeptors induzierte eine
antiinflammatorische Differenzierung der naiven Immunzellen, welche eine deutlich
geringere Menge Zytokine produzierten. Ausdifferenzierte Zellen hingegen blieben
unbeeinflusst [233]. Auch die Migration von Makrophagen wurde durch TGR5 verringert
[234]. Folgestudien haben schlieRlich hervorgehoben, dass ein GroRteil der beobachteten
antiinflammatorischen und immunsupprimierenden Wirkung auf eine Interaktion mit dem
Signalmolekll NF-kB (nuclear factor-kappaB) zuriickzufliihren war. Der Transkriptionsfaktor
reguliert die Immunantwort durch Beeinflussung von Immunzellproliferation und -
differenzierung und ist zudem ein wesentlicher Bestandteil von Entziindungsvorgangen [235,
236]. AuRerdem ist er an der Entstehung von zahlreichen inflammatorischen,
immunologischen, neoplastischen und Stoffwechselerkrankungen beteiligt [237-240]. In
Makrophagen wurde nachgewiesen, dass die Zytokin- und Chemokinproduktion durch NF-kB
reguliert wurde [241, 242]. Die TGR5-Aktivierung flihrte cAMP-vermittelt zu einer
verringerten Aktivitat, einer reduzierten DNA-Bindungsaktivitat und zu einer reduzierten
Transkriptionsaktivitat des NF-kB-Transkriptionsfaktors [215, 243]. Diese Wirkung blieb bei
einer TGR5-Defizienz aus. TGR5-KO-Mause zeigten eine deutliche Beeintrachtigung dieser
antiinflammatorischen,  immunsupprimierenden  und  protektiven  Effekte. Der
Rezeptorverlust flihrte zu einer verminderten Leberregeneration und zu einer gesteigerten
histologisch nachweisbaren LPS-induzierten Inflammation mit ausgepragten Lebernekrosen
durch Akkumulation hydrophober GS [243-246]. TGR5-Agonisten-Studien bestatigten diese

immunsuppressiven Effekte auf myeloische Zellen [247].
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1.2.4 TGR5 in der Gallenblase & den Gallenwegen

Auch in den Epithelien der Gallenblase sowie der intra- und extrahepatischen Gallenwege
wird TGR5 exprimiert [6, 136, 159, 162, 248]. Im biliaren System zeigt TGR5 sowohl eine
Beeinflussung sekretorischer, als auch proliferativer Mechanismen. Bei hochkalorisch und
cholesterinreich  gefiitterten TGR5-KO-Mausen konnten Vassileva et al. keine
Gallensteinbildung und Gallengangshyperplasien nachweisen [206]. Diese Beobachtung legte
die Vermutung nahe, dass der Rezeptor auch in der Gallenblase exprimiert und eine
veranderte TGR5-Expression mit pathologisch steintragenden Gallenblasen assoziiert sein
musste. Keitel et al. beschrieben auch eine signifikant hohere TGR5-mRNA Menge in
Gallenstein-Gallenblasen, konnten allerdings keinen Unterschied in der Proteinmenge des
Rezeptors feststellen [159, 248]. Immunhistochemisch konnte eine Ko-Lokalisation des
TGR5-Rezeptors und des CFTR-Kanals (cystic fibrosis transmembrane conductance requlator)
in der apikalen Membran der Gallenblasenepithelien dargestellt werden[249]. TGR5
aktivierte diesen Chloridkanal [250] und fiihrte zu einer gesteigerten Sekretion von
Chloridionen in das Gallenblasenlumen [6, 159]. AulRerdem bewirkte er eine Relaxation der
glatten Muskulatur und beglinstigte auf diese Weise neben der Gallenbildung und
Chloridsekretion die Gallenblasenfiillung [251]. Uber eine Interaktion der PKA mit
Kaliumkandlen wurde der intrazellulare Calciumspiegel gesenkt, die Zellmembran
hyperpolarisiert und die Kontraktilitdat der Muskulatur verringert — ein Effekt, der bei TGR5-

KO-Mausen nicht zu beobachten war [252].

Nicht nur in den Epithelien der Gallenblase, sondern auch in den Cholangiozyten der
Gallengange, die die primare Galle durch Absorptions- und Sekretionsprozesse modifizieren,
konnte TGR5 nachgewiesen werden [57]. In der PM, in der Kernmembran als Bestandteil des
ER, in subapikalen Kompartimenten und im primdren Zilium war der Rezeptor lokalisiert
[162, 204, 248]. Das Zilium ist ein sensorisches Zellorganell, welches in das
Gallengangslumen hineinreicht und dort den Gallenfluss, die -zusammensetzung und die -
osmolaritat detektiert und diese Information (ber cAMP-abhdngige Signalwege nach
intrazellular transduziert [253-257]. Die Expression des Rezeptors im Zilium war

entscheidend fiir die Funktion der Zelle [204, 258].
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Neben der Stimulation der Flussigkeitssekretion [58] fihren GS auch zu einer
Cholangiozytenproliferation [259]. Bei TGR5-KO-Mé&usen proliferierten die Cholangiozyten
signifikant geringer [6]. Masyuk et al. spezifizierten diese Beobachtung und postulierten,
dass der Rezeptor sowohl proliferative als auch hemmende Einflisse zeige. Die
gegensatzlichen Effekte werden in Abhangigkeit der subzelluldren Lokalisation des Rezeptors

im Zilium oder der Plasmamembran reguliert [204].

1.2.5 TGR5 im Nervensystem

Auch in Geweben und Zellen des Nervensystems, welche unter physiologischen Bedingungen
nur sehr geringen GS-Konzentrationen ausgesetzt sind, wurde der Rezeptor gefunden. Keitel
et al. konnten die von Kawamata und Maruyama beschriebene Expression des Rezeptors im
Gehirn spezifizieren und TGR5 in Neuronen und Astrozyten nachweisen [26, 136, 161]. Die
Arbeitsgruppe postulierte aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit des
Cholesteringrundgeriists eine Verwandtschaft von GS und Neurosteroiden [260, 261].
Neurotransmitter werden im Gehirn synthetisiert und sind an der Gehirnentwicklung und
der Vermittlung von Angst, Stress, Depression und unter anderem an den Erkrankungen
Epilepsie und M. Alzheimer beteiligt [262]. Keitel et al. konnten nachweisen, dass sie zu einer
Aktivierung des TGR5-Rezeptors flihrten. Sie erhdohten cAMP-abhangig die intrazelluldre
Calciumkonzentration und die Synthese von ROS (reaktive Sauerstoffspezies/-radikale). Bei
Patienten, die an einer Leberzirrhose und einer hepatischen Enzephalopathie erkrankt
waren, fand sich eine verminderte mRNA- und Proteinkonzentration des Rezeptors [161]. Es
wurde schlieBlich die These aufgestellt, dass diese TGR5-Downregulation als
Desensibilisierungsmechanismus zum Schutz vor oxidativem Stress und zur Reduktion der

Neuroinflammation verstanden werden kénnte [161, 263].

Nicht nur im Gehirn, sondern auch in weiteren Anteilen des Zentralnervensystems, in
Nervenfasern der Spinalganglien und des Riickenmarks konnte der Rezeptor nachgewiesen
werden [264]. In sensorischen Nervenfasern fiihrte TGR5 zu einer vermehrten

Neuropeptidtransmitterausschiittung und zu einer neuronalen Hyperexzitabilidt. Die TGR5-
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vermittelte Aktivierung von TRPA1 (transient receptor potential ankyrin 1), der PKC und
Calcium-lonenkandlen wurde als Hauptmechanismus des GS-induzierten Juckreizes
identifiziert. Ein durch die Nervenzellen vermittelter Pruritus und eine abdominelle Analgesie

konnten bei TGR5-KO-Mausen bestatigend nicht nachgewiesen werden [264, 265].

Neben dem Nachweis im Zentralnervensystem gibt es auch erste Hinweise fiir eine

Genexpression im peripheren Nervensystem:

1.2.6 TGR5 reguliert die Motilitéit des GIT

Die ldentifizierung des Rezeptors im Darm wurde bereits von Kawamata et al. in der
Erstbeschreibung dargelegt [136]. Neben der Expression in den neuroendokrinen L-Zellen
des Darmes konnte der Rezeptor auch im enterischen Nervensystem, in den inhibitorischen
Ganglien und Motoneuronen des myenterischen (Auerbach) und submucosalen Plexus
(MeiBner), nachgewiesen werden [266, 267]. Poole et al. beobachteten hemmende Einfliisse
des Rezeptors auf die Darmmotilitat [266]. In der Literatur wird die Frage nach der
Auswirkung von GS auf die Motilitdt des Darmes allerdings kontrovers diskutiert. Es finden
sich Studien, welche einen stimulatorischen [268] als auch einen inhibitorischen Effekt von
GS darlegen [269, 270]. Darliber hinaus existieren auch Beobachtungen ohne Nachweis einer
Motilitatsveranderung [271]. Nach der Arbeit von Poole et al. inhibierte der Rezeptor
spontane Muskelkontraktionen und verlangsamte auf diese Weise den Nahrungstransit im
Diinndarm [266, 272]. Die genauen Mechanismen dieser supprimierenden Effekte sind
bislang noch nicht ausreichend geklart. Es wird vermutet, dass aufgrund einer Ko-
Lokalisation der NO-Synthase (NOS) neben neurogenen Einflissen auch vasoaktives
Stickstoffmonoxid (NO) fiir die Verlangsamung der Nahrungspassage ursachlich sein kdnnte
[273]. Zugleich ist erwiesen, dass GS auch muskarinerge Rezeptoren zu binden vermoégen
[274], obschon die inhibitorische Wirkung im GIT nicht durch Atropin blockiert werden
konnte [266]. Einen weiteren potentiellen Mechanismus konnte das Inkretin GLP-1
darstellen, welches seine motilititshemmenden Effekte nach TGR5-vermittelter

Sezernierung aus den L-Zellen hervorruft [275]. Es scheint, dass GS durch die Aktivierung des

Seite 20 von 152



1. EINLEITUNG

TGR5-Rezeptors zur so genannten ileal brake [270] beitragen, indem sie die Passage der
Nahrung verlangsamen, um die vollstandige Digestion und Absorption zu ermdglichen [276].
Auch in der glatten Muskulatur des Magens fanden sich relaxierende und die Motilitat
reduzierende durch cAMP-PKA- und cAMP-EPAC-Rap-Signalwege vermittelte Effekte. Beide
fihrten zu einer Phosphorylierung des monomeren G-Proteins RhoA mit konsekutiver
Inaktivierung des Rho-Kinase-Signalweges, welcher die Kontraktilitdit der Muskulatur

regulierte [277].

Neben diesen motilitdtsverlangsamenden Effekten im Dinndarm fanden sich jedoch auch
stimulatorische Wirkungen des TGR5-Rezeptors, allerdings im Dickdarm. Desoxycholat, als
eines der Hauptgallensalze im Colon, aktivierte den TGR5-Rezeptor und beschleunigte die

Peristaltik [266, 278, 279].

1.3 TGR5 bei hepatobilidren, intestinalen und metabolischen Erkrankungen

Viele hepatobilidare und gastrointestinale Erkrankungen gehen mit einer erhéhten GS-
Konzentration einher [163]. Eine Fehlfunktion, im Sinne eines vollstandigen
Funktionsverlustes (loss of function) oder einer konstitutiven Aktivierung des Rezeptors (gain
of function), konnte unter diesen Gesichtspunkten grofRe Auswirkungen haben. Im
Folgenden soll unter Berlcksichtigung der dargelegten ubiquitdren Expression und
pleiotropen Wirkungen des TGR5-Rezeptors eine potentielle Beteiligung an der Pathogenese
zahlreicher hepatobilidrer, gastrointestinaler und endokrinologischer Erkrankungen umrissen

werden, welche schlielllich zur Fragestellung der vorliegenden Arbeit gefiihrt hat [280]:
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Abbildung 6 - Die Auswirkungen bei Loss/Gain of function

Die Abbildung gibt einen Uberblick {iber die wichtigsten TGR5-Funktionen und die Auswirkungen bei loss oder gain of
function hervorgerufen durch genetische Veranderungen des TGR5-Rezeptors. Potentielle Erkrankungen, an welchen der
Rezeptor beteiligt sein kénnte, werden im Folgenden beschrieben. Modifiziert nach [6, 7, 7-9, 26, 136, 146, 159-161, 163,
186, 187, 192, 194, 202-204, 206, 212, 215, 220, 233, 243, 251, 252, 264-267, 272, 275, 278, 280-291]
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1.3.1 Cholangiopathien & Mukoviszidose

Die PSC ist eine chronisch, sklerosierende Entziindung der groRen intra- und
extrahepatischen Gallenwege. Die Erkrankung ist ein ernsthafter Risikofaktor fir die
Entstehung der CU, des CCC und HCC sowie des Gallenblasen- und colorektalen Karzinoms
[292-294]. Im Vergleich zur PSC ist die PBC hingegen eine chronische, nichteitrige
Entziindung, welche mit einer Destruktion der kleinen intrahepatischen Gallenwege
einhergeht. Beide Erkrankungen sind dem Formenkreis der Autoimmunerkrankungen
zuzurechnen [295-298]. Der TGR5-Rezeptor wird in den Cholangiozyten der intra- und
extrahepatischen Gallenwege exprimiert und reguliert dort die Gallensekretion und -
modifikation durch Beeinflussung von Resorptions- und Sekretionsvorgiangen [162].
AuBerdem spielt er eine Rolle bei der Proliferation von Cholangiozyten [204, 248, 259, 299]
und verringert die Aktivitdt von Immunzellen in der Leber sowie im peripheren Blut [136,
160, 235-240]. Die Aktivierung des TGR5-Rezeptors durch GS fiihrte cAMP-abhangig zu einer
verringerten NF-kB-Aktivitat in Makrophagen [215, 243]. Neben dieser immunsuppressiven
Wirkung besitzt der Rezeptor protektive, antiapoptotische Funktionen zum Schutz vor GS-
induziertem Zellschaden [72, 300] durch Interaktion mit dem CD-95-Rezeptor [299, 301]. Die
protektiven Eigenschaften konnten auch der Grund dafiir sein, dass eine vermehrte
Expression des Rezeptors in Ratten mit obstruktivem lkterus nachgewiesen wurde [160,
302]. Diverse hepatobilidare Erkrankungen fiihren zu erhéhten GS-Konzentrationen, welche
durch die schiitzende Wirkung des TGR5-Rezeptors weniger toxische Wirkungen entfachen
konnen [163]. Alpini et al. zeigten in ihrer Studie an Nagetieren, dass GS nicht nur die
Apoptose, sondern auch die Proliferation von Cholangiozyten beeinflussen konnten [259].
Diese Beobachtungen wurden durch Reich et al. spezifiziert. Die Aktivierung des TGR5-
Rezeptors flhrte zur Cholangiozytenproliferation und zu zytoprotektiven, antiapoptotischen

Effekten durch Internalisierung des CD95-Rezeptors [299].

Cholangiozyten sind sehr hohen GS-Konzentrationen ausgesetzt [303]. Die Micellenbildung
mit Phospholipiden und die Bikarbonatsekretion zur Aufrechterhaltung des pH-Wertes
schitzt Cholangiozyten ebenfalls vor der Toxizitat von GS [304]. An der Bikarbonatsekretion

ist neben dem Chlorid-Bikarbonat-Austauschtransporter auch der cystic fibrosis
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transmembrane conductance regulator (CFTR) beteiligt. Dieser cAMP-abhangige
Chloridkanal, der in der Pathogenese der Mukoviszidose/ Cystischen Fibrose (CF) eine
maligebliche Rolle spielt [249, 305-308], ist mit dem TGR5-Rezeptor in der Gallenblase ko-
lokalisiert [159]. TGR5 reguliert in der Gallenblase die Sekretion von Flissigkeiten und
Elektrolyten und wird auch in Cholangiozyten exprimiert [162, 254]. Uber den Chlorid-
Bikarbonat-Austauscher konnte TGR5 folglich auch auf die Bikarbonatfreisetzung Einfluss
nehmen. Entsprechend fihrt die Stimulation von TGR5 zur Sekretion einer
bikarbonatreichen Galle und fordert den Gallefluss [251]. Eine Fehlfunktion oder Defizienz
des GS-Rezeptors wiirde zu einer beeintrachtigten Bikarbonatsekretion fiihren, wie sie bei
der Mukoviszidose und bei Cholangiopathien zu finden ist. Im Rahmen von Cholangiopathien
und cholestatischen Lebererkrankungen fiihren erhéhte GS-Konzentrationen zu Pruritus und
einem verdanderten Schmerzempfinden (abdominelle Analgesie). TGR5 konnte in den
entsprechenden sensorischen Neuronen und Ganglien sowie in dermalen Makrophagen
nachgewiesen werden. Bei TGR5-Defizienz blieb die vermehrte neuronale Exzitabiliat und
Neuropeptidausschittung aus [264, 265]. Erstaulich ist jedoch die Tatsache, dass bei ABCB4
(MDR2) KO-Mausen, welche als Tiermodell fiir die PSC dienen, selektive TGR5-Agonisten
(INT-777) nicht zu einer Verbesserung der Inflammation und Fibrosierung fiihren,
wohingegen bei dualen FXR-TGR5-Agonisten (INT-767) antiinflammatorische Effekte zu
beobachten sind [192, 281].

1.3.2 Leberzirrhose

Die beschriebenen antiinflammatorischen und immunmodulatorischen Wirkungen des
TGR5-Rezeptors dienen auch in der Leber der Protektion. Eine Verbesserung des
histologischen Bildes einer NASH konnte nach Behandlung mit dem dualen FXR-TGR5-
Agonisten INT-767 erzielt werden [193]. Eine Fehlfunktion des Rezeptors kdnnte
diesbezlglich mit der Entstehung oder der Progression von Leberentziindungen,
hervorgerufen durch multiple Trigger wie Autoimmunvorgange, toxische Lebermetabolite
oder Hepatitis-Viren, assoziiert sein. Neben dem chronischen Alkoholabusus stellen die

viralen Hepatitiden, insbesondere die chronisch aktiven Hepatitiden B und C, zudem die
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wichtigste und haufigste Ursache fiir die Entstehung einer Leberzirrhose dar [309-311]. Die
Zerstorung des Parenchymgerists, Fibrosierung und Entziindungsreaktion werden in
geringer Inzidenz auch durch Autoimmunprozesse wie die AlIH, die PBC und die PSC
hervorgerufen [312]. Der Funktionsverlust der Leber fihrt zu einer verminderten Synthese-
und Entgiftungsfunktion mit dem konsekutiven Anstieg von toxischen Metaboliten aus dem
GIT [313]. Insbesondere das Ammoniak fiihrt zum neuropsychiatrischen Syndrom der
hepatischen Enzephalopathie mit zerebralem Odem, Astrozytenschwellung und RNA- und
Proteinmodifikationen aufgrund von oxidativem Stress [314, 315]. Eine mogliche Beteiligung

von TGR5 an der Entstehung der HE wurde im Kapitel 1.2.5 bereits beschrieben [161, 263].

Des Weiteren ist der Rezeptor in Sinusendothelzellen lokalisiert, dem Hauptsyntheseort fiir
Stickstoffmonoxid in der Leber [316]. Uber einen TGR5-cAMP-PKA-Signalweg erfolgt eine
Phosphorylierung von Serin- und Threonin-Resten der endothelialen NO-Synthase (eNOS)
mit darauf folgend erhdhter Stickstoffmonoxidsynthese [300, 317, 318]. Dieses reguliert die
hepatische Mikrozirkulation und wirkt protektiv gegenliber Zellschdaden, hervorgerufen
durch oxidativen Stress und Lipidperoxidation [317-321]. Einhergehend findet sich bei
Patienten mit einer Leberzirrhose eine Uberexpression der NO-Synthasen als Zeichen eines
Schutzes vor portaler Hypertension [163]. Eine antiapoptotische Wirkung des TGR5-
Rezeptors wird durch Phosphorylierung und Inaktivierung der CD95-Rezeptors (FAS-R) und
von NADPH-Oxidasen und des epidermal growth factor receptor (EGFR), als Verstarker der

einer Apoptose, ermoglicht [300, 301, 322-325].

1.3.3 CED & Gallensalzverlustsyndrom

Von der Physiologie abweichende GS-Konzentrationen im Darm, hervorgerufen durch eine
Erkrankung, iatrogen durch eine Operation oder durch eine medikamentdse Therapie
beispielsweise mit Anionenaustauschharzen, fihren zu Motilitatsveranderungen [278]. Auch
im GIT finden sich zahlreiche, konzentrationsabhdngige GS-Effekte [11]. So beeinflussen GS
sowohl das Zellwachstum, als auch den —untergang [326, 327] und modulieren Sekretions-

und Absorptionsprozesse von Elektrolyten und Flissigkeiten [328]. AulRerdem erhdhen sie
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die Schleimproduktion [329], verandern die Permeabilitdit der Mucosabarriere [330] und
wirken aktivitdtsmodulierend auf mucosale Immunzellen [331]. Im Colon inhibieren sie die
Absorption und verstdrken die Sekretion [332, 333]. GS hemmen peristaltische Bewegungen
des Dinndarmes durch Beeinflussung des migrating motor complex (MMC) [334] und
verlangsamen den Transit (ileal brake) [270]. AuBerdem ist bekannt, dass das Peptidhormon
GLP-1 die Motilitat inhibiert [218, 219, 335, 336]. Dieses Inkretin wird TGR5-vermittelt
intestinal sezerniert und verlangsamt die Magenentleerung [217, 220]. Auch die Expression
von TGR5 in inhibitorischen myenterischen Neuronen verdeutlicht die Beteiligung an der
Darmmotilitat [266]. Fast alle myenterischen Neurone (>80%) exprimieren die
Stickstoffmonoxid-Synthase und den TGR5-Rezeptor [272]. Neben den inhibitorischen
Effekten im Dinndarm finden sich jedoch auch Peristaltik-verstarkende GS-Wirkungen im
Colon, die auf eine Aktivierung des TGR5-Rezeptors durch Desoxycholat zurlickgefihrt
werden kdnnten [278]. Das sekundare GS Desoxycholat ist ein potenter TGR5-Agonist [266]
und eines der vorherrschenden GS im Dickdarm [279]. Es entsteht im Darm durch bakterielle
Dekonjugation, so dass die bakterielle Flora, die selbst dynamischen Verdanderungen
unterworfen ist, Einfluss auf die Konzentration des GS nimmt [97, 337-341]. Ein bakterieller
Uberwuchs im Darmlumen erhéht die Konzentration sekundirer GS [342], so dass eine
veranderte mikrobielle Flora auch an der Pathogenese von Darmerkrankungen beteiligt sein
konnte [343, 344]. Eine veranderte TGR5-Funktion kénnte somit Auswirkungen auf den
Transit und die Defdkation haben und zu Verdauungsstérungen fithren [278]. Dariber hinaus
finden sich weitere Hinweise auf eine TGR5-Beteiligung bei CED [81]. TGR5 inhibierte die
Zytokinproduktion der an der Schleimhautentziindung beteiligten Makrophagen. Gleichzeitig
wurde eine erhohte TGR5-Expression in diesen mononukledren Zellen selbst nachgewiesen
[81]. TGR5 konnte im Mausmodell einer Colitis in 90% der Immunzellen in der entziindeten
Darmwand nachgewiesen werden. Bei TGR5-KO-Mdusen wurde eine abnormale
Morphologie von schleimproduzierenden Zellen und eine veranderte Struktur von Tight-
junctions nachgewiesen, die zu einer erhéhten Permeabilitat und Anfélligkeit fir die

Entwicklung einer Colitis beitrugen [290].
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1.3.4 Gallensteine

