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ABSTRACT 

I 

ABSTRACT 

The human liver is the main metabolic organ with a wide range of important functions such as 

bile  secretion,  metabolism,  glycogen  storage,  detoxification,  and  endocrine  function.  A 

number of membrane proteins  including members of  the  family of adenosine  triphosphate 

binding  cassette  (ABC)  transporters  possess  an  outstanding  importance  in  the  secretory 

function of  the  liver. ABC  transporters  like  the bile  salt export pump  (BSEP) and multidrug 

resistance protein 3  (MDR3) and the P‐type ATPase  familial  intrahepatic cholestasis 1 (FIC1) 

are located in the canalicular membrane of hepatocytes and are essential for bile formation. 

Genetic variants in FIC1, BSEP, and MDR3 can result in an impaired bile salt homeostasis and 

therefore  lead  to  cholestatic  liver  diseases  of  varying  severity.  The  spectrum  of  these 

cholestatic diseases comprises severe forms affecting mostly children in the first years of life, 

the  group  of  progressive  familial  intrahepatic  cholestasis  (PFIC)  type  1  to  3.  The  benign 

recurrent  intrahepatic  cholestasis  (BRIC)  type  1  and  2,  the  intrahepatic  cholestasis  of 

pregnancy (ICP) as well as the low phospholipid‐associated cholelithiasis (LPAC) represent less 

severe forms of cholestatic liver diseases with a later onset compared to PFIC. Not only rare 

disease causing mutations but also common single nucleotide polymorphisms (SNPs) as well 

as synonymous variants not affecting the amino acid sequence can predispose to a cholestatic 

phenotype and affect the clinical course of  liver diseases. More than 600 genetic variants  in 

FIC1, BSEP, and MDR3 are already known, nevertheless, only a  few are  characterized on a 

molecular  level.  A  detailed  knowledge  of  the  genetic  variants  is  important  for  a  better 

assessment of disease process and especially for treatment decisions. Nowadays, a number of 

bioinformatics  tools exist  to predict  the  impact of genetic  variants. Another method  is  the 

analysis of specific variants via in vitro models like cell‐culture‐based assays. Furthermore, the 

evaluation of  the patient’s  liver  tissue  gives detailed  insights  concerning  the effects of  the 

genetic variants.  

This work gives an overview of hepatic bile formation and the disease spectrum of cholestatic 

liver diseases, which can result from dysfunction  in hepatobiliary transport systems. Genetic 

variants  were  identified  from  patients  suffering  from  cholestasis  and  characterized  on  a 

molecular level using not only in vitro systems but also investigating the patient’s liver tissue.  

 

   



 

 

 

 



ZUSAMMENFASSUNG 

III 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die humane  Leber  ist das Hauptstoffwechselorgan mit  zahlreichen wichtigen Aufgaben wie 

Gallesekretion, Stoffwechsel, Glykogenspeicher, Entgiftung  sowie endokriner Funktion. Eine 

Vielzahl  von  Membranproteinen,  einschließlich  Mitglieder  der  ATP‐bindenden  Kassette 

Transporter (ABC Transporter), besitzen eine herausragende Bedeutung für die sekretorische 

Funktion  der  Leber.  ABC  Transporter  wie  die  Gallensalzexportpumpe  BSEP  und  der 

Multidrogentransporter MDR3 oder auch die ATPase FIC1 sind in der kanalikulären Membran 

der  Hepatozyten  lokalisiert  und  unerlässlich  für  die  Gallebildung.  Genetische  Varianten  in 

FIC1,  BSEP  und  MDR3  können  zu  einer  gestörten  Gallensalzhomöostase  und  somit  zu 

verschiedenen cholestatischen Lebererkrankungen führen. Das Spektrum der cholestatischen 

