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I Zusammenfassung

Die Produktion und Sekretion von Galle gehört zu den Hauptfunktionen der Leber. 
Hierzu verfügen Hepatozyten über eine Reihe von Transportproteinen, die diese 
Prozesse regulieren. Endo- und Exozytose spielen hierbei insbesondere bei der 
kurzfristigen Adaptation auf stetig wechselnde äußere Bedingungen eine wichtige 
Rolle. Der Gallensalztransporter Natrium-Taurocholat-Cotransporter (Ntcp) ist der 
Hauptaufnahmetransporter für Gallensalze aus dem portalvenösen Blut in den 
Hepatozyten. Während es zum kurzfristigen Einbau in die basolaterale Membran 
bereits eine Reihe Studien gibt, existieren zum kurzfristigen Ausbau bislang nur 
wenige Daten. Um dies zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit eine Methode ent-
wickelt, die den membranständigen Anteil von Ntcp  im Vergleich zu seiner Ge-
samtmenge mittels Durchflusszytometrie messbar macht und so ermöglicht, den 
Einfluss verschiedenster Substanzen auf den Ein- und Ausbau von Ntcp in einem 
Hochdurchsatzverfahren zu messen.
Hierzu wurde ein Ntcp-Konstrukt erstellt, welches an seinem intrazellulären C-
Terminus ein fluoreszierendes Protein (Enhanced Green Fluorescent Protein, 
EGFP) und am extrazellulären N-Terminus ein FLAG-Tag trägt. An nicht permeabi-
lisierten Zellen kann so nach Anfärbung des FLAG-Tags die Menge des membran-
ständigen Ntcp im Verhältnis zur Gesamtmenge (EGFP-Fluoreszenz) gemessen 
werden. An HepG2-Zellen, die dieses Konstrukt stabil exprimieren, konnte gezeigt 
werden, dass eine Aktivierung der Proteinkinase C zum Ausbau von Ntcp  aus der 
basolateralen Membran bei gleichbleibender Gesamtmenge führt. In einem zwei-
ten Schritt konnte gezeigt werden, dass bei unveränderter Gesamtmenge die hy-
drophoben Gallensalze TCDC und TLCS, nicht aber TC und TUDC zu einem Aus-
bau von Ntcp aus der Membran führen. 
Ein derartiger Feedback-Mechanismus kann im Rahmen einer Adaptation auf 
kurzfristig steigende portalvenöse Gallensalzkonzentrationen durch Drosselung 
der Gallensalzaufnahme einen Schutzmechanismus des Hepatozyten vor toxi-
schen intrazellulären Gallensalzmengen darstellen. Die hier etablierte Methode 
stellt eine Möglichkeit dar, den Einfluss verschiedenster Substanzen auf die kurz-
fristige Regulation von Ntcp  an einer Vielzahl einzelner Zellen schnell zu messen 
und kann so als Screening-Methode vor weiteren, detaillierteren Untersuchungen 
dienen.
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1. Einleitung

Eine der Hauptfunktionen der Leber ist die Bildung und die Sekretion von Galle. 
Über verschiedene Transportproteine werden einerseits Substrate aus dem portal-
venösen Blut in den Hepatozyten aufgenommen und andererseits an der kanaliku-
lären Membran in die Gallenwege sezerniert. Eine Störung dieser Prozesse führt 
zur Cholestase, also zu einer Abnahme des Galleflusses. Die häufigste Form, die 
obstruktive Cholestase, ist meist durch extrahepatische Faktoren wie beispiels-
weise Gallensteine oder Tumore, welche die Gallenwege verlegen, bedingt, selte-
ner sind Gallenwegsstrikturen eine Ursache. Bei den nicht-obstruktiven Cholesta-
seformen liegt die Ursache intrahepatisch: Verschiedene Toxine und Medikamente 
können zu einer primären, nicht obstruktiven Cholestase führen. Hereditäre Cho-
lestasen, die mit einem Mangel oder Defekt der hepatozellulären Transporter ein-
hergehen, fallen ebenso in diese Gruppe. Eine nicht-obstruktive, intrahepatische 
Cholestase kann auch sekundär bei einer Vielzahl von Lebererkrankungen auftre-
ten, so beispielsweise im Rahmen einer Virushepatitis oder einer Sepsis. Bei die-
sen intrahepatischen Cholestaseformen ist eine Störung der hepatozellulären 
Transportprozesse im Gegensatz zur obstruktiven Cholestase nicht eine sekundä-
re Folge der Erkrankung, sondern zum Teil ursächlich an der Krankheitsentste-
hung beteiligt.
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2. Grundlagen

2.1 Hepatozellulärer Transport von Gallensalzen

Hepatozyten sind polarisierte Epithelzellen, die zwei unterschiedliche Membran-
domänen ausbilden: Mit ihrer basalen Membran grenzen sie an den Dissé-Raum 
und stehen somit in direktem Kontakt zum Blutplasma aus den Lebersinusoiden. 
Zusammen mit der lateralen Membran, an der die Hepatozyten durch Nexus und 
Desmosomen miteinander verbunden sind, wird die funktionelle Einheit der baso-
lateralen Membran gebildet. Auf der apikalen Seite grenzen zwei bis drei Hepato-
zyten aneinander und bilden die Wand der Gallenkanälchen (Canaliculi biliferi). 
Die apikale bzw. kanalikuläre Membran bildet so eine eigene Funktionseinheit. Die  
differentielle Expression von verschiedenen Transportproteinen an der basolatera-
len und apikalen Membran ist entscheidend für den gerichteten Transport von im 
portalvenösen Blut gelösten Substanzen in die Galle. 
Transporter an der basolateralen Membran lassen sich in natriumabhängige und 
-unabhängige Systeme teilen. Die Aufnahme von Gallensalzen, dem wesentlichen 
organischen Bestandteil der Galle, erfolgt hauptsächlich über den natriumabhän-
gigen Taurocholat-Cotransporter NTCP, zu einem geringen Anteil auch über die 
natriumunabhängigen organischen Anionentransporter OATP (Jaquemin et al., 
1994), (Kullak-Ublick et al., 1995). Für die Sekretion von Gallensalzen an der api-
kalen Hepatozytenmembran sind im Wesentlichen die Gallensalzexportpumpe 
BSEP (Bile Salt Export Pump, ABCB11) und in geringerem Maße MRP2 (Multidrug 
resistance associated protein 2, ABCC2) (Gerloff et al., 1998), (Akita et al., 2001) 
zuständig. Daneben ist ein Rücktransport aus dem Hepatozyten in das sinusoidale 
Blut über die Transportproteine MRP3 (ABCC3), MRP4 (ABCC4) und OST α/β 
beschrieben (Hirohashi et al., 2000), (Rius et al., 2003), (Ballatori et al., 2009) 
(Abb.1).
All diese Transporter unterliegen einer bedarfsgerechten Regulation, die letztlich 
die funktionelle Menge des jeweiligen Transporters an der Membran bestimmt. 
Langfristig erfolgt dies über vermehrte oder verminderte Transkription, kurzfristig 
über posttranslationale Prozesse wie Proteinmodifikationen (z.B. Phosphorylie-
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rungen oder Glykosylierungen), vermehrtes Targeting oder endo- und exozytoti-
sche Prozesse.

Im Rahmen einer Cholestase kommt es zu einer Reihe von komplexen adaptiven 
Vorgängen. Eine mangelnde Adaptation oder gar das Fehlen eines Transporters 
kann aber auch Ursache für eine Erkrankung sein: So beispielsweise bei der pro-
gressiven familiären intrahepatischen Cholestase Typ  2 (PFIC  2). Verschiedene 
Genmutationen führen hierbei zu einer verminderten Expression oder Aktivität von 
BSEP an der kanalikulären Membran, wodurch die Gallensäuren nur unzurei-
chend sezerniert werden. Die Folge ist eine schwere cholestatische Lebererkran-
kung, die sich bereits in den ersten Lebensjahren manifestieren und innerhalb kur-
zer Zeit zur Leberzirrhose führen kann. (Strautnieks et al., 1998, 2008), (Jansen et 
al., 1998, 1999)

Abb. 1: Hepatozellulärer Transport von Gallensalzen
Gallensalze (GS) werden hauptsächlich durch NTCP, in geringerer Menge auch durch die ver-
schiedenen OATPs aus dem portalvenösen Blut in den Hepatozyten transportiert. Der Transport 
aus dem Hepatozyten heraus in die Galle erfolgt im Wesentlichen über die Gallensalzexportpumpe 
BSEP, in geringerem Maße auch über MRP2. Die Transportproteine MRP3, MRP4 und OSTa/ß 
sind zudem in der Lage, Gallensalze aus dem Hepatozyten zurück ins sinusoidale Blut zu trans-
portieren. 

MRP3
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BSEP

NTCP

OATP

MRP4
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GS
GS
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2.2 NTCP

NTCP (Sodium taurocholate cotransporting polypeptide, Solute Carrier family 10, 
Member A1, SLC10A1) ist der Haupttransporter für Gallensalze aus dem portalve-
nösen Blut in den Hepatozyten. Es ist damit ein zentraler Bestandteil des entero-
hepatischen Kreislaufs von Gallensalzen. 
Ntcp wurde zunächst aus Rattenhepatozyten kloniert und charakterisiert: Es be-
steht aus 362 Aminosäuren, liegt glykosyliert mit einer molekularen Masse von et-
wa 51 kDa vor, ist an der basolateralen Hepatozytenmembran lokalisiert und ver-
fügt über 7 oder 9 transmembranäre Domänen, wobei der C-Terminus intrazellulär 
und der N-Terminus extrazellullär gelegen ist (Hagenbuch et al., 1990, 1991),    
(Ananthanarayanan et al., 1994), (Stieger et al., 1994). Außer in Hepatozyten 
konnte Ntcp  in der Ratte auch in der apikalen Membran von Azinuszellen des 
Pankreas nachgewiesen werden (Kim et al., 2002) (Abb. 2). 
Das humane Protein besteht aus 349 Aminosäuren und ist zu 77% mit dem der 
Ratte identisch. Funktionell weisen Ntcp  und NTCP sehr ähnliche Eigenschaften 
auf, wobei für das humane NTCP im Vergleich zu dem der Ratte oder Maus eine 
höhere Affinität für Taurocholat beschrieben wurde (Hagenbuch et al., 1994).
Ntcp transportiert über 80% der konjugierten Gallensalze im stöchiometrischen 
Verhältnis von 2:1 (Na+:Gallensalz) aus dem portalvenösen Blut in den Hepatozy-

ten und nutzt hierbei den durch die Na+K+-ATPase aufgebauten Natriumgradien-

ten (Hagenbuch et al., 1996), (Weinman 1997). Neben den hauptsächlich trans-
portierten Taurin- und Glycin-konjugierten Gallensalzen (Boyer et al., 1994), (Ha-
genbuch et al., 1994) können zu einem deutlich geringeren Anteil auch unkonju-
gierte oder sulfatierte Gallensalze transportiert werden (Hata et al., 2003), (Mita et 
al., 2005, 2006), (Craddock et al., 1998). Darüber hinaus wurde der Transport von 
einer Reihe unterschiedlicher Substanzen beschrieben, darunter Östrogenkonju-
gate (z.B. Estron-3-Sulfat), Bromosulfophtalein, Dehydroepiandrosteronsulfat, die 
Schilddrüsenhormone Trijodthyronin und Thyroxin sowie an Taurocholat konjugier-
te Substanzen wie Chlorambucil-Taurocholat (Schroeder et al., 1998), (Meier et 
al., 1997), (Friesema et al., 1999), (Kullak-Ublick et al., 1997). Schließlich sind   
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Abb. 2: Modell des Natriumabhängigen Taurocholat-Cotransporters (Ntcp) der Ratte
Ntcp  besteht aus 362 Aminosäuren und liegt an der basolateralen Hepatozytenmembran mit 7 
putativen transmembranären Domänen (rot); das N-terminale Ende ist dabei extra-, das C-ter-
minale Ende intrazellulär lokalisiert. Das Protein verfügt in der dargestellten Topologie über 3 
potentielle Glykosylierungsstellen (violett). 