Gallensteine gehoéren zu den haufigsten hepatobiliagren Erkrankungen. Bei >70% aller
Gallensteine handelt es sich um Ausfadllungen des Cholesterins. Eine zunehmende Pravalenz
ist im Rahmen des epidemiologischen Wandels und dem zunehmenden Auftreten der
Adipositas und des metabolischen Syndroms zu sehen [345, 346]. Gallensteine stellen eine
multifaktorielle Erkrankung dar, bei welcher hydrophobe GS und Cholesterin eine
pathogenetisch wichtige Rolle spielen [347, 348]. Unter physiologischen Bedingungen wird
das Cholesterol in der Gallenblase durch Micellenbildung mit GS und Phospholipiden in
Losung gehalten [345], fillt jedoch bei Ubersattigung aus [346, 348]. Neben den iblichen
kardiovaskuldaren Risiken und , Lifestyle-Faktoren” sind auch Infektionen, Medikamente,
Lebererkrankungen und in geringerem Ausmal} genetische Faktoren (lith-genes) als weitere
Risikofaktoren von Bedeutung [349-352]. Gleichzeitig findet sich bei Gallensteintragern eine
muskuldre Dysfunktion hervorgerufen durch eine beeintrachtigte Kontraktilitat der
Gallenblasenmuskulatur, eine  verzogerte Entleerung und eine verminderte
Exkretionsfraktion mit einem erhohten postprandialen Gallenblasenvolumen [252, 353,
354]. Cholesterineinlagerungen in die Muskulatur fiihren CKK-abhdngig zu einer
Hypomotilitat mit der Folge einer beeintrachtigten Gallenblasenentleerung und der
Ausbildung einer Gallenstase [60, 346, 347, 355, 356]. Auch GS fiihren zu einer verringerten
Kontraktilitdit der Gallenblasenmuskulatur. Das Ausmall dieser Inhibition steigt mit
zunehmender Hydrophobizitat [345, 356, 357]. Keitel et al. fanden in Gallenblasen von
Patienten mit Cholezystolithiasis auch eine signifikant erhohte TGR5-mRNA Menge, jedoch
keinen Unterschied in der Proteinmenge [6, 159]. Unter physiologischen Bedingungen
reguliert der TGR5-Rezeptor den biliaren Fluss und die Flllung der Gallenblase durch eine
Relaxation der Gallenblasenwand [251]. Bei TGR5-KO-Md&usen ist dieser Effekt nicht zu
beobachten [252]. Unter achtwdchiger hochkalorischer Fiitterung konnte bei KO-Mausen
keine Gallensteinbildung beobachtet werden, wohingegen bei 54% des Wildtyps

Cholesterinsteine nachgewiesen werden konnten [252].
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1.3.5 Neoplasien

Weiterhin besteht Evidenz bezliglich einer Assoziation von GS und der Entstehung von
malignen Tumoren, insbesondere des hepatobilidgren Systems und des GIT [358-364]. GS
konnten als Kokarzinogene oder Promotoren die Tumorgenese erleichtern, aggravieren oder
beschleunigen. Neben der Vermittlung durch den FXR-Rezeptor, erscheint auch eine
Beteiligung des membranstandigen TGR5 wahrscheinlich [70], da GPCR die Inflammation
und Karzinogenese fordern kénnen [365]. Es gibt Hinweise darauf, dass TGR5 ein Bindeglied
in der Pathogenese von Leber-, Gallengangs-, Osophagus-, Magen-, Darm- und
Endometriumtumoren sein kdnnte [202, 203, 366, 367]. Hong et al. beschrieben erstmals
eine potentielle Beteiligung des Rezeptors an der Entwicklung des Osophagealen
Adenokarzinoms [203]. Es ist bereits bekannt, dass GS als Bestandteile des aggressiven
Refluats durch Induktion von ROS zur Progression der Metaplasie beitragen kénnen [368—
373]. Im distalen Osophagus folgt einer progressiven Entziindung der Mucosa (GERD) durch
chronische Reizung und Schadigung bei etwa 5% der Betroffenen die Barrett-Metaplasie,
eine Konversion des physiologischen unverhornten Plattenepithels in ein hochprismatisches
muzindsen Epithel des gastralen und intestinalen Typs [374]. Diese Prdkanzerose ist ein
bedeutsamer Risikofaktor fiir die Entstehung eines Barrett-Adenokarzinoms des GEJ
(6sophagogastralen Ubergangs) [375]. Die Bildung von oxidativem Stress [376], die
Aktivierung von mitogen-activated protein (MAP)-Kinasen [377, 378], des Transkriptions-
faktors NF-kB [379] und des Wachstumsfaktorrezeptors EGFR [380] steigern die
Zellproliferation und fordern antiapoptotische Prozesse. Eine durch cAMP hervorgerufene
Bildung von ROS, insbesondere die Synthese von Wasserstoffperoxid (H,0,) durch eine
erhohte Expression der NOX5-S (NADPH-Oxidase), wurde in Barrett-Adenokarzinom-Zellen
beschrieben [381]. In diesen konnten auch Hong et al. eine erhohte TGR5-mRNA-

Konzentration nachweisen [203].

Ferner wurde eine Beteiligung des TGR5-Rezeptors an der Entstehung von
Magenkarzinomen beschrieben [202]. Der Rezeptor konnte von Yasuda et al. in humanen
Adenokarzinomzellen des Magens (AGS-Zelllinie) nachgewiesen werden und zeigte eine

proliferative und antiapoptotische Wirkung auf die gastrischen Tumorzellen [382].
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Dariber hinaus scheint TGR5 an der Entwicklung des HCC und CCC beteiligt zu sein. Das CCC
geht auf Cholangiozyten zurilick und tritt gehauft bei PSC-Patienten auf [383]. Die Beteiligung
von GS, ROS, Wachstumsfaktorrezeptoren (beispielsweise EGFR), MAP-Kinasen, COX-2 und
Zytokinen an der Entstehung von CCCs wurde beschrieben [359, 378, 382, 384-387]. Eine
chronische Cholestase und eine Entziindungsreaktion sind Wegbereiter der Karzinogenese
[286]. Unter Kenntnis der dargestellten TGR5-Funktionen liegt eine Beteiligung an der
Tumorentstehung auch im hepatobilidaren System nahe [388]. Keitel et al. untersuchten
diesbezliglich CCC-Zellen und konnten eine signifikant erhohte Expression des TGR5-
Rezeptors detektieren. An der Tumorentstehung war zudem die durch den CD95-Rezeptor-
induzierte Zellapoptose beteiligt [300, 367]. TGR5 zeigte zytoprotektive Effekte in
nichtmaligne transformierten Cholangiozyten und schiitzte die Zellen vor hohen
Gallensalzkonzentrationen durch vermehrte Proliferation und Apoptoseresistenz. In
Tumorzellen hingegen ermoglichte er auch die Proliferation und férderte antiapoptotische

Effekte durch Internalisierung des CD95-Rezeptors [299].

1.3.6 Arteriosklerose, metabolisches Syndrom, DM Typ Il & TGR5-Agonisten

Endothelschdaden mit konsekutiver Dysfunktion, arterielle Hypertonie, Dyslipidamie,
Diabetes  mellitus  und Inflammation  sind  essentielle  Bestandteile  der
Arterioskleroseentstehung [171, 389]. Eine vermehrte Aufnahme von LDL-Cholesterin in die
Gefallwand (fatty streaks) und eine Chemotaxis von Makrophagen fiihren zur Inflammation
mit Schaumzell- und Atherombildung [184, 390, 391]. Diese Makrophagen exprimieren
diverse NF-kB-abhdngige Gene, welche in der Pathogenese der Arteriosklerose eine Rolle
spielen. Ferreira et al. konnten in ihrer Studie nachweisen, dass sich die Schaumzellbildung
durch Immunsuppression reduzieren lie [392]. Die Aktivierung von TGR5 fiihrte durch
Inhibition des NF-kB-Signalweges gleichfalls zu einer Verringerung proinflammatorischer
Zytokine, vaskularer Lasionen und Entziindungsvorgangen innerhalb bestehender Plaques
[195, 215]. Die Stimulation von TGR5 erhdhte zudem die Synthese des gefalRprotektiven NO
und reduzierte die Expression von vaskuldaren Adhadsionsmolekilen sowie die LPS- und NF-

kB-vermittelte Adhasion von Monozyten [393]. Aus klinischer Betrachtungsweise sind dies
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erste Hinweise fir einen praventiven Effekt des Rezeptors auf die Entstehung koronarer
Herzerkrankung, cerebrovaskularer Insuffizienz oder peripherer arterieller

Verschlusskrankheit als wichtigste arteriosklerotische Komplikationen.

Kardiovaskuldare Erkrankungen sind eng mit dem Diabetes Mellitus Typ Il assoziiert. Die
Erkrankung ist ein weltweites in der Inzidenz und Prdvalenz zunehmendes Problem des
Gesundheitsfirsorge [184, 288, 394, 395]. Auch der DM Typ Il ist eine chronische Erkrankung
mit entziindlichem Charakter [396]. Pathophysiologisch handelt es sich um einen relativen
Insulinmangel hervorgerufen durch eine multifaktoriell bedingte Insulinresistenz peripherer
Organe bei gleichzeitigem progressivem Versiegen der Insulinsekretion in den Betazellen des
Pankreas. Die Entstehung ist eng mit der GS-Homdostase verbunden [394]. Glukose und
Insulin beeinflussen die GS-Synthese, was dazu flihrt, dass die Grofle und Zusammensetzung
des GS-Pools beim Diabetespatienten variiert [397, 398]. Ferner verdeutlicht die
antihyperglykamische Wirkung von Anionenaustauschern, wie Colestyramin, die potentielle
Rolle von GS bei der Entstehung der Stoffwechselerkrankung [7, 289, 399-401]. Die Wirkung
der Anionenaustauscher ist direkt TGR5- und GLP-1-abhangig, in dem sie durch Aktivierung
von TGR5 die Expression des GLP-1-Vorlauferproteins steigern. Ein Effekt der bei TGR5-KO-
Mausen ausbleibt [285]. Darliber hinaus fiihren veranderte Zytokinkonzentrationen,
zellularer Stress und eine beeintrachtigte Funktion des ER (ber eine gestorte
Glukosetoleranz zum DM [402, 403]. Der Transkriptionsfaktor NF-kB ist als Bestandteil der
diabetischen Entziindungsreaktion persistent aktiviert [237, 404—407]. Die TGR5-Aktivierung
konnte auch auf diese Weise die Entstehung und Progression des DM verhindern respektive
verlangsamen [215]. Des Weiteren stimuliert die TGR5-abhdngige GLP1-Sekretion in
pankreatischen Betazellen durch Erhéhung der intrazellularen Calciumkonzentration die
Insulinausschiittung [176, 220]. Neben Metformin als firstline-Therapie hat sich die
Verwendung von Inkretin/GLP-1-Analoga und DPP4-Inhibitoren als bedeutende, effektiv
antihyperglykdamisch wirksame Therapie herausgestellt [217, 408-412]. Der TGR5-Rezeptor
ist ein weiteres vielversprechendes Target fiir die Entwicklung neuer Therapiestrategien des
DM Typ Il sowie auch vielfaltiger entziindlicher Erkrankungen [7, 9, 146, 160, 166, 184, 193,
196, 243, 283, 284, 287, 288, 288, 291, 300, 413]. Die zahlreichen Wirkungen des GS-
Rezeptors und seiner synthetisierten Agonisten konnten in Tiermodellen beobachtet werden

und deuten auf einen Benefit fir den Menschen hin [165, 171-178, 186—189, 275]. Da bei

Seite 30 von 152



1. EINLEITUNG

Typ lI-Diabetikern haufig ein metabolisches Syndrom vorliegt, die Inkretinwirkung reduziert
und die Sekretion vermindert ist, konnten TGR5-Agonisten durch Forderung der Sekretion
und durch Stimulation des Energieverbrauchs gewichtsreduzierend und den Glukosehaushalt

verbessernd wirken [172, 190, 287, 412].
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1.4 Die Fragestellung der Dissertation

Der GS-Rezeptor TGR5 wird in einer Vielzahl unterschiedlicher Gewebe exprimiert und ist als
Signalvermittler an zahlreichen Stoffwechsel- und Immunvorgiangen beteiligt. Der
beschriebene Forschungsstand legt nahe, dass eine Fehlfunktion des TGR5-Rezeptors durch
den Wegfall der protektiven antiinflammatorischen und immunmodulierenden Wirkung eine
Rolle in der Pathogenese zahlreicher inflammationsassoziierter, metabolischer und
hepatobilidrer Erkrankungen spielen kénnte. Veranderungen seiner Expression, Lokalisation
und Funktion kdnnten auf genetischer, epigenetischer oder auf der Proteinebene eine
Lebererkrankung mitverursachen oder ihren Verlauf beeinflussen. Auch vice versa kdnnte
eine Lebererkrankung zu diversen Veranderungen der Rezeptorexpression, -Lokalisation
oder -Funktion fiihren. Welche Bedeutung TGR5 an der Entstehung dieser Erkrankungen
zukommt, ist noch weitgehend unklar. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte analysiert
werden, ob genetische Verdanderungen innerhalb des TGR5-Gens bei Leber- und
Gallenwegserkrankungen  gehauft  auftreten.  Untersucht wurden verschiedene
inflammatorische Lebererkrankungen, unter anderem die PBC, die AlH, die ASH, die NASH,
die Leberzirrhose und die viralen Hepatitiden. Aufgrund der immunmodulatorischen
Funktion und dem beschriebenen Einfluss konjugierter und unkonjugierter GS auf die
Entstehung, den Progress und das Therapieansprechen von Hepatitiden soll ein besonderes
Augenmerk auf die chronische Hepatitis C gelegt werden. Als Kontrollgruppe werden die
TGR5-Gensequenzen Gesunder und weiterer internistischer Patienten der Klinik fir
Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf
analysiert. Identifizierte Mutationen sollen im Anschluss zellbiologisch im Hinblick auf ihre
Bedeutung fir Lokalisation und Funktion des Rezeptors charakterisiert und mit den

klinischen Auspragungen der Erkrankungen korreliert werden.
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2. MATERIALIEN & METHODEN

2.1 Materialien und Gerdite

Tabelle 1 — Verwendete Materialien und Geréte

Folgende Materialien und Gerate fanden unter Beriicksichtigung der Herstellerangaben

Verwendung:

| DNA-Amplifizierung:

e jllustra GenomiPhi HY DNA Amplification Kit (GE Healthcare UK limited, Buckinghamshire,
UK)

e  PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Watertown, MA, USA)

e Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

e Tag-Polymerase (Qiagen, Hilden, Deutschland)
e Phusion-Polymerase (Finnzymes, Espoo, Finnland)
e Nukleotidprimer (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland)
e dNTP Nukleotide (Roche, Mannheim, Deutschland)
e Gelelektrophorese:
e 50x TAE-Puffer selbsthergestellt: 242 g/l Tris (hydroxymethyl) aminomethan, 100 ml/l 0.5 M
EDTA (pH 8) und 57,1 ml/I Essigsdure 100%
e Agarose (Biozym Scientific, Hess, Oldendorf, Deutschland)
e Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
e Smartladder (Eurogentec, Koln, Deutschland)
e Vilber Lourmat (Peglab Biotechnologies, Erlangen, Deutschland)
e Gelelektrophoresekammer, Schablone und Kamm (Peqlab Biotechnologies, Erlangen,

Deutschland)

DNA-Aufreinigung:
e QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
e Mikrozentrifuge 5415D (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
e Konzentrationsbestimmung:

e Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (Peqlab Biotechnologies, Erlangen, Deutschland)

Plasmide & Vektoren:
e pcDNA3.1+ (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland; Clontech Palo Alto, USA))
e pEYFP (Clontech, Heidelberg, Deutschland; Clontech Palo Alto, USA)
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Restriktionsendonukleasen Xho |, EcoR I, Bam H | (New England Biolabs, Beverly, MA, USA)
QuickChange Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA/ Agilent
Technologies, Santa Clara, USA)

Mutageneseprimer (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland)

e Mikrobiologie:

TOP10 E.coli (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland)

XL1-blue (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)

Mini- und Maxiprdaparation QIAprep Spin Miniprep Kit und QIAprep Spin Maxiprep Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland)

o  Zellkultur:

MEM-Medium, Minimum Essential Medium with Earle’s salts with L-Glutamine (PAA,
Pasching, Osterreich)

FCS fetales Kilberserum (PAA, Pasching, Osterreich)

Trypsin-EDTA (Biochrom, Berlin, Deutschland; Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
PBS mit & ohne Mg”*/Ca”" (Biochrom, Berlin, Deutschland)

Penicillin und Streptomycin (Biochrom, Berlin, Deutschland; Gibco Life Technologies,

Karlsruhe, Deutschland)

e Funktionsanalyse:

Dual Luciferase Reporter Assay System Ansatz (Promega, Madison, WI, USA)

Plasmuc (Bayer AG, Leverkusen, Deutschland)

pRLTK (Promega, Madison, WI, USA)

SOC-Medium selbsthergestellt: 20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 0,5 g/l NaCl, ad 1 L aqua
dest., vor Verwendung 10 ml steril-filtriertes MgCl, (1 M) oder MgS0, (1 M)

LB-Medium selbsthergestellt: 10 g/l NaCl, 10 g/l Trypton, 5 g/ Hefeextrakt, ad 1 L aqua dest.
5N NaOH bis pH 7.0

LB-Agar aus LB-Medium selbsthergestellt: 20 g/I Agar, 10 ml steril-filtriertes Ampicillin oder
Kanamycin (10 mg/ml) (Fluka, Neu-Ulm, Deutschland)

OptiMEM + Glutamax (Gibco, Life Technologies, Paisley, UK; Gibco Life Technologies,
Karlsruhe, Deutschland)

Lipofectamin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

Na-ortho Vanadat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

TLC Taurolithocholat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

Forskolin (Calbiochem, Schwalbach, Deutschland)

DMSO Diemethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

Luminoskan (Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland)
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e Immunfluoreszenz und konfokale Laserscanning Mikroskopie:
e Methanol (VWR BDM Prolabo chemicals, Fontenay-sous Bois, Frankreich)
e Feuchtkammer mit Whatman-Papier und Parafilm (Bemis flexible packing, Neenah, WI, USA)
e Antikorper:
= RVLR2 TGR5-AS 298-318[159]
= Monoclonal Na*/K*-ATPase mouse anti-human IgG (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland)
= Monoclonal PDI mouse anti-human antibody (Acris Antibodies GmbH, Herford,
Deutschland)
= Polyclonal Fluorescein-(FITC)-conjugated goat anti-mouse 1gG-Gesamtmolekill
(Dianova, Hamburg, Deutschland)
= Polyclonal Fluorescein-(FITC)-conjugated donkey anti-mouse |gG-Fab2-Fragment
(Dianova, Hamburg, Deutschland)
= Cy3 (Indocarbocyanin)-conjugated donkey anti-guinea pig 1gG-Fab2-Fragment
(Dianova, Hamburg, Deutschland)
= Hoechst (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
e Dako Fluorescent Mountig Medium (Dako, Carpinteria, CA, USA)
e Zeiss LSM 510 META confocal microscope (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
e EDV:
e Medico (Siemens, Deutschland)
e Pubmed BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
e Chromas (Technelysium, South Brisbane, Australien)
e LSM Image Browser (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)

e  Microsoft Office 2007 und 2010

2.2 Methoden

2.2.1 Molekulargenetische Methoden

2.2.1.1 DNA Proben

Den Patienten der Klinik fir Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie der Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf wurden nach Einholung des schriftlichen Einverstandnisses im

Rahmen der klinischen Diagnostik und Behandlung zusatzlich 4 ml EDTA-Blut zu
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Forschungszwecken entnommen. Aus diesem Blut wurde die genomische DNA durch
Zentrifugation des Buffy coats extrahiert, isoliert und durch die Klinik bereitgestellt. Zudem
wurde genomische DNA von 593 gesunden Blutspendern der universitaren Blutbank durch
Prof. Dr. Scharf (Institut fir Himostaseologie Himotherapie und Transfusionsmedizin) zur
Verfligung gestellt. Die Verwendung von menschlichen DNA-Proben wurde durch die
Ethikkommission der medizinischen Fakultdt der Heinrich-Heine-Universitat gepriift und
bewilligt (Ethikantrage 2875, 3115 und 3144). Alle Proben dieser Arbeit wurden darauf
folgend anonymisiert untersucht. Erst nach Abschluss der Genanalyse und nach
Fertigstellung der zellbiologischen Charakterisierung erfolgte eine Zuordnung mit den

jeweiligen Patienten und ihren Erkrankungen (Phdnotyp).

2.2.1.2 Amplifizierung genomischer DNA

Fir die adaquate Durchfiihrung der Gensequenzierung wiesen einige Proben eine zu geringe
DNA-Konzentration auf und wurden zur Verbesserung des Ergebnisses mit Hilfe des illustra
GenomiPhi HY DNA Amplification Kits (GE Healthcare UK limited, Buckinghamshire, UK) nach
Herstellerangaben amplifiziert. Hierzu wurden 2,5 pl des Templates (10 ng) mit 22,5 pl des
Sample Buffers versetzt, bei 95 °C denaturiert und anschlieRend bei 4 °C auf Eis gekihlt.
Unter Zugabe von 22,5 ul Reaction Buffer mit 2,5 ul Phi-DNA-Polymerase-Enzym-Mix banden
die random hexamer primer unspezifisch an die DNA. Nach 4 h Inkubation bei 30 °C wurden
etwa 45 pug DNA amplifiziert. Die Proofreading-3'-5'-Exonukleaseaktivitat der Polymerase
verhinderte wahrend der Replikation Fehlpaarungen der Basen. SchlieBlich folgte ein
zehnminutiger Inaktivierungsschritt der Exonukleaseaktivitat bei 65 °C. Zur Durchfihrung
wurden ein PTC-200 Peltier Thermal Cycler der Firma MJ Research (Watertown, MA, USA)

und ein Mastercycler gradient der Firma Eppendorf (Hamburg, Deutschland) verwendet.
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2.2.1.3 PCR - Polymerase Kettenreaktion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Polymerasekettenreaktion verwendet, um das TGR5-
Gen der Patienten-DNA-Proben zur Mutationsanalyse zu vervielfdltigen. Die Amplifizierung
beinhaltete die zyklische Wiederholung dreier Reaktionsschritte: Die Hitzedenaturierung der
doppelstrangigen DNA zu Einzelstrangen, die spezifische Hybridisierung der
Oligonukleotidprimer an den zu amplifizierenden Genabschnitt (Annealing) und schliefRlich
die Synthese (Elongation) der doppelstrangigen DNA durch die Tag-Polymerase ausgehend
von den flankierenden Primern. Auf diese Weise wurde die DNA der Patientenprobe mit

jedem Zyklus verdoppelt und exponentiell vermehrt (2", n=Anzahl Zyklen) [414].

Doppelstrangdenaturierung: Zunachst wurden die DNA-Doppelstrange bei 94 °C durch die
Trennung der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den beiden Doppelhelixstrangen zu
Einzelstrangen denaturiert. Im ersten Zyklus, der Initialisierung, wurde ein langerer
Denaturierungsschritt gewahlt, um eine vollstandige Trennung der Ausgangs-DNA-Strange
und der Primer zu ermdglichen. AuRerdem wurde auf diese Weise die aus thermophilen
Bakterien gewonnene hitzeresistente Tag-Polymerase (Qiagen, Hilden, Deutschland)

aktiviert [414].

Hybridisierung der Primer (Annealing): Der darauf folgende Schritt ermdglichte die
spezifische Anlagerung der synthetischen Oligonukleotidprimer (Eurofins MWG Operon,
Ebersberg, Deutschland) an die komplementaren, flankierenden Enden des zu
amplifizierenden Genabschnitts (Template). Die Temperatur des Annealings war abhangig
von der Liange und der Basenzusammensetzung der Primer sowie der Linge des zu
amplifizierenden Genabschnitts. Sie konnte unter Zuhilfenahme der Wallace-Regel errechnet

werden [414].
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Formel 1 — Die Wallace-Regel
TinC=n-(A+T)-2+n-(6G+C)-4

Anm. A,C,G,T stellen die vier Basen der DNA dar, n ist die Anzahl der jeweiligen Basen

Fir die Amplifizierung wurden nach erfolgreicher Testung folgende Primer in
Zusammenarbeit mit Frau Spomer (AG Keitel) entworfen und durch die Firma Eurofins MWG

Operon (Ebersberg, Deutschland) hergestellt:

Tabelle 2 - Die Primer der Amplizierung

Primer Sequenz 53 (Bp) Annealingtemperatur Tm
Exon 1 lrev TGAGACTCAGGGTCCATTAC (20) 57,3 °C

1.1for CTGCAGTTTGGAATATGTCAG (21) 55,9 °C
Exon 2 2rev TGCCTTAATCCACGCGTAT (19) 54,5 °C

2.1for ATGACACTGGAGGACTGAG (19) 56,7 °C

Die Testung der errechneten Temperatur lieferte fiir das Exonl bei einer
Annealingtemperatur von 54 °C und fir das Exon2 bei einer Temperatur von 54,5 °C

optimale Ergebnisse.