Erkrankungen  umfasst  eine  schwerwiegende  Form  wie  die  progressive  familiäre 

intrahepatische Cholestase  (PFIC)  Typ  1  bis  3. Betroffen  sind weitestgehend  Kinder  in  den 

ersten Lebensjahren. Verglichen dazu sind die benigne rekurrente intrahepatische Cholestase 

(BRIC)  Typ  1  und  2,  die  intrahepatische  Schwangerschaftscholestase  (ICP),  sowie  die mit 

niedrigen  Phospholipid‐Galle‐Spiegeln  assoziierte  Cholelithiasis  (LPAC)  spätmanifeste 

Erkrankungen  mit  einem  meist  milderen  Verlauf.  Nicht  nur  seltene  krankheitsassoziierte 

Mutationen  sondern  auch  häufige  Nukleotidpolymorphismen  (SNPs)  oder  synonyme 

Varianten  ohne  direkten  Einfluss  auf  die  Aminosäuresequenz  können  für  eine  Cholestase 

prädisponieren und den klinischen Verlauf von Lebererkrankungen beeinflussen. Bisher sind 

über 600 genetische Varianten in FIC1, BSEP und MDR3 bekannt, nur wenige sind jedoch auf 

molekularer Ebene  charakterisiert. Detaillierte Kenntnis der Varianten  ist hilfreich, um den 

Krankheitsverlauf und auch die Behandlungsmöglichkeiten besser einschätzen zu können. Es 

existiert eine Vielzahl bioinformatischer  Instrumente, um den Einfluss genetischer Varianten 

vorherzusagen. Eine weitere Möglichkeit ist die Analyse spezifischer Varianten mit Hilfe von in 

vitro  Systemen  wie  zellkulturbasierten  Assays.  Des  Weiteren  gibt  die  Analyse  des 

Lebergewebes der Patienten Aufschluss über die Auswirkungen der genetischen Varianten. 

Die  vorliegende  Arbeit  gibt  einen  Überblick  über  die  hepatische  Gallebildung  und  das 

Spektrum  der  cholestatischen  Lebererkrankungen,  die  auf  Funktionsstörungen  in 

hepatobiliären  Transportsystemen  basieren.  Bei  Patienten mit  cholestatischen  Phänotypen 

wurden genetische Varianten  identifiziert und auf molekularer Ebene charakterisiert. Dabei 

wurden  nicht  nur  in  vitro  Systeme  genutzt  sondern  auch  das  Lebergewebe  betroffener 

Patienten analysiert. 
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1 INTRODUCTION 

1.1 Liver anatomy and function 

1.1.1 Topology and macroscopic liver anatomy 

The liver (hepar) of mammals represents the main metabolic organ with characteristics of an 

exocrine gland and a wide range of  important  functions such as bile secretion, metabolism, 

glycogen  storage, detoxification,  synthesis of blood plasma components,  immunoglobulin A 

(IgA)  secretion,  and  endocrine  function.  The  human  liver  is  the  heaviest  internal  organ, 

situated in the upper right quadrant of the abdominal cavity ending with the last costal arch. 

It weighs about 1 ‐ 1.8 kg in adults depending on body weight. The organ is coated by the thin 

fibrous Glisson's capsule (Capsula fibrosa). The upper convex surface (Facies diaphragmatica) 

is smooth and adjacent to the diaphragm whereas the  lower more complex shaped surface 

(Facies visceralis) covers the gallbladder (Vesica biliaris) and rests above the bowels. The liver 

is divided into a smaller left hepatic lobe (Lobus sinister) and a larger right hepatic lobe (Lobus 

dexter). The borders of these lobes are defined by the Ligamentum falciforme hepatis as well 

as  the  fissure  of  Ligamentum  teres  and  Ligamentum  venosum.  From  the  visceral  side,  the 

Porta hepatis  subdivides  the medial  part  of  the  right  hepatic  lobe  into  two  smaller  lobes: 

Lobus  quadratus  (ventral)  and  Lobus  caudatus  (dorsal).  The  Porta  hepatis  represents  the 

entry of the two main blood vessels: the hepatic artery (Arteria hepatica) and the portal vein 