Membran

intrazellulär

extrazellulär
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Interaktionen mit diversen Pharmaka beschrieben, was nahelegt, dass Ntcp auch 
bei der Ausscheidung mancher Pharmaka und ihrer Metaboliten eine wichtige Rol-
le spielen könnte (Kim et al., 1999), (Mita et al., 2006), (Leslie et al., 2007).
Kürzlich wurde NTCP als Entry-Rezeptor für Hepatitis B- und D-Viren beschrieben 
(Yan et al., 2012).
Im Gegensatz zu einigen anderen hepatozellulären Transportern ist bisher kein 
genetischer Defekt von NTCP beschrieben, der mit einer Erkrankung assoziiert ist. 
Zwar wurden verschiedene Polymorphismen, die in vitro mit einer zum Teil sehr 
deutlichen Verminderung der Transportaktivität einhergingen, beschrieben, diesen 
konnten jedoch keine klinischen Phänotypen zugeordnet werden (Ho et al., 2004). 
Bei Patienten mit angeborener Hypercholanaemie, die man im Rahmen eines 
NTCP-Defekts erwarten würde, wurden Mutationen im Tight Junction Protein 2 
(TJP2), BAAT (Bile Acid Coenzym A: Amino acid N-acetyltransferase) (Carlton et 
al., 2003) und Claudin-1 nachgewiesen (Hadj-Rabia et al., 2004).
Im Rahmen einer Cholestase zeigt sich jedoch ein signifikanter Effekt auf die Re-
gulation von NTCP. So konnte beispielsweise bei Patienten mit einer extrahepati-
schen Gallengangsatresie im Lebergewebe ein deutlich reduzierter NTCP-mRNA-
Level gezeigt werden, der nach chirurgischer Korrektur der biliären Drainage mit-
tels Portoenterostomie anstieg (Shneider et al., 1997). Bei Patienten mit Progres-
siver familiärer intrahepatischer Cholestase (PFIC) Typ 2 und 3, welche durch Mu-
tationen der Gallensalzexportpumpe BSEP (Typ 2) oder der Phospholipidfloppase 
MDR3 (Typ  3) hervorgerufen wird, fand sich eine fünfzigprozentige Reduktion der 
NTCP-Menge auf Proteinebene bei im Vergleich zur Kontrollgruppe unveränderter 
mRNA-Menge (Keitel et al., 2005). Im Tiermodell führen sowohl Endotoxin- wie 
auch Östrogen-induzierte Cholestase, obstruktive Cholestase durch Gallengangs-
ligation sowie eine partielle Hepatektomie zu einer deutlichen Reduktion von Ntcp 
sowohl auf Protein- wie auch auf mRNA-Ebene (Lee et al., 2000). 
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2.3 Gallensäuren

Die Synthese, Sekretion und das Recycling von Gallensäuren gehören zu den 
zentralen Funktionen von Hepatozyten. Die aktive Sekretion von Gallensäuren 
entgegen einem deutlichen Konzentrationsgefälle über die apikale Hepatozyten-
membran führt zu einem passiven Einstrom von Wasser in die Galle und bildet so 
eine treibende osmotische Kraft für Gallebildung und -fluss.
Gallensäuren werden über verschiedene Wege aus Cholesterol synthetisiert. Auf 
dem klassischen Weg wird Cholesterol zunächst von der Cholesterol-7α-
Hydroxylase  an der 7α-Position hydroxyliert und dann durch die microsomale Ste-
rol-12α-Hydroxylase an Position 12α hydroxyliert (Eggertsen et al., 1996). Nach 
einigen weiteren Schritten entsteht schließlich Cholat. Auf dem alternativen Weg 
werden zunächst verschiedene Oxysterole gebildet, bevor sie 7α-hydroxyliert wer-
den und schließlich Chenodeoxycholat entsteht. Bei Menschen ist der klassische 
Weg dominant, nur etwa 10% der Gallensäureproduktion läuft über den alternati-
ven Weg. Durch bakterielle Biotransformation im Darm entstehen die hydrophoben 
sekundären Gallensäuren Deoxycholat aus Cholat und Lithocholat aus Cheno-
deoxycholat; aus Chenodeoxycholat wird zudem durch bakterielle Epimerisation 
Ursodeoxycholat. Hierbei wird Chenodeoxycholat zunächst an der 7α-Hydroxyl-
gruppe oxidiert, wodurch 7-Ketolithocholat entsteht, und dann stereospezifisch mit 
Entstehung einer 7ß-Hydroxylgruppe reduziert (Lepercq et al., 2004). 
Der menschliche Gallensäurepool besteht zu etwa 50% aus Cholat, weitere 20% 
aus dem sekundären Deoxycholat. Chenodeoxycholat macht etwa 30% aus, der 
Anteil von Lithocholat ist gering (Kullak-Ublick et al., 1995). Ursodeoxycholat 
macht ebenfalls nur einen sehr geringen Anteil von etwa 1% aus. Diese Zusam-
mensetzung verändert sich im Laufe des Lebens und wird beispielsweise auch 
durch die individuelle Ernährung beeinflusst (Maillette de Buy Wenninger und 
Beuers, 2010).
Im Rahmen des enterohepatischen Kreislaufs werden Gallensäuren, nachdem sie 
in die Galle sezerniert und so in den Darm gelangt sind, zu etwa 90% im termina-
len Ileum, geringe Mengen auch im oberen Dünndarm, wieder resorbiert und mit 
dem portalvenösen Blut zur Leber zurücktransportiert. Daneben werden kleine An-
teile vom biliären Epithel absorbiert und zu Hepatozyten zurückgeführt (Cholehe-
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patischer Shunt). Nur etwa 5% der Gallensäuregesamtmenge wird ausgeschieden 
und stets neu synthetisiert.
Gallensäuren sind amphipathische Moleküle, weisen also sowohl hydrophobe wie 
auch hydrophile Eigenschaften auf; während ihrer Synthese erfolgen alle Hydroxy-
lierungen an einer Seite. Nach der Synthese in Hepatozyten werden die Gallen-
säuren zum größten Teil mit Taurin oder Glycin konjugiert und liegen dann bei 
physiologischem pH in Galle und Blut als anionische Salze vor. Sie sind so was-
serlöslicher und bessere Emulgatoren. Die Formation von gemischten Mizellen 
ermöglicht ihre Funktion als physiologische Detergentien: Lipide werden solubili-
siert und können dann über die Galle in den Darm ausgeschieden werden. Nah-
rungslipide werden solubilisiert und dann resorbiert. 
Desweiteren haben Gallensalze eine wichtige Funktion als Signalmoleküle. Ver-
schiedene intrazelluläre Signalwege werden mittels transkriptioneller und 
posttranskriptioneller Mechanismen modifiziert, so vermitteln Gallensalze bei-
spielsweise eine Insertion des Glukose 4-Transporters GLUT4 in die Plasmamem-
bran, wodurch ihnen eine insulinähnliche Wirkung durch Regulation der Glukose-
aufnahme aus dem Blut in den Hepatozyten zukommt (Nguyen und Bouscarel, 
2008). Desweiteren zeigen Gallensalze Effekte auf hormonelle Signalwege und 
das zelluläre Immunsystem (Houten et al., 2006), (Keitel et al., 2008), (Yamazaki 
et al., 2001). 
Im Rahmen einer Cholestase kommt es zu einer Akkumulation von hydrophoben 
Gallensalzen, welche dann toxische Effekte zeigen: Sie wirken membranschädi-
gend inbesondere an Mitochondrien und in sehr hohen Konzentrationen auch an 
der Plasmamembran, desweiteren können sie Apoptose induzieren.
Auch ein therapeutischer Nutzen von Gallensalzen ist möglich: Ursodeoxycholsäu-
re wirkt unter anderem über eine Insertion von BSEP und MRP2 in die kanalikulä-
re Membran choleretisch, also den Gallefluss fördernd, zeigt antiapoptotische und 
generell zytoprotektive Effekte und wird daher bei cholestatischen Syndromen 
eingesetzt (Maillette de Buy Wenniger und Beuers, 2010).
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2.4 Proteinkinase C

Bei der Familie der Proteinkinase C-Isoenzyme handelt es sich um ubiquitär vor-
kommende Enzyme, die für die Weiterleitung rezeptorvermittelter Signale zustän-
dig sind und damit eine wichtige Rolle in verschiedenen zellulären Funktionen und 
Signalwegen spielen (Newton 2001, 2010), (Battaini et al., 2007).
Erstmalig beschrieben wurde die Proteinkinase C  (PKC) 1977 als eine proteoly-
tisch aktivierte Kinase in Hirngewebe (zunächst genannt PKM, aufgrund des zur 
Aktivierung benötigten Magnesiums), die dann als phospholipid-abhängig und 
durch Calcium aktiviert charakterisiert wurde. Später wurde Diacylglycerol als ein 
essentieller Aktivator der PKC beschrieben. Die Entdeckung der PKC als „Rezep-
tor“ für die das Tumorwachstum fördernden Phorbolester führte zu einer Vielzahl 
von Untersuchungen zur intrazellulären Signaltransduktion (Nishizuka, 1984).
Inzwischen sind 10 verschiedene Isoformen der Proteinkinase C  bekannt, die ge-
mäß ihres Aufbaus und der daraus resultierenden Abhängigkeit von Kofaktoren in 
drei Gruppen eingeteilt werden: die „konventionellen“ (conventional) cPKC α, βI, 
βII und γ, die „neuen“ (novel) nPKC δ, ε, η und θ, sowie die „atypischen“ (atypical) 
aPKC ζ und ι.  
Alle Isoenzyme besitzen eine konservierte c-terminale Kinasedomäne, die über 
die Substrat- und ATP-Bindungsstelle sowie verschiedene Phosphorylierungsstel-
len verfügt. Diese katalytische Einheit ist über ein flexibles „Gelenksegment“ mit 
der regulatorischen Einheit verbunden. Der Aufbau dieser regulatorischen Einheit 
unterscheidet sich je nach Isoenzymgruppe: Die konventionellen PKC-Isoformen 
besitzen zwei Tandem-C1-Domänen (C1A und C1B), welche Diacylglycerol und 
Phosphatidylserin binden (Hurley et al., 1997), (Johnson et al., 2000). Phorboles-
ter binden kompetitiv  zu Diacylglycerol ebenfalls an die C1-Domäne (Sharkey et 
al., 1984). Desweiteren verfügen die konventionellen PKCs über eine C2-Domäne, 
die in Abhängigkeit von Calcium anionische Phospholipide bindet. Dabei besteht 
eine Präferenz für Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2), was eine ent-
scheidende Rolle für das Targeting der konventionellen PKCs an die Plasmamem-
bran spielt (Corbalan-Garcia et al., 2007), (Evans et al., 2006), (Marin-Vicente et 
al., 2008).

9



Die neuen PKC-Isoformen besitzen ebenfalls eine Tandem C1-Domäne, die Dia-
cylglycerol bindet. Ihre C2-Domäne ist jedoch eine Variante (novel C2), die Calci-
um nicht binden kann und somit diesem gegenüber insensitiv ist. Die nPKCs wer-
den nur via Diacylglycerol reguliert und besitzen diesem gegenüber eine im Ver-
gleich zu den konventionellen PKCs deutlich erhöhte Affinität (Giorgione et al., 
2006). 
Die regulatorische Einheit der atypischen PKC-Isoformen wiederum besteht aus 
einer Variante der C1-Domäne (atypical C1), welche eine veränderte Liganden-
bindende Tasche aufweist, die weder Diacylglycerol noch Phorbolester bindet (Ka-
zanietz et al., 1994), (Pu et al., 2006). Die Regulation der atypischen PKCs findet 
auch nicht über Calcium statt, sondern über Protein-Protein-Interaktionen, wofür 
die aPKCs über eine weitere Domäne, PB1, verfügen (Lamark et al., 2003).
Ein weiterer Bestandteil der regulatorischen Einheit ist ein autoinhibitorisches 
Pseudosubstrat, dessen Aminosäuresequenz für die jeweilige Isoform spezifisch 
ist. Es besetzt die substratbindende Tasche der Kinasedomäne und hält so die 
PKC im inaktiven Zustand. Aktivierung der PKC  führt, unabhängig davon, ob diese 
durch Bindung von Cofaktoren oder Cofaktor-unabhängigen Substanzen erfolgt, 
zu einer Freisetzung des Pseudosubstrats  (House et al., 1987), (Makowske et al., 
1989), (Orr et al., 1992, 1994) (Abb.3).
Eine Aktivierung der PKC geht mit einer Translokation des individuellen aktivierten 
Isoenzyms an die Plasmamembran, Bestandteile des Zytoskeletts, den Nucleus 
oder andere subzelluläre Strukturen einher. Für diese spezifische Translokation 
sind Ankerproteine (RACKs, Receptors for activated C-kinase) verantwortlich, wel-
che die PKC binden (Gopalkrishna et al., 1986), (Mochly-Rosen et al., 1990, 
1991). Auf den gleichen Stimulus hin können individuelle PKC-Isoformen an unter-
schiedliche subzelluläre Strukturen translozieren, wo dann wiederum selektive 
Substratphosphorylierungen zu den verschiedenen, auch gegensätzlichen Funkti-
onen führen. 
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Gallensalze können wahrscheinlich einzelne PKC-Isoformen auf einem Weg un-
abhängig von der Diacylglycerol-/Phorbolesterbindungsstelle aktivieren (Beuers et 
al., 1996), (Stravitz et al., 1996). 

2.5 Fragestellung und Zielsetzung dieser Arbeit

Hepatozelluläre Transportsysteme unterliegen strengen Regulationsmechanis-
men, die adaptive Reaktionen auf wechselnde Bedingungen darstellen. Langfristi-
ge Adaptationen erfolgen auf der Ebene der Transkription. Da sich die portalvenö-
sen Gallensalzkonzentrationen rapide ändern können (beispielsweise post-   
prandial), existieren verschiedene posttranslationale Mechanismen, die eine kurz-
fristige Adaptation ermöglichen. Hierzu gehören Modifikationen des Protein-Targe-
tings mit unterschiedlicher Dichte eines Transporters an der Plasmamembran, 

Abb. 3: Schematische Darstellung der verschiedenen Isoformen der Proteinkinase C
Alle drei Gruppen der PKC-Isoformen besitzen eine C-terminale Kinasedomäne, welche durch ein 
Gelenksegment mit der regulatorischen Domäne verbunden ist. Konventionelle und neue PKCs 
verfügen über eine Tandem-C1 Domäne, welche Phospatidylserin (PS) und Diacylglycerol (DG) 
bindet. Die atypischen Isoformen hingegen verfügen über eine C1-Variante, die Diacylglycerol nicht 
binden kann. Sie besitzen stattdessen eine weitere Domäne, PB1, worüber sie mittels Protein-Pro-
tein-Interaktionen reguliert werden. Die konventionellen Isoformen verfügen desweiteren über eine 
C2-Domäne, die in Abhängigkeit von Calcium anionische Phospholipide bindet; die C2-Variante der 
neuen PKCs kann hingegen Calcium nicht binden. Alle Isoformen verfügen über ein Isoform-spezi-
fisches autoinhibitorisches Pseudosubstrat (nach Newton, 2010).
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welche durch Änderungen des Phosphorylierungsgrades vermittelt wird (Anwer et 
al., 2005).
In dieser Arbeit sollte die kurzfristige Regulation von Ntcp untersucht werden. Zu 
diesem Zweck sollte zunächst eine Methode etabliert werden, die es ermöglicht, 
den membranständigen Anteil von Ntcp  im Verhältnis zu seiner Gesamtmenge mit-
tels Durchflusszytometrie zu messen. Dieses System sollte unter Anwendung ver-
schiedener potentieller Effektoren (PKC, Gallensalze) validiert werden. Es sollte 
insbesondere die Frage beantwortet werden, ob  es Effektoren gibt, die eine    
Endozytose von Ntcp bewirken können. 