Elongation: Die Synthese des komplementdaren DNA-Stranges erfolgte in 5-3 Richtung. Die
Tag-Polymerase katalysierte bei ihrem Temperaturoptimum von 72 °C unter Verwendung
der Matrize (Ursprungsstrang) die Kettenverlangerung. Desoxynukleotidtriphosphate (dATP,
dCTP, dGTP und dTTP) (Roche, Mannheim, Deutschland) wurden unter Abspaltung von

Pyrophosphat (PPi) an die freie Hydroxylgruppe des 3‘-Endes des Primers gebunden.
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Schlieflich gewadhrleistete am Ende des letzten Zyklus eine zehnminitige, zusatzliche

Inkubation bei 72 °C die Unterbrechung des Zyklus [414].

Neben der Tag-Polymerase wurde initial auch eine Phusion-Polymerase (Finnzymes, Espoo,
Finnland) verwendet. Diese konnte mit einer geringeren Fehlerrate ein groReres DNA-
Fragment, welches sowohl Exon 1 und 2, als auch das eingeschlossene Intron enthielt,
amplifizieren. Die Tag-Polymerase zeigte jedoch im direkten Vergleich bessere Ergebnisse,
woraufhin die Verwendung der Phusion verlassen wurde. Allerdings fehlte der Tag-
Polymerase im Gegensatz zur Phusion-Polymerase eine 3‘5‘-Exonucleaseaktivitat, welche
fehlgepaarte Basen korrigieren konnte. Zur Kompensation dieser , Proofreading-Funktion”
und zur effektiven Minimierung dieser Fehler wurden beide Exons diesbeziiglich immer in
mindestens zwei separaten PCRs getrennt amplifiziert und potentielle Punktmutationen zur
Qualitatssicherung mit forward und revers gerichteten Primern erneut sequenziert und

bestatigt [414].

Tabelle 3 - Der PCR-Ansatz

Der Probenansatz beinhaltet:

GC-Puffer inkl. Farbstoff 5 ul
dNTPs (10mM verdiinnt zu 1ImM) 1ul
5'Oligonukleotidprimer 1ul
3'Oligonukleotidprimer 1l
Taqg-Polymerase 0,5 ul
DNA 2 ul (Exon 1)
3 ul (Exon 2)
DMSO 1l
steriles H,0 ad 50 pl
38,5 pl (Exon 1)
37,5 ul (Exon 2)
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Als Negativkontrolle diente ein Kontrollansatz mit 2 beziehungsweise 3 pl H,0.

Unter den folgenden Standardbedingungen liefen 36 Zyklen der Kettenrektion (Schritt 2-4)
ab:

Tabelle 4 — Die Standardbedingungen der PCR

Arbeitsschritt Temperatur

1 Denaturierung 3 Min 94 °C

2 Denaturierung 1 Min 94 °C

3 Annealing Exon 1 1 Min 54 °C
Annealing Exon 2 1 Min 54,5 °C

4 Elongation Exon 1 1 Min 72°C
Elongation Exon 2 2 Min

5 Extension 10 Min 72°C

6 Abkiihlen oo 4°C

Zur Uberpriifung der Reaktion wurden 5 pl jeder Probe inklusive dem Kontrollansatz auf ein

Agarosegel aufgetragen und analysiert.

2.2.1.4 Gelelektrophoretische Auftrennung der DNA

Jedes PCR-Produkt und jeder Restriktionsverdau wurden gelelektrophoretisch in 1%igem
Agarosegel aufgetrennt. Hierzu wurden 1 g abgewogene Agarose (Biozym Scientific, Hess,
Oldendorf, Deutschland) in 100 ml einfach verdinntem TAE-Puffer gelost, in einer
Mikrowelle bei 900 W fiir 140 Sek aufgekocht, abgekihlt und mit 5 ul Ethidiumbromid

versetzt in die vorgesehene Gelschablone gegossen. Nach dem vollstandigen Abkiihlen und
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Erstarren des Gels wurde dieses in die Elektrophoresekammer gesetzt, mit zusatzlichem TAE-
Puffer beschichtet und 5 pl der aufzutrennenden DNA-Proben in die Geltaschen pipettiert.
Die Zugabe eines Farbstoffes war nicht notwendig, da der PCR-Puffer selbst bereits einen
roten Farbstoff beinhaltete. Zur Quantifizierung der FragmentgroRen dienten 5 ul des
Langenstandards Smartladder (Eurogentec, Kéln, Deutschland), der eine GroRenzuordnung
im Bereich 200-10.000 Bp ermoglichte. Da die Nukleinsauren aufgrund ihrer
Phosphatgruppen eine negative Ladung trugen, wanderten sie im elektrischen Feld zur
Anode. Beim Anlegen einer Spannung von 80-120 V wurden sie der Grof3e nach aufgetrennt,
wobei groBe DNA-Fragmente (Exon 2) aufgrund der Siebstruktur der Agarose und des
groReren Widerstandes eine geringere Laufstrecke zurticklegten als kleine Fragmente (Exon
1). Die elektrophoretische Auftrennung wurde beendet, sobald der Laufpuffer etwa 80-90%
des Gels erreicht hatte. AnschlieRend wurden die DNA-Proben unter Verwendung des Vilber
Lourmat (Peqglab Biotechnologies, Erlangen, Deutschland) unter UV-Licht mit einer
Wellenlange von 312 nm visualisiert und mit einer Geldokumentation aufgenommen und
digital gespeichert. Das fluoreszierende Ethidiumbromid interkalierte mit der DNA und

konnte durch die Bestrahlung mit UV-Licht als Bande sichtbar gemacht werden [414].

2.2.1.5 DNA-Aufreinigung

Zur Minimierung storender Einflisse der PCR-Komponenten in der darauf folgenden
Sequenzierung wurden die Amplikons unter Verwendung des QIAquick PCR Purification Kits
gemal des Herstellerprotokolls (Qiagen, Hilden, Deutschland) mit 220 ul des PB- und 750 pl
des ethanolhaltigen PE-Puffers in der Mikrozentrifuge 5415D der Firma Eppendorf
(Hamburg, Deutschland) aufgereinigt. Hierzu wurde die DNA auf ein QIAquick spin column
Ubertragen, um in salzreicher Umgebung und einem pH <7,5 bei 13,0000 rom auf der Silica-
Membran absorbiert zu werden. Der Puffer PB ermdglichte die effiziente Bindung der PCR-
DNA bei gleichzeitiger Entfernung der Primer. Andere Kontaminierungen und Rickstande
des PCR-Ansatzes wie Puffer, Salze, Farbstoffe, Proteine und Enzyme konnten ohne Bindung

die Membran passieren. Daraufhin wurde das Spin Column in ein 1,5 ml Eppi Gberfihrt und
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die DNA nach einer einminttigen Inkubation bei RT mit 35 pl sterilem destilliertem Wasser

eluiert.

2.2.1.6 Photometrische Konzentrationsbestimmung der DNA

Die Konzentration und die Reinheit jeder Probe wurden mit Hilfe des NanoDrop ND-1000
Spectrophometers von Peglab Biotechnologies (Erlangen, Deutschland) bestimmt. 1 pl jeder
Probe wurde hierzu bei 260 und 280 nm photometrisch gemessen und mit der Referenz aus
Agua dest. verglichen. Aus der Extinktion der Probe bei 260 nm konnte die Konzentration
bestimmt werden. Daneben wurde die Extinktion bei 280nm, dem Absoptionsmaximum von
Proteinen, bestimmt. Der Quotient aus OD260/ OD280 erlaubte eine Aussage Uber die
Reinheit der DNA. Das Optimum lag innerhalb des Bereiches von 1,8 bis 2,0. Hohere Werte
legten die Vermutung einer Verunreinigung durch RNA nahe, niedrigere Werte wurden

durch Proteinkontamination verursacht.

2.2.1.7 Sequenzierung und deren Auswertung

Alle amplifizierten und aufgereinigten Patientenproben wurden durch das Genomics &
Transcriptomics Labor (GTL) des Biologisch-Medizinischen Forschungszentrums Dusseldorf

unter der Leitung von Prof. Dr. Kbhrer sequenziert.

Analog zu den Primern der Amplifizierung wurden die Primer der Sequenzierung mehrfach
getestet und die Ergebnisse ausgewertet. Optimale Bedingungen fir die Sequenzauswertung

konnte mit folgenden Primern erzielt werden:

Seite 42 von 152



2. MATERIALIEN & METHODEN

Tabelle 5 — Die verwendeten Primer der Sequenzierung

Exon Primer Sequenz 53 (bp)

Exon 1 Irev TGAGACTCAGGGTCCATTAC (20)
1.1for CTGCAGTTTGGAATATGTCAG (21)
Exon 2 Exon2for AGCATCTTCCTTCCTCTCAGC (21)
2.2.rev TGTGCGCACGACACTTCTT (19)
2.2for ACTGAGACCAGGGAATGAC (19)
3rev CATGTTCGCTGATACACAG (19)
4for CTGTGGAACCAGAGTCG (17)
4rev CATAGACTTCGAGGTACAG (19)
7for CTGTGTATCAGCGAACATG (19)
Exon2revl TCCACGCGTATGTCTGTAGG (20)

i
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Abbildung 7 - Ein exemplarisches Sequenzierungsergebnis des BMFZ

Die Abbildung zeigt beispielhaft das Sequenzierungsergebnis einer Patientenprobe durch das BMFZ. Es handelt sich in
diesem Fall um die Sequenzierung der Mutation p.A217P mit dem Primer TGRS5-4for. Die beiden heterozygoten
Polymorphismen an den Basen 1516 und 1517 sind in der kleineren Darstellung zu erkennen. Bild entnommen aus Chromas
(Technelysium, South Brisbane, Australien).
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Die Auswertung der Ubermittelten Sequenzdaten erfolgte unter Verwendung der von
Pubmed bereitgestellten Anwendung BLAST (Basic Local Alignment Search Tool [415]), einer
Codesonne und dem Computerprogramm Chromas der Firma Technelysium (South Brisbane,

Australien).

Standard Nucleotide BLAST

Abbildung 8 - Das Basic Local Alignment Search Tool von Pubmed

Die Ubermittelte Sequenz und die Mutationen einer Patientenprobe wurden in die Eingabemaske des BLAST-Tools eingeben
und mit der Referenz NM_001077191 auf Polymorphismen verglichen.

Homo sapiens G protein-coupied bils acid recsptor 1 (GPBART), transcript variant 1, mRNA
‘Sequanca iD: ref]NM_0010771841.1| Langth: 2023 Number of Matches: 1
Range 1: 1201 to 2003

Score Expect Identities Gaps. Strand Frame
1458 bits(789) 0.00 TO6/B03(S9%) O/B03(0%) Plus/Minus
Features:
. . . gy 124 PLUULEE RLCUEREE LR R R R e L LRl i
Abbildung 9 - Ein exemplarisches soict 1902 1
. :::;: ;::J I O N Ry :::l
BLAST-Ergebnis w24y
FELCEEE PR R R R R LR PP |
. . . Sbjet 1823 1764
fiir die Mutation p.A217P e e
::::t :::J I O s :::‘
Das BLAST-ErgEanS ZEIgte Jede NIChtUberelnStlmmung ZWISChen Referenz z;z: :::’; R R S N N AN RN :;:‘
und Patientensequenz als Licke an. Ein Vergleich mit der o w srmmoemmemenmT—————
Sequenzierungsdaten des BMFZ (siehe Abbildung 7) ermdglichte die ey s P
i pen iy T A T
Identifizierung von genetischen Variationen. Query 00 ToTCETEREE 653
sbjer 1463 N R R N R ) 1
QupzyT, 90 R T N NN NNyl e
sbjet 1403 1344
N N N RNl
shgee 1303
Query 760 838
N T
Sbjct 1283 1221

Query 810 QGMTGGCCTCAMBACTOCTATS 062
sbjct 1223 GG AGGACTGCCATG 1201

Jede im Rahmen der Sequenzierung ermittelte TGR5-Basenabfolge der jeweiligen
Patientenprobe wurde unter Zuhilfenahme der Anwendung BLAST mit der TGR5-

Referenzsequenz NM_001077191 der Datenbank verglichen und jede
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Nichtlibereinstimmung durch eine zweite unabhangige PCR mit revers und forward
gerichteten Primern wiederholt. Auf diese Weise wurde der nicht vorhandenen
Exonukleaseaktivitdt der Tag-Polymerase Rechnung getragen, denn jede Punktmutation
wurde durch mindestens eine zweite unabhangige PCR bestatigt und ebenfalls mit der
Referenz verglichen. Im Anschluss wurde mit Hilfe einer Codesonne lberprift, ob es sich um
eine synonyme oder nicht synonyme Mutation handelte. Die Anwendung BlastX wurde
daraufhin zur Bestatigung herangezogen und die ermittelte AS-Sequenz der TGR5-Protein-

Referenz NP_733800 gegeniibergestellt [416].

2.2.1.8 Verwendete Plasmide

Ein Plasmid ist eine ringférmige, extrachromosomale, nicht an der Zellwand adharente, in
Bakterien vorkommende DNA mit der Fahigkeit sich autonom zu replizieren [414]. Fir die
TGR5-Funktions- und Lokalisationsanalysen wurden im Rahmen der Dissertation die beiden
Plasmide pcDNA3.1+ (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) und TGR5-pEYFP (Clontech,
Heidelberg, Deutschland) verwendet [161, 417, 418]. PcDNA3.1+ ist ein 5428 Bp grolder
Vektor, welcher verschiedene Schnittstellen fiir Restriktionsendonucleasen beinhaltet. Xho |
und EcoR | wurden fiir den Kontrollverdau benutzt. Fiir den nur 4,7 Kb groRen pEYFP-Vektor

wurden BamH | und ebenfalls EcoR | verwendet (New England BiolLabs, Beverly, MA, USA).

Die beiden Plasmide Plasmuc und PRTLK waren Bestandteil des Dual Luciferase Reporter
Assay System Ansatzes (PRLTK: Promega, Madison, WI, USA & Plasmuc: Bayer AG,

Leverkusen, Deutschland) zur Analyse der Rezeptorfunktion [300].

2.2.1.9 Design der TGR5-Mutanten und Einbringen in vorhandene Konstrukte

Zunachst wurde ein mutagener Oligonukleotidprimer mit der im Rahmen der Sequenzierung
gefundenen Punktmutation generiert. Hierbei wurde beriicksichtigt, dass die Punktmutation

im mittleren Bereich des Mutageneseprimers lokalisiert sein sollte. GemaR des
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Herstellerprotokolls wurden Primer der Lange 25-45 Bp mit einer Schmelztemperatur >75 °C

verwendet. Zur Berechnung dieser Temperatur Tm wurde folgende Formel hinzugezogen:

Formel 2 — Die Schmelztemperatur des Mutageneseprimers
675
Tm =815+ 0,41 (%6C) — T Ymismatch

Anm. N entspricht der Primerldnge in Basen, % GC und % mismatch sind ganze Zahlen

Die folgenden sechs Mutageneseprimer sowie die beiden Zusatzprimer 1 und 2 wurden
durch die Fa. Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) hergestellt und konnten
daraufhin mit Hilfe des QuickChange Multi Site-Directed Mutagenesis Kits (Stratagene, La
Jolla, CA, USA/ Agilent Technologies, Santa Clara, USA) in die vorhandenen Plasmide

eingebracht werden:

Tabelle 6 — Die entworfenen Mutageneseprimer

Mutation Primersequenz 53 (Bp)

Glu8Lys CAACAGCACTGGCAAGGTGCCCAGCCCC (28)
Met112Val ACGGGGAGCGCTACGTGGCAGTCCTGAGG (29)
Arg201Trp GCAGGACATCTGCIGGCTGGAGCGGGCAG (29)
Tyr240Pro GTGCTGGGGGCCCGACGTGGCCACAC (26)
Glu296Arg AGGGCAGCCGCCCGAAGGTGCCTGCAG (27)
Leu327Pro CCAAAGCAGTGTCGACCCGGACTTGAAC (28)

Zusatzprimer 1 CCTCATCATCACCGCGAACCTGCTCC (26)
Zusatzprimer 2 CAGCATTGCCTACCACCCAAGCAGCC (26)
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Zu Beginn der Mutagenese-PCR wurde die Plasmid-DNA zunachst denaturiert. Das Annealing
der Mutagenese-Primer und die Amplifikation mit der PfuTurbo-DNA-Polymerase fiihrten
zur Synthese von mutierten Doppelstrangen. Nach Beendigung der PCR wurde 1 pl des
Restriktionsenzyms Dpn | (10 U/ul) in jeden Ansatz pipettiert, fir 1 Min zentrifugiert und
sofort fur 1 Std bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Restriktionsendonuklease Dpn |
verdaute die Matrize, so dass nur noch die mutierte DNA vorhanden war, die schlief3lich in

Bakterienzellen transformiert werden konnte.

Tabelle 7 — Der Mutageneseansatz

Mutageneseansatz:

QuickChange Multi reaction buffer 2,5 pl

Vektor TGR5-pEYFP oder TGR5-pcDNA3.1+ 100 ng

Quicksolution 0,5 ul
Mutageneseprimer 100 ng

Zusatzprimer 1 oder 2 100 ng

dNTPs 1l

QuickChange Multi enzyme 1ul

Aqua dest. ad 25 ul Gesamtvolumen

Unter den folgenden Standardbedingungen liefen 31 Zyklen der Kettenrektion (nur Schritt 2-
4) ab:
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Tabelle 8 — Die Standardbedingungen der Mutagenese-PCR

Arbeitsschritt Dauer Temperatur
1 Denaturierung 1 Min 95 °C
2 Denaturierung 1 Min 95°C
3 Annealing 1 Min 55°C
4 Elongation/ Synthese 2 Min/Kb Plasmidlénge 65 °C
5 Abkiihlen oo 4°C

2.2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.2.1 Bakterienstémme, deren Kultivierung und Transformation

Im Rahmen der Dissertation wurden TOP 10 E.coli (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) und
XL1-blue Bakterien (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) verwendet. 25 ul der TOP10
E.coli-Bakterienzellen bzw. 50 pl XL1-blue Bakterienzellen wurden 10 Min auf Eis aufgetaut.
Letztere wurden zusatzlich mit 1,7 ul Mercaptoethanol behandelt. Darauf folgend wurden
beide Bakterienstamme mit 1,5 ul der Dpnl behandelten Plasmid-DNA fir 20 Min auf Eis
inkubiert und vorsichtig alle 2 Min gemischt. Ein 45 Sek andauernder Hitzeschock im 42 °C
warmen Wasserbad ermoglichte die Aufnahme der DNA in die Bakterien. Anschliefend
wurden diese direkt fiir 2 Min auf Eis inkubiert, um im nachsten Schritt in 500 ul bei 37 °C
vorgewdarmtem SOC-Medium fiir 1 h bei 37 °C geschiittelt zu werden. Je 100 ul der Bakterien
wurden auf vorgewarmten, antibiotikahaltigen Agarplatten ausgestrichen und fiir 1,5 Std bei
37 °C inkubiert. Die Selektion positiver Klone, d.h. Bakterienzellen mit aufgenommenem
Plasmid, erfolgte durch den Antibiotikazusatz, welcher das Wachstum anderer nicht
ampicillin- oder kanamycinresistenter Bakterien verhinderte. Da der pEYFP Vektor ein
Kanamycinresistenzgen und das pcDNA3.1+ Plasmid ein Ampicillinresistenzgen aufwiesen,
konnten auf den Agarplatten nur solche Bakterien wachsen, welche das Vektorkonstrukt
aufgenommen hatten und die nétigen Antibiotika-neutralisierenden Enzyme exprimieren

konnten.
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2.2.2.2 Plasmidprdéparation

Zur Untersuchung der transformierten Bakterien und zur Gewinnung der Plasmide Plasmuc
und PRLTK fir den Luciferase-Assay erfolgte die Isolierung von zunachst geringen
Plasmidmengen nach den Herstellerangaben mit dem DNA-Extraktions-Kits QIAprep Spin

Miniprep von Qiagen (Hilden, Deutschland).

Eine Kolonie der selektionierten Bakterien, die auf dem antibiotikahaltigen N&hrboden
wachsen konnte, wurde mit einer Pipettenspitze gepickt und in 5 ml Luria-Bertani- (LB)
Medium, versetzt mit 5 pul Ampicilin bzw. Kanamycin (Verdiinnung 1/1000), tiber Nacht bei
37 °C und 200 U/min schittelnd inkubiert.

Nach 12-16 Std Wachstum wurden die Bakterien durch eine zehnminitige Zentrifugation bei
4 °C und 13000 rpm (~17,900 x g) in Form eines prazipitierten Pellets geerntet und der
Uberstand verworfen. Ein kleiner verbleibender Anteil der Bakteriensuspension wurde bei 4
°C gelagert, um spater im Rahmen einer zweiten Ubernachtkultur fiir die Maxipraparation
verwendet zu werden. Zur Gewinnung der Plasmid-DNA wurde das Pellet mit 250 pl des
RNase A (100 pg/ml) und LyseBlue-Reagenz (1/1000) haltigen Puffers P1 resuspendiert, 250
ul des Zelllysepuffers P2 hinzugesetzt und das Eppi 4-6x invertiert bis ein Farbumschlag des
Indikators LyseBlue nach blau sichtbar war. Das in Puffer P2 enthaltene
Natriumdodecylsulfat (SDS) l6ste die Zellwand auf, so dass Zellinhaltsstoffe austreten
konnten, wahrend Natriumhydroxid (NaOH) unter alkalischen Bedingungen chromosomale
und Plasmid-DNA ebenso wie Proteine denaturierte. Im darauf folgenden Schritt wurden 350
ul des kaliumacetathaltigen Neutralisationspuffers N3 hinzugegeben und das Acetat durch
Invertieren gefallt - erkennbar an dem Farbumschlag in farblos. Puffer N3 neutralisierte das
Lysat und schaffte eine salzreiche Umgebung, die das SDS, Zellbestandteile und genomische
DNA zu prazipitieren vermochte. Die Plasmid-DNA blieb in Losung und konnte spater an eine
Silicamembran binden. Eine Zentrifugation fir 10 Min bei RT und 13000 rpm mit einer
Tischzentrifuge separierte die préazipitierten Zelltrimmer. Der plasmidhaltige Uberstand
wurde dann in ein QIAprep Spin Column Uberfihrt und die Anionen-Austauscher-Saule
(Silicamembran) mit plasmidhaltigem Uberstand beladen. Lediglich DNA, jedoch nicht

Verunreinigungen durch Zellmetabolite, Zellbestandteile oder RNA wurden aufgrund ihrer
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Ladung auf dem Gel der Saule absorbiert und konnte nach der Zentrifugation in zwei
aufeinander folgenden Waschschritten mit 500 pl des Puffers PB und 750 ul des 70%
ethanolhaltigen Waschpuffers PE aufgereinigt werden. Puffer PB entfernte effizient in den
Bakterienzellen enthaltene Endonukleasen, wohingegen Puffer PE die Salze der
vorangegangenen Schritte beseitigte. Der Uberstand wurde verworfen und die Siule durch
eine letzte Zentrifugation ohne Zugabe weiteren PE-Puffers vollstandig getrocknet, um die
DNA anschlieRBend in einem 1,5 ml Eppi durch Zugabe von 35 ul steril filtriertem Wasser zu

eluieren.