(Vena portae). Furthermore, the common hepatic bile duct (Ductus hepaticus communis) exits 

the  liver. Branches of  the hepatic artery,  the portal vein, and  the bile ducts allow a  lateral 

segmentation  of  the  hepatic  lobes.  The  vessels  of  the  hepatic  vein  (Vena  hepatica 

dextra/intermedia/sinistra)  result  in  an  additional  vertical  division  of  each  lobe.  Eight  liver 

segments (I‐VIII) are distinguished, numbered clockwise. 70 ‐ 80 % of blood streaming into the 

liver derives  from  the unpaired  internal organs and  transports nutrients  through  the portal 

vein.  20  ‐  30 %  of  blood  reaches  the  liver  via  the  hepatic  artery  and  is oxygen‐rich. After 

passing the  liver  lobules, venous blood  flows  into the hepatic veins  leading  into the  inferior 

vena  cava  (Vena  cava). The  liver  is drained by  the  subperitoneal and  intraparenchymatous 

lymph vessels and innervated by sympathetic as well as parasympathetic fibers (1, 2). 
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1.1.2 Microscopic liver anatomy and histology 

The liver parenchyma is structured in small hexagonal lobules surrounding the endings of the 

central vein. These anatomic structures are therefore named central vein liver lobules (Lobuli 

hepatici) (Figure 1A). While the blood flow is directed from the lobule periphery to the center, 

the bile  flows  in the opposite direction. Each  liver  lobule  is drained by multiple  interlobular 

branches of the portal vein and the hepatic artery. Likewise, the bile of one lobule also flows 

into several bile ducts. Structures  including branches of  the hepatic portal vein,  the proper 

hepatic  artery,  and  the  common bile duct  are denoted  as  the portal  triad  (Trias hepatica) 

(Figure 1). A portal  liver  lobule describes a  functional unit of the  liver parenchyma which  is 

provided by one periportal field (portal triad) in the center while the central veins are located 

at the corners of this triangle (Figure 1B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Schematic overview of the parenchyma liver lobules 

The  central  vein  drains  the  polygonal  anatomic  structure,  the  central  vein  lobules  (A).  The  portal  triad 
composed of branches of the hepatic portal vein (purple), the proper hepatic artery (red), and the common 
bile duct  (green) encircles  the central vein  lobule and  represents  the center of  the  functional unit of  the 
portal triad (B). The liver acinus depicts the functionally heterogeneous zoning of the liver parenchyma cells 
(C), while the periportal zone is in the liver lobule periphery and the pericentral zone is situated in the area 
of the central vein. 
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The character of the liver as an exocrine gland is expressed best by this classification with the 

interlobular bile ducts  as  glands  in each  center of  the portal  lobule. A  common  functional 

classification  is the  liver acinus, which reflects the hepatic oxygen supply and represents the 

metabolic zoning of the liver parenchyma (Figure 1C). Zone 1 is the most oxygenated area in 

the liver lobule periphery and thus the center of the acinus. Together with the adjacent zone 

2, it forms the periportal zone. Zone 3 is located in the area of the central vein and builds the 

pericentral  zone. The  liver parenchyma cells  in  these  zones are  functionally heterogeneous 

due to a gradient of metabolites, oxygen, and hormones.  