12



3. Material und Methoden

3.1 Herstellung des FLAG-Ntcp-EGFP Plasmids

In früheren Arbeiten der Arbeitsgruppe wurde ein Ntcp-EGFP-Fusionsprotein 
erstellt, welches in HepG2 Zellen stabil exprimiert, korrekt lokalisiert und als funk-
tionsidentisch zu Ntcp  charakterisiert wurde. Hierzu wurde eine für das Ntcp der 
Ratte kodierende Nukleotidsequenz in den kommerziell erhältlichen pEGFP-N1-
Vektor (Clontech Corporation, Heidelberg) einkloniert. Das resultierende Plasmid 
kodiert für ein Ntcp, welches am intrazellulären C-Terminus mit einem grün fluo-
reszierenden Protein (Enhanced Green Fluorescent Protein, EGFP) versehen ist 
(Kullak-Ublick et al., 2000). 
Dieses Plasmid enthält am 5‘-Ende des Ntcp  eine Schnittstelle für die Endonu-
klease Van91I (Abb.4), die für die Einklonierung des FLAG-Tag kodierenden Oli-
gonukleotids genutzt wurde. 

Abb.4: Van91I
A) Erkennungssequenz der Endonuklease Van91I (n=jedes mögliche Nukleotid und Pfeil=Schnitt-
stelle) sowie B) ihre Position in der Ntcp-Sequenz (fett = translatierter Bereich); das Ntcp-Startco-
don bleibt erhalten.

5`...ccannnn  ntgg...3`
3`...ggtn  nnnnacc...5`

111 5` tgtgccagag gatggaggtg cacaacgtat 3`
    3` acacggtctc ctacctccac gtgttgcata 5`
                    M  E  V   H  N  V

A

B
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Abb. 5: Vektorkarten der verwendeten Plasmide
Karten des Ausgangsplasmids, welches die Ntcp-EGFP-Sequenz und an deren 5´-Ende die 
Van91I-Schnittstelle enthält (Ntcp-EGFP-N1), sowie des Zielplasmids, welches die Sequenz für 
FLAG-Ntcp-EGFP enthält (FLAG-Ntcp-EGFP-IV).

Beim FLAG-Tag handelt es sich um ein Oktapeptid (DYKDDDDK), welches durch 
spezifische monoklonale Antikörper erkannt wird (Hopp et al., 1988). 
Das resultierende Plasmid kodiert für ein Ntcp-Fusionsprotein, welches am extra-
zellulären N-Terminus den FLAG-Tag und am intrazellulären C-Terminus ein EGFP 
trägt (Abb.5).

Erstellung des FLAG-Tags

Zur Herstellung des FLAG-Tags wurden partiell überlappende Oligonukleotide syn-
thetisiert (MWG Biotech, Ebersberg). Dabei wurden verschiedene Sequenzen 
verwendet: Das erste Primerpaar FLAG-Ntcp-for1 und FLAG-Ntcp-rev2 kodiert für 
ein Startcodon gefolgt von dem klassischen FLAG-Tag (DYKDDDDK). Aufgrund 
des nach Aufschneiden des Vektors mit Van91I erhaltenen bleibenden Ntcp-Start-
codons wurde das zweite Primerpaar FLAG-Ntcp-for4 und FLAG-Ntcp-rev4 so 

14



gewählt, dass es für einen FLAG-Tag mit gemäß der Kozak-Sequenz optimiertem 
Startcodon (Kozak, 1986 und 1987) kodiert (Tabelle 1). 

Zum Annealing wurden je 20 μl Primerlösung (100 pmol/μl) mit dem jeweiligen 
Partnerprimer für 2 Minuten bei 93°C  inkubiert und dann langsam auf < 30°C ab-
gekühlt. Die freien Enden des Produkts waren komplementär zur Restriktionsstelle 
der Endonuklease Van91I.

 Primer für die Plasmidkonstruktion

Bezeichnung Sequenz

FLAG-Ntcp-for1 5‘-ATG GAC TAC AAG GAC GAT GAC GAT AAG AGG-3‘

FLAG-Ntcp-rev2 5‘-CTT ATC GTC ATC GTC CTT GTA GTC CAT CCT-3‘

FLAG-Ntcp-for4 5‘-CC GCC ATG GAC TAC AAG GAC GAT GAC GAT AAG AGG-3‘

FLAG-Ntcp-rev4 5‘-CTT ATC GTC ATC GTC CTT GTA GTC CAT GGC GGC CT-3‘

Restriktionsverdau des Vektors Ntcp-EGFP-N1 mit Van91I

Der Ntcp-EGFP-N1-Vektor wurde mit der Restrikionsendonuklease Van91I (Ro-
che, Mannheim) aufgeschnitten. Hierzu wurden 2 μg des Vektors mit 5 IU Van91I 
und dem vom Hersteller mitgelieferten Puffer in einem Gesamtvolumen von 50 μl 
für 2 Stunden bei 37°C inkubiert. 

Gelelektrophorese

Zur Identifizierung des linearisierten Vektors wurde eine Gelelektrophorese in ei-
nem 1% Agarosegel durchgeführt. Hierzu wurde die entsprechende Menge Agaro-
se (Cambrex, Rockland, USA) mit 1xTAE-Puffer (40 mmol/l Tris-Acetat, 1 mmol/l 

Tabelle 1: Zur Erstellung des FLAG-Tags verwendete Primer
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EDTA) aufgekocht, nach Abkühlen mit 5 μg/ml Ethidiumbromid (Sigma, Deisenho-
fen) vermischt und in eine Gelapparatur gegossen. Das polymerisierte Gel wurde 
in einer Gelkammer mit 1xTAE-Puffer überschichtet. 2 μl des Restriktionsverdaus 
und 0,5 μl des unverdauten Vektors wurden mit 5 μl Bromphenolblau-Ladepuffer 
gemischt. Zur Beurteilung der Größe der DNA-Fragmente wurde zusätzlich ein 
Molekulargewichtsmarker (SmartLadder, Eurogentec, Köln) aufgetragen. Die     
Elektrophorese lief bei 150 V und wurde bei Erreichen des Gelrandes beendet. 
Anschließend wurde das Gel unter einem UV-Leuchttisch ausgewertet und zur 
Dokumentation fotografiert. 

Gelextraktion

Der im Agarosegel aufgetrennte linearisierte Vektor wurde auf dem UV-Leuchttisch 
mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Extraktion erfolgte mit Hilfe des QIAquick-
Gelextraktionskits (Qiagen, Hilden) gemäß der Anleitung des Herstellers. Die Elu-
tion des Produkts erfolgte im letzten Schritt in 30 μl des mitgelieferten Elutionspuf-
fers.

Dephosphorylierung der Plasmid-DNA

Beim Aufschneiden des Vektors mit Van91I entstanden kohäsive Enden, die sich 
in einer Ligationsreaktion wieder miteinander verbinden können. Um dies zu ver-
hindern und so die Einschleusung eines DNA-Fragments zu erleichtern, wurde die 
linearisierte Vektor-DNA mit alkalischer Phosphatase behandelt. Diese entfernt die 
Phosphatreste am freien 5‘-Ende der DNA, eine Autoligation des Vektors wird so 
verhindert. 0,5 μl CIAP (Calf Intestine Alkaline Phosphatase, Roche, Mannheim) 
und 2 μl des mitgelieferten 10x Puffers wurden in einem Gesamtvolumen von     
20 μl zur DNA gegeben, bei 37°C  für 1 Stunde inkubiert und dann bei 65°C für 10 
Minuten inaktiviert.
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Phosphorylierung der Oligonukleotide nach dem Annealing 

Um die den FLAG-Tag kodierenden Oligonukleotide und den aufgeschnittenen 
und dephosphorylierten Vektor ligieren zu können, mussten die Oligonukleotide 
phosphoryliert werden. Hierzu wurde folgender Reaktionsansatz verwendet: 

100 pM Oligonukleotide� � � 1 μl
Tris/HCl pH 8�� � � � 3 μl
0,2 M MgCl2� � � � � 1,5 μl
0,1 M DTT� � � � � 1,5 μl
1 mM ATP� � � � � 13 μl
T4-Polynukleotid-Kinase (10 U)� � 1 μl
H2O� � � � � � 9 μl

Dieser Reaktionsansatz wurde für 1 Stunde bei 37°C und dann zur Inaktivierung  
der Kinase für 15 Minuten bei 65°C inkubiert.

Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation der Oligonukleotide und des Vektors wurde mittels T4-Ligase (Roche, 
Mannheim) nach Protokoll des Herstellers unter Verwendung des mitgelieferten 
Puffers durchgeführt. Vektor und Insert wurden dabei in einem molaren Verhältnis 
von 1:3 (Vektor: Insert) eingesetzt und die Ligationsreaktion in einem Endvolumen 
von 20 μl bei 4°C über Nacht durchgeführt. Anschließend wurde der Ligationsan-
satz direkt zur Transformation eingesetzt oder bei -20°C eingefroren.

Kultivierung von Bakterienstämmen

Zur Anzucht der hier verwendeten TOP10F‘ One Shot E.coli (Invitrogen, Darm-
stadt) wurde LB-Medium (10 g/l NaCl, 10 g/l Bacto-Tryptone-Peptone, 5 g/l Hefe-
extrakt, Aqua dest.) mit 25 mg/l Kanamycin gemischt. Desweiteren wurden aus   
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32 g/l LB-Agar (Invitrogen, Darmstadt) gegossene und ebenfalls mit 25 mg/l Ka-
namycin versetzte Platten verwendet.
Für Übernachtkulturen wurden 3 ml LB-Medium mit einer Bakterienkolonie oder 
-Suspension beimpft und unter Schütteln bei 37°C bebrütet. Aus der so entstan-
denen Suspension wurde entweder Plasmid-DNA isoliert oder eine weitere, größe-
re Bakterienkultur angesetzt. Hierzu wurden 150 ml Kanamycin-haltiges LB-Medi-
um inokuliert und ebenfalls über Nacht bei 37°C unter Schütteln inkubiert.
Zum Ansatz von Dauerkulturen wurden 800 μl Bakteriensuspension mit 200 μl 
Glycerol vermischt und bei -80°C eingefroren.

Transformation in kompetente Bakterien

Zum Einbringen des ligierten Plasmids in chemisch-transformationskompetente 
E.coli wurde der TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Darmstadt) verwendet. Hierbei 
wurden 2 μl des Ligationsansatzes und TOP10F‘ One Shot E.coli sowie das mit-
gelieferte SOC-Medium gemäß des Protokolls des Herstellers für „One Shot che-
mische Transformation“ eingesetzt. 
Zuletzt wurden 10 - 20 μl der E.coli-Bakteriensuspension aus der Transformation 
auf Kanamycin-haltigen LB-Agarplatten ausgestrichen und bei 37°C über Nacht 
inkubiert.

Kolonie-PCR

Um zu überprüfen, ob die auf der Agarplatte gewachsenen Bakterienkolonien das 
Plasmid enthielten, wurde eine Polymerasekettenreaktion durchgeführt. Als Primer 
dienten hierbei der jeweilige FLAG-Forwärtsprimer sowie ein Rückwärtsprimer, der 
im Bereich des Stopcodons des Ntcp bindet (Tabelle 2).
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Primer für die Kolonie-PCR

Bezeichnung Sequenz

FLAG-Ntcp-for1 5‘-ATG GAC TAC AAG GAC GAT GAC GAT AAG AGG-3‘

FLAG-Ntcp-for4 5‘-CC GCC ATG GAC TAC AAG GAC GAT GAC GAT AAG AGG-3‘

Ntcp-STOP-rev1 5‘-CTA ATT TGC CAT CTG ACC AGA ATT CAG-3‘

Für die PCR wurde Taq-Polymerase (Invitrogen, Darmstadt) sowie die mitgeliefer-
ten Puffer und Nukleotide benutzt. Die zu untersuchenden Klone wurden mit der 
Pipettenspitze angepickt, markiert und direkt in den Reaktionsansatz verbracht: 

10x PCR Puffer� � � 0,9 μl
dNTP (10 mM)� � � 0,2 μl
5‘Oligonukleotid (3 μM)� � 1,5 μl
3‘Oligonukleotid (3 μM)� � 1,5 μl
H2O� � � � � 5,8 μl
Taq-Polymerase� � � 0,1 μl

Die Reaktion wurde unter folgenden Bedingungen durchgeführt (Tabelle 3): 

Denaturierung 5 min 94°C

Denaturierung

Annealing

Elongation 

15 sec

30 sec

2 min 15 sec

92°C

58°C

68°C

30 Zyklen

Extension 

Abkühlen

7 min

  ∞

68°C

4°C

Tabelle 2: Zur Kolonie-PCR verwendete Primer

Tabelle 3: Reaktionsbedingungen der Kolonie-PCR
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Anschließend wurden die Proben auf ein 1% Agarosegel aufgetragen, analysiert 
und dokumentiert. 
Positive Klone wurden von der Agarplatte gepickt und über Nacht in Kanamycin-
haltigem LB-Medium bei 37°C im Schüttler inkubiert.

Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Hierzu wurde das Plasmid Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers 
verwendet. Für die Aufreinigung größerer Bakterienkulturen wurde das Plasmid 
Maxi Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerprotokoll eingesetzt. 
Der DNA-Gehalt der so erhaltenen Lösung wurde in einer Quarzküvette mittels 
Spektrometrie ermittelt. Hierzu wurde eine 1:100 Verdünnung der Lösung erstellt 
und der Nukleinsäuregehalt in einem UV-Spektrometer (Ultrospec 2100 pro,      
Amersham Biosciences, Freiburg) bei 260 nm bestimmt.

Sequenzierung

Um die korrekte Insertion des FLAG-Tags in den Plasmidvektor zu prüfen, wurden 
die DNA-Plasmide sequenziert. Hierzu wurde der 5‘Oligonukleotidprimer des 
FLAG-Tags sowie ein reverser Ntcp-Sequenzierungsprimer verwendet, der die 
Nukleotide 346-327 des Ntcp komplementär bindet (Tabelle 4). Die Sequenzierung 
wurde am Biologisch-Medizinischen Forschungszentrum der Heinrich-Heine-Uni-
versität durchgeführt (Sanger Sequenzierung).
Die erhaltenen Sequenzen wurden mittels NCBI Blast 2 Sequences 
(www.pubmed.com) mit der Referenzsequenz des Ntcp-Gens (NM_017047.1) 
verglichen (Abb.6). 
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Primer für die Plasmid-Sequenzierung

Bezeichnung Sequenz

FLAG-Ntcp-for1 5‘-ATG GAC TAC AAG GAC GAT GAC GAT AAG AGG-3‘

FLAG-Ntcp-for4 5‘-CC GCC ATG GAC TAC AAG GAC GAT GAC GAT AAG AGG-3‘

Ntcp-seq2-rev 5‘-AGC GAG GGG CAT GAT GCC AA-3‘

Tabelle 4: Zur Sequenzierung eingesetzte Primer

   1 cagccacatt ttgtccacaa actctgtcct gaaaggggac tgactgaaga aaacatccag 

  61 caagctctgg gcaaggaagg acagcagcag agagcgaggg ccgtgttcgc tgtgccagag 

 121 gatggaggtg cacaacgtat cagccccttt caatttctcc ctgccgcctg gctttggcca 

 181 ccgggccaca gacaaggcgc ttagcatcat cctggtgtta atgttgctgc ttatcatgct 

 241 ctcactgggc tgcaccatgg aattcagcaa gatcaaggct cacttgtgga agcccaaagg 

 301 ggtgatcgtt gccttggtgg cccagtttgg catcatgccc ctcgctgctt ttcttctcgg 

 361 caagatcttt cacctgagca acattgaagc tctggccatc ctcatctgtg gctgctctcc 

 421 cggggggaac ttgtccaacc tcttcaccct ggccatgaag ggggacatga acctcagcat 

 481 cgtgatgacc acctgctcca gcttcagtgc cttgggcatg atgccactcc tcttatacgt 

 541 ctacagcaaa ggcatctacg atggagacct taaggacaag gtgccctaca aaggcattat 

 601 gatatcacta gtcatagttc tcattccttg caccataggg atcgtcctca agtccaaaag

 661 gccacactat gtaccctaca tcctcaaggg aggcatgatc atcaccttcc tcctctctgt 

 721 ggctgtcaca gccctctctg tcatcaatgt gggcaacagc atcatgttcg tcatgacacc 

 781 acacttactg gctacctcct ccctgatgcc cttctctggc tttctgatgg gttacattct 

 841 ctctgctctc ttccaactca atccaagctg cagacgcacc atcagcatgg aaacaggatt 

 901 ccaaaacatt caactctgtt ctaccatcct caatgtgacc ttcccccctg aagtcattgg 

 961 gccacttttc ttctttcctc tcctctacat gattttccag cttgcagaag gacttctcat 

1021 catcattatc ttccggtgct atgagaaaat caagcctcca aaggaccaaa caaaaattac 

1081 ctacaaagct gctgcaactg aggatgctac tccagcagct ctggaaaaag gtacccacaa 

1141 tgggaatatt cctcctctcc aacctggtcc ttcccctaat ggcctgaatt ctggtcagat 

1201 ggcaaattag aatgtgaaac ttcgaagcag caagaaaagg aacgaacgtc gacgttgccg 

1261 gaatgtttgt ctagcacttc gggcaaacca tcagaaccat ggagccatga actgagacag 

1321 aagggcatct atctatccag taactgtaac ccataccaat ttgcttttgt ttaaattttc 

1381 tatttaaaag ataaacaaga attaggcaaa aatgttcctg cctataatcc cgatgctcag 

1441 aaactcaaga tcaaccttaa gtatacaaaa caagactgtc tcaagaaacc aaaaacactt 

1501 ttcagtggct atgaactcta tgaaagctga accaaacagc ttcatctgat aaacattaac 

1561 ttcactattt ccaaactttc cagtaagcag gtgttttgtt cattaaacat ccacaacctg 

1621 cttcatgtta ctcaaaatga aataaagtgc aactcctagt tct 

Abb.6: Referenzsequenz des Ntcp-Gens der Ratte 
(Accession NM_017047.1, mRNA); fett = translatierter Bereich
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3.2 Zellbiologische Arbeitsmethoden

Kultivierung von HepG2-Zellen

Die Kultivierung von HepG2-Zellen (ATCC, Manassas, USA) erfolgte in Zellkultur-
flaschen (Greiner, Frickenhausen) bei 37°C und 5% CO2. Als Nährmedium diente 
Dulbecco´s modifiziertes Eagle Medium Nutrimix F12 (DMEM, Invitrogen, Darm-
stadt), dem 10% foetales Kälberserum (PAA, Cölbe ) zugeführt wurde.  
Alle 3 Tage wurde das Zellkulturmedium gewechselt, bei Subkonfluenz wurden die 
Zellen mit 0.05% Trypsin/EDTA (Cytogen, Sinn) gesplittet und in neue Kulturfla-
schen ausgesät. Hierzu wurde zunächst das Kulturmedium entfernt, die Zellen mit 
PBS gewaschen und dann mit Trypsin überschichtet. Nach etwa 7 Minuten bei 
37°C lösten sich die Zellen ab und konnten mit einer Pipette abgenommen wer-
den. Ein Anteil der Zellsuspension wurde mit frischem Medium vermischt und in 
neue Zellkulturflaschen ausgesät.

Transfektion und Selektion stabiler Zelllinien  

Die Transfektion des FLAG-Ntcp-EGFP-Plasmids in HepG2-Zellen erfolgte mittels 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Darmstadt) gemäß Herstellerangaben im Verhält-
nis 1:3 DNA/Lipofectamine. 
HepG2-Zellen wurden trypsinisiert und abgelöst, dann 3 Minuten bei 500 rpm 
zentrifugiert, das Trypsin abgenommen und die Zellen in DMEM ohne FCS aufge-
nommen. Die Zellsuspension wurde mit der DNA/Lipofectaminesuspension ver-
mischt und in 6 cm-Platten ausgesät. Nach 24 h erfolgte eine Passage in 10 cm-
Schalen und reguläres Medium. 
Zur Kultivierung einer Zelllinie, welche FLAG-Ntcp-EGFP stabil exprimiert, wurden 
die Zellen 48 h nach Transfektion in Medium mit Zusatz von 250 mg/l Geniticin 
(Gibco, Invitrogen, Darmstadt) kultiviert. Das transfizierte Plasmid trägt eine Resis-
tenz gegenüber Geniticin, so dass Transfektanten dem Selektionsdruck standhal-
ten, während nicht-transfizierte Zellen absterben. In den nächsten Wochen wurden 
die Zellen so weiter kultiviert. Zwischenzeitlich wurden mittels Fluoreszenzmikro-
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skopie (Axioskop, Zeiss) einzelne EGFP-exprimierende Klone markiert, mit steri-
len Pipettenspitzen gepickt, in 24 well-Platten ausgesät und weiter kultiviert. Zur 
Beurteilung der Expression des FLAG-Ntcp-EGFP wurden die selektierten Klone 
auf Deckgläschen kultiviert. Mittels Fluoreszenzmikroskopie wurden Klone, welche 
eine durchschnittliche Fluoreszenzintensität von EGFP an der Plasmamembran 
zeigten, ausgewählt und für die weiteren Untersuchungen eingesetzt. 

Anlage von Dauerkulturen

Die das FLAG-Ntcp-EGFP-Konstrukt stabil exprimierenden Klone wurden zur 
Konservierung eingefroren. Hierzu wurden die Zellen bei Konfluenz trypsinisiert, 
abgelöst und zur Inaktivierung des Trypsins in Medium aufgenommen. Die Sus-
pension wurde bei 4°C für 5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert, der Überstand 
abgenommen und das Zellpellet in 1 ml Cryomedium (17 ml DMEM, 2,5 ml 
DMSO, 2,5 ml FCS, steril filtriert) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in ein 
kältestabiles Röhrchen verbracht und dieses zunächst für 1 h bei -20°C eingefro-
ren. Anschließend wurden die eingefrorenen Zellen bei -80°C gelagert.
Zum Auftauen der Zellen wurden diese im Wasserbad bei 37°C schnell aufgetaut, 
1ml der Zellsuspension zu 9 ml frischem Kulturmedium gegeben und in Zellkultur-
flaschen ausgesät. Nach Absetzen der Zellen am Flaschenboden erfolgte ein 
Wechsel des Mediums.

Kultivierung in Gegenwart von Aktivatoren/Hemmstoffen

Für Immunfluoreszenzstudien mittels Mikroskopie und Durchflusszytometrie wur-
den die Zellen in 12 well-Platten (Becton Dickinson, Heidelberg) und auf Deck-
gläschen in 24 well-Platten ausgesät. Bei Subkonfluenz wurde das Medium aus-
getauscht, die jeweiligen Aktivatoren, Hemmstoffe und Gallensalze frischem Medi-
um zugesetzt und die Zellen weiter für die jeweiligen Stimulationszeiten bei 37°C 
kultiviert (Tabelle 5).
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Substanz Konzen-
tration

Inkuba-
tionszeit

bezogen von

Gö 6850 1 μmol/l 1 h Calbiochem, Bad Soden

Ro 31-8220 5 μmol/l 1 h Calbiochem, Bad Soden

Chelerythrine 20 μmol/l 1 h Calbiochem, Bad Soden

Phorbol-12-Myristate-13-Acetat 
(PMA)

100 nmol/l 1 h Calbiochem, Bad Soden

Thymeleatoxin (Ttx) 100 nmol/l 1 h Calbiochem, Bad Soden

Bafilomycin A 100 nmol/l 1 h, 16 h Alexis, Grünberg

MG-132 2 μmol/l 16 h Sigma, Deisenhofen

Taurocholat (TC) 100 μmol/l 1 h Sigma, Deisenhofen

Taurochenodeoxycholat (TCDC) 100 μmol/l 1 h Sigma, Deisenhofen

Tauroursodeoxycholat (TUDC) 100 μmol/l 1 h Sigma, Deisenhofen

Taurolithocholat-Sulfat (TLCS) 100 μmol/l 1 h Sigma, Deisenhofen

3.3 Indirekte Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Die stabil transfizierten HepG2-Zellen wurden auf 12 mm-Deckgläschen in 24 well-
Platten (Becton Dickinson, Heidelberg) ausgesät und wie oben beschrieben ver-
sorgt. 
Für die Anfärbung von extrazellulären Strukturen wurden die Deckgläschen auf Eis 
gelegt und für 1 h in einer feuchten Kammer mit dem Primärantikörper inkubiert. 
Anschließend wurden sie dreimal (1 min, 10 min, 10 min) mit eiskaltem PBS ge-
waschen und dann für 5 Minuten in eiskaltem Methanol (100%, -20°C) fixiert. Zur 
Rehydrierung erfolgte ein weiterer Waschschritt. Zur Anfärbung von intrazellulär 
gelegenen Strukturen wurden die Zellen direkt in Methanol fixiert und damit per-
meabilisiert, dann ebenfalls mit dem Primärantikörper inkubiert und mit PBS ge-
waschen.

Tabelle 5: Eingesetzte Substanzen
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Primärantikörper

Antikörper Verdünnung bezogen von

mouse@FLAG M2 1:500 Sigma, Deisenhofen

mouse@EGFP 1:25 Santa Cruz, Heidelberg

Sekundärantikörper

goat@mouse Cy3 1:500 Jackson, West Grove, USA

Anschließend wurden die auf den Deckgläschen fixierten Zellen mit dem Sekun-
därantikörper für 1 Stunde bei Raumtemperatur in einer abgedunkelten feuchten 
Kammer inkubiert (Tabelle 6).
Nach einem erneuten Waschschritt wurden die Deckgläschen mit der Zellseite 
nach unten auf einen mit einem Tropfen Fluoreszenz Mounting Medium (Dako, 
Hamburg) versehenen Objektträger gelegt und mit handelsüblichem Nagellack fi-
xiert. 
Nach dem Trocknen erfolgte die Mikroskopie mit einem Leica TCS-NT konfokalem 
Laserscanning-System auf einem Leica DM IRB inversem Mikroskop  (Leica, 
Bensheim). Die Detektion erfolgte dabei bei 488 nm (EGFP) und 568 nm (Cy3).
Die Immunfluoreszenzbilder wurden zudem mit freundlicher Hilfe von Frau PD Dr. 
Keitel mit einem konfokalen Laserrastermikroskop  (LSM 510, Zeiss, Oberkochem) 
aufgenommen.