Zum Nachweis des in das Plasmid eingeschleusten TGR5-Inserts und der beiden Plasmide
Plasmuc und PRLTK wurde nach jeder Praparation ein Restriktionsverdau und darauf folgend
bei TGR5-Inserts eine zusatzliche Sequenzierung durchgefiihrt. Endonukleasen konnten im
Rahmen des Kontrollverdaus an den spezifischen Schnittstellen der Plasmide das
aufgenommene TGR5-Gen wieder herausschneiden, indem sie die Phosphodiesterbindungen
der DNA hydrolysierten. Folgende Restriktionsansatze wurden fir 1 Std bei 37 °C im

Brutschrank inkubiert:

Tabelle 9 — Der Kontrollverdau transformierter Plasmide

Kontrollverdau-Ansatz:

EcoR1 0,5 ul
BamH | (pEYFP) bzw. Xho | (pcDNA3.1+) 0,5 ul
spezifischer Restriktionspuffer EcoR I-Puffer 1pl
Aqua dest. 6 ul
Plasmid-DNA 2 ul

Seite 50 von 152



2. MATERIALIEN & METHODEN

Tabelle 10 — Der Kontrollverdau des Plasmucs

Kontrollverdau Plasmuc:

EcoR1 1ul
EcoR1-Puffer 1ul
destilliertes Wasser 6 ul
Plasmuc-DNA 2 ul

Um anschlieBend in einem 1% TAE-Agarosegel der GroRe nach bei 100 V elektrophoretisch
aufgetrennt und sichtbar gemacht werden zu kdnnen, wurde jeder DNA-Probe 3 ul Orange
Buffer als Farbstoff hinzugegeben. 5 pl Etidiumbromid ermdoglichten die Visualisierung der
Banden unter UV-Licht, so dass ein GroRenvergleich mit dem Standard mdéglich wurde. Ein
positives Ergebnis zeigte sich in Form zweier sichtbarer Banden (TGR5-Insert & Plasmid).
Eine endgiltige Kontrolle der Insertaufnahme in die beiden Konstrukte pcDNA3.1+ und
PEYFP wurde durch eine Sequenzierung ermoglicht. Hierfiir kamen folgende Primer zum

Einsatz:

Tabelle 11 - Die Sequenzierungsprimer der transformierten Plasmide

Vektor Primer Sequenz 53 (bp)
pcDNA3.1+ Bghrev TAGAAGGCACAGTCGAGG (18)
T7 GTAATACGACTCACTATAGGG (21)
PEYFP 65for CGGTAGGCGTGTACGGTGGGAG (22)
66rev CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG (22)

Die Auswertung der Gbermittelten Daten erfolgte analog zur Sequenzierung der PCR-Proben
unter Verwendung von Pubmed BLAST durch einen Vergleich der Basenabfolge der Plasmid-

DNA mit der TGR5-Referenzsequenz NM_001077191.
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Die Gewinnung groflerer Mengen Plasmid-DNA fiir eine Transfektion erfolgte analog zur
Minipraparation durch eine Maxipraparation mit dem QIAprep Maxiprep Kit von Qiagen
(Hilden, Deutschland). Der aus der Miniprep verbliebene Anteil der Bakteriensuspension, der
nach Restriktionsverdau und Sequenzierung als erfolgreich transformierte Bakterienkolonie
identifiziert wurde, konnte in einer zweiten Ubernachtkultur mit 250 ml LB-Medium und der
entsprechenden Menge Ampicilin oder Kanamycin (Verdiinnung 1/1000, Konzentration 50

ug/ml) bei 37 °C und 200 rpm schiittelnd inkubiert werden.

Nach 12-16 Std wurde die Kultur 15 Min bei 4 °C und 5000 rpm zur Pelletierung der
Bakterien zentrifugiert. Das Pellet wurde resuspendiert und die Plasmid-DNA extrahiert,

gereinigt und in 600-700 pl in steril filtriertem, destilliertem Wasser eluiert.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

Im Rahmen der Dissertation wurden die in den Laboratorien vorhandenen human embryonic
kidney (HEK293)-Zellen verwendet [160]. Diese wurden bei 37 °C in einer Atmosphédre von
5% CO2 in 10ml sterilem MEM-Medium (minimal essential medium with Earle's salts with L-
Glutamine) und dem Zusatz von 10% fetalem Kalberserum (FCS) (beide: PAA, Pasching,
Osterreich) im Brutschrank kultiviert. Alle zwei bis drei Tage erfolgte ein Mediumwechsel mit
vorgewdrmtem Kulturmedium. Sobald die Zellen eine Konfluenz von etwa 70-80%
erreichten, wurden diese gesplittet und in eine neue Passage Uberfiihrt. Hierzu wurden die
HEK293-Zellen mit 10 ml auf 37 °C erwdrmtem, salzhaltigem Phosphatpuffer PBS ohne
Calcium- und Magnesiumzusatz (Biochrom, Berlin, Deutschland) gewaschen, mit 2 ml
Trypsin-EDTA (Biochrom, Berlin, Deutschland) von der Unterflache gelost und nach Zugabe
von 8 ml Medium auf weitere Flaschen verteilt/ gesplittet. In den beschriebenen Anséatzen
kamen Zellen der Passagen 14-27 zum Einsatz. Eine Langzeitkonservierung erfolgte in 10%

DMSO und Kulturmedium in einer Umgebung von minus 80 °C.
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2.2.4 Funktionsanalyse mit dem Dual-Luciferase Reporter Assay

Zur Funktionsanalyse des Rezeptors erfolgte die Aktivitdtsmessung durch ein cAMP-
sensitives Luciferase-Reportergen. Diese Methode wurde bereits in der AG Keitel etabliert
[149, 150, 155, 300]. Ziel des Dual Luciferase Reporter Assay System Ansatzes (Promega,
Madison, WI, USA) war es die Auswirkung der genetischen Veranderung des TGR5-Gens auf
die Funktionalitdt des Rezeptors zu untersuchen. Fiir die Analyse jeder Mutation wurden
HEK239-Zellen kultiviert bis sie konfluent waren. Die Zellen wurden auf zwei 6-Well-Platten
ausgesat. Pro Well wurden 1 ml Zellsuspension und 1 ml frisches Medium verwendet. Im
Anschluss wurden die Platten fir 3 Std in einer Atmosphéare von 37 °C und 5% CO2 im
Brutschrank inkubiert, um daraufhin mit einem cAMP-sensitiven Reportergen Konstrukt
(Plasmuc, Bayer AG, Leverkusen, Deutschland), das funf cAMP-response elements (CRE) vor
dem Firefly-Luciferasegen enthielt, transient transfiziert zu werden. Dieses Plamid wurde mit
dem TGR5pcDNA3.1+-Konstrukt bzw. mit den entsprechenden Leervektoren pcDNA3.1+ und
PEYFP und dem Renilla Luciferase Reportergen-Konstrukt pRLTK (Promega, Madison, WI,
USA) kotransfiziert (=Dual Reporter Assay). Der unter UV-Licht grin fluoreszierende
Farbstoff YFP diente der Uberpriifung einer adiquaten Aufnahme der Plasmide in die
HEK293-Zellen. Alle Plasmide wurden unter Verwendung von Lipofectamin 2000 (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), welches mit der einzuschleusenden Mutations-DNA lipophile Vesikel
bildete, gleichzeitig in die Zellen eingebracht. PRLTK beinhaltete einen konstitutiv aktiven

Promoter, welcher als Transfektionskontrolle diente.

Die durch TLC (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) ausgeldste Aktivierung des TGR5-
Rezeptors fihrte G-Protein gekoppelt zu einer Aktivierung der AC, welche daraufhin die
Umwandlung von ATP in cAMP katalysierte. Dieses band an die cAMP response elements
(CRE) des Reportergen-Konstrukts (Plasmuc) und setzte die Expression der Firefly-Luciferase

in Gang.
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cAMP

CRE

Abbildung 10 - Das Grundprinzip des Luciferase-Assays
cAMP-abhdngig wird die Expression der Luciferase stimuliert und die Aktivitdt des TGR5-Rezeptors gemessen. cAMP bindet

hierzu an die cAMP-responsive elements innerhalb des Plasmids und aktiviert die Transkription des Luciferasegens.
Modifiziert nach Herstellerangaben (Promega, Madison, WI, USA).

Wurde nun Substrat hinzugegeben, so konnte die Firefly-Luciferase die ATP-abhangige
oxidative Decarboxylierung von Luciferin zu Oxyluciferin in Anwesenheit von
Magnesiumionen und unter Abspaltung eines Pyrophosphats katalysieren. Hierbei wurden
Photonen der Wellenlange ~562 nm emittiert, so dass die Luciferase-Aktivitat anhand einer
cAMP-vermittelten Lichtreaktion gemessen werden konnte. Analog wurde die Aktivitat der
Renilla-Luciferase gemessen. Diese metabolisierte unter Lichtemission Coelenerazin zu

Coelenteramid.

Abbildung 11 - Die Firefly-

C Luciferasereaktion

Die exprimierte Luciferase katalysierte

nach Zugabe des Substrates die

oxidative Decarboxylierung von

Lciforass 1= Luciferin zu Oxylucifern. Hierbei wurde

Luciferin [Me™] Oxyluciferin Licht freigesetzt, welches

O s s MO s s photometrisch  gemessen  werden
Uﬂuj L M > \QNHN/\B

konnte. Die Intensitat des gemessenen
Lichts war ein MaBR fir die
Luciferaseaktivitat, die cAMP-
Konzentration und folglich fir die
o, 0, Aktivitdit des Rezeptors. Modifiziert

nach Herstellerangaben (Promega,
. e Madison, WI, USA).

ATP AMP + PP,
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Die Hohe des Lichtsignals und somit die Menge der produzierten Firefly-Luciferase war ein
Mal fir die Aktivierung und Funktionalitdt des Rezeptors, da die Aktivitdt des Rezeptors
linear mit der intrazellularen cAMP-Konzentration und der gemessenen Lichtstarke
korrelierte. Die Renilla-Luciferase (pRLTK-Konstrukt) hingegen war jedoch vollkommen
unabhangig von Promotoren und regulatorischen Elementen in den transfizierten Zellen
konstitutiv aktiv exprimiert und gewadhrleistete auf diese Weise die Normierung des
Lichtsignals. Durch Quotientenbildung beider Lichtsignale konnten Fehler, welche auf einer
unterschiedlich starken Transfektion und divergierenden Zellkulturgrolen beruhten,

minimiert werden.

Zur Transfektion wurden pro Mutation ein DNA- und ein Lipofectamin-Ansatz pipettiert:

Tabelle 12 — Der DNA-Ansatz des Luciferase-Assays

DNA-Ansatz:

Mutation hTGR5pcDNA31+ 0.5 pg/Well
Plasmuc (cAMP-Sensor) 1,6 ug/Well
PRLTK (Renilla) 0,1 pg/Well
PEYFP (Transfektionskontrolle) 1,1 ug/Well

Das Gesamtvolumen von 50 pl wurde durch Zugabe von Optimem-Medium (Optimem +
Glutamax, Gibco, Life Technologies, Paisley, UK) konstant gehalten, um unterschiedliche
Transfektionsansatze ausschlieRen zu konnen. Das Gemisch wurde fur 5 Min bei RT inkubiert

und gleichzeitig der Lipofectaminansatz begonnen:
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Tabelle 13 - Der Lipofectaminsansatz des Luciferase-Assays

Lipofectaminansatz ‘

Lipofectamin 7 ul/Well

Optimem 243 pl/Well

Die 250 pl des Lipofectaminansatzes wurden ebenfalls fir 5 Min bei RT inkubiert, um
daraufhin mit dem DNA-Ansatz versetzt bei RT inkubiert zu werden. Nach 20 Min wurden
jeweils 2 ml frischen Mediums und 300 ul des Lipofectamin-DNA-Gemisches in jedes Well
pipettiert. Die Platten wurden wiederum fiir 3 Std im Brutschrank inkubiert, um im Anschluss

nach einem weiteren Mediumwechsel Uber Nacht kultiviert zu werden.

Am darauf folgenden Tag wurde die korrekte Aufnahme des Insert anhand des unter UV-
Licht grinfluoreszierenden YFP-Signals kontrolliert und die Zellen mit je 2,5 ml
antibiotikahaltigem ,,Hungermedium“ (MEM + 1% FCS + 1% Penicillin und Streptomycin), das
die Zellen aufnahmefahiger gegeniber den Stimulationssubstraten machte, versetzt.
Nachmittags erfolgte ein weiterer Mediumwechsel sowie die Stimulation mit 5 pul DMSO
Diemethylsulfoxid als Kontrolle (Wert = 1,0), Forskolin in DMSO gel6st als Positivkontrolle
und TLC in DMSO gel6st in den Konzentrationen 0,1, 0,5, 2,5 und 10 uM.

Nach 16 Std wurden die Zellen zweifach mit kaltem, magnesium- und calciumhaltigem PBS
(Biochrom, Berlin, Deutschland) und 1/1000 Na-ortho-Vanadat (100 mM) gewaschen und je
nach Konfluenz mit 120-180 pl des einfach verdiinnten Passive Lysis Buffer versetzt, um
daraufhin fir 20 Min schittelnd bei RT inkubiert zu werden. Mit Hilfe eines Spatels wurden
die Zellen von der Unterflache der Wells abgekratzt und je 120 ul des Zelllysats in ein
vorbereitetes 1,5 ml Reaktionsgefald Gberfiihrt. Nach zehnminitiger Zentrifugation bei 4 °C
und 13.000 rpm wurde das Zellpellet verworfen und 100 pl des Uberstandes in ein weiteres
ReaktionsgefaR pipettiert. Unter Verwendung des Luminoscans von Thermo Scientific
wurden jeweils 10 pul der Proben zuerst mit 50 pl der nach Herstellerangaben vorbereiteten
Luciferasereagenz gemischt, auf eine weille 96-Well-Platte aufgetragen und die

Lichtemission fur 7 Sek gemessen (Luciferase-Aktivitdt). Anschliefend erfolgten die
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Hinzugabe von 50 pl Stop&Glo-Reagenz und die Messung der Lichtemission fir 3 Sek
(Renilla-Aktivitat).

Der Firefly-Luciferase-Reporter generierte durch die Hinzugabe der Luciferase-Reagenz ein
stabiles lumineszierendes Signal. Nach Quantifizierung der Firefly Lumineszenz wurde durch
das Hinzupipettieren der Stop&Glo-Reagenz die Renilla-Luciferase-Reaktion initiiert und das
Signal der Renilla-Luciferase gemessen. Die Aktivitdt der Firefly-Luciferase wurde nach
Herstellerangaben zeitgleich um sieben Zehnerpotenzen reduziert, so dass die ermittelte

Lichtmenge selektiv in beiden Messungen bestimmt werden konnte.

Neben den transfizierten TGR5-Mutageneseplasmiden wurden auch die Leervektoren sowie
der TGR5-WT analysiert. Diese Kontrollen erlaubten schliefllich die Aussage, dass die
beobachteten Veranderungen der Rezeptoraktivitat nur auf die Mutation zurlickzufiihren

waren.

2.2.5 Immunfluoreszenzmessung & konfokale Laserscanning Mikroskopie

Immunfluoreszenzmessungen wurden zur Lokalisationsbestimmung des TGR5-Rezeptors
verwendet [155, 160, 300]. Fiir die Analyse wurden HEK293-Zellen kultiviert bis sie eine
Konfluenz von 60-70% aufwiesen. 400 ul Zellen wurden auf drei 12-16 mm Durchmesser
groRe Objektragerplattchen (Coverslips) in jeder Vertiefung einer 6-Well-Platte ausgesat.
Nach 3 Std Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO2 erfolgte die Transfektion mit
den sechs TGR5-Mutanten und dem TGR5-WT. Die aus den vorherigen Versuchen
vorhandenen mit den TGR5-Mutationen transformierten pcDNA3.1+ Plasmide sollten mit
Hilfe des Lipofectamins in die Zellen eingebracht werden. Fir jede Mutation wurde analog

zum Luciferase-Assay ein DNA- und ein Lipofectaminansatz hergestellt:
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Tabelle 14 — Der DNA- Ansatz der Imnmunfluoreszenzmessung

DNA-Ansatz:
TGR5-Plasmid-DNA pcDNA3.1+ 2,5 ug/Well
Optimem 250 pl/Well

Tabelle 15 - Der Lipofectaminansatz der Immunfluoreszenzmessung

Lipofectaminansatz:

Lipofectamin 7 ul/Well

Optimem 243 ul/Well

Beide Ansdtze wurden fiir 5 Min bei RT inkubiert, gemischt und fir weitere 20 Min bei RT
inkubiert. In der Zwischenzeit wurde ein Mediumwechsel mit 1,5 ml MEM + 10% FCS je Well
vorgenommen. Mit 480 pl/Well des jeweiligen DNA-Lipofectamingemisches wurden die
Zellen anschlieRend transfiziert. Zur Entfernung des Lipofectamins erfolgte nach 3 Std
Inkubation im Brutschrank ein weiterer Mediumwechsel. Die Zellen wurden schlieBlich fur
weitere 48 Std im Brutschrank inkubiert, um eine ausreichende Zeit fir die adaquate

Proteinexpression zu gewahrleisten.

Nach Inkubation und Mediumentfernung wurden die Zellen mit 2 ml/Well PBS ohne
Magnesiumzusatz gewaschen und fir 30 Sek mit 1 ml Methanol unter dem Abzug versetzt.
Das Methanol machte die Zellmembran permeabel, fixierte die Zellen in ihrem aktuellen
Zustand und verhinderte eine Deformierung der Zellstruktur. AnschlieRend wurden die
Zellen wiederum zweimalig mit PBS gewaschen, in 12-Wells iberfihrt und fiir 30 Min bei RT
mit 2 ml 2% FCS-haltigem PBS pro Well inkubiert. Das FCS band an Oberflachenstrukturen
der Zellen und verringerte spatere unspezifische Bindungen der Antikoérper. Die Affinitat der
Antikorper war hoher als die Bindungskrafte des FCS, so dass die Epitope durch die
Antikorper letztlich spezifisch gebunden werden konnten. Die geblockten Coverslips wurden

anschliefend in eine Feuchtkammer auf Aqua dest. befeuchtetem Whatman-Papier und
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Parafilm ausgelegt und mit 60 pl des ersten Antikérpergemisches beschichtet und fir 1 Std

bei RT abgedunkelt inkubiert (Bemis flexible packing Neenah, WI, USA).

Die beiden Erstantikorper banden spezifisch an die jeweilige Zielstruktur. Zweitantikorper
wurden zur Visualisierung der Erstantikdrperbindung verwendet. Sie waren mit einem
fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt und banden spezifisch an den Erstantikérper. Hieraus
resultierte unter dem Lichtmikroskop eine Fluoreszenz. Als Erstantikérper diente RVLR2, ein
anti-human-TGR5-IgG-Antikorper des Meerschweinchens (gegen die TGR5-AS 298-318
gerichtet [159, 162]) in einer Konzentration von 1/500. Zudem wurde ein monoklonaler
Antikérper der Maus gegen die Na'/K'-ATPase gerichtet als Zellmembranmarker in einer
Konzentration von 1/100 (in der Blockinglésung) verwendet. Als Marker fiir das humane ER
wurde der murine PDI-Antikorper (Proteindisulfid Isomerase) in einer Verdiinnung von 1/150
angewendet. Zwei mit Fluoreszein (FITC) gekoppelte anti-Maus (1/200) und ein anti-
Meerschweinchen Indocarbocyanin-3 (Cy3) gekoppelter Antikérper (1/500) wurden als
weitere Zweitantikorper eingesetzt. SchlieBlich fand Hoechst als separater Zellkernfarbstoff

in einer Verdiinnung von 1/20000 Verwendung.

Tabelle 16 — Die verwendeten Primar- & Sekundarantikorper

Antikorper Wirtspezies Reaktivitat
| Erstantikérper ~ RVLR2  polyclonal  Guineapig ~ Human |
(TGR5-AS 298-
318)
[159, 162]
Na'/K'-ATPase monoclonal Mouse Human
PDI monoclonal Mouse Human
Zweitantikorper Dk anti-gpCy3 Fab2 Fragment Donkey Guinea pig Rot
1gG
polyclonal
Dk anti-ms-FITC Fab2 Fragment Donkey Mouse Grilin
1gG
polyclonal
Gt anti-ms-FITC 1gG Goat Mouse Grin

Gesamtmolekl

Hoechst Blau
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Nach 1 Std wurden die Coverslips wieder in 12-Wells (iberfiihrt und dreimal fiir je 10 Min mit
PBS gewaschen, um anschlieBend mit 80 ul des zweiten Antikdrper-Gemisches beschichtet
flr 1 Std abgedunkelt inkubiert zu werden. Nach drei weiteren Waschschritten mit PBS
wurden die Coverslips fir 2 Min mit Aqua dest. gewaschen, auf einen Objekttrager
Ubertragen, mit Dako Fluorescent Mounting Medium eingedeckt, mit Nagellack fixiert und

bei 4 °C gelagert.

Das Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie war die Anregung der Proben mit Licht einer
bestimmten Wellenldnge, die daraufhin zu einer Abstrahlung von Licht einer weiteren
Wellenldnge fihrte, welche mit speziellen Filtern gemessen werden konnte. Die
Immunfluoreszenz der Objekttrager wurde schlieRlich unter dem Zeiss LSM 510 Meta
confocal microscope mit einem 63x Objektiv betrachtet, Bildaufnahmen mit 1024 x 1024
Pixel und einer Kantenldange von 48,75 x 48,75 um digital gespeichert und anschlieBend mit

der Software LSM Image Browser ausgewertet (Zeiss, Oberkochen, Deutschland).

2.2.6 Statistische Auswertung

Im Rahmen der Funktionsanalyse wurden zur statistischen Auswertung der Rezeptoraktivitat
die ermittelten Lichtintensitaten der Luciferase-Assays, angegeben in RLU (relative light
units), in Excel-Tabellen tbertragen und in Balkendiagrammen dargestellt. Jede Mutation
wurde in mindestens sechs unabhangigen Untersuchungen und entsprechend unabhdngigen
Transfektionen an verschiedenen Tagen analysiert. Fir die ermittelten Daten wurden die
arithmetischen Mittelwerte, die Standardabweichungen und die statistischen Schwankungen
des Mittelwertes (SEM, standard error of the mean) errechnet. Zudem wurden zur
Bestimmung der statistischen Aussagekraft fir jede Mutationsanalyse ein zweiseitiger
Student-t-Test verwendet. Es konnten so direkte Vergleiche der Rezeptoraktivitat bei
verschiedenen TLC-Konzentrationen gegeniiber der Kontrolle DMSO vorgenommen werden.
Eine Signifikanz wurde fur p < 0,05 angenommen. Aullerdem wurde ein statistischer
Vergleich zwischen den Mutationen und dem TGR5-WT bei gleicher TLC-Konzentration

durchgefiihrt.
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2.2.7 Patientenkollektive

Etwa 1500 DNA-Proben wurden anonymisiert untersucht. Erst nach Abschluss der
Genanalyse und nach Fertigstellung der zellbiologischen Charakterisierung erfolgte die
Zuordnung mit den jeweiligen Patienten und ihren Erkrankungen. Unter Verwendung der
klinikinternen Datenbank und des im klinischen Alltag verwendeten EDV-gestitzten
Dokumentationsprogramms MEDICO der Firma Siemens (Deutschland) konnten die
Sequenzierungsergebnisse mit den zugehorigen Patientendaten schliefSlich korreliert
werden. Die Daten wurden im Januar 2013 erhoben. Fir jeden Patienten wurden zu diesem
Zeitpunkt vorhandene, digitale Arztbriefe und digital dokumentierte Laborergebnisse
gesichtet und folgende Parameter soweit vorhanden recherchiert und tabellarisiert: Alter,
Geschlecht, Haupt- und Nebenerkrankungen. Der Fokus wurde aufgrund der in der
Einleitung beschriebenen potentiellen TGR5-Beteiligungen insbesondere auf folgende
Erkrankungen gelegt: Erkrankungen des GIT, der Leber und der Gallenwege sowie
kardiovaskuldre, metabolische (DM Typ |IlI) und onkologische Erkrankungen. Die
Hauptdiagnose wurde als der Aufnahme- beziehungsweise als der aktuelle
Behandlungsgrund festgelegt. Bei Vorliegen einer Multimorbiditait war eine
Mehrfachzuordnung unumganglich. Ein Patient mit Hepatitis B konnte auch an DM Typ I
und KHK erkrankt sein und wurde dementsprechend in drei Listen geflihrt. Aus diesem
Grunde war die Anzahl der Erkrankungen groRer als die Anzahl der untersuchten Patienten.
Es wurden nicht nur dokumentierte Haupt-, sondern auch Nebendiagnosen berlicksichtigt,
um ein moglichst groRes Spektrum an verschiedenen Erkrankungen abbilden und korrelieren
zu kénnen.