About 70 % of the liver volume is made up of hepatocytes, which are polarized parenchyma 

cells with a  sinusoidal  (basolateral) and a canalicular  (apical) membrane  (3). The  sinusoidal 

membrane is adjacent to blood vessels and nutrients and xenobiotics are taken up across this 

membrane.  The  canalicular  domains  of  adjacent  hepatocytes  are  bound  together  by  tight 

junctions  and  form  the  smallest  bile  ducts,  the  bile  canaliculi  (Canaliculi  biliares),  as 

schematically depicted in Figure 3 as well as in Chapters 3.2 (Figure 1), and 3.8 (Figure 1). The 

bile canaliculi empty  into bile ducts via  the canal of Hering. There  is evidence  for a hepatic 

stem cell niche in the canals of Hering, which are lined by hepatocytes and another group of 

epithelial cells,  the cholangiocytes, which encompass  the bile ducts  (4). Moreover,  the  liver 

contains a number of non‐epithelial cells. The  fenestrated sinusoidal endothelial cells cover 

the sinusoidal surface to enclose the extravascular space of Disse. Within this space of Disse, 

the hepatic  stellate  cells  (or  Ito  cells)  are  located.  They  can be  activated by  cytokines  and 

transform  into  myofibroblast‐like  cells.  Cytokines  are  released  by  the  Kupffer  cells,  the 

resident  macrophages  of  the  liver,  phagocytosing  old  erythrocytes  and  other  particles 

deriving from the sinusoids.  

The  given  overview  of  macroscopic  and  microscopic  liver  anatomy  and  liver  function  is 

derived from the corresponding book chapters of (1, 2, 5, 6). 

 

 

1.2 Bile formation, secretion and physiological relevance 

Bile  formation  is  essential  for  the  elimination  of  cholesterol  and  excretion  of  lipophilic 

components  after  biotransformation  like  conjugation,  sulfation,  and  hydroxylation  (7,  8). 

Within bile, mixed micelles composed of bile salts, phospholipids, and cholesterol enable the 
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elimination of  the  latter one. Three ABC  transport proteins are  involved  in  the excretion of 

the  components  of  these mixed micelles.  Bile  salts  are  transported  from  the  hepatocytes 

across  the  canalicular membrane by  the bile  salt  export pump  (BSEP) while  the multidrug 

resistance protein 3 (MDR3) flops phosphatidylcholine from the inner to the outer membrane 

leaflet.  The  heterodimeric  transporter  ABCG5/ABCG8  secretes  cholesterol  from  the 

hepatocytes  into  the  bile  canaliculi. Within  bile,  bile  salts  and  phospholipids  form mixed 

micelles together with cholesterol (9).To maintain membrane asymmetry required for proper 

transporter  function,  the  P‐type  ATPase  familial  intrahepatic  cholestasis  1  (FIC1)  flips 

aminophospholipids from the outer to the inner membrane leaflet. The two primary bile acids 

cholic acid and chenodeoxycholic acid are synthesized in the hepatocytes via the oxidation of 

cholesterol,  controlled  by  the  rate‐limiting‐enzyme  7α‐hydroxylase  (CYP7A1)  (10,  11).  Bile 

acids are conjugated with either glycine or  taurine  resulting  in negatively charged bile salts 

(12). Bile salts get from the canaliculi, via the larger bile ducts into the intestine, where they 

are  partly  deconjugated  and  dehydroxylated  by  bacteria,  yielding  in  secondary  bile 

acids/salts. While only a small amount of bile salts (0.2  ‐ 0.6 g of 3  ‐ 4 g)  is excreted by the 

feces, about 90 % are reabsorbed  in the  ileum and recycled back  to  the  liver via  the portal 

vein several times a day (5, 13). A minor portion of bile salts circumvents the  ileum passage 

and is already reabsorbed by the cholangiocytes and directly circled back to the liver via the 

periductular  capillary  plexus,  which  is  referred  to  as  cholehepatic  shunting  (12).  The 

cholehepatic  and  enterohepatic  circulation  involves  active  transport  steps  in  hepatocytes, 

cholangiocytes,  and  enterocytes  (13).  The major  hepatic  transporters  to maintain  bile  salt 

homeostasis  are  the  Na+‐taurocholate  co‐transporting  polypeptide  (NTCP;  gene  symbol 

SL10A1) as  the main uptake  transporter  for bile  salts at  the  sinusoidal membrane  (14) and 