3.4 Durchflusszytometrie

Vorbereitung der Zellen

Untransfizierte HepG2 Zellen sowie die FLAG-Ntcp-EGFP stabil exprimierenden 
Zellen wurden in 12 well-Platten ausgesät und bei Subkonfluenz zur Messung ein-
gesetzt. 

Tabelle 6: Zur Immunfluoreszenzmikroskopie eingesetzte Antikörper
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Nach Stimulation der Zellen (siehe oben) wurde das Medium abgesaugt und die 
Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen. Zum Ablösen aus der 12 well-Platte wurden 
die Zellen entweder mit Accutase (Millipore, Schwalbach) bedeckt und für 4 Minu-
ten, oder mit Trypsin/EDTA bedeckt für 7 Minuten, bei 37°C  inkubiert. Anschlie-
ßend wurden die Zellen in eiskaltem PBS aufgenommen und in 1,5 ml Tubes ge-
geben. 
Um die Intaktheit der Zellmembran zu gewährleisten, wurden die Messungen an 
unfixierten Zellen durchgeführt. Zur Hemmung des Zellstoffwechsels erfolgten da-
her alle weiteren Arbeitsschritte auf Eis. Statt eines fluoreszierenden Sekundäran-
tikörpers wurde ein mit einem Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Fab-Fragment 
markierter Primärantikörper verwendet. Die Markierung des @FLAG M2 Antikör-
pers erfolgte mit dem Zenon Labeling Kit nach Protokoll des Herstellers in einem 
Verhältnis von 1:3 (Antikörper:Fab-Fragment) (Tabelle 7) (Abb. 7). 

Verwendete  Antikörper

Antikörper Verdünnung bezogen von

@FLAG M2 1:2500 Sigma, Deisenhofen

Alexa Fluor 647 R-Phycoerythrin Zenon 
IgG Labeling Kit

Invitrogen, Darmstadt

Die Zellsuspension wurde mit dem markierten Antikörper vermischt und bei 4°C in 
einem Schüttler für 30 Minuten inkubiert. Danach wurde die Zellen bei 4500 x g für 
30 Sekunden zentrifugiert, der Überstand abgenommen und die Zellen in 1 ml eis-
kaltem PBS resuspendiert. Es erfolgten 2 weitere Waschschritte (jeweils 10 Minu-
ten).

Tabelle 7: Zur Durchflusszytometrie eingesetzte Antikörper
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Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrischen Messungen wurden mit einem FACS Calibur Flow 
Cytometer (Becton Dickinson, Heidelberg) durchgeführt. Hierbei wird die Zellsus-
pension in eine hochpräzise Messküvette geleitet, wobei die Zellen vereinzelt   
durch einen Laserstrahl geführt und dann das entstehende Streulicht sowie Fluo-
reszenzsignale jeder einzelnen Zelle detektiert werden.
Das von den transfizierten Zellen exprimierte EGFP wurde bei einer Wellenlänge 
von 488 nm angeregt, und die entstehende Fluoreszenz konnte bei 530 ±  30 nm 
(Band Pass Filter) gemessen werden. Aufgrund der Ausstattung des Zytometers 
mit nur einem Exzitationslaser musste für den @FLAG M2-Antikörper ein Farbstoff 
gefunden werden, welcher wie EGFP bei 488 nm anregbar ist, dessen Emissions-
spektrum sich jedoch weit genug unterscheidet, so dass Nebensignaleffekte 
(cross-talk) vermieden werden können. Somit kam Alexa Fluor 647 R-Phyco-     

Abb.7: Schematische Darstellung 
des angefärbten FLAG-Ntcp-EGFP 
An nicht permeabilisierten Zellen bindet 
der direkt mit einem an Alexa Fluor 647 
R-Phycoerythrin (rot) gekoppelten Fab-
Fragment markierte Anti-FLAG-M2-An-
tikörper an den extrazellulär gelegenen 
FLAG-Tag.

FLAG

EGFP

Ntcp

@FLAG M2

Fab@mouse IgG

Hepatozyt

EGFP

Vesikel

FLAG
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erythrin zum Einsatz. Hierbei handelt es sich um ein Tandemkonjugat, welches 
sich auf molekularer Ebene einen Energietransfer zunutze macht (FRET: Fluo-
rescence Resonance Energy Transfer): R-Phycoerythrin wird bei 488 nm angeregt 
und transferiert wiederum seine Energie zum Akzeptormolekül Alexa Fluor 647, 
welches bei 600 nm angeregt wird. Dieses Konstrukt hat ein Emissionsmaximum 
bei 667 nm, so kann die Fluoreszenz im Long Pass Filter bei > 670 nm gemessen 
werden.
Die gefärbten und gewaschenen Zellen wurden durch eine 70 μm Filtermembran 
(Becton Dickinson) gegeben, um die Zellen zu vereinzeln und Verklumpungen zu 
vermeiden. Die Zellsuspension wurde mit 1 ml FACS Flow-Lösung (Becton Dickin-
son) vermischt und zur Messung eingesetzt. 
Gemessen wurden die Fluoreszenzintensitäten der grünen (530 nm) und roten    
(> 670 nm) Farbstoffe sowie Zellgröße (Forward Scatter) und Granularität (Side 
Scatter). Je Versuchsansatz wurden etwa 20.000 einzelne Zellen gemessen, die 
Messungen der verschiedenen Versuchsansätze wurden mit identischen Einstel-
lungen des Durchflusszytometers durchgeführt.

Auswertung der Daten

Die Auswertung der mit dem Durchflusszytometer generierten Rohdaten erfolgte 
mit FCS Express (De Novo Software, Los Angeles, USA). 
Zunächst wurde anhand der Kriterien Zellgröße, gemessen im Forward Scatter, 
und Granularität, gemessen im Side Scatter, ein Dot-Blot erstellt und die zu analy-
sierende Zellpopulation identifiziert und markiert. 
Die Darstellung der gemessenen Werte der so markierten Zellen erfolgte in kumu-
lativen Histogrammen. Hierbei werden die gemessen Werte auf der X-Achse nicht 
nebeneinander dargestellt, sondern aufaddiert. Ein Wert im kumulativen Histo-
gramm entspricht somit immer der Summe aller darunter liegenden Werte. Die 
hieraus entstehenden sigmoiden Kurven aus unterschiedlichen Versuchsbedin-
gungen lassen sich dadurch leicht vergleichen.
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Statistik

Die Experimente wurden in mindestens 3 unabhängigen Zellpräparationen und  
mit beiden Plasmidvarianten durchgeführt. 
Zur statistischen Auswertung wurden die gemessen Werte der 25., 50. und 75. 
Perzentile verwendet. Um Vergleichbarkeit der einzelnen Zellpräparationen zu er-
möglichen, wurden die Werte auf den Maximalwert des jeweiligen Experiments 
normalisiert, das heißt jeder Wert einer Messung wurde durch den Maximalwert 
der jeweiligen Messung dividiert. 
Die so erhaltenen Werte wurden im einseitigen Student´s t-Test für unabhängige 
Stichproben analysiert, wobei p = < 0,05 als statistisch signifikant angesehen wur-
de.
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4. Ergebnisse

4.1 Herstellung des beidseitig getaggten Ntcp

In das bereits existente Ntcp-EGFP-N1-Plasmid (Kullak-Ublick et al., 2000) wurde 
am 5‘Ende des Ntcp ein Oligonukleotid inseriert, welches für den klassischen 
FLAG-Tag oder für einen FLAG-Tag mit gemäß Kozak-Sequenz optimiertem Start-
codon kodiert. Die korrekte und vollständige Insertion des Oligonukleotids wurde 
mittels Sequenzierung überprüft und bestätigt. Das resultierende Plasmid kodiert 
für ein Ntcp-Fusionsprotein, welches am extrazellulären N-Terminus einen FLAG-
Tag und am intrazellulären C-Terminus ein grün fluoreszierendes Protein (EGFP) 
trägt.

4.2 Expression des FLAG-Ntcp-EGFP in HepG2-Zellen

Zur Untersuchung der Endozytose von Ntcp  an der Plasmamembran wurde das 
für FLAG-Ntcp-EGFP kodierende Plasmid in HepG2-Zellen transfiziert. Mittels 
Immunfluoreszenz wurde zunächst untersucht, ob das Fusionsprotein in den Zel-
len stabil exprimiert und ob  es korrekt an die basolaterale Zellmembran lokalisiert 
wird. Tatsächlich fand sich eine signifikante Menge Ntcp an der Plasmamembran. 
Ebenfalls fanden sich einzelne intrazelluläre Ansammlungen grüner Fluoreszenz, 
die wahrscheinlich vesikulären Strukturen innerhalb  der Zelle zuzuordnen sind 
(Abb. 8, Pfeile), was für die Lokalisation von Ntcp in unterschiedlichen intrazellulä-
ren Kompartimenten spricht. Bei Anfärbung von nicht permeabilisierten Zellen mit 
einem gegen EGFP gerichteten Antikörper war keine Fluoreszenz nachweisbar, 
was für die streng intrazelluläre Lokalisation des am C-Terminus des Ntcp  befindli-
chen EGFP spricht (Abb.8 A-C). Wurden die Zellen dagegen permeabilisiert, so 
war das intrazelluläre EGFP anfärbbar. Die durch den Antikörper vermittelte rote 
Fluoreszenz korrelierte mit der Eigenfluoreszenz des EGFP, so dass von einer 
spezifischen Bindung des Antiköpers ausgegangen werden konnte (Abb.8 D-F).
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Abb. 8: Orientierung von FLAG-Ntcp-EGFP in HepG2-Zellen
Bei korrekter Lokalisation an die basolaterale Zellmembran ist FLAG-Ntcp-EGFP in unpermeabi-
liserten Zellen mit einem @-EGFP-Antikörper nicht zu detektieren (A-C), in permeabilisierten Zel-
len kommt es hingegen bei Färbung mit @EGFP zu einer nahezu kompletten Kolokalisation der 
grünen EGFP und der roten @-EGFP-Fluoreszenz (D-F). In unpermeabilisierten Zellen ist bei 
Färbung mit einem @-FLAG-Antikörper lediglich membranständiges, nicht aber in intrazellulären 
Vesikeln gelegenes FLAG-Ntcp-EGFP (Pfeile) detektierbar (G-I), während es auch hier in perme-
abiliserten Zellen zur Kolokalisation kommt (J-L). Balken = 10 μm (aus Stross, Helmer et al., 
2010)
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Wurden nicht permeabilisierte Zellen mit einem gegen den FLAG-Tag gerichteten 
Antikörper angefärbt, so zeigte sich eine deutliche Fluoreszenz entlang der Plas-
mamembran, die einzelnen durch die Fluoreszenz des EGFP markierten Vesikel 
innerhalb  der Zelle wurden jedoch ausgespart, was für die extrazelluläre Lokalisa-
tion des durch den FLAG-Tag markierten N-Terminus des Ntcp  spricht. Auch korre-
lierte die @FLAG-vermittelte rote Fluoreszenz an der Plasmamembran gut mit der 
EGFP-bedingten grünen Fluoreszenz (Abb.8 G-I). Wurden permeabilisierte Zellen 
mit dem @-FLAG-Antiköper angefärbt, so waren die intrazellulären Strukturen an-
färbbar, auch hier zeigte sich eine gute Korrelation von EGFP- und FLAG-vermit-
telter Fluoreszenz (Abb.8 J-L). 
Insgesamt konnte also davon ausgegangen werden, dass der beidseitig getaggte 
Ntcp in den HepG2-Zellen sowohl stabil exprimiert wie auch korrekt lokalisiert 
wird. Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den mit den unterschiedlichen 
Plasmiden transfizierten Zellen.
Zum Nachweis der Funktion des Ntcp-Fusionsproteins wurden von der Arbeits-
gruppe Messungen des Taurocholat-Uptakes durchgeführt, die eine normale 
Transportfunktion des Konstrukts nachweisen konnten (Stross, Helmer et al., 
2010).
Insgesamt konnte von einer normalen Expression, Lokalisation und Funktion des 
Ntcp-Fusionsproteins in HepG2-Zellen ausgegangen werden.

4.3 Validierung mittels Durchflusszytometrie

Im nächsten Schritt konnten die transfizierten HepG2-Zellen zur Durchflusszyto-
metrie eingesetzt werden. Dazu müssen die Zellen vereinzelt in Suspension vor-
liegen. Es zeigte sich bei Messung im Forward Scatter, welcher die Zellgröße 
misst, dass nach einer Inkubationszeit von 7 Minuten für Trypsin und 4 Minuten für 
Accutase bei jeweils 37°C eine gute Ablösung aus der Kulturschale und Vereinze-
lung der Zellen zu erreichen war. Da Ntcp extrazellulär drei potentielle Schnittstel-
len für Trypsin aufweist und die längere Inkubationszeit weitere Zellstoffwechsel-
vorgänge begünstigen könnte, wurde aufgrund der kürzeren Inkubationszeit für die 
weiteren Experimente Accutase verwendet.
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Die gemessene Zellpopulation wurde anhand der Kriterien Zellgröße und Granula-
rität identifiziert und zur weiteren Auswertung markiert (Abb.9).