Als Kontrollen wurden 593 Blutspender auf TGR5-Mutationen gescreent.

Fir das HCV-Kollektiv wurde zudem der aktuell dokumentierte Infektionsstatus (Stand
Januar 2013) — ausgeheilte vs. chronisch replikative (= aktive) Infektion — aus den Arztbriefen
und den Laborergebnissen tabellarisch festgehalten. Der Status einer ausgeheilten HCV-

Infektion wurde vergeben, wenn die Virdmie unter der RNA-Nachweisgrenze <12 Kopien lag.

SchlieBlich wurde die Anzahl der identifizierten Mutationen und des gefundenen SNP mit

den Erkrankungen der Patienten korreliert. Fir den SNP mit den Genotypen CC, TC und TT
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wurden die Allelfrequenzen (siehe Formel 3) in der HCV-Gruppe errechnet und mit der

Kontrollkohorte verglichen.

Formel 3 — Die Berechnung der Allelfrequenz

Anzahl des gesuchten Allels 2xA+E
Alle Allele ~ 2xA+ 2xB +2xC

Allelfrequenz =

Anmerkung; Fir die Errechnung des C-Allels: A = Anzahl der Genotypen CC, B = Anzahl der Genotypen CT, C =
Anzahl der Genotypen TT
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3.1 Etablierung der Sequenzierung

Zu Beginn der experimentellen Arbeit wurden im Rahmen der Sequenzierung durch
Vergleich mit der Basenabfolge des TGR5-Gens zahlreiche Primer in Zusammenarbeit mit
Frau Spomer entworfen und mehrfach getestet. Die optimalen Amplikationszeiten,
Annealingtemperaturen und Sequenzierungsergebnisse wurden durch zwei unabhangige
PCRs fiir die Exons 1 und 2 mit den revers respektive forward gerichteten Primern 1rev,
1.1for, 2rev und 2.1for erzielt. Analog wurden die Primer fir die Sequenzierung der
amplifizierten Exons etabliert. Insgesamt erfolgte der Einsatz von vier Primern fir die PCR

und Sequenzierung von Exon 1 sowie von neun Primern flir Exon 2.

Initial wurden die Sequenzierungsergebnisse der Tag-Polymerase mit denen der Phusion-
Polymerase verglichen. Letztere konnte bei einer geringeren Fehlerrate ein gréReres DNA-
Fragment, welches sowohl Exon 1 und Exon 2, als auch das zwischenliegende Intron umfasst,
amplifizieren und durch eine 3‘5‘-Exonucleaseaktivitdat fehlgepaarte Basen korrigieren
(Proofreading). Im direkten Vergleich zeigten sich jedoch bessere Amplifikations- und
Sequenzierungsergebnisse bei Verwendung der Tag-Polymerase. Um der fehlenden 3‘5'-
Exonucleaseaktivitat der Tag-Polymerase Rechnung zu tragen und weiterhin potentielle
Fehlerquellen zu minimieren wurden beide Exons des TGR5-Gens immer in zwei separaten
PCRs amplifiziert und darauf folgend zur Qualitatssicherung jeder Nachweis einer
Punktmutation durch eine zweite, unabhangige PCR mit forward und revers gerichteten

Primern bestatigt.

3.2 Sequenzierungsergebnisse

Insgesamt wurden Uber 1500 Patientenproben untersucht. Eine vollstandige Sequenzierung
von Exon 1 und 2 bei ausreichend vorhandenem DNA-Material gelang flir 735 Patienten

eines allgemeinen, unselektionierten Disseldorfer Kollektivs (allgemeines Kollektiv) und
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gesondert flir 472 HCV-Patienten (HCV-Kollektiv). Das allgemeine Kollektiv enthielt ebenfalls
273 Patienten mit HCV. Nach der vollstandigen Analyse aller Proben wurden doppelt
gelistete Patienten gesucht und die Kollektive entsprechend angepasst, so dass schlief3lich
472 HCV-Patienten einem etwa gleichgroBen Kollektiv von 462 Patienten mit
verschiedensten Erkrankungen gegeniliberstanden. Insgesamt wurden 90 Mutationen
gefunden und wie oben beschrieben durch eine zweite PCR bestdtigt. Das
Geschlechterverhaltnis war mit jeweils 45 Mannern und Frauen ausgeglichen. Einen
Uberblick tber alle identifizierten genetischen Verdnderungen in codierenden und nicht-
codierenden Abschnitten des TGR5-Gens liefert die folgende Tabelle 17 - Die identifizierten
Mutationen des Gesamtkollektivs. Dem gefundenen single nucleotide polymorphism SNP
rs11554825 im nicht-codierenden Exon 1 wird ein gesondertes Kapitel gewidmet. Die
Angabe des Nukleotidaustausches erfolgte nach den Empfehlungen der Human Variation
Nomenclature Society [419]. Die Basenpaarnummer des Nukleotidaustausches entspricht
dem jeweiligen Bp des 2023 Bp langen TGR5-Gens in der Transkriptvariante 1
(NM_001077191.1).

Tabelle 17 - Die identifizierten Mutationen des Gesamtkollektivs

Nukleotid- AS- Erkrankungen
austausch
Austausch
Exon
c.[13G>A] Nicht 2 HBV, HBs-AG-
codierend Trager
Exon 1
c.[111A>G] Nicht 1 M. Crohn,
codierend Cholezysto-
Exon 1 lithiasis
c.[283C>T] Nicht 1 HBV
codierend
Exon 2
c.[335C>T] Nicht 1 AlH, Zn HCV,
codierend Lebersteatose
Exon 2
c.[737G>A] Nicht 1 Gewichts-
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Nukleotid- AS- Erkrankungen
austausch
Austausch
Exon
Exon 1 codierend verlust/
Kontrolle
c.[838G>A] Nicht 1 Rektum-Ca
codierend metastasiert,
c.[830C>T] Zn CHE
Exon 2
c.[889C>G] G7G 2 1 HCV, Zn HBYV,
DM II, KHK,
Exon 2 P-(=) PAVK, Zn HCV,
Zn CHE
c.[890G>A] p.ES8K 1 HBV, HBs-AG-
Trager
Exon 2
c.[1197G>A] p.R110H 1 HBV
Exon 2
c.[1202A>G] p.M112V 1 HBV
Exon 2
c.[830C>T] 2x nicht 1 HCV
codierend
c.[838G>A]
p.A153V
c.[1326C>T]
p.R308W
c.[1790C>T]
Exon1l &2
c.[1469C>T] R216R 1 Leberwert-
erhéhung
¢.[1516G>C] p.(=)
c.[1927C>T] p.R201W
c.[1936C>T]
Exon 2
c.[1504C>T] S212S 3 2 Colitis, HCV,
HCC, NASH,
Exon 2 p.(=) HBV
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Nukleotid- AS- Erkrankungen
austausch
Austausch
Exon
c.[1504C>T] S212S 1 HCV
¢.[1516G>C] p.(=)
c.[1927C>T]
c.[1936C>T] R216R
Exon 2 p-(=)
c.[1516G>C] R216R 18 20 Overlap PBC &
AlH, Leber-
c.[1927C>T] p.(=) zirrhose,
c[1936C>T] Reflux, AlH,
Exon 2 NASH, HBV,
HCV,
Leberwert-
erhohung,
Rektum-Ca
c.[1516G>C] R216R 6 6 Colitis, HBV,
Leberzirrhose,
c.[1927C>T] p.A217P NASH, PE_;C’
Steatosis
c.[1936C>T] hepatis
Exon 2
c.[1567C>T] F233F 1 Leberwert-
erhohung
Exon 2 p.(=)
c.[1586T>G] p.Y240D 1 HCV
Exon 2
c.[1633G>A] P255P 1 C2, Leber-
zirrhose,
Exon 2 p-(=) Cholezysto-
lithiasis
[1682A>G] p.S272G 2 HBV,
Osophagus-Ca,
Exon 2 exokrine
Pankreas-
insuffizienz
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Nukleotid- AS- Erkrankungen
austausch
Austausch
Exon
c.[1756A>G] Q296Q 1 Rektum-Ca, DM
Il
Exon 2 p.(=)
c.[1755A>G] p.Q296R 1 HCV,
Mamma-Ca
Exon 2
c.[1848T>C] p.L327P 1 Zn HCV
Exon 2
c.[1917C>G] Nicht 4 7 Pankreas-Ca,
codierend Reflux, HBV,
Exon 2

Colitis ulcerosa,
HCV, Overlap
AIH & PBC,
PAVK, DM II

Tabelle 17 - Die identifizierten Mutationen des Gesamtkollektivs. Diese wurden mit dem Geschlecht und der jeweiligen
Erkrankung des Patienten korreliert. Ein Fokus wurde hierbei auf Erkrankungen gelegt, welche potentiell nach dem
aktuellen Forschungsstand mit TGR5 assoziiert sein kdnnten. Alle bekannten Nebenerkrankungen wurden ebenfalls
gesichtet, jedoch aufgrund des Umfanges hier nicht vollstdndig gelistet. Die im Weiteren zellbiologisch untersuchten
Mutationen wurden farblich gelb markiert.

Das allgemeine, unselektionierte Disseldorfer Kollektiv umfasste 735 Patienten mit einem
etwa ausgewogenen Geschlechterverhaltnis. Von 237 HBV-, 273 HCV- und 2 HDV-erkrankten
Patienten wiesen 78 eine ausgeheilte HBV-Infektion und 112 eine Uberstandene HCV-
Infektion auf. Dartiber hinaus fanden sich 113 Patienten mit einer diagnostizierten malignen
neoplastischen Erkrankung sowohl der Leber, als auch anderer Organsysteme. 34 Patienten
waren an einer PBC und 23 an einer AIH erkrankt. Bei 11 Patienten lag ein Overlap-Syndrom
bestehend aus PBC und AlH vor. Eine Refluxsymptomatik respektive Refluxésophagitis oder
Barrettmetaplasie zeigten 72 Patienten. Bei 69 Patienten wurde ein DM Typ Il und bei 32
Patienten eine KHK nachgewiesen. In den genannten Zahlenangaben wurde die
Multimorbiditdat zahlreicher Patienten beriicksichtigt, so dass die Gesamtsumme der
Erkrankungen groRer als die Anzahl aller untersuchten Patienten war. Die Zuordnung

diverser internistischer Erkrankungen zur Kontrollgruppe erfolgte abhangig von der

Seite 67 von 152




3. ERGEBNISSE

Hauptdiagnose, die anhand der entsprechenden Arztbriefe und der klinikeigenen Datenbank

recherchiert wurde.

Zu den HCV-Proben aus dem allgemeinen Kollektiv wurden weitere Proben aus einem gut
charakterisierten HCV-Kollektiv sequenziert, so dass schliellich ein groRes HCV-Kollektiv
bestehend aus insgesamt 472 Patientenproben, hierunter 234 Frauen und 238 Manner
entstand. Der GroRteil dieser mit Interferon behandelten HCV-Proben war im Vorfeld im
Hinblick auf den HCV-Genotyp und das Therapieansprechen durch Herrn Brinkmeyer im
Rahmen seiner Dissertation in der AG von Prof. Dr. Kubitz, Klinik fliir Gastroenterologie,
Hepatologie und Infektiologie, charakterisiert worden. Die Auswertung der Labordaten und
der entsprechenden Arztbriefe ergab 273 Patienten (57,84%) mit einer aktiven HCV-
Infektion und 189 Patienten (42,16%) ohne Nachweis einer HCV-Viramie (keine
Virusreplikation = ausgeheilt). 147 Frauen mit aktiver replikativer Virushepatitis standen 126
Mannern gegeniber. Bei 86 Frauen und 113 Mannern war eine chronisch-aktive HCV-
Infektion nicht mehr nachweisbar (<12 RNA-Kopien), so dass von einer ausgeheilten

Infektion ausgegangen wurde (Stand 01/2013).

Insgesamt konnte bei 90 der 735 Patienten eine oder mehrere synonyme und nicht-
synonyme Mutationen nachgewiesen werden. Die mit Abstand haufigste aller identifizierten
Veranderungen des TGR5-Gens war die synonyme Mutation R216R p.(=). Sie trat bei 27
Frauen und bei 25 Mannern auf. Bei allen 52 Patienten war der Austausch c.[1516G>C] an
das Auftreten der beiden Veranderungen c.[1927C>T] und c.[1936C>T] gekoppelt. Bis auf
zwei Ausnahmen beinhaltete die R216R-Mutation jene drei beschriebenen Veranderungen
der Basensequenz. In der Sequenzierung zweier HCV-Proben konnte c.[1927C>T] nicht
beobachtet werden. R216R wurde bei PBC, AlH, Overlap-Syndrom PBC & AIH, NASH, HBV, Zn
HCV, HCV, Basaliome, Colitis indeterminata, Laktoseintoleranz und Leberwerterh6hung
nachgewiesen. 12 Patienten wiesen neben den Verdanderung an der Stelle 216 auch die
Mutation p.A217P auf. Diese war die haufigste nicht-synonyme Mutation im gesamten
Kollektiv aller untersuchten Patienten. Der Austausch c.[1517G>C] konnte insgesamt 12x
identifiziert werden. Die genetischen Veranderungen c¢.[1516G>C], c.[1927C>T] und
c.[1936C>T] waren mit dem Auftreten der Mutation ¢.[1517G>C] assoziiert. Das

Geschlechterverhadltnis war mit sechs Frauen und sechs Mannern ausgewogen. Patienten mit
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nachgewiesener Mutation p.A217P litten an Colitis indeterminata und Laktoseintoleranz
(Frau); HBV, Leberzirrhose, Choledocholithiasis und DM Il (Mann); 5x HCV (drei Manner +
zwei Frauen); 2x Zn HCV (zwei Frauen); NASH, Leberzirrhose, Parkinson und DM II (Mann);

PBC, Sjogren-Syndrom, Epilepsie (Mann) und Steatosis hepatis (Frau).

Schlieflich konnten zehn zum Teil in der Literatur noch nicht beschriebene, heterozygote
und eine mogliche compound-heterozygote Mutation identifiziert werden. Wie oben in der
Tabelle bereits ersichtlich traten homozygote Mutationen in keinem der Patientenkollektive
auf. Die genetischen Verdanderungen p.A217P und p.S272G fanden sich mehrfach,

wohingegen alle weiteren nicht-synonymen Mutationen lediglich einmalig auftraten.

In den analysierten Proben Hepatitis B und C erkrankter Patienten fanden sich zahlreiche
sowohl stumme, als auch nicht-synonyme Mutationen des TGR5-Rezeptors. Besonders
letztere konnten dieser Patientengruppe zugeordnet werden. Allen voran wurde die
Mutation p.A217P bei mehreren HBV- und HCV-Erkrankten beobachtet. In der Hepatitis C-
Gruppe fanden sich zudem die Mutation G7G p.(=), p.Y240D, p.Q296R, das gleichzeitige
Auftreten von p.A153V und p.R308W sowie die Mutation p.L327P. Ob es sich bei dem
Patienten, der sowohl die Mutation p.A153V als auch p.R308W aufwies, um eine Compound-
Heterozygotie handelt oder ob beide Varianten auf einem Allel liegen, blieb ungeklart, da
das Blut der Eltern beziehungsweise der Kinder nicht verfligbar war und untersucht werden
konnte. Im Rahmen des Screenings von HBV-Patienten fanden sich die genetische
Variationen p.E8K, G7G p.(=), p.R110H und p.M112V. Auch die Mutation p.5272G konnte bei
einem Patienten mit Hepatitis B identifiziert werden. Bei Patienten mit einer AIH wurden
Mutationen aullerhalb des codierenden Bereichs sowie die synonyme Variation R216R p.(=)
beschrieben. Bei CED zeigte die Sequenzierung lediglich nicht-codierende Mutationen. Auch
im TGR5-Gen von Patienten mit malighen Neoplasien wurden Basenaustausche beobachtet.
Nicht-codierende Mutationen konnten bei Patienten mit Rektum- und Pankreaskarzinom
nachgewiesen werden. Die Mutation p.Q296R fand sich bei einer Patientin mit
Mammakarzinom, p.5272G bei einem Patienten mit Osophaguskarzinom und die synonymen
Mutationen R216R p.(=) und Q296Q p.(=) bei einem Patienten mit Rektumkarzinom. R216R
p.(=) wurde bei einem Patienten mit multiplen Basaliomen und S212S p.(=) bei einem HCV

Patienten mit HCC identifiziert. Die Variation p.5272G wurde bei einem Patienten mit
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Osophaguskarzinom nachgewiesen. Bei NASH-Patienten wurden neben p.A217P auch die
stummen Mutationen S212S p.(=) und R216R p.(=) diagnostiziert. Unter den PBC-Erkrankten
konnten R216R p.(=) sowie Mutationen im nicht-codierenden Bereich nachgewiesen
werden. Der synonyme Austausch F233F p.(=) fand sich schliefilich bei einem Patienten mit
unklarer Leberwerterh6hung. In Zusammenschau war auffillig, dass mehr Mutationen bei

Erkrankungen als bei gesunden Kontrollen identifiziert werden konnten.

p-A217P #
p.A153V # p-5272G #

p.M112v p.R308W
p.E8K p.L327P
R ——_" SNPm1|1554325 |
¢ == CDS  tm—
p-R110H # ‘
p.R201W p.Q296R
pY240D

Abbildung 12 - Nicht-synonyme TGR5-Mutationen Exon 2 & SNP rs11554825 Exon 1
Die Abbildung zeigt die elf identifizierten genetischen Variation innerhalb der CDS. Die mit # gekennzeichneten Mutationen
sind bereits in der Literatur durch Hov et al. oder i.R. der Dissertation von Frau Spomer beschrieben worden. Die weiteren

genetischen Veranderungen wurden erstmals beschrieben. Zudem wurde der gefundene SNP rs11554825 im Exon 1,
welcher mit dem SNP rs3731859 assoziiert ist, dargestellt [420]. Modifiziert nach [149, 150].

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die Korrelation der identifizierten nicht
synonymen Mutationen mit den jeweiligen Patienten. Mutationen, welche mit einer “#“
gekennzeichnet wurden, sind bereits von Hov et al. im Rahmen einer Analyse von PSC-
Patienten respektive im Rahmen der Dissertation von Frau Spomer identifiziert worden [149,

150].
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Tabelle 18 — Die Korrelation der nicht-synonymen TGR5-Mutationen mit den Patienten

AS- AS- Codon- Sequenzierung Geschlecht Diagnose Jahrgang

Stelle  Austausch verdnderung

8 Glu GAG M HBV 1985

Lys
p.ESK AAG

110 Arg CGC W HBV, HBSAG- 1962

110 Tragerin
His
p.R110H CAC

112 Met ATG W HBV, HBSAG- 1966

112 Tragerin
Val

p.M112V GTG

153
Val
p.A153V GTC

201 Arg CGG
201

W Leberwert- 1979
erhohung
Trp
p.R201W TGG

217 Ala GCC 6W Multiple Multiple

217 Erkrank- Patienten
6M

Pro ungen

p.A217P ccc

!
X
\
M
!
i

In Kombi-
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AS- AS- Codon- Sequenzierung Geschlecht Diagnose Jahrgang

Stelle  Austausch verdnderung

nation mit
p.-R216R
240 Tyr TAC W HCV 1939
240 > ‘
p-Y240D
272 Ser272Gly AGT M HCV 1948

p.S272G .
w Osophagus- 1949

karzinom
GGT

296 GIn296Arg CAA W HCV, 1943

p.Q296R Mamma-
9
karzinom
CGA

327 Leu CTG ‘ M Zn HCV 1967
327
Pro

p.L327P CCG

308 Arg CGG W HCV 1958
308
9
Trp
p.R308W TGG

Tabelle 18 stellt die Korrelation der nicht-synonymen TGR5-Mutationen mit den jeweiligen Erkrankungen dar.
Diese wurden mit dem Geschlecht und der jeweiligen Erkrankung des Patienten korreliert. Ein Fokus wurde
hierbei auf Erkrankungen gelegt, welche potentiell mit TGR5 assoziiert sind. Alle bekannten
Nebenerkrankungen wurden ebenfalls gesichtet, jedoch aufgrund des Umfanges nicht vollstéandig gelistet. Die
mit ,#“ gekennzeichneten Mutationen wurden in der Literatur bereits beschrieben ([149, 150] sowie
Dissertation Frau Spomer). Der entsprechende Nukleotidaustausch wurde farblich gelb markiert.
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extrazellular

Abbildung 13: Eine 3D-Darstellung der gefundenen TGR5-Mutationen
Die obige Darstellung wurde durch Herrn Dipl.-Pharm. Christoph G. W. Gertzen, Computational Pharmaceutical Chemistry
and Molecular Bioinformatics der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf, Institut fir Pharmazeutische und Medizinische
Chemie unter der Leitung von Prof. Dr. Gohlke, entworfen. Die Abbildung zeigt die dreidimensionale Struktur des TGR5-
Rezeptors und die jeweilige Lokalitat der identifizierten nicht-synonymen Mutation. Die beiden genetischen Variationen

Arg308Trp und Leu327Pro konnten leider in der Darstellung nicht abgebildet werden, da fiir jene Bereiche des C-Terminus
noch keine Strukturinformation vorliegt und somit der Bereich nicht moduliert werden kann.

Sechs dieser genetischen Veranderungen wurden im Hinblick auf ihre Auswirkung auf die

Lokalisation und Funktionalitat des TGR5-Rezeptor analysiert (s. Kapitel 3.4).

3.3 Der single nucleotide polymorphism SNP rs11554825 im Exon 1

Wadhrend der Sequenzierung konnte bei einem GroRteil der Patientenproben der single
nucleotide polymorphism (SNP) rs11554825 nachgewiesen werden [149, 150]. Dieser SNP ist
innerhalb des nicht-codierenden Exon 1 lokalisiert. (s. Abbildung 12 - Nicht-synonyme TGR5-
Mutationen Exon 2 & SNP rs11554825 Exon 1
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Innerhalb des Exon 1 konnten flir das 72. Basenpaar des TGR5-Rezeptors in beiden
Kollektiven drei verschiedene Genotypen identifiziert werden — homozygot TT, heterozygot
CT und homozygot CC. Das T-Allel reprasentierte das Allel, welches in der europdischen
Bevolkerung am haufigsten vorkommt und im Folgenden somit als Wildtyp (WT)-Allel

bezeichnet wird, wohingegen das C-Allel das seltenere Minorallel darstellt [149, 418].

Tabelle 19 - Die drei Genotypen des SNP rs11554825

TT (for) bzw. AA (rev) CT (for) bzw. AG (rev) CC (for) bzw. GG (rev)

Heterozygotie Minor-/ Risikoallel

Das allgemeine Kollektiv umfasste alle Personen unabhangig ihrer Diagnose. Der
homozygote Genotyp CC (T72C) fand sich bei 137 der Patienten (19,03%). Bei 356
untersuchten Proben ergab die Sequenzierung eine Heterozygotie T72C/T (49,44%),
wohingegen bei 227 TGR5-Sequenzen (31,53%) ausschlielllich das T-Allel vorlag (T72T). Die
C-Allel-Haufigkeit betrug 0,4375, die des T-Allels 0,5625.

Das HCV-Kollektiv zeigte vergleichbare Allel-Haufigkeiten. Die Heterozygotie war auch hier
der vorherrschende Genotyp. Von den 472 untersuchten HCV-Patientenproben wiesen 77
den Genotypen CC auf (16,31%). 55,08% (260) der Patienten waren heterozygot (CT) und
135 HCV-Erkrankte zeigten die TT-Variante (C72T - 28,6%). Die Haufigkeit des C-Allels ergab

0,4386, wohingegen das T-Allel eine Frequenz von 0,5614 aufwies.

Eine Korrelation der drei Genotypen des Exon 1-SNP mit dem aktuellen HCV-Infektionsstatus

und dem Geschlecht sowie die jeweilige C-Allelhdufigkeit zeigen die Tabellen 20-23.
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Tabelle 20 - Die Korrelation des SNP (T72T = TT, WT) mit dem Geschlecht und HCV-Status

HCV-Status Manner Frauen Insgesamt Anteil an
Gesamtzahl
Aktive Infektion 32 36 68 50,37%
Ausgeheilte Infektion 39 28 67 49,63%
Insgesamt 71 64 135

Tabelle 21 - Die Korrelation des SNP (T72C/T = CT) mit dem Geschlecht und HCV-Status

HCV-Status Manner Frauen Insgesamt Anteil an
Gesamtzahl
Aktive Infektion 58 90 159 61,15%
Ausgeheilte Infektion 70 42 101 38,85%
Insgesamt 128 132 260

Tabelle 22 - Die Korrelation des SNP (T72C = CC) mit dem Geschlecht und HCV-Status

HCV-Status Manner Frauen Insgesamt Anteil an
Gesamtzahl
Aktive Infektion 24 22 46 59,74%
Ausgeheilte Infektion 15 16 31 40,26%
Insgesamt 39 38 77

Tabelle 23 - Die C-Allelhaufigkeit in Abhangigkeit von Infektionsstatus und Geschlecht

HCV-Status Maénner Frauen
Aktive Infektion 0,46 0,48
Ausgeheilte Infektion 0,40 0,43
Insgesamt 0,43 0,44
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Fiir den SNP fanden sich keine Unterschiede in der Geschlechterverteilung. Bei allen drei
Genotypen waren anndhernd gleich viele Frauen und Manner sequenziert worden. Auch die
entsprechenden prozentualen Anteile an der Gesamtzahl erkrankter und genesener
Patienten mit dem jeweiligen Genotypen C72C oder C72C/T waren kaum unterschiedlich.
Etwa 60% der Patienten zeigten eine chronisch replikative (= aktive) Infektion, wohingegen
rund 40% eine ausgeheilte HCV-Infektion aufwiesen. Die C-Allelhdufigkeit zeigte keine
geschlechtsspezifischen Unterschiede. Auffallig war, dass in der Gruppe des heterozygoten
SNP trotz ausgeglichenem Geschlechterverhdltnis mehr Manner eine ausgeheilte HCV-
Infektion zeigten, wohingegen eine grofRere Anzahl an Frauen weiterhin an einer aktiven
Virusinfektion erkrankt waren. Bei aktiver Infektion zeigten Mannern eine C-Allelhaufigkeit
von 0,46, Frauen eine von 0,48. Unter den ausgeheilten Patienten lag die C-Allelhdufigkeit
bei 0,40 (Manner) respektive 0,43 (Frauen). Die Ergebnisse zeigten einen Trend
dahingehend, dass die Haufigkeit des C-Allels bei Patienten mit aktiver HCV-Infektion hoher,
jedoch nicht signifikant héher, war als in der Gruppe der Patienten mit ausgeheilter

Infektion.

3.4 Zellbiologische Charakterisierung von Mutationen in der TGR5-CDS

Im Rahmen der Dissertation wurden sechs der elf identifizierten, nicht-synonymen
Mutationen durch Lokalisations- und Funktionsanalysen des Rezeptors weiterfiihrend
charakterisiert. Zum Vergleich der durch die genetischen Variationen an der
Aminosaurestelle 8, 112, 201, 240, 296 und 327 verursachten Veranderungen wurde initial
der TGR5-Wildtyp durch einen Luciferase-Assay analysiert. Die Methoden dieser
zellbiologischen Analysen waren im Vorfeld in der AG Keitel etabliert worden [149, 150,

155].

Zur Untersuchung der Rezeptorfunktion wurde ein cAMP-responsives Luciferase Konstrukt
verwendet [300]. Dementsprechend korrelierte die Luciferase-Aktivitdat mit dem cAMP-

Anstieg in der Zelle nach TGR5-Aktivierung. TGR5-transfizierte Zellen zeigten nach
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Stimulation durch DMSO eine geringe Luciferaseaktivitdt, welche als Kontrolle (Ko) den Wert
1,0 erhielt. Forskolin (F) als Positivkontrolle hingegen fiihrte zu einer deutlichen
Aktivitatszunahme der Luciferaseaktivitdt und induzierte rezeptorunabhangig die cAMP-
Produktion. TLC zeigte in unterschiedlichen Konzentrationen (0,1; 0,5; 2,5 und 10 uM) einen
konzentrationsabhangigen Anstieg der Luciferaseaktivitat. Bereits ab TLC-Konzentrationen

von 2,5 uM wurde eine maximale Steigerung der Luciferaseaktivitdat beobachtet [149, 150].
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Abbildung 14 - Die Funktionsanalyse des WT

Die Abbildung stellt die Rezeptoraktivitit des TGR5-WT gemessen an der Luciferaseaktivitdt und Lichtemission bei
Stimulation durch die Kontrolle DMSO (Ko), die Positivkontrolle Forskolin (F) sowie ansteigende TLC-Konzentrationen dar.
Das Enzym katalysiert die Umwandlung von Luciferin in Oxyluciferin. Hierbei werden Photonen freigesetzt, die ein MaR fir
die Aktivitat des Rezeptors darstellen. Die Stimulation mit ansteigenden GS-Konzentrationen (TLC 0,1; 0,5; 2,5 und 10 uM)
zeigt beim WT ein asymptotisches Verhalten der GS-Konzentration und der Luciferaseaktivitat.
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Abbildung 15 - Die Inmunfluoreszenzdarstellung des TGR5-WT

Die Abbildung zeigt die physiologische Lokalisation des TGR5-Rezeptors in der PM von HEK293-Zellen. A) Na“/K™-ATPase als
Zellmembranmarker griinfluoreszierend. B) TGR5-Rezeptor in der PM rotfluoreszierend. C) Zellkern blaufluoreszierend. D)
merge. Die BalkengréRe entspricht 10 pm.
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Abbildung 16 - Die Immunfluoreszenzmessung des TGR5-WT 2

Diese Abbildung insbesondere Bild B zeigt zusatzlich zur Abbildung 15, dass der Rezeptor nicht nur in der PM, sondern auch
in intrazellularen vesikuldren Strukturen lokalisiert ist (a.e. Golgi-Apparat).

Wie in den obigen Abbildungen zu erkennen ist, ist der TGR5-Rezeptor (rot) nicht nur in der
PM von transfizierten HEK293-Zellen, sondern auch intrazelluldr in vesikuldren Strukturen
lokalisiert, welche a.e. den Golgi-Apparat darstellen. Die Ko-Lokalisation des Rezeptors mit
der Na'/K'-ATPase (griin) in der PM der HEK293-Zellen wird anhand der
Immunfluoreszenzdarstellung deutlich. Die Na’/K'-ATPase ist ein in der Zellmembran
verankertes  Enzym  zur  Aufrechterhaltung des lonenhaushalts und des

Ruhemembranpotentials. Sie wurde als Marker fir die PM verwendet.
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3.4.1 TGR5-p.ESK

Die Mutation an der 8. AS-Position flihrte zu einem Austausch der AS Glyzin zu Lysin. Im
Luciferase-Aktivitats-Assay fand sich eine signifikant verminderte Aktivierbarkeit bei
niedrigen (0,1 uM) TLC-Konzentrationen. TLC-Konzentrationen von 0,5,2,5 und 10 uM
hingegen flihrten zu einer mit dem WT vergleichbaren Aktivitdt des Rezeptors. Insgesamt

entspricht dies einer Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungsbeziehung.
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Abbildung 17 - Die Funktionsanalyse der Mutation p.E8K

Die Abbildung stellt die Funktionsanalyse der Mutation p.E8K dar. Die beiden Kontrollen fiihren erwartungsgemaf} zu
vergleichbaren Luciferaseaktivitaten wie der WT. Die Mutation fiihrt zu einer signifikant verminderten Ansprechbarkeit des
Rezeptors gegenliber einer niedrigen (0,1uM) TLC-Konzentrationen (# p <0,05). Hohere TLC-Konzentrationen von 0,5 bis 10

UM hingegen zeigen vergleichbare Aktivitaten wie beim WT.
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Abbildung 18 - Die Immunfluoreszenzdarstellung der Mutation p.ES8K

Die Abbildung zeigt die Lokalisation des TGR5-Rezeptors in HEK293-Zellen. A) Na'/K'-ATPase als Zellmembranmarker
grinfluoreszierend. B) TGR5-Rezeptor in der PM rotfluoreszierend. C) Zellkern blaufluoreszierend. D) merge. Die
BalkengréRRe entspricht 10 um. Die Immunfluoreszenzdarstellung verdeutlicht, dass der mutierte TGR5-Rezeptor nicht nur
in der PM der HEK293-Zellen exprimiert wird, sondern sich zu einem GroRteil intrazelluldr befindet. Die Kernmembran als
Bestandteil des rauen ER ist sichtbar. Der Einsatz des spezifisch an das ER bindenden Primarantikérpers PDI (Proteindisulfid
Isomerase) ermoglicht die Demaskierung des ERs (nicht zusatzlich dargestellte Spezialfarbung).

In der Immunfluoreszenzdarstellung imponierte eine Abweichung der zelluldaren Verteilung.
Der mutierte Rezeptor war nicht nur wie der WT in der PM und wenigen intrazelluldaren
vesikuldren Strukturen exprimiert, sondern wurde auch vermehrt in einem anderen
intrazellularen Kompartiment lokalisiert. Die deutliche Erkennbarkeit der Kernmembran, als

Bestandteil des rauen ERs spezifizierte den Ort der intrazelluldren Expression. Diese
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intrazelluldre Struktur wurde durch die Farbung mit dem Antikdrper PDI (Proteindisulfid
Isomerase) bestatigt und als ER identifiziert. (s. auch Immunfluoreszenz Mutation Y240D)

Der mutierte Rezeptor war somit teilweise im ER lokalisiert.

3.4.2 TGR5-p.M112V

Die genetische Veranderung des Tripletts ATG in GTG fihrte bei der Mutation an der 112. AS
zu einem Austausch von Methionin zu Valin. Im Luciferase-Assay wurde die Auswirkung auf
die Rezeptoraktivierbarkeit der Mutation analysiert. Sie zeigte im Vergleich zum WT keine
signifikanten Unterschiede gegentiber TLC. Auch in der Immunfluoreszenzdarstellung fanden
sich keine Unterschiede in der Lokalisation des Rezeptors, da der mutierte Rezeptor

unverandert in der PM nachgewiesen wurde.
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Abbildung 19 - Die Funktionsanalyse der Mutation p.M112V

Die Abbildung verdeutlicht, dass die Mutation p.M112V nach TLC-Stimulation zu vergleichbaren Rezeptor-Aktivitaten wie
der WT flhrt.
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Abbildung 20 - Die Inmunfluoreszenzdarstellung der Mutation p.M112V

p.M112V fiihrt zur physiologischen Lokalisation des TGR5-Rezeptors in der PM von HEK293-Zellen. A) Na'/K'-ATPase als
Zellmembranmarker griinfluoreszierend. B) TGR5-Rezeptor in der PM rotfluoreszierend. C) Zellkern blaufluoreszierend. D)
merge. Die BalkengréRe entspricht 10 pm.
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3.4.3 TGR5-p.R201W

An der 201. AS dnderte sich die Basenabfolge des Tripletts CGG in TGG. Es resultierte der AS-

Austausch von Arginin in Tryptophan. Der Rezeptor zeigte in der Funktionsanalyse im

Vergleich zum WT eine normale Aktivitdt und auch in der Immunfluoreszenzdarstellung

imponierte eine unveranderte Lokalisation in der PM und im Golgi-Apparat.
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Abbildung 21 - Die Funktionsanalyse der Mutation p.R201W

Die Abbildung stellt die Funktionsanalyse der Mutation p.R201W dar. Die beiden Kontrollen flihren erwartungsgemal zu
vergleichbaren Luciferaseaktivitaten wie der WT. Auch die Stimulation mit verschiedenen TLC-Konzentrationen spiegelt die

Aktivitat des WT wider.
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Abbildung 22 - Die Inmunfluoreszenzdarstellung der Mutation p.R201W

Auch p.R201W fiihrt zur physiologischen Lokalisation des TGR5-Rezeptors in der PM von HEK293-Zellen. A) Na“/K*-ATPase
als Zellmembranmarker grinfluoreszierend. B) TGR5-Rezeptor in der PM rotfluoreszierend. C) Zellkern blaufluoreszierend.
D) merge. Die BalkengroRe entspricht 10 pm.

Seite 85 von 152



3. ERGEBNISSE

3.4.4 TGR5-p.Y240D

Der Austausch der AS Tyrosin durch Prolin an AS-Stelle 240 des TGR5-Proteins wurde durch
den Nukleotidaustausch TAC in GAC verursacht. Die Funktionsanalyse des Rezeptors zeigte
deutliche FunktionseinbuBen. Die Mutation flihrte zu einer signifikanten Reduktion der
Rezeptoransprechbarkeit gegeniiber allen getesteten TLC-Konzentrationen. Lediglich
Forskolin flihrte zu der erwarteten Erhéhung der cAMP-Konzentration. In der
Immunfluoreszenzdarstellung wurde der Rezeptor vornehmlich in intrazelluldren Strukturen
detektiert, die analog zur Mutation p.E8K mit Hilfe des PDI-AK (Proteindisuldif-lsomerase) als

ER identifiziert werden konnten.
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Abbildung 23 - Die Funktionsanalyse der Mutation p.Y240D

Die Abbildung stellt die Funktionsanalyse der Mutation p.Y240D dar. Die beiden Kontrollen fihren erwartungsgemaR zu
vergleichbaren Luciferaseaktivititen wie der WT. Abweichend ist jedoch die signifikant verringerte Ansprechbarkeit
gegentber allen getesteten TLC-Konzentrationen (# p <0,05).
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Abbildung 24 - Die Immunfluoreszenzdarstellung der Mutation p.Y240D

Die Abbildung zeigt die Lokalisation der TGR5-Y240P-Rezeptormutante in HEK293-Zellen. Neben der physiologischen
Lokalisation in der PM wird die Mutante besonders im ER angefirbt. Die separate Kernfiarbung wurde aus Ubersichtgriinden
nicht dargestellt. A) TGR5-Rezeptor in der PM rotfluoreszierend. B) PDI (Proreindisulfid-lsomerase) als ER-Marker
grinfluoreszierend. C) merge. Die BalkengroRe entspricht 10 um.

3.4.5 TGR5-p.Q296R

Die genetische Variation an der 296. AS des TGR5-Proteins zeigte sich in einem Austausch
der AS Glutamin zu Arginin. Das Triplett CAA wurde in das Codon CGA gedndert. Im
Luciferase-Assay fand sich eine normale Ansprechbarkeit auf verschiedene TLC-
Konzentrationen. Auch die Immunfluoreszenzdarstellung verdeutlichte, dass die Mutation an
der Stelle 296 zu keiner Abweichung in der Lokalisation fiihrte. Der Rezeptor wurde wie der

WT zur PM sortiert.
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Abbildung 25 - Die Funktionsanalyse der Mutation p.Q296R

Die Abbildung stellt die Funktionsanalyse der Mutation p.Q296R dar. Die beiden Kontrollen fiihren erwartungsgemal zu
vergleichbaren Luciferaseaktivitdten wie der WT. Auch die Stimulation mit verschiedenen TLC-Konzentrationen spiegelt die
Aktivitat des WT wider.
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Abbildung 26 - Die Immunfluoreszenzdarstellung der Mutation p.Q296R

p.Q296R fiihrt zur physiologischen Lokalisation des TGR5-Rezeptors in der PM von HEK293-Zellen. Die Na‘/K™-ATPase ist als
Zellmembranmarker grinfluoreszierend dargestellt, wohingegen der TGR5-Rezeptor in der PM rot angeférbt wird. Der Kern
stellt sich durch den Farbstoff Hoechst blau dar. Das rechte untere Bild zeigt die Uberlagerung der genannten

Fluoreszenzenz. Die BalkengréRe entspricht 10 um.
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3.4.6 TGR5-p.L327P

Die genetische Verdanderung des Triplett CTG in CCG fihrte schliefRlich zu einer Mutation der
327. AS. Statt der AS Leucin codierte das Codon fiir Prolin. Der Austausch zeigte sowohl in
der Funktions- als auch in der Lokalisationsanalyse keine signifikanten Auswirkungen. Der
Rezeptor wies eine unveranderte Ansprechbarkeit sowohl gegeniiber niedrigen als auch
hohen TLC-Konzentrationen auf. Auch eine Antikorperfarbung konnte keine Auswirkungen
der Mutation auf die Rezeptorlokalisation verdeutlichen. Der Rezeptor war wie der WT in

der PM lokalisiert.
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Abbildung 27 - Die Funktionsanalyse der Mutation p.L327P

Die Abbildung stellt die Funktionsanalyse der Mutation p.L327P dar. Die Stimulation mit verschiedenen TLC-
Konzentrationen spiegelt die Aktivitat des WT wider.
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Abbildung 28 - Die Immunfluoreszenzdarstellung der Mutation p.L327P

Die Mutation fiihrt zur physiologischen Lokalisation des TGR5-Rezeptors in der PM von HEK293-Zellen. Die Na'/K'-ATPase
ist als Zellmembranmarker griinfluoreszierend dargestellt, wohingegen der TGR5-Rezeptor in der PM rot angefarbt wird.
Der Kern stellt sich durch den Farbstoff Hoechst blau dar. Das rechte untere Bild zeigt die Uberlagerung der genannten
Fluoreszenzen. Die BalkengroRRe entspricht 10 um.
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4.1 Patientenkollektive und identifizierte Mutationen im TGR5-Gen

TGRS ist ein membranstdndiger GS-Rezeptor, der in einer Vielzahl von Geweben exprimiert
wird. In der Leber findet sich der Rezeptor in verschiedenen Nichtparenchymzellen und
vermittelt antiinflammatorische, antiapoptotische, proliferative und choleretische
Wirkungen. Darilber hinaus ist der Rezeptor in Makrophagen lokalisiert, in welchen er
ebenfalls immunmodulatorische Funktionen hat. Dies legt nahe, dass eine Fehlfunktion von
TGR5 durch Wegfall der protektiven, antiinflammatorischen und immunmodulierenden
Wirkung eine Rolle in der Pathogenese zahlreicher inflammationsassoziierter, metabolischer

und hepatobilidrer Erkrankungen spielen kdnnte.

Genetische Untersuchungen des TGR5-Rezeptors bei PSC-Patienten hatten bereits
Mutationen im TGR5-Gen identifizieren und charakterisieren kénnen [418, 421]. Ziel der
vorliegenden experimentellen Arbeit war es bei weiteren Lebererkrankungen nach
genetischen Veranderungen innerhalb des TGR5-Gens zu suchen und diese im Hinblick auf
eine Veranderung der Funktionalitdt und der Lokalisation des Rezeptors zu charakterisieren.
SchliefRlich wurde die Frage gestellt, ob Mutationen des Rezeptors als Disease-Modifier den
Verlauf und das Therapieansprechen von Lebererkrankungen wie der HCV-Infektion
beeinflussen kénnten. Zu diesem Zweck wurde ein breites Kollektiv von Patienten mit
verschiedenen Lebererkrankungen sowie ein zweites HCV-Kollektiv auf Mutationen
innerhalb des TGR5-Gens untersucht. Einen Uberblick tber die zahlreichen genetischen
Veranderungen und die Korrelation mit den jeweiligen Patienten bieten die Tabellen 17, 18
und 24. Bei verschiedenen Erkrankungen wurden sowohl synonyme, als auch nicht-
synonyme Mutationen im TGR5-Gen nachgewiesen. Letztere zeigten nicht nur eine
Veranderung der TGR5-Basensequenz, sondern auch einen Austausch in der AS-Abfolge. Die
Anzahl der nicht-synonymen Austausche war jedoch deutlich geringer als die der

synonymen.

Um die Auswirkungen der genetischen Verdanderungen auf die Funktion und Lokalisation des

Rezeptors zu analysieren wurden sechs der elf gefundenen, nicht-synonymen Mutationen in
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TGR5-cDNA-Konstrukte eingebracht, in HEK293-Zellen transient transfiziert und die Aktivitat
des Rezeptors anhand der cAMP-Synthese mit Hilfe eines cAMP-sensitiven Luciferase-Assays
evaluiert. AuBRerdem wurde die Lokalisation des mutierten Rezeptors durch

Immunfluoreszenzfarbung und konfokale Laserscanning Mikroskopie untersucht.

Insgesamt wurden neben dem haufigen Exon 1 SNP rs11554825 90 synonyme und nicht

synonyme Mutationen identifiziert.

4.1.1 Synonyme Mutationen im Exon 2

Innerhalb des Exon 2, das die codierende Sequenz enthilt, zeigten sich insgesamt 19
verschiedene Mutationen (acht synonyme und elf nicht-synonyme). Die mit Abstand
haufigste aller gefundenen Veranderungen des TGR5-Gens war die synonyme Mutation
R216R p.(=). Sie trat bei 52 Patienten mit verschiedensten Erkrankungen wie HCV, Overlap-
Syndrom aus PBC und AIH, HBV, Leberzirrhose und NASH auf. Auffallend war die
Beobachtung, dass nahezu alle Patienten mit Nachweis der nicht-synonymen Mutation
p.A217P auch den synonymen Austausch R216R p.(=) zeigten. SchlieBlich fanden sich fiinf
weitere synonyme Mutationen - 3x G7G p.(=) [HBV, HCV], 5x S212S p.(=) [HBV, HCV, HCC,
NASH], 1x F233F p.(=) [unklare Leberwerterhhung], 1x Q296Q p.(=) [Rektumkarzinom] und
1x P255P p.(=) [Leberzirrhose]. Die Bedeutung der beschriebenen Mutationen ist unklar.
Eine adaquate Analyse gestaltet sich schwierig, da diese Mutationen nicht zu einer
veranderten AS-Sequenz fiihren. Falls eine Krankheitsassoziation bestiinde, so lieBe sich dies
anhand der kleinen vorliegenden Kohorte nicht darstellen. Hierflr waren deutlich groRere

Kollektive, wie sie von Hov et al. bei der PSC untersucht wurden, notwendig [150, 421].

4.1.2 Nicht-synonyme Mutationen im Exon 2

Insgesamt wurden elf nicht-synonyme Varianten innerhalb des TGR5-Gens identifiziert.

p.R110H wurde von Frau Spomer (AG Keitel) in ihrer Dissertation bereits analysiert. Die drei

Seite 93 von 152



4. DISKUSSION

Mutationen p.A153V, p.A217P und p.S272G hatten Hov et al. im Rahmen der PSC-Studie
bereits charakterisiert [150, 421]. Die weiteren Mutationen wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit gefunden und erstmalig beschrieben (p.E8K, p.M112V, p.R201W,
p.Y240D, p.Q296R, p.R308W und p.L327P). Von den nicht-synonymen Mutationen trat die

p.A217P am haufigsten, d.h. bei zwolf Patienten mit unterschiedlichen Erkrankungen, auf.

Die einzelnen nicht-synonymen Mutationen wurden bei Patienten mit diversen
Krankheitsbildern beobachtet. In der Hepatitis C-Gruppe fanden sich neben p.A217P die
Mutationen p.Y240D, p.Q296R, die potentielle Compound-Heterozygotie p.A153V und
p.R308W sowie die Mutation p.L327P. Im Rahmen des Screening von HBV-Patienten wurden

die genetische Variationen p.E8K, p.R110H , p.M112V und p.S272G nachgewiesen.