An diesen markierten Zellen wurden dann die gemessenen Fluoreszenzintensitä-
ten für FLAG und EGFP ausgewertet.

Zunächst war zu untersuchen, ob  die Fluoreszenzen für EGFP und den angefärb-
ten FLAG-Tag klar messbar und zu unterscheiden waren. 
Während bei Messung der transfizierten Zellen ein deutliches Signal im EGFP-
Kanal detektierbar war, zeigten untransfizierte HepG2-Zellen eine um mehr als 
das zehnfache geringere natürliche Fluoreszenz in diesem Bereich. Bei Messung 
im FLAG-Kanal war eine minimale natürliche Fluoreszenz messbar, bei Anfärbung 
der nicht permeabilisierten, transfizierten Zellen mit dem Anti-FLAG-Antikörper 
zeigten sich jedoch deutlich höhere Werte, so dass hier eine klare Abgrenzung 
möglich war. Es stellte sich eine Konzentration des anti-FLAG-Antikörpers von 
1:2500 zur Anfärbung der Zellen als optimal heraus, um einerseits ein deutliches 
Signal zu erzeugen und andererseits unspezifische Bindungen zu vermeiden. Der 
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Abb. 9: Dot-Blot der gemessenen Zell-
population
Nach den Kriterien Größe und Granulari-
tät wurden die gemessenen Zellen identi-
fiziert und zur weiteren Auswertung über 
ein „Gate“  (umrandeter Bereich) selektio-
niert.
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Anti-FLAG-Antikörper erzeugte im EGFP-Kanal kein messbares Signal, ebenso-
wenig führte EGFP im FLAG-Kanal zu einem signifikanten Signal (Abb.10). 

Abb. 10 Untransfizierte und Ntcp-EGFP exprimierende HepG2-Zellen
Untransfizierte HepG2-Zellen zeigen weder gefärbt noch ungefärbt im FLAG- (B) oder im 
EGFP-Kanal (A) eine signifikante Fluoreszenz, eine unspezifische Antikörperbindung findet 
somit nicht statt. Klar abgrenzbar ist hingegen die EGFP-Fluoreszenz der transfizierten Zel-
len, auch nach Färbung mit @FLAG  (gestrichelte Linie) ist ein deutlicher Unterschied zur 
minimalen Eigenfluoreszenz der Zellen im FLAG-Kanal messbar. 
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Ziel war es, den Einfluss verschiedener Substanzen auf die Membranständigkeit 
von Ntcp in der Durchflusszytometrie messbar zu machen. Dieses setzt vorraus, 
dass die eingesetzten Substanzen selbst innerhalb der Zellen nicht fluoreszieren. 
Nach Inkubation von untransfizierten HepG2-Zellen mit den zellpermeablen Pro-
teinkinase C-Inhibitoren Gö 6850 (orange), Ro 31-8220 (rot) und Chelerythrine 
(gelb) zeigten sich deutlich detektierbare Signale im FLAG-Kanal, für Chelerythri-
ne auch im EGFP-Kanal. Dieses Signal war vom FLAG-Antikörpersignal kaum zu 
unterscheiden oder überstrahlte dieses sogar, so dass eine Beurteilung dieser 
Messungen hinsichtlich der Membranständigkeit von Ntcp nur eingeschränkt oder 
gar nicht möglich war (Abb. 11). 
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Abb. 11: Eigenfluoreszenz der Proteinkinase C-Inhibitoren 
In ungefärbten, untransfizierten HepG2-Zellen zeigte Chelerythrine im EGFP-Kanal (A) und, 
ebenso wie Gö 6850 und Ro 31-8220, im FLAG-Kanal (B) eine deutliche Eigenfluoreszenz.
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Abb. 12: Kontrollmessung der  Substanzen MG-132, Bafilomycin A und PMA 
An ungefärbten, nicht transfizierten HepG2-Zellen zeigten die eingesetzten Substanzen MG- 
132, Bafilomycin A und PMA keine Eigenfluoreszenz. 
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Jede in diesem System eingesetzte Substanz muss also zunächst an untransfi-
zierten Zellen getestet werden, um derartige Effekte auszuschließen oder diese 
zumindest in die Beurteilung der Messungen miteinbeziehen zu können. Keine der 
im Weiteren verwendeten Substanzen zeigte eine derartige Eigenfluoreszenz 
(Abb. 12). 

Als Nächstes war zu untersuchen, ob Veränderungen der membranständigen 
Menge Ntcp, gemessen durch die FLAG-Tag assoziierte Fluoreszenz, im Verhält-
nis zu eventuellen Änderungen der Gesamtmenge von Ntcp  in der Zelle, gemes-
sen durch die EGFP-Fluoreszenz, mit dem Durchflusszytometer messbar sind. 
Daher wurden zunächst Substanzen eingesetzt, bei denen mit hoher Wahrschein-
lichkeit ein Effekt auf Menge und Verteilung von Ntcp zu erwarten war. 
In früheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Ntcp  durch das Ubiquitin-Pro-
teasomen-System abgebaut wird und die Inhibition von Proteasomen durch den 
Hemmstoff MG-132 zu einer intrazellulären Akkumulation von Ntcp  führt (Kühl-
kamp  et al., 2005). Erwartungsgemäß fand sich nach sechzehnstündiger Inkubati-
on der transfizierten Zellen mit MG-132 eine deutliche Zunahme der Ntcp-Ge-
samtmenge in der Zelle, gemessen an der deutlichen Zunahme der EGFP-Fluo-
reszenz. Zudem fand sich ebenfalls eine Zunahme des membranständigen Ntcp 
(FLAG-Fluoreszenz). Auch die Granularität der Zellen nahm zu. Alle diese Ände-
rungen waren statistisch signifikant. Die Zellgröße änderte sich nicht (Abb. 13).

Ein weiterer Weg der Degradation von Proteinen der Plasmamembran erfolgt über 
Lysosomen. Daher wurde als Nächstes der Effekt von Bafilomycin A, einem Mak-
rolidantibiotikum, welches die vesikuläre H+-ATPase hemmt, dadurch den pH-Wert 
in Lysosomen anhebt und die Proteindegradation in Lysosomen behindert, unter-
sucht.
Es zeigte sich nach sechzehnstündiger Inkubation mit Bafilomycin A eine signifi-
kante Zunahme der EGFP-Fluoreszenz und somit der Ntcp-Gesamtmenge. Im Un-
terschied zu MG-132 führte Bafilomycin A aber nicht zu einer Zunahme, sondern 
zu einer signifikanten Abnahme des membranständigen Ntcp. Dieser Effekt war 
bereits nach kurzzeitiger Inkubation (1 h) zu beobachten und zeigte bei längerer 
Inkubationszeit keine weitere Veränderung.

36



Die Zellgröße veränderte sich auf der 25. und 50. Perzentile nicht signifikant, le-
diglich bei den größten Zellen (75%) war eine minimale Schrumpfung zu beobach-
ten. Auch die Granularität der Zellen änderte sich nicht (Abb. 14).

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass diese Methode geeignet ist, 
unterschiedliche Zustände der Gesamtmenge und des membranständigen Anteils 
von Ntcp zu erfassen.
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Abb. 13: MG-132 bewirkt eine Zunahme von Gesamt- und membranständigem Ntcp
Sechzehnstündige Stimulation mit MG-132 führte zu einer statistisch signifikanten (*) Zunahme der 
Gesamtmenge an Ntcp in der Zelle (B) und dabei auch zu einer Zunahme des membranständigen 
Anteils (A). Desweiteren zeigte sich eine Zunahme der Granularität (D), die Zellgröße veränderte 
sich hingegen nicht (C). 

T-Test FLAG EGFP FSC SSC

p (25%) < 0,001  * < 0,001  * > 0,05 < 0,01  *

p (50%) < 0,001  * < 0,001  * > 0,05 < 0,01  *

p (75%) < 0,001  * < 0,001  * > 0,05 < 0,001  *
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Abb. 14: Bafilomycin A bewirkt eine Zunahme der Ntcp-Gesamtmenge bei Abnahme des 
membranständigen Anteils
Sechzehnstündige Inkubation mit Bafilomycin A führte zu einer Abnahme des membranständigen 
Ntcp  (A) bei gleichzeitiger Zunahme der Gesamtmenge (B). Bei den größten Zellen (75. Perzenti-
le) war eine minimale, aber statistisch signifikante (*) Schrumpfung zu beobachten (C), die Granu-
larität änderte sich nicht (D).

T-Test FLAG EGFP FSC SSC

p (25%) 0,028  * < 0,001  * > 0,05 > 0,05

p (50%) < 0,01  * < 0,001  * > 0,05 > 0,05

p (75%) < 0,001  * < 0,001  * < 0,01 * > 0,05
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4.4 Messungen zum Einfluss der Proteinkinase C

Die verschiedenen Isoformen der Proteinkinase C besitzen eine zentrale Bedeu-
tung bei der zellulären Signaltransduktion. Inwiefern sie auch bei der Translokation 
von Ntcp eine Rolle spielen, sollte im Weiteren untersucht werden. Zunächst wur-
de der Effekt von PMA (Phorbol-12-Myristate-13-Acetat), einem potenten Aktivator 
der Proteinkinase C  (ausgenommen der atypischen PKC-Isoformen (aPKCs)), un-
tersucht. Nach einstündiger Inkubation zeigte sich eine deutliche, statistisch signi-
fikante Abnahme des membranständigen Ntcp, die Gesamtmenge blieb  in diesem 
Zeitraum jedoch unverändert. Minimale Änderungen hinsichtlich der Zellgröße wa-
ren nur auf der 75. Perzentile signifikant, die Granularität zeigte keine statistisch 
signifikanten Änderungen (Abb. 15). 
Um weiter einzugrenzen, welche PKC-Isoformen für diesen Effekt verantwortlich 
sind, wurde der Einfluss von Ttx (Thymeleatoxin), welches selektiv die calciumab-
hängigen PKC-Isoformen aktiviert, untersucht. Einstündige Inkubation führte auch 
hier zu einer statistisch signifikanten Abnahme des membranständigen Ntcp  ohne 
Änderung der Gesamtmenge. Ebenso zeigten Zellgröße und Granularität keine 
statistisch signifikanten Änderungen (Abb. 16).

Um diese Ergebnisse zu bestätigen, wurden Messungen mit dem PKC-Inhibitor 
Gö 6850 (Bisindolylmaleimide I) durchgeführt, welcher die meisten calciumabhän-
gigen und -unabhängigen PKC-Isoformen hemmt. Hierzu wurden die Zellen zu-
nächst für 30 min mit Gö 6850 vorinkubiert, dann für 1h mit PMA bzw. Ttx stimu-
liert. Gö 6850 zeigte einen inhibitorischen Effekt auf die PMA- bzw. Ttx-induzierte 
Translokation von Ntcp, aufgrund der Eigenfluoreszenz von Gö 6850 war dieses 
Ergebnis jedoch in diesem Messsystem nur eingeschränkt zu beurteilen. Eine 
ähnliche Problematik zeigten die weiteren PKC-Hemmstoffe Ro 31-8220 (Bisindo-
lylmaleimide IX) und Chelerythrine (siehe Abb. 11).
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Abb. 15: PMA bewirkt eine Abnahme des membranständigen Ntcp 
Einstündige Inkubation mit PMA (Phorbol-12-Myristate-13-Acetat) führt zu einer signifikanten (*) 
Abnahme des membranständigen Ntcp (A) ohne Änderung der Gesamtmenge(B); auf der 75% 
Perzentile zeigt sich eine geringe Abnahme der Zellgröße (C) , die Granularität der Zellen änderte 
sich nicht (D).

T-Test FLAG EGFP FSC SSC

p (25%) < 0,001  * > 0,05 > 0,05 > 0,05

p (50%) < 0,001  * > 0,05 > 0,05 > 0,05

p (75%) < 0,001  * > 0,05  < 0,001 * > 0,05
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Abb. 16: Ttx bewirkt eine Abnahme des membranständigen Ntcp
Einstündige Inkubation mit Ttx (Thymeleatoxin) führte zu einer statistisch signifikanten (*) Abnahme 
des membranständigen Ntcp  (A) ohne eine Änderung der Gesamtmenge (B). Auch Zellgröße (C) 
und Granularität (D) zeigten keine signifikanten Änderungen. 
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4.5 Messungen zum Einfluss von Gallensalzen

Unter cholestatischen Bedingungen und damit einem erhöhten Gehalt an Gallen-
salzen im portalvenösen Blut wird die Expression von Ntcp herabreguliert. Im Fol-
genden sollte nun untersucht werden, welchen kurzfristigen, posttranslationalen 
Effekt die verschiedenen Gallensalze auf Ntcp und seine Lokalisation haben. 

Zunächst wurde der Einfluss der konjugierten primären Gallensäuren Taurocholat 
und Taurochenodeoxycholat untersucht. Nach einstündiger Inkubation mit Tauro-
cholat zeigte sich kein statistisch signifikanter Effekt auf die Menge des membran-
ständigen Ntcp oder die Ntcp- Gesamtmenge. Auf Zellgröße und Granularität hatte 
TC ebenfalls keinen Einfluss (Abb. 17). 

Anders zeigte sich der Effekt von Taurochenodeoxycholat. Einstündige Inkubation 
führte hier zu einer statistisch signifikanten Internalisation von Ntcp  bei unverän-
derter Gesamtmenge, Zellgröße und Granularität (Abb.18).

Desweiteren wurde der Einfluss von Taurolithocholat-Sulfat, dem sulfatierten Tau-
rinkonjugat von Lithocholat, das in vivo durch bakterielle Dehydroxylierung von 
Chenodeoxycholat entsteht, untersucht. Auch hier ließ sich ein analoger Effekt 
nachweisen: einstündige Inkubation mit TLCS führte zur Internalisierung von Ntcp 
ohne Änderung der weiteren Parameter (Abb. 19).

Ein anderes Bild zeigte sich dagegen nach Inkubation mit Tauroursodeoxycholat 
(TUDC), dem Taurinkonjugat von Ursodeoxycholat, dem hepatoprotektive Eigen-
schaften zugeschrieben werden. So zeigte TUDC  (analog wie TC) im Gegensatz 
zu TCDC und TLCS keinen statistisch signifikanten Effekt. Nach einstündiger In-
kubation zeigte sich hier eine unveränderte membranständige und gesamte Men-
ge von Ntcp, Zellgröße und Granularität (Abb.20).
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Abb. 17: TC bewirkt keine Veränderung
Einstündige Inkubation mit Taurocholat (TC) führte zu keiner Veränderung des membranständigen 
Ntcp  (A). Auf die Ntcp-Gesamtmenge (B), Zellgröße oder Granularität hatte TC ebenfalls keinen 
statistisch siginikanten Einfluss.
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T-Test FLAG EGFP FSC SSC

p (25%) > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05

p (50%) > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05

p (75%) > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05
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Abb. 18: TCDC bewirkt eine Abnahme des membranständigen Ntcp
Einstündige Inkubation mit Taurochenodeoxycholat (TCDC) führte zu einer statistisch signifikanten 
(*) Abnahme des membranständigen Ntcp  (A) ohne Änderung der Gesamtmenge (B) bei ebenfalls 
gleichbleibender Zellgröße (C) und Granularität (D). 
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T-Test FLAG EGFP FSC SSC

p (25%) 0,039  * > 0,05 > 0,05 > 0,05

p (50%) < 0,001  * > 0,05 > 0,05 > 0,05

p (75%) < 0,001  * > 0,05 > 0,05 > 0,05
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T-Test FLAG EGFP FSC SSC

p (25%)  0,038  * > 0,05 > 0,05 > 0,05

p (50%)  0,022  * > 0,05 > 0,05 > 0,05

p (75%)  0,017  * > 0,05 > 0,05 > 0,05

Abb. 19: TLCS bewirkt eine Abnahme des membranständigen Ntcp
Einstündige Inkubation mit Taurolithocholat-Sulfat (TLCS) führte zu einer statistisch signifikanten (*) 
Abnahme des membranständigen Ntcp  (A) ohne Änderung der Gesamtmenge (B), auch Zellgröße 
(C) und Granularität (D) blieben unverändert. 
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T-Test FLAG EGFP FSC SSC

p (25%) > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05

p (50%) > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05

p (75%) > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05

Abb. 20: TUDC bewirkt keine Veränderung der Membranlokalisation von Ntcp
Einstündige Inkubation mit Tauroursodeoxycholat (TUDC) führte zu keiner statistisch signifikanten 
Änderung des Gesamt- (B) oder membranständigen (A) Ntcp, auch Zellgröße (C) und Granularität 
(D) änderten sich nicht. 
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5. Diskussion und Schlussfolgerungen

Etablierung der Methode

Hepatozyten sind rasch wechselnden äußeren Bedingungen ausgesetzt, da die 
Konzentrationen von cholephilen Substanzen insbesondere postprandial im por-
talvenösen Blut stark schwanken können. Diese schnell wechselnden Bedingun-
gen machen ebenso rasche Adaptationsmechanismen auf Transporterebene er-
forderlich. Eine Möglichkeit einer solchen posttranslationalen Regulation ist der 
Ein- und Ausbau von Transportern in die bzw. aus der Plasmamembran. Mittels 
Endo- und Exocytose kann unter anderem im Rahmen eines endosomalen Recy-
clings innerhalb  kürzester Zeit der Gehalt eines Transportermoleküls in der Plas-
mamembran variiert werden (Maxfield et al., 2004), (Soldati et al., 2006). 
Es wurden verschiedene Methoden etabliert, um Transporterendo- und -exozytose 
zu untersuchen. Diese beinhalten unter anderem die differentielle Zentrifugation, 
bei der zelluläre Bestandteile durch wiederholte Zentrifugation bei unterschiedli-
chen Geschwindigkeiten aufgetrennt werden und so spezifisch die Zellmembran 
und -organellen untersucht werden können (De Duve et al., 1953), (Yeaman 
2003), und die Auftrennung von Membranen mittels (Sucrose-) Gradienten, um 
einzelne Proteine in den verschiedenen Fraktionen nachzuweisen (de Araujo et 
al., 2008), (Kölling et al., 1994); möglich ist auch eine kovalente Markierung von 
Membranproteinen, beispielsweise mittels Biotinylierung von Oberflächenprotei-
nen, die dann mit einem spezifischen Antikörper immunpräzipitiert, mittels Gele-
lektrophorese aufgetrennt und im Western Blot analysiert werden (Levy-Toledano 
et al., 1993). Diese Methoden haben den Nachteil, dass mit ihnen keine einzelnen 
Zellen, sondern nur die Gesamtheit einer Zellpopulation untersucht werden kann.
Daneben existieren einige etablierte Verfahren zur Untersuchung von Endo- und 
Exozytose in einzelnen Zellen: hierzu gehören unter anderem die Darstellung mit-
tels Elektronenmikroskopie (Traebert et al., 2000), (Dombrowski et al., 2000), Ko-
lokalisationsstudien mittels Immunfluoreszenz und konfokaler Mikroskopie (Kubitz 
et al., 1997, 1999) oder Messungen der Membrankapazität mittels Patch-Clamp-
Technik (Greger et al., 1993). 
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Alle diese Methoden haben den Nachteil, dass sie zum Teil sehr aufwendig sind 
und dass immer nur wenige Versuchsbedingungen parallel getestet werden kön-
nen. Die in dieser Arbeit etablierte Methode ermöglicht es, Endo- und Exozytose 
statt an einer Gesamtmenge von Zellen oder wenigen einzelnen Zellen an einer 
Vielzahl einzelner Zellen einer Population zu messen. Zudem ist der Einsatz von 
Zellkultur-Monolayern möglich. Die Durchflusszytometrie ermöglicht es, viele un-
terschiedliche Versuchsbedingungen parallel zu testen; die Methode ist damit 
schnell, so dauert eine einzelne Messung nur wenige Minuten, und prinzipiell au-
tomatisierbar. Zudem können die gewonnenen Daten statistisch ausgewertet und 
quantifiziert werden. Ein weiterer Vorteil ist, dass mehrere Parameter gleichzeitig 
gemessen werden können: Während hier die FLAG-Fluoreszenz als Maß für den 
membranständigen Anteil von Ntcp dient, gibt die EGFP-Fluoreszenz gleichzeitig 
Änderungen der Gesamtmenge an, so dass eine wichtige interne Kontrolle in ei-
nem Versuchsansatz mitgemessen wird. Auch die gleichzeitige Messung von Zell-
größe und Granularität dient hierzu, beispielsweise können bei gleichbleibender 
Zellgröße Schrumpfungseffekte als Ursache für einen geringer gemessenen Anteil 
von membranständigem Ntcp ausgeschlossen werden.
Grundsätzlich kann die Methode auch zur Messung von längerfristigen Effekten 
auf Expression und Lokalisation von Ntcp angewendet werden. Es wurde gezeigt, 
dass Ntcp im Rahmen der Endoplasmatisches Reticulum-assoziierten Proteinde-
gradation (ERAD) durch das Ubiquitin-Proteasomen-System abgebaut wird. Die 
Inhibition von Proteasomen durch den Hemmstoff MG-132 führt zu einer intrazellu-
lären Akkumulation von Ntcp  in perinukleären Aggresomen (Kühlkamp et al., 
2005). Erwartungsgemäß war auch in dieser Arbeit nach 16 h Inkubationszeit eine 
deutliche Zunahme der Ntcp-Gesamtmenge messbar, ebenso zeigte sich eine Zu-
nahme des membranständigen Ntcp. Korrespondierend zur beschriebenen Bil-
dung von Aggresomen fand sich eine deutliche Zunahme der Granularität der Zel-
len. 
Ein weiterer Weg der Degradation von Proteinen der Plasmamembran erfolgt über 
Lysosomen. Bafilomycin A, ein Makrolidantibiotikum, welches hochgradig spezi-
fisch die H+-ATPase des vakuolären Typs blockiert (Bowman et al., 1988) und da-
durch die vesikuläre Ansäuerung verhindert, behindert den vesikulären Transport 
und die Proteindegradation in Lysosomen (Yoshimori et al., 1991). Dementspre-
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chend zeigte sich auch hier nach 16 h Inkubation eine Zunahme der Gesamtmen-
ge, allerdings zeigten sich Unterschiede im membranständigen Anteil von Ntcp. 
Während MG-132 zu einer Zunahme sowohl der Gesamtmenge wie auch des 
membranständigen Anteils von Ntcp führte, führte Bafilomycin A bei einer Zunah-
me der Gesamtmenge zu einer Abnahme des membranständigen Anteils. Interes-
santerweise war dieser Effekt bereits nach kurzfristiger Inkubation von 1 h zu be-
obachten, während die Zunahme der Gesamtmenge erst nach langfristiger Inku-
bation (16 h) zu verzeichnen war, so dass davon auszugehen ist, dass diese Pa-
rameter unabhängig voneinander reguliert werden. 
Es ist beschrieben, dass mit steigendem pH-Wert die Fluoreszenzintensität von 
EGFP zunimmt (Kneen et al., 1998). In Studien an mit Bafilomycin A behandelten 
A431-Zellen wurde jedoch bereits nach 50 Minuten ein maximaler intralysosoma-
ler pH-Wert von etwa 6,0 erreicht (Yoshimori et al., 1991). Auch zeigten in früheren 
Versuchen der Arbeitsgruppe Zellen, die nur EGFP exprimierten, keine Zunahme 
der Fluoreszenzintensität, so dass anzunehmen ist, dass dieser Effekt nicht durch 
den intralysosomalen pH-Wert oder die Prozessierung von EGFP, sondern durch 
Prozessierung von Ntcp verursacht wird. 
Wie die Messungen mit den Proteinkinase C-Inhibitoren Gö 6850, Ro 31-8220 und 
Chelerythrine eindrucksvoll demonstrierten, kann die Eigenfluoreszenz eingesetz-
ter Substanzen eine Limitation der Methode darstellen. Für diese Meßmethode ist 
es daher erforderlich, dass die Eigenfluoreszenz der Substanzen gemessen und  
bei der Interpretation der Messergebnisse bedacht wird.
Grundsätzlich ist diese Methode auf viele andere Transmembranproteine anwend-
bar. Wenn das entsprechende Protein keinen extrazellulären Terminus besitzt, 
kann der FLAG-Tag auch in einen extrazellulären Loop  einkloniert werden, wobei 
sichergestellt sein muss, dass Orientierung, Lokalisation und Funktion des Prote-
ins dadurch nicht beeinträchtigt werden. Die hier durchgeführten Immunfluores-
zenzstudien konnten eine korrekte Lokalisation und Orientierung von FLAG-Ntcp-
EGFP belegen. Weitere von der Arbeitsgruppe durchgeführte Untersuchungen 
konnten zudem eine korrekte Funktion des Proteins zeigen: Messungen der Tau-
rocholat-Aufnahme zeigten an FLAG-Ntcp-EGFP-transfizierten HepG2-Zellen ei-
nen sättigbaren Transport, wobei sich aus den gemessenen Werten ein Km-Wert 
von etwa 37,9 μmol/l berechnete, was gegenüber den in der Literatur beschriebe-
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nen Werten für nicht-modifiziertes Ntcp  geringfügig erhöht ist (Hagenbuch et al., 
1991), (Kühlkamp et al., 2005). Demgegenüber zeigten nicht-transfizierte HepG2-
Zellen keinen signifikanten Taurocholat-Uptake (Stross, Helmer et al., 2010). 
Insgesamt konnte von einer normalen Expression, Lokalisation und Funktion des 
FLAG-Ntcp-EGFP-Fusionsproteins in HepG2 Zellen ausgegangen werden, und 
die Durchflusszytometrie zeigte sich als geeignete Methode, um verschiedene Zu-
stände des Proteins in der Zelle abzubilden.