Von den identifizierten nicht-synonymen Mutationen zeigten p.E8K, p.RllOH#, p.A217P*,
p.Y240D und p.S272G* Veranderungen der Rezeptoraktivitit und/oder -—lokalisation,
wohingegen p.M112V, p.A153V*, p.R201W, p.Q296R, p.R308W und p.L327P keine
Unterschiede in der Rezeptorlokalisation und TLC-abhdngigen Aktivierbarkeit aufwiesen
(unverdffentlichte Daten AG Keitel, *Dissertation Frau Spomer, *Hov et al. [418, 421]). Fir
die Funktionsanalyse der Mutationen wurde lediglich die Stimulation durch den potenten
TGR5-Agonisten TLC verwendet. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Wirkung
anderer GS durch die jeweilige Mutation beeintrachtigt ist. Auch kann nicht ausgeschlossen

werden, dass die Halbwertszeit des Rezeptorproteins in der PM verandert wurde.

Dariber hinaus ist auffallend, dass lediglich heterozygote Mutationen gefunden wurden. Bei
einem HCV-Patienten fanden sich die beiden nicht-synonymen Mutationen p.A153V und
p.R308W. Das Vorliegen einer Compound-Heterozygotie ist potentiell moglich, jedoch mit
den zur Verfligung stehenden Patientenproben nicht bewertbar. Um herauszufinden, ob
beide Mutationen auf einem Allel lokalisiert sind, ware die genetische Analyse der Eltern

oder der Kinder notwendig. Entsprechende Proben standen jedoch nicht zur Verfligung.
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Tabelle 24 — Zusammenfassung identifizierter TGR5-Mutationen und ihren Auswirkungen

Mutation Triplett Funktionalitat Lokalisation Potentielle
Ursachen
p.E8K GAG Dosis-Wirkungs-Beziehung PM Fehlerhafter
nach rechts verschoben Transport?
Glu8Lys > intrazelluldr im ER
signifikant geringeres Fehlfaltung?
AAG Ansprechen auf niedrige N-Terminus
TLC-Konzentrationen Alternatives
Splicing?
Posttranslationale
Modifikation?
Interaktion
Signalpeptide &
Transportfaktoren?
p.R110H CGC Dosis-Wirkungs-Beziehung PM Rezeptor-
nach rechts verschoben konformation
Argl10His 2> Intrazelluldr im ER
signifikant geringeres Interaktion mit
CAC Ansprechen auf niedrige . ERY-Motiv - G-Protein
TLC-Konzentrationen Ubergang von der
3. TM-Domane
(Dissertation Frau Spomer) und der 2. intra-
zellularen Schleife
p.M112V ATG Physiologische PM
Rezeptorfunktion
Met112Val >
Keine funktionellen
GTG Auswirkungen
p.A153V GCC Physiologische PM
Rezeptorfunktion
Alal53Val >
Keine funktionellen
GTC Auswirkungen
(Hov et al.[149, 150])
p.R201W CGG Physiologische PM
Rezeptorfunktion
Arg201Trp >
Keine funktionellen
TGG Auswirkungen
p.A217P GCC Signifikant verminderte Zu 89% in der PM Interaktion mit G-
Rezeptorfunktion bei allen Protein
Ala217Pro > 3. intrazellulrer

Konzentrationen

Loop
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Cccc (Hov et al. [149, 150])
p.Y240D TAC Dosis-Wirkungs-Beziehung PM Ligandenbindung?
nach rechts verschoben
Tyr240Asp > intrazellular im ER Fehlerhafter
signifikant geringeres retiniert Transport?
GAC Ansprechen auf niedrige
TLC-Konzentrationen 5. TM-Domane Fehlfaltung?
Alternatives
Splicing?
Posttranslationale
Modifikation?
Interaktion mit
Signalpeptiden und
weiteren
Transportfaktoren?
p.S272G AGT Signifikant verminderte Zu 80% in der PM Konformations-
Rezeptorfunktion bei allen lokalisiert veranderung
Ser272Gly > TLC-Konzentrationen
7. TM-Domane Interaktion mit G-
GGT (Hov et al. [149, 150]) Protein
p.Q296R CAA Physiologische PM
Rezeptorfunktion
GIn296Arg >
Keine funktionellen
CGA Auswirkungen
p.R308W CGG Physiologische PM
Rezeptorfunktion
Arg308Trp >
Keine funktionellen
TGG Auswirkungen
(nicht veroffentlichte Daten
AG Keitel)
p.L327P CTG Physiologische PM
Rezeptorfunktion
Leu327Pro >
Keine funktionellen
CCG

Auswirkungen

Die haufigste identifizierte genetische Verdnderung p.A217P wurde bereits von Hov et al. im

Rahmen ihrer TGR5-Mutationsstudie an PSC-erkrankten Patienten und gesunden Kontrollen
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beschrieben. Obwohl der mutierte Rezeptor in der PM lokalisiert war kam es zu einem
Funktionsverlust des Proteins [149, 150]. Die Mutation ist in der dritten intrazelluldren
Schleife lokalisiert, welche bei anderen GPCRs essentiell fiir die Interaktion mit G-Proteinen
ist, so dass eine veranderte Interaktion mit dem G-Protein zur gestorten Funktion des
Rezeptors fuhren konnte [422-425].

TGR5-Sequenzierungsanalysen von 543 gesunden Blutspendern der universitaren Blutbank
(Prof. Dr. Scharf Institut fir Hamostaseologie Hamotherapie und Transfusionsmedizin)
ergaben 35 Mutationen innerhalb des TGR5-Gens (unveroéffentlichte Studie AG Keitel in
Kooperation mit Prof. Dr. Scharf + Dissertation Frau Spomer). Auch hier wurde die Mutation
p.A217P identifiziert. Die Mutationen G7G p.(=) und p.Y240D traten jeweils einmal auf. Der
Austausch S212S p.(=) wurde dreifach beschrieben. Die haufigste Mutation war auch in

diesem Kollektiv die stumme Mutation R216R p.(=), welche bei 25 Personen vorlag.

Bei den in der Dissertation verwendeten Patientenproben zeigte sich wie auch in der PSC-
Studie von Hov et al. eine deutliche Haufung von Mutationen bei erkrankten Patienten. Etwa
doppelt so viele Mutationen fanden sich bei Erkrankten im Vergleich zu gesunden Kontrollen
[418, 421]. Es ist nicht verwunderlich, dass auch bei Gesunden Mutationen identifiziert
werden konnen. Zahlreiche Lebererkrankungen, die Cholangiopathien oder die Colitis
ulcerosa haben eine multifaktorielle Genese [149, 292, 312]. Das Alter, das Geschlecht, der
Immunstatus sowie Umwelt- und genetische Faktoren beeinflussen die Entstehung von
Erkrankungen. Im Rahmen eines komplexen Pathomechanismus muss die genetische
Veranderung nicht zwangslaufig zum Ausbruch der Erkrankung fuhren, konnte jedoch den
Verlauf dieser beschleunigen oder ihn im Sinne eines second hit, wie Knudson et al. es
postulierten, bei Vorbestehen einer genetischen, pradisponierenden Verdnderung erst

ermoglichen [426].

Auch die genetische Variation p.S272G wurde bereits von Hov et al. analysiert und bewirkt
einen signifikanten Funktionsverlust des Rezeptors [150]. Im Gegensatz zur oben
beschriebenen Mutation p.A217P , war bei dieser Mutation jedoch auffdllig, dass die
Luciferaseaktivitdt nicht nur nach Stimulation mit TLC, sondern auch nach Forskolin

signifikant reduziert war [149]. Hov et al. vermuteten eine konstitutiv aktive Mutante,
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welche die AC sattigte und die forskolinvermittelte cAMP-Synthese limitierte [427]. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die Mutation auch bei einem Patienten mit
Osophaguskarzinom und bei einem HBV-Infizierten mit HBsAG-Tragerschaft nachgewiesen
werden.

Hov et al. konnten des Weiteren die Mutation p.Q296X beschreiben, bei welcher anstatt der
AS Glutamin ein Stopcodon im Bereich des intrazelluldren C-Terminus entstand. Der Wegfall
der terminalen AS 296-330 resultierte in einer Retention des mutierten, trunktierten
Rezeptors im ER [149, 150]. Die Charakterisierung der Mutation p.Q296R im Rahmen dieser
Dissertation zeigte jedoch, dass die AS an der Stelle 296 nicht essentiell ist fiir die Funktion
und Lokalisation des Rezeptors. Auch die Mutation p.L327P fiihrte zu keiner Veranderung.
Spomer et al. untersuchten darauf folgend Deletionsvarianten innerhalb des C-Terminus und
bestdtigten die Bedeutung und die Notwendigkeit einer a-helikalen Struktur des proximalen
C-Terminus fir den Transport aus dem ER, die genaue Lokalisation in der PM und die
Funktionalitat des Rezeptors [155, 428] (Dissertation Frau Spomer). Wie bei anderen GPCR
scheint der zytoplasmatische C-Terminus essentiell fir die normale TGR5-Translokation und -

Expression an der PM zu sein [429, 430].

Die Mutation p.Y240P zeigte eine signifikante Reduktion der Rezeptoransprechbarkeit auf
alle getesteten GS-Konzentrationen, dhnlich der bekannten Mutation p.S272G mit dem
Unterschied, dass die Forskolin-getriggerte cAMP-Produktion unbeeintrachtigt war. Auch die
Immunfluoreszenzdarstellung wich von der des WT ab und war vergleichbar mit der
Mutation p.Q296X. Der Rezeptor wurde nicht nur in der PM, sondern vor allem im ER
detektiert. Computergestiitzte Vorhersagen lokalisierten die Mutation in der fiinften
extrazelluldar gerichteten Transmembrandomane, so dass eine Beteiligung an der
Ligandenbindung moglich erscheint, wie sie spater von Gertzen et al. beschrieben wurde
[431]. Aufgrund der beobachteten Effekte wird postuliert, dass es sich moglicherweise um
einen inaktiven Rezeptor handeln kdonnte, welcher von der Zelle im ER retiniert wird. Auf
mogliche Ursachen der ER-Retention wird im Folgenden anhand der Mutation p.E8K, welche

ebenfalls zu einer ER-Retention flihrt, eingegangen werden.
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p.E8K zeigte eine Verdanderung der Rezeptorfunktion und Lokalisation. Im Luciferase-Ansatz
konnte eine Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Beziehung beobachtet werden: Der
Rezeptor zeigte eine signifikant verminderte Ansprechbarkeit gegentber TLC-
Konzentrationen von 0,1 uM, wohingegen die Aktivitdt bei hohen TLC-Konzentrationen
unbeeinflusst blieb. Als mogliche Ursache dieser Rechtsverschiebung fand sich eine
vermehrte Lokalisation in Strukturen des ER. Rezeptoren der PM werden im rER gebildet,
gefaltet und posttranslational durch Glykosylierungen modifiziert, um im sekretorischen
Weg Uber den Golgi-Apparat in Vesikeln verpackt in andere Zellkompartimente sortiert zu
werden [205]. Das erfolgreiche Trafficking von GPCR ist unter anderem von
posttranslationalen Modifikationen, korrekter Faltung sowie Oligo-/Di/-Heteromerizierung
abhangig. Darlber hinaus spielen bestimmte Endozytose-, Sortierungs- und
Retentionsmotive sowie die Interaktion mit akzessorischen Helferproteinen eine
entscheidende Rolle [143].

Das erfolgreiche intrazellulare Sortieren von Proteinen in andere Kompartimente wird im ER
und auch im Golgi-Apparat durch ein Kontrollsystem, welches die Qualitdt und richtige
Konformation des synthetisierten Proteins begutachtet, reguliert [432-434]. Eine
unversehrte Faltung und Konformation des Membranproteins sind essentiell fiir den
weiteren Transport zur PM. Dieser ist auch der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der
Proteinbiosynthese [435]. Nicht normentsprechende, in falscher Weise durch Glykosylierung
modifizierte oder in der Konformation verdanderte Proteine verbleiben im ER und werden
nach Ubiquitinierung durch Proteasomen der ER-associated degradation (ERAD) abgebaut
[434, 436]. Da fehlgefaltete, instabile und strukturell verdanderte Proteine aggregieren,
cytotoxisch wirken und zu Erkrankungen wie der Hamochromatose, des al-Antitrypsin-
Mangels, der cystischen Fibrose (Mukoviszidose) oder zu Prionen- und neurodegenerativen
Erkrankungen fihren kdnnen, werden erstgenannte selektioniert und degradiert [205, 432].

Fir GPCR, wie den Gonadotropin-releasing-Hormon-(GRH-)Rezeptor oder den Vasopressin
Typ 2 Rezeptor, wurden zahlreiche Mutationen beschrieben, die zu fehlgefalteten Proteinen
und zu einer Retention im ER fliihrten [205, 433, 437, 438]. AulRerdem ist denkbar, dass
fehlgefaltete Rezeptoren im ER mit korrekt gefalteten Rezeptoren um den Transport zur
Membran konkurrieren und die Expression in der Membran auf diese Weise verringern

[439]. In zahlreichen Studien konnten genetische Motive identifiziert werden, welche zur
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Retention eines GPCR im ER fuhrten. Diese Motive fanden sich nicht nur innerhalb der
Transmembrandomanen | und IV [440], sondern besonders innerhalb des C-Terminus [430].
Jene Motive waren fiir die richtige Faltung und den Transport der Proteine zur Zellmembran
entscheidend [429, 438, 441, 442]. Auch fur den C-Terminus des TGR5-Rezeptors wurden
wie oben bereits angesprochen kirzlich strukturelle Veranderungen beschrieben, die zu
einer verminderten Expression in der Zellmembran gefiihrt haben [155]. Die im Rahmen der
Arbeit identifizierte Mutation p.R110H ist Bestandteil des ERY-Motivs, welches sich am
Ubergang von der dritten TM-Doméane und der zweiten intrazelluldren Schleife befindet.
Dieses Motiv ist essentiell flir die Rezeptorkonformation und die Interaktion mit G-Proteinen
[443, 444] (Dissertation Frau Spomer).

Nicht nur die korrekte Faltung, sondern auch die physiologische posttranslationale
Modifikation des Rezeptorproteins unter anderem durch eine N-Glykosylierung, ist
entscheidend fiir den Transport und die Funktion von GPCR und kdnnte bei einer Mutation
von Relevanz sein [445, 446].

Fiir verschiedene GPCR, wie den TGR5-Rezeptor, konnte demonstriert werden, dass die
Anzahl der an der PM lokalisierten Rezeptoren das Signaling und die darauf folgende
Liganden-abhangige intrazelluldire cAMP-Konzentration beeinflusst (zellularer Feedback)
[440, 447-449]. So fuhrte eine Reduktion der TGR5-Membranlokalisation <70% zu einer
Abnahme der Liganden-induzierten cAMP-Synthese (Dissertation Frau Spomer). Ein solcher

Mechanismus kdnnte auch bei den Mutationen p.E8K und p.Y240D von Bedeutung sein.

Ein weiterer potentieller Grund fiir einen verminderten Transport aus dem ER stellt die
Rezeptormultimerisierung dar. Einige GPCR besitzen die Fahigkeit sich zu Dimeren oder
Oligomeren zusammenzulagern, um ihre physiologische Funktion zu gewahrleisten [143,
438, 440, 446, 450]. Bestens untersucht ist die Dimerisierung von G-Protein gekoppelten
GABAg-Rezeptoren. Innerhalb des GABAbR1-Proteins findet sich eine bestimmte Sequenz,
das ER-Retentions-Motiv. Diese Sequenz kann erst durch die Anlagerung des koexprimierten
GABAbR2-Proteins maskiert werden, so dass der Rezeptor das ER verlassen und zur
Membran transportiert werden kann [451]. Auch beim G-Protein gekoppelten B2-
Adrenorezeptor ist eine Homodimerisierung erwiinscht und Mutationen innerhalb der fir

die Dimerisierung wichtigen Strukturen fiihren zu einem Verlust der Zusammenlagerung und
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der Translokation an die PM [451]. Beim a2 Adrenorezeptor hingegen verhindert eine
Heterodimerisierung des Rezeptors die Expression in der PM [439]. Die Verbindung zweier
oder mehrerer Rezeptoren konnte als Folge einer Fehlfaltung des Proteins auftreten oder
aber auch verhindert werden und zu einer Retention im ER fiihren. Erste Hinweise fiir eine
Homodimerisierung des TGR5-Rezeptors liegen bereits vor (Seidel, Gohlke, Keitel et al.
unveroffentlichte Daten), wobei, ein Einfluss der Varianten p.E8K und p.Y240D auf diese

Multimerbildung noch nicht untersucht wurde.

Ein weiterer Grund fiir eine Retinierung von GPCR im ER konnte auf ein fehlerhaftes
Trafficking aus dem Zellinneren zur PM zurlickgefihrt werden. B-Arrestine kénnen die
Endozytose von GPCR und deren Interaktion mit G-Proteinen beeinflussen und auf diese
Weise die Signaltransduktion regulieren [163]. Jensen et al. wiesen jedoch nach, dass der
TGR5-Rezeptor nicht mit B-Arrestinen interagierte und durch Endozytose reguliert wurde.
Der Rezeptor verblieb in der Membran. Es wurde eine Umverteilung von Rezeptoren
innerhalb der PM und eine Interaktion mit dem epidermal growth factor receptor (EGFR)
beobachtet [201]. Darliber hinaus ist eine verdnderte Interaktion mit weiteren
akzessorischen (Transport)-Proteinen moglich. ARF (ADP-ribosylation factors) gehdren zur
Familie der Ras-verwandten GTPasen und modulieren den Vesikeltransport vom ER/ Golgi-
Apparat zur Membran. Es konnte gezeigt werden, dass genetische Veranderungen in diesen
Regulatoren zu einer Reduktion der Membranexpression filhren konnen. Die betroffenen
GPCR waren intrazelluldr im ER lokalisiert und konnten die PM nicht erreichen [143, 452].
Die Interaktion des TGR5-Rezeptors mit ARF kdnnte beeintrachtigt sein, obschon eine solche

bisher noch nicht beschrieben wurde.

Schliefilich ist die physiologische Funktion des extrazelluldren Aminoterminus die Bindung
von Liganden [447, 453]. Eine mogliche Ursache der kompromittierten Rezeptorfunktion der
Mutation p.E8K konnte eine beeintrachtigte Ligandenbindung oder eine reduzierte
Bindungsaffinitat darstellen, die sich besonders bei geringen GS-Konzentrationen bemerkbar

machen.
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4.2 Speziesunterschiede bei TGR5-Defizienz

Es handelt sich bei dem GroRteil der im Rahmen der Dissertation identifizierten und auch in
der Literatur beschriebenen TGR5-Mutationen, insbesondere bei den nicht-synonymen
genetischen Veranderungen um heterozygote Mutationen. Lediglich ein Patient wies zwei
Mutationen und damit eine potentielle Compound-Heterozygotie (p.A153V + p.R308W) auf.
Allerdings bewirken beide Varianten keine Beeintrachtigung der Rezeptorlokalisation oder —
Funktion [150, 418], (unveroffentliche Daten AG Keitel). Eine homozygote nicht-synonyme
TGR5-Mutation konnte bisher nicht beschrieben werden. Ursache dieser Beobachtung
konnte zum Einen die niedrige Allelfrequenz von TGR5-Mutationen sein, zum Anderen ware
denkbar, dass das homozygote Vorliegen einer funktionseinschrankenden Variante nicht mit
dem Leben vereinbar ist. Letzteres erscheint jedoch unwahrscheinlich, da TGR5-KO-Mause
vital, fertil und unter normalen Haltungsbedingungen keinen offensichtlichen Phanotypen
entwickeln [156, 206, 207]. Die TGR5-KO-Maus weist erst nach GS-Challenge (hochkalorische
Nahrung) einen verminderten GS-Pool, verdnderte Expressionsmuster der an der GS-
Homoostase beteiligten Gene und eine Gewichtszunahme durch Zugewinn von Fettmasse
auf [206, 207]. AuBerdem fiihrt eine TGR5-Defizienz nach GS-Fltterung zu Hyperglykamie
mit verzogerter Glukoseclearance und zu einer Kompromittierung der antiinflammatorischen
und immunsupprimierenden Wirkung [146]. In der Leber finden sich hervorgerufen durch
Konzentrationserhéhung hydrophober GS eine Zunahme ausgepragter Nekrosen, ein
verminderter Gallefluss mit Ausbildung einer Cholestase und eine verstarkte Inflammation
durch erhohte Zytokinfreisetzung und Immunzellinfiltration [243, 244]. In den Nieren wird
die Ausscheidung von GS bei TGR5-Verlust vermindert, was zu einem zusatzlichen GS-
Uberschuss fiihren kann [244]. Auch im Darm zeigen sich neben einer Obstipationsneigung
[278] ausgepragte Entziindungsreaktionen und Verdanderungen der Zellarchitektur und der
Permeabilitdt der Darmwand sowie eine erhdhte Anfilligkeit gegenliber Zellschaden [166,
413].

Es ist erstaunlich, dass trotz dieser weitreichenden schadlichen Auswirkungen die Tiere
lebensfihig und fertil sind. Uber die Ursache dieser Beobachtung ldsst sich aktuell nur
spekulieren. Physiologische, metabolische, genetische und anatomische Gegebenheiten

unterscheiden Mensch und Maus [8, 454—-458]. Dass Erkenntnisse, welche im Mausmodell
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gewonnen wurden, nur mit grofSter Sorgfalt auf den Menschen extrapoliert werden kénnen,
zeigen die Beobachtungen an BSEP-Knockout-Mausen [73, 459]. Die BSEP ist das wichtigste
Transportprotein fir GS in der Leber und der geschwindigkeitsbestimmende Schritt des
Enterohepatischen Kreislaufs [47-51]. Mutationen des Transportproteins fiihren zu
schweren cholestatischen Erkrankungsbildern, wie der progressiven familidren
intrahepatischen Cholestase Typ 2 (PFIC2) und der milderen benign recurrent intrahepatic
cholestasis type 2 (BRIC2) oder pradisponieren fir die Entstehung einer Medikamenten-
oder Schwangerschaftsassoziierten Cholestase (DIC drug-induced cholestasis, 1CP
intrahepatic cholestasis of pregnancy) [77, 460—463]. Beim Menschen flihrt der vollstandige
Verlust des Proteins zur PFIC2, einer cholestatischen Lebererkrankung, welche bereits im
Sauglingsalter zu lkterus mit schweren Leberschaden fiihrt und ohne Lebertransplantation
frihzeitig letal endet [459, 461, 463]. Patienten mit PFIC2 sezernieren weniger als 1% der
physiologischen GS-Konzentration aus der Leber [464]. Eine Akkumulation toxischer GS ist
die Folge. Der Phanotyp, d.h. das AusmaR der klinischen Auspragung, korreliert mit dem
Schweregrad der BSEP-Defizienz. Es findet sich eine direkte Assoziation mit dem Anteil von
funktionstlichtigen BSEP-Transportern an der Zelloberflache und der klinischen Auspragung
[465]. Erstaunlicherweise zeigen BSEP-KO-Maduse jedoch nicht diesen erwarteten
Phdanotypen des Menschen. Sie weisen eine nichtprogressive, persistierende,
intrahepatische Cholestase auf. Insgesamt findet sich jedoch ein deutlich milderes
Krankheitsbild mit unverdandertem Gallenfluss und ohne histologische Zeichen eines
Leberschadens [459, 460, 466]. Neuere Studien zeigen einen veranderten Lipidmetabolismus
und eine beeintrachtigte mitochondriale p-Oxidation [467]. Gleichzeitig finden sich
Veranderungen des GS-Pools und eine gesteigerte Sekretion von Phospholipiden und
Cholesterol in die Galle. Es werden vermehrt hydrophile GS, unter diesen besonders
tetrahydroxylierte GS, sezerniert, welche beim WT unter physiologischen Umstanden gar
nicht auftreten [459]. Auf der anderen Seite werden deutlich weniger hydrophobe GS
sezerniert [468]. Es erscheint zudem einen alternativen GS-Transport fiir hydrophile GS zu
existieren [459]. Zahlreiche Transportsysteme mit geringer Affinitdt jedoch hoher Kapazitat
stehen im Verdacht GS kompensatorisch zu sezernieren, wenn das hochaffine System der

BSEP ausfillt [469]. So werden die Efflux-Transporter MRP2 und MRP3 moderat und MDR1
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und MRP4 verstarkt exprimiert, wohingegen der in die Leber aufnehmende GS-Uptake durch

NTCP und OATP reduziert wird [73, 464, 466, 470].