Kurzfristige Regulation von Ntcp an der Plasmamembran

An isolierten Rattenhepatozyten konnte gezeigt werden, dass Stimulation mit 
cAMP zu einer gesteigerten natriumabhängigen Taurocholataufnahme führt (Grü-
ne et al., 1993). Parallel dazu erfolgt eine Translokation von Ntcp aus einem endo-
somalen Kompartment an die basolaterale Plasmamembran (Mukhopadhyay et 
al., 1997). Stimulation mit cAMP führt zu einem Anstieg der intrazellulären Ca2+-
Konzentration und somit zu einer Aktivierung der Protein Phospatase 2 B (PP2B) 
(Webster et al., 2002), wodurch es zur Dephosphorylierung von Ntcp  an Ser226 
und damit zur verstärkten Translokation an die Membran kommt (Mukhopadhyay 
et al., 1998), (Anwer et al., 2005). Die Insertion folgt dabei vesikulären Transport-
routen, ist abhängig von intakten Mikrofilamenten und wird durch den Phosphoi-
nositide 3-Kinase (PI3K)/Protein Kinase B-Pathway kontrolliert (Dranoff et al., 
1999), (Webster et al., 1999, 2002).
Über eine kurzfristige Translokation von Ntcp aus der Membran heraus in endo-
zytotische Vesikel war bislang wenig bekannt. Kürzlich konnte gezeigt werden, 
dass Stickstoffmonoxid, welches im Rahmen einer Sepsis zusammen mit proin-
flammatorischen Zytokinen als Antwort auf eine Lipopolysaccharidexposition frei-
gesetzt wird und eine wesentliche Rolle bei der Cholestaseentstehung spielt (Gei-
er et al., 2006), (Moseley 2004), zu einer Abnahme von membranständigem NTCP 
bei unveränderter Gesamtmenge führt (Schonhoff et al., 2011).

Aktivierung der Proteinkinase C führt zur Endozytose von Ntcp

In früheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation der calciumab-
hängigen Proteinkinase C-Isoformen zur Cholestase führt (Kubitz et al., 2004). 
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In dieser Arbeit führte eine Stimulation mit dem Proteinkinase C-Aktivator PMA 
(Phorbol-12-Myristate-13-Acetat), einem potenten Aktivator der calciumabhängi-
gen sowie -unabhängigen PKC (ausgenommen der atypischen PKC-Isoformen)  
(Castagna et al., 1981), (Kazanietz et al., 1993), zu einer deutlichen Abnahme des 
membranständigen Ntcp bei unveränderter Gesamtmenge. Ebenso bewirkte Ttx 
(Thymeleatoxin), ein Mezerein-Analogon welches selektiv  die calciumabhängigen 
PKC-Isoformen aktiviert (Ryves et al., 1991), eine Internalisierung von Ntcp. 
Dieser Effekt war durch Gö 6850, einem selektiven Inhibitor der klassischen und 
neuen PKC-Isoformen (Toullec et al., 1991), hemmbar. Um diese Ergebnisse zu 
bestätigen, wurden von der Arbeitsgruppe weiterführende Untersuchungen durch-
geführt: Mittels Konfokaler Immunfluoreszenzmikroskopie und Totaler Interner Re-
flexionsmikroskopie (TIRFM) konnte unter Einfluss von PMA und Ttx eine Reduk-
tion von Ntcp an der Plasmamembran und die Bildung von Ntcp-haltigen vesikulä-
ren Strukturen dokumentiert werden, auch hier war dieser Effekt durch Gö 6850 
hemmbar. In Zellen, die mit an mCherry gekoppelter PKCα kotransfiziert wurden, 
induzierte PMA eine rapide Translokation von PKCα an die Plasmamembran, was 
für eine Aktivierung derselben spricht. Auf die ebenfalls membranständige Na+-K+-
ATPase hatte PMA dagegen keinen Einfluss, was zeigt, dass PMA nicht zur un-
spezifischen Internalisierung von Membranproteinen führt. Desweiteren führte die 
Inkubation mit PMA zu einer verminderten Transportkapazität von Ntcp: Der Tau-
rocholat-Uptake war im Vergleich zur Kontrolle um etwa 25% reduziert. Die Inter-
nalisierung von Ntcp  führte ferner zu einem protektiven Effekt gegenüber der Toxi-
zität von Gallensalzen: Während Zellen, die 6 h mit 175 μM TLCS inkubiert wur-
den, gegenüber den Kontrollzellen eine 1,9-fach erhöhte Todesrate aufwiesen, 
konnte diese durch eine einstündige Präinkubation mit PMA auf den 1,1-fachen 
Wert vermindert werden. Auch dieser protektive Effekt war durch Gö 6850 hemm-
bar (Stross, Helmer et al., 2010).

Die Effekte verschiedener Gallensalze auf die Lokalisation von Ntcp

Gallensalze spielen eine entscheidende Rolle bei der Regulation von Ntcp. So 
dienen sie als Liganden für nukleäre Rezeptoren, welche nicht nur die Synthese 
von Gallensalzen selbst, sondern auch die ihrer Transporter steuern (Lefebvre et 
al., 2009).
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Der Farnesoid Rezeptor X (FXR) bindet Gallensalze mit hoher Affinität und agiert 
als Sensor der intrazellulären Gallensalzkonzentration: Er spielt eine entscheiden-
de Rolle bei der Regulation von Gallensalzaufnahme, -synthese und Transporter-
expression. FXR steuert die Regulation von Ntcp durch einen komplexen Mecha-
nismus über SHP (Small Heterodimer Partner). Eine erhöhte intrazelluläre Gallen-
salzkonzentration im Rahmen einer Cholestase aktiviert mittels eines FXR-Re-
sponse-Elements im SHP-Promotor die Expression von SHP, welcher die durch 
das Heterodimer aus dem Retinolsäurerezeptor (retinoic acid receptor, RAR) mit 
dem Retinoid X-Rezeptor (RXR) vermittelte Aktivierung der Ntcp-Expression 
hemmt (Karpen 2002), (Chiang 2003). 
Auch die kanalikuläre Gallensalzexportpumpe BSEP wird via FXR durch Gallen-
salze reguliert (Ananthanarayanan et al., 2001). Hierbei wirken Ursodeoxycholat, 
Chenodeoxycholat und Deoxycholat sowie in geringerem Maße Cholat stimulie-
rend auf die BSEP-Expression (Fickert et al., 2001), (Plass et al., 2002), (Schuetz 
et al., 2001), für Lithocholat konnte hingegegen eine Expressionshemmung durch 
einen antagonisierenden Effekt am FXR nachgewiesen werden (Yu et al., 2002). 
Auch die kanalikulären Transporter MDR3, zuständig für den hepatobiliären 
Transport von Phospholipiden, und MRP2, welcher hydrophile organische Anionen 
transportiert, werden direkt durch FXR reguliert, hierbei induzieren Gallensalze ei-
ne Steigerung der Expression (Huang et al., 2003), (Kast et al., 2002). 
Für kanalikuläre Transporter konnte desweiteren eine gallensalzvermittelte Trans-
lokation an die Plasmamembran nachgewiesen werden. So führte Taurocholat zu 
einer etwa dreifachen Steigerung der Menge von MDR1 (P-glykoprotein), welche 
organische Kationen transportiert (Kamimoto et al., 1989), sowie der Phospholipid-
Flippase MDR2 (Ruetz et al., 1994), (Nies et al., 1996) und BSEP in der kanaliku-
lären Membran, wobei diese vermehrte Insertion nicht durch eine gesteigerte 
Transkription oder Translation, sondern durch Rekrutierung aus bestehenden int-
razellulären Pools zustande kam (Kipp et al., 2001). Tauroursodeoxycholat rekru-
tiert BSEP über eine Aktivierung der p38 (MAPK) an die Plasmamembran (Kurz et 
al., 2001) und führt auch zu einer vermehrten Insertion von Mrp2 in die kanalikulä-
re Membran (Beuers et al., 2001). Lithocholat führt dagegen zu einem Retrieval 
von Bsep aus der kanalikulären Membran in intrazelluläre vesikuläre Strukturen 
(Crocenzi et al., 2003), ein Effekt, der durch Gabe von Tauroursodeoxycholat 
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rückgängig gemacht werden kann (Dombrowski et al., 2006). Analog verhält sich 
auch Mrp2: auch hier führt die Gabe von Taurolithocholat zu einem Retrieval aus 
der Membran heraus während TUDC einen erneuten Einbau in die kanalikuläre 
Membran stimuliert (Beuers et al., 2001).
Zum Effekt primärer Gallensalze auf die kurzfristige Regulation von Ntcp gab es 
bislang keine Untersuchungen. Kürzlich konnte gezeigt werden, dass es in Ratten, 
die einer 90% Hepatektomie unterzogen wurden, bei hierdurch persistent erhöhten 
Gallensalzen im Serum zu einer Translokation von Ntcp aus der basolateralen 
Membran in das Zytoplasma kommt. Gleichzeitig nahm die Gesamtmenge an Ntcp 
ab. Allerdings handelt es sich bei diesen Untersuchungen um längerfristige Effek-
te, die nach 3 und 7 Tagen beobachtet wurden (Miura et al., 2011). 
Es ist bekannt, dass TCDC  eine Reduktion der Taurocholataufnahme in die Leber  
bewirkt (Drew et al., 1979). Auch für Taurolithocholat konnte eine Inhibition der 
Taurocholataufnahme nachgewiesen werden, welche in Rattenhepatozyten nicht 
kompetitiv ist (Schwenk et al., 1977). In weiteren Studien konnte gezeigt werden, 
dass dies mit einer Reduktion des membranständigen Ntcp einhergeht, auf die 
Gesamtmenge hatte TLC hingegen keinen Einfluss. Interessanterweise zeigte sich 
dieser Effekt an mit NTCP transfizierten Huh7-Zellen nicht. Vielmehr war hier die 
TLC-induzierte Reduktion der TC-Aufnahme kompetitiv, und es zeigte sich kein 
Effekt auf die Membrantranslokation von NTCP (Schonhoff et al., 2009).
Ein derart unterschiedlicher Effekt auf Ntcp und NTCP konnte bereits in früheren 
Arbeiten gezeigt werden. So kommt es unter Einwirkung von Bosentan ebenfalls 
zu einer Inhibition der TC-Aufnahme, welche beim Menschen kompetitiv, bei der 
Ratte aber nicht-kompetitiv  ist. Die hierfür verantwortlichen Aminosäuresequenzen 
von Ntcp/NTCP konnten bislang nicht identifiziert werden (Leslie et al., 2007).
In dieser Arbeit konnte eine Translokation von Ntcp  aus der Plasmamembran he-
raus als Reaktion auf eine kurzfristige Stimulation mit den cholestatischen Gallen-
salzen Taurochenodeoxycholat und Taurolithocholat-Sulfat gezeigt werden, die auf 
die Ntcp-Gesamtmenge keinen Einfluss hatte. Dieses kann einen einen möglichen 
Mechanismus zum Schutz des Hepatozyten vor toxischen intrazellulären Gallen-
salzkonzentrationen darstellen. Die weniger toxischen Gallensalze Taurocholat 
und Tauroursodeoxycholat hatten hingegen keinen derartigen Effekt. 
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Weiterführende Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnten diese Ergebnisse be-
stätigen: Anhand einer weiteren neu entwickelten Methode, bei der an Schnitten 
von perfundierten Rattenlebern Ntcp zunächst mittels Immunfluoreszenz angefärbt 
und die resultierende Fluoreszenzintensität an der Membran dann mit einer auto-
matisierten Messung analysiert wurde, konnte gezeigt werden, dass TCDC, nicht 
aber TC  zur Endozytose von Ntcp in der intakten Leber führt. Analog zeigte sich 
bei Uptake- Messungen eine Inhibition der TC-Aufnahme nach Stimulation mit 
TCDC  und TLC. In beiden Fällen war diese Inhibition nicht kompetitiv (Mühlfeld et 
al., 2012). Insbesondere diese Ergebnisse aus Untersuchungen im intakten Organ 
zeigen die Relevanz der in dieser Arbeit erhobenen Befunde auf und legen nahe, 
dass in beiden Systemen die Endozytose von Ntcp von spezifischen Gallensalzen 
induziert wird.
Es ist bekannt, dass Gallensalze die Proteinkinase C  aktivieren können (Beuers et 
al., 1996), (Stravitz et al., 1996). So ist beispielsweise beschrieben, dass in Rat-
tenhepatozyten die TLC-induzierte Internalisierung von Mrp2 über eine PI3K-ab-
hängige Aktivierung der Proteinkinase Cε vermittelt wird (Beuers et al., 2003). In 
den Perfusionsexperimenten führte eine Stimulation mit dem PKC-Inhibitor Chele-
rythrine zu einer deutlichen Reduktion des TCDC-Effekts auf den TC-Uptake 
(Mühlfeld et al., 2012). Aufgrund der starken Eigenfluoreszenz der PKC-Inhibitoren 
war eine Untersuchung der Interaktion zwischen Gallensalzen und PKC-Inhibito-
ren im FACS nicht zu beurteilen. Welches PKC-Isoenzym für diesen Effekt ver-
antwortlich ist, stellt eine zu untersuchende Fragestellung dar.
Zusammenfassend führt eine Stimulation der calciumabhängigen Proteinkinase C-
Isoformen ebenso wie eine Stimulation durch die hydrophoben Gallensalze TCDC 
und TLCS zu einer kurzfristigen Translokation von Ntcp  aus der basolateralen 
Plasmamembran heraus, was eine mögliche Schutzmaßnahme des Hepatozyten 
vor toxischen Gallensalzkonzentrationen darstellen könnte. Die kürzliche Identifi-
kation von Ntcp als Entry-Rezeptor für Hepatitis B- und D-Viren (Yan et al., 2012) 
macht weitere Untersuchungen der Internalisation von Ntcp umso bedeutsamer. 
Die Messung der Membranständigkeit mittels Durchflusszytometrie stellt dabei ei-
ne geeignete Screeningmethode dar, um den Einfluss verschiedener Substanzen 
auf die Endozytose von Ntcp/NTCP in einem prinzipiell automatisierbaren, schnel-
len Verfahren zu testen.
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