Beachtlich ist zudem die Beobachtung, dass eine zuséatzliche Futterung der KO-Mause mit
Cholat (GS-Challenge, cholestatischer Stress) jedoch zu einem PFIC2 vergleichbaren
Phanotypen fuhrt. Die Mause zeigte einen signifikanten Gewichtsverlust, laborchemisch
erhohte Leberparameter, vermehrte Zellschdaden sowie Apoptosen und Nekrosen ahnlich
dem histologischen Bild eines PFIC-Patienten [464]. Der beschriebene alternative
Sekretionsmechanismus scheint die Mause nach zusatzlicher Challenge durch
Cholatflutterung trotz effizienter Hydroxylierungs- und Detoxifizierungsmechanismen nicht
vor der Entwicklung einer progressiven Cholestase schiitzen zu kdnnen [464]. Es lasst sich
vermuten, dass die KO-Mause bereits ohne zusatzliche GS-Substitution ein kritisch
kompensiertes Stadium erreicht haben, welches durch die zusatzliche GS-Fitterung

zusammenbricht und zum Vollbild einer PFIC fiihrt [466].

Der Vergleich der BSEP- und TGR5-KO-Maus zeigt, dass die beschriebenen Unterschiede zum
Menschen unter dem Gesichtspunkt eines abweichenden GS-Pools gesehen werden missen.
Es ist lange bekannt, dass der murine Pool vermehrt hydrophile GS und deutlich weniger
hydrophobe, toxische GS aufweist [459]. Diese Unterschiede in der Zusammensetzung des
GS-Pools scheinen die Speziesunterschiede zwischen Mensch und Maus mitzuverursachen.
Der Anteil hydrophober GS, wie Glycochenodeoxycholat (GCDCA), Taurochenodeoxycholat
(TCDCA) oder Taurolithocholylsulfat (Taurolithocholat-3-sulfat, TLCS) [471, 472] kbnnte beim
Menschen groRer sein als bei der Maus. Es wurde bereits in der Einleitung berichtet, dass GS
den TGR5-Rezeptor verschieden stark aktivieren kénnen und sekundare GS potentere
Liganden darstellen als primadre. Ebenso ist die Ansprechbarkeit des TGR5-Rezeptors
gegeniber hydrophoben GS besonders hoch, wohingegen das hydrophile Ursodeoxycholat
(UDCA) nur zu einer geringfiigigen Aktivierung fiihrt [26, 136]. Die Arbeiten im Rahmen der
Entstehung von Gallensteinen haben schliefllich gezeigt, dass besonders die hydrophoben GS
eine schadigende Wirkung entfachen [347, 348, 355, 356]. Das Ausmald der Schadigung
steigt mit zunehmender Hydrophobizitat [357]. GS mit geringeren wasserabweisenden
Eigenschaften, wie das Ursodesoxycholat, haben hingegen protektive Eigenschaften [17,

345, 473, 474]. Auch eine hepatotoxische, proinflammatorische und die Apoptose-fordernde
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Wirkung hydrophober GS wird durch zahlreiche Studien bestatigt [244, 324, 325, 471, 472,
475-477]. Ferner werden zelltoxische Wirkungen im GIT beschrieben [478-480]. Die
Beobachtungen, dass bei TGR5-KO-Mausen gehauft Leberzellnekrosen durch einen

Uberschuss hydrophober GS auftreten, bestatigt diese Hypothese [244].

Es ist ersichtlich, dass die Hydrophobizitdt der GS einen entscheidenden Einfluss auf die
Rezeptoraktivitat und schlieRlich auf die zelluldren Effekte besitzt. Die fehlende Aktivierung
eines homozygot-mutierten TGR5-Rezeptors durch hohe Konzentrationen hydrophober GS
konnte die toxischen Effekte vervielfachen. Letztlich bleibt jedoch unklar, warum bei Mausen
trotz Fehlen des Rezeptors unter normalen Haltungsbedingungen kein abnormer Phanotyp

beobachtet wird.

4.3. TGR5, GS und virale Hepatitiden

4.3.1 TGR5 als potentieller Disease-Modifier?

Die in der Einleitung beschriebenen Wirkungen des Rezeptors auf den Stoffwechsel und die
Immunfunktion lassen die Vermutung aufkommen, dass eine Rolle in der Genese
entziindlicher hepatischer Erkrankungen bestehen kdnnte. Sowohl Hepatitis B als auch
Hepatitis C sind schwere Virus-induzierte Entziindungsreaktionen der Leber und bedeutende
Ursachen fiir die Entwicklung einer Leberzirrhose und den konsekutiven Ubergang in ein HCC

und CCC [309-311, 383].

Das Hepatitis C Virus gehort zur der Gruppe der Flaviviren und setzt sich aus einem RNA-
Einzelstrang zusammen. Man unterscheidet sechs Hauptgenotypen, welche sich
grundlegend in ihrem Infektionsverlauf und in dem Therapieansprechen unterscheiden
[481]. Die Standardtherapie der HCV-Infektion sah bis vor Kurzem den Einsatz von peglIFN
(pegyliertes Interferon) und Ribavirin vor. Besonders der Genotyp 1, welcher den
vorherrschenden Genotypen beim Menschen darstellt, zeigte jedoch eine schlechte
Ansprechbarkeit von <50% gegenlber dieser Kombinationstherapie [482, 483]. Die

Ansprechbarkeit gegeniliber einer IFN-haltigen antiviralen Therapie hangt ferner von
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zahlreichen Faktoren ab, neben Virus-spezifischen Faktoren wie der initialen
Viruskonzentration, dem Ansprechen des Virus unter Therapie oder dem vorliegenden
Genotypen, finden sich Patienten-spezifische Einflussgrofen wie das Alter, das Geschlecht,
die ethnische Zugehorigkeit, der Immunstatus (Immunsuppression), das Human
Leukozytenantigen-(HLA)-System, SNPs wie beispielsweise des IL28B- oder des BSEP-Gens
und zahlreiche Komorbiditdten wie eine hepatische Fibrose und Steatose oder Adipositas
duBern sich in einer Beeintrachtigung der SVR (sustained viologic response) [482, 484—489].
Letztere definiert sich als ein anhaltendes Ansprechen des Virus auf eine antivirale Therapie,
wenn 24 Wochen nach Beendigung einer antiviralen Therapie Aviramie vorliegt, d.h. kein

Nachweis von Viruskopien mehr moglich ist [483, 490].

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass GS den Verlauf viraler Hepatitiden
beziehungsweise das Ansprechen auf eine antivirale Therapie beeinflussen kénnen [491,
492]. Eine FXR-abhangige Stimulation der HCV-RNA-Replikation, besonders des Genotypen 1
wird diskutiert [481, 493]. GS liegen in der Leber unter physiologischen Bedingungen bereits
in hohen Konzentrationen vor. Im Rahmen von Lebererkrankungen wie der Hepatitis steigt
diese Konzentration weiter an. Zu einem Grof3teil findet sich Chenodeoxycholat (CDCA),
welches einen sehr potenten Stimulator der viralen RNA-Replikation darstellt [481]. Es
konnte verdeutlicht werden, dass erhohte GS-Konzentrationen auch mit einem
verminderten Ansprechen auf eine IFN-basierte Therapie und mit einem negativen Outcome
einhergehen [494, 495]. GS interagieren mit dem IFN-Signalweg und flihren zu einer
verminderten IFN-Antwort als Bestandteil der zellularen Immunabwehr [481, 496, 497]. In
Studien wurde beobachtet, dass GS das Wachstum von Caliciviren, wie der RNA-
einzelstrangige Norovirus, ermoglichten. Sie flihrten zu einer intrazelluldren Erhéhung der
cAMP-Konzentration, was mit einer verminderten IFN-abhangigen STAT1-Phosphorylierung
(signal transducer and activator of transcription-1) einherging [498]. Die genauen
Mechanismen dieser Immunsuppression sind noch nicht ausreichend geklart. Es ware
denkbar, dass auch TGR5 an der GS-cAMP-abhangigen Reduktion des IFN-Signalweges

beteiligt sein konnte.

Die Infektion mit einem Hepatitisvirus entsteht nicht durch eine veranderte GS-Homdoostase.

Ebensowenig ist es unwahrscheinlich, dass eine TGR5-Mutation eine Hepatitis auslost.
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Vielmehr kdonnte jedoch der TGR5-Rezeptor als Disease-Modifier Einfluss auf den Verlauf und
Progress der Erkrankung sowie das Therapieansprechen haben, was sich anhand der
Leberwerte widerspiegeln konnte. Flr den I1L28 SNP rs12979860 und weitere genetische
Varianten konnte bereits ein Korrelat mit der HCV-Heilung und dem Ansprechen auf eine

Interferon-basierte Therapie beschrieben werden [488, 489, 499-502].

Die antiinflammatorischen Effekte von TGR5, besonders in Makrophagen, wurden in der
Einleitung bereits verdeutlicht. TGR5 ist in der Lage die Aktivitat, Mobilitat und die Funktion
von Zellen des Immunsystems durch Regulation von Zytokinen und Chemokinen zu
verandern [136, 160, 215, 227, 228, 234, 243]. Darlber hinaus ist die Replikation des
Hepatitis C Virus eng mit dem Lipidmetabolismus des Wirtsorganismus verknlipft. Das Virus
flihrt durch Dysregulation des Fettstoffwechsels zur Steatosis, welche wiederum durch die
Akkumulation von Lipiden das Ausschleusen von weiteren Viruspartikeln, letztlich also die
Virusreplikation, erleichtert [503-505]. Auch der TGR5-Knockout fiihrt bei Mausen zur
Entwicklung einer Steatose mit Gewichtszunahme durch Zugewinn von Fettmasse [206,
207].

Fir die Inflammation essentielle Regulationsmechanismen kénnten durch TGR5 beeinflusst
werden. Daher sollte untersucht werden, ob sich bei Patienten mit chronischer HCV-/ HBV-
Infektion gehauft TGR5-Varianten finden und ob diese mit einer gesteigerten oder gestorten
Rezeptorfunktion einhergehen. Dies fihrt zu der Fragestellung, ob auch TGR5 Einfluss auf
den IFN-Signalweg hat und somit das Ansprechen auf eine IFN-basierte Therapie und die
Virusreplikation gezielt durch Mutationen der TGR5-CDS verandert werden kénnen. Unter
dem Gesichtspunkt einer potentiellen Beteiligung des TGR5-Rezeptors an der Pathogenese,
dem weiteren Verlauf, dem Schweregrad oder der Heilung einer Hepatitis C Infektion wurde
der identifizierte small nuclear polymorphismus SNP rs11554825 des Exon 1 gezielt bei

Hepatitis C Patienten analysiert.
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4.3.2 Der SNP rs11554825 im Exon 1 bei HCV

Der single nucleotide polymorphismus rs11554825 im Exon 1 wurde erstmals durch Hov et
al. in ihrer Studie an PSC-Patienten beschrieben [149, 150]. TGR5 konnte auf dem
Chromosomabschnitt 2935 identifiziert werden. Es zeigte sich eine chromosomale
Ubereinstimmung des SNPs mit Abschnitten, welche mit der PSC und der CU assoziiert
waren [149, 506, 507]. Dariber hinaus fand sich eine Assoziation von SNP rs11554825 und
SNP rs3731859 innerhalb der 5’UTR (s. Abbildung 12 - Nicht-synonyme TGR5-Mutationen
Exon 2 & SNP rs11554825 Exon 1Genetische Verdanderungen wie SNPs im Exon 1 und in der
5’UTR werden nicht transkribiert und verdndern nicht die CDS des TGR5-Gens.
Untranslatierte Bereiche eines Genes oder einer mRNA enthalten jedoch wichtige
Genabschnitte, welche unter anderem fiir die Interaktion mit Strukturproteinen, fur die
Stabilitat der mRNA oder fiir die korrekte Transkription und Translation essentiell sind [508—
510]. In ihr kdnnen wichtige Signaldomanen fir die physiologische Expression und Funktion
liegen, welche durch einen SNP verandert werden. Eine Beeinflussung der Transkription und
Translation mit konsekutiv veranderter zellularer Response kdnnte die Expression und
Funktion des Rezeptor beeinflussen.

Fir den ebenfalls im Exon 1 gelegenen, assoziierten SNP rs3731859 wurden ebenfalls
mogliche Korrelationen mit Erkrankungen untersucht. Der SNP war jedoch nicht signifikant

mit einem erhohten Risiko einer gestorten Glukosetoleranz assoziiert [420].

Hov et al. beobachteten eine signifikante, wenn auch schwache Korrelation des SNP
rs11554825 mit der Menge an TGR5-mRNA. Die Homozygotie fiir den das T-Allel (TT = WT)
zeigte im Vergleich mit dem Minorallel (CC) und der Heterozygotie (CT) die geringste
Expression von TGR5-mRNA [150]. Bei anderen Einzelnukleotidpolymorphismen wurde die
veranderte Expression des jeweiligen Rezeptors auf eine Variation der Transkription oder auf

alternatives Splicing zurilickgefiihrt [511-513]. Bei TGR5 bliebt die Ursache noch unklar.

Der SNP wurde in der vorliegenden Arbeit bei einer Vielzahl von Patienten, sowohl im
allgemeinen, als auch im HCV-Kollektiv, gefunden. Zudem war er auch bei gesunden
Blutspendern und bei PBC-Erkrankten nachweisbar (unveroffentlichte Studie AG Keitel in

Kooperation mit Prof. Scharf Himostaseologie + Dissertation Frau Spomer) Der Vergleich des
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allgemeinen Kollektivs mit der HCV-Kohorte zeigte vergleichbare C/T-Allel-Haufigkeiten. Im
HCV-Kollektiv war die Heterozygotie, wie auch im allgemeinen Kollektiv, der vorherrschende
Genotyp. Die Haufigkeit des C-Allels bei HCV-Erkrankten ergab 0,4386, wohingegen das T-
Allel eine Frequenz von 0,5614 zeigte. Dies war im Einklang mit den von Hov et al. bereits
beschriebenen Allelfrequenzen - C-Allelfrequenz bei PSC-Erkrankten 0,43-0,46 und C-
Allelfrequenz bei gesunden Kontrollen 0,41 [418]. In der Dissertation von Frau Spomer
wurde der Polymorphismus bei PBC-Erkrankten untersucht. Hier ergab sich eine C-
Allelhaufigkeit von 0,56 bei PBC-Erkrankten im Vergleich zu einer C-Allelfrequenz von 0,44
bei gesunden Kontrollen. Diese Allelfrequenzen wichen deutlich von den Frequenzen der
anderen Kollektive ab. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass der SNP mit dem homozygot
vorliegendem C-Allel zu einer Reduktion von TGR5 filihrt und eine potentielle Pradisposition
fur die Entwicklung der Cholangiopathie darstellen konnte (unveroffentlichte Studie AG

Keitel + Dissertation Frau Spomer).

Es ist bekannt, dass SNPs als genetische Pradisposition die Suszeptibilitdt gegenlber der
Entwicklung und der Progression verschiedenster Erkrankungen sowohl steigern als auch
reduzieren kénnen [511, 514-516]. Das Vorliegen des homozygoten C-Genotyps koénnte
durch veranderte TGR5-Expressionen Auswirkungen auf zahlreiche durch den Rezeptor
beeinflusste Stoffwechselvorgdange haben. Neben der Regulation des Glukose-, des Energie-
und des GS-Haushaltes konnte auch die Funktion des Rezeptors in der Leber, in den
Gallenwegen und im Darm kompromittiert sein. Eine erhohte Anfalligkeit fir
inflammatorische hepatische, bilidre, intestinale, neoplastische und

Stoffwechselerkrankungen wiirde hieraus resultieren.

Im Hinblick auf die von Hov et al. gefundene Assoziation des TGR5-Rezeptors und der
Pathogenese von CED studierten Camileri et al. die Auswirkungen des SNP auf die
Darmtatigkeit [267]. Die Arbeitsgruppe analysierte, ob die genetische Variation mit einem
veranderten Darmtransit assoziiert sei und stellte die Hypothese auf, dass eine durch den
SNP verursachte abnormale Funktion des Rezeptors zu einer Verminderung des
inhibitorischen Effektes auf den Diinndarmtransit und somit zu einem beschleunigten Transit
des Darminhaltes fihren kénnte. Die These bestatigte sich zwar nicht, es konnte jedoch eine

schwache, nicht signifikante Assoziation zwischen Phdnotyp und Genotyp beobachtet
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werden. Der T-Phanotyp des SNP (TT= WT) zeigte einen zahlenmaRig, jedoch nicht signifikant
verlangsamten Transit im Vergleich mit dem TC/CC-Phanotypen. Die Arbeitsgruppe
vermutete, dass eine reduzierte Expression durch eine verminderte NO-Inhibition zu einer
beschleunigten Peristaltik des CC/CT-Phdnotypen fiihren konnte. Eine signifikante
Korrelation des SNP mit dem klinischen Bild konnte letztendlich nicht beobachtet werden,
jedoch fand sich eine signifikante Assoziation des Transits mit dem Alter und dem Geschlecht

der Patienten [267].

Die Beobachtung, dass SNPs des IL28B (rs12979860) und der BSEP (V444A rs2287622) zu
einer Beeinflussung des Therapieansprechens fiihren und die Krankheitsprogression
entscheidend beeinflussen konnen [484, 485, 487-489], fiihrte zu der Hypothese, dass auch
der SNP rs11554825 des TGR5-Gens einen weiteren Faktor darstellen konnte, welcher auf
den Therapieerfolg bei Hepatitis C-Erkrankten Einfluss nehmen konnte. Diesbeziiglich wurde
in dem gut charakterisierten HCV-Kollektiv der gefundene TGR5-SNP im Hinblick auf die HCV-
Ausheilung untersucht. Fir den SNP fanden sich keine Unterschiede in der
Geschlechterverteilung. Auch die entsprechenden prozentualen Anteile an der Gesamtzahl
erkrankter und genesener Patienten mit dem jeweiligen Genotypen waren vergleichbar.
Etwa 60% der Patienten zeigten eine chronisch-aktive, replikative Infektion, wohingegen
rund 40% eine ausgeheilte HCV-Infektion aufwiesen. Lediglich fir den Genotypen T72C
(homozygotes Minorallel) fand sich ein hoherer Anteil an Patienten mit aktiver Infektion bei
einem geringeren Anteil genesener Patienten. Die Ergebnisse der Korrelation gaben
Hinweise auf einen Trend, zeigen jedoch aufgrund der geringen KollektivgroBe in der
statistischen Auswertung keine signifikante Korrelation zwischen dem Polymorphismus und

dem Therapieansprechen.

Viele der untersuchten HCV-Patienten wurden mit Interferon behandelt. Ob das C-Allel des
Rezeptors mit einem schlechteren Ansprechen auf die IFN-Gabe assoziiert ist, bleibt unklar.
AulRerdem hat sich in den letzten Jahren die Therapie der Hepatitis C rasant vom Interferon
wegbewegt. Zunehmend werden IFN-unabhdngige Therapieformen durch direkt agierende
Virustatika durchgefiihrt [517-520]. Eine Beeinflussung des Ansprechens auf eine IFN-freie

Therapie ist bisher noch nicht erforscht.
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Es lasst sich zusammenfassend sagen, dass eine Korrelation zwischen dem haufigen Exon 1
SNP rs11554825 und der klinischen Auspragung verschiedener Lebererkrankungen sowie
den Verlaufen einer HCV-Infektion, insbesondere aber im Hinblick auf die PBC-Daten,
denkbar wiére. Ein weiteres interessantes Kollektiv wiirde basierend auf den Ergebnissen der

Arbeit Patienten mit einer AIH darstellen.
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Eine potentielle Beteiligung des plasmamembrangebundenen, G-Protein gekoppelten durch
GS aktivierbaren Rezeptors TGR5 an diversen Leber-, Gallenwegs- und Darm-assoziierten
Erkrankungen wird aufgrund der vielzdhligen Effekte auf die Immunfunktion, die
Gallensekretion, den Stoffwechsel und die neuronale Aktivitat aktuell diskutiert. Bislang ist
noch weitgehend unklar, welche Rolle dem Rezeptor bei der Entstehung dieser
Erkrankungen zukommt. Veranderungen der TGR5-Expression, -Lokalisierung oder -Funktion
konnten auf genetischer, epigenetischer oder auf der Proteinebene eine Lebererkrankung
mitverursachen. Gleichzeitig ist denkbar, dass auch vice versa eine Lebererkrankung zu
Verdanderungen der Rezeptorexpression, -funktion oder —lokalissation fiihren kdnnte. In wie
fern der TGR5-Rezeptor eine Rolle als Verursacher oder Wegbereiter (Disease-Modifier)
verschiedener Lebererkrankungen spielt, konnte bislang noch nicht ausreichend geklart
werden. Die vorliegende Dissertation untersucht, ob bei Patienten mit Lebererkrankungen
gehauft TGR5-Mutationen zu finden sind. Bei Patienten mit verschiedenen
Lebererkrankungen wurden hierfir die Sequenzierungen des TGR5-Gens durchgefiihrt,
Mutationen in der CDS identifiziert, zellbiologisch charakterisiert und schlieBlich mit dem
Phanotyp der betroffenen Patienten korreliert. Struktur-Funktions-Beziehungen wurden

mithilfe von Vergleichen mit anderen GPCRs der Klasse A veranschaulicht und interpretiert.

Innerhalb des TGR5-Gens konnten zahlreiche Mutationen bei diversen Erkrankungen
gefunden werden, ohne dass geschlechtsspezifische Unterschiede beobachtet wurden. Die
zellbiologische Charakterisierung der gefundenen Mutationen gaben Aufschluss Uber die
strukturellen und funktionellen Eigenschaften des Rezeptors. Die Ergebnisse der Arbeit
zeigen, dass bestimmte AS-Abfolgen und Domadnen des TGR5-Gens fir die
Rezeptorlokalisation und -funktion essentiell sind. Wird eine solche Domane durch eine
genetische Variation strukturell verdandert, so hat dies mitunter schwerwiegende
Auswirkungen auf die Ansprechbarkeit gegeniiber den Liganden sowie auf die zelluldre

Expression.

Aufgrund der Seltenheit von TGR5-Mutationen innerhalb der CDS konnte schliefilich keine

statistisch signifikante Assoziation zwischen TGR5-Mutationen und einer Lebererkrankung
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formuliert werden. Basierend auf der aktuellen Datenlage und den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit ist zu folgern, dass CDS-Mutationen des TGR5-Gens die Lokalisation und
die Funktion des Rezeptors beeinflussen kdnnen. Aufgrund der geringen Haufigkeit erscheint
ihre Rolle in der Entstehung von Erkrankungen jedoch von untergeordneter Relevanz. Im
Gegensatz dazu ist der SNP rs11554825 im Exon 1 mit einer C-Allelfrequenz von 0,4386 in
der allgemeinen Bevolkerung vorzufinden. Die bisher bekannten Allelfrequenzen konnten im
Disseldorfer Kollektiv bestatigt werden. Die vorliegende Arbeit hat zudem gezeigt, dass der
SNP bei Patienten mit aktiver HCV-Infektion haufiger zu finden ist als bei ausgeheilter
Infektion. Eine signifikante Korrelation der Allelfrequenz mit der Ausheilungsrate der HCV-
Infektion ergab sich jedoch nicht. Das seltenere C-Allel scheint zu geringeren TGR5-mRNA-
Konzentrationen zu flihren. Der SNP konnte daher eine Pradisposition fir
inflammationsassoziierte Leberschadigungen darstellen. Durch seinen Einfluss auf den GS-
Pool ist TGR5 als moglicher Disease-Modifier anzusehen. In den Arbeiten von Hov et al.
wurde diese Bedeutung fiir die PSC dargelegt. Ob allerdings die TGR5-Expression eine
Erkrankung pradispositioniert oder ob umgekehrt die Erkrankung zu einer veranderten

Rezeptorexpression fuhrt, bleibt Gegenstand weiterer Forschung.
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