BSEP (ABCB11) at the canalicular membrane of hepatocytes. Other important transporters of 

cholangiocytes and enterocytes are the apical sodium‐dependent bile acid transporter (ASBT; 

SLC10A2)  and  the organic  solute  transporters OSTα/OSTβ  (SLC51A/SLC51B). Bile  salts have 

several effects  in hepatocytes, cholangiocytes, and enterocytes. At high concentrations, bile 

salts are toxic (15), can cause apoptosis (16, 17), and are involved in biological processes like 

liver  regeneration  (18),  glucose  homeostasis  (19)  or  carcinogenesis  (20).  Therefore,  the 

tolerable  level  of  bile  salts  in  blood,  hepatocytes,  bile,  and  intestine  is  limited.  The 

enterohepatic  circulation  is  schematically  depicted  in  Figure  2.  The  mechanism  of  the 

enterohepatic and cholehepatic circulation  including the  involved transport mechanisms are 

further described in Chapter 3.2. 
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Figure 2. The enterohepatic circulation of bile salts 

Bile  salts  are  synthesized  in  the  liver  from  cholesterol  and  secreted  to  the  duodenum  and  used  for 
digestion. Bile circulation is shown in yellow. About 90% of bile salts are reabsorbed in the terminal ileum 
and cycled back  to  the  liver via  the hepatic portal vein. Only a small proportion of bile salts  reaches  the 
colon and get lost with the feces (brown arrow). For involved transport proteins see Chapter 3.2, Figure 1. 
This figure includes elements taken from Servier Medical Art (www.servier.com). 

 

 

1.3 Hepatobiliary transport mechanisms 

Bile formation represents an osmotic process powered by the transport of solutes from blood 

into bile via sinusoidal and canalicular transport mechanisms. The asymmetric distribution of 

transporter  proteins  along  the  sinusoidal  and  the  canalicular  membrane  of  hepatocytes 

provides the basis for the vectorial transport of bile components from blood to bile (3). For an 

overview of hepatocellular transporters and their main substrates see Figure 3. Dysfunction 
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of the hepatobiliary transport proteins involved in bile flow is associated with liver disease of 

varying severity, which will be discussed in section 1.4.  

 

1.3.1 Sinusoidal and canalicular transport systems 

Several transport proteins are situated  in the sinusoidal hepatocyte membrane and mediate 

not  only  the  uptake  of  endogenous  substrates  and  xenobiotics  but  also  the  export  of 

substrates from the hepatocytes back to the bloodstream (21). NTCP is of great importance as 

it  represents  the  main  uptake  system  preferentially  for  conjugated  bile  salts  from 

bloodstream into hepatocytes in a Na+‐dependent manner (22, 23). Additionally, the group of 

organic  anion  transporting  polypeptides  (OATPs)  mediates  the  Na+‐independent  bile  salt 

uptake  and  import  of  bilirubin  and  other  amphipathic  compounds  like  steroids,  thyroid 

hormones,  peptides,  and many  drugs  (21,  24,  25).  In  the  human  hepatocytes,  OATP1A2, 

OATP1B1, OATP1B3,  and OATP2B1  are  expressed  (26‐30).  Furthermore,  the  organic  anion 

transporters  (OATs),  e.g.  OAT2  and  OAT5,  facilitate  the  uptake  of  substances  like 

methotrexate  in  a Na+‐independent manner  (31,  32). Organic  cations  are  imported by  the 

sinusoidal organic cation transporters (OCT), especially by the liver‐specific transport protein 

OCT1  (33).  Besides  these  uptake  mechanisms,  the  sinusoidal  membrane  also  includes 

proteins with export  function. The heterodimeric organic solute  transporters OSTα/OSTβ as 

well  as  some multidrug  resistance‐associated  proteins  (MRP1, MRP3, MRP4)  can mediate 

back‐transport of bile salts into blood under cholestatic conditions and therefore may protect 

the hepatocyte  from critical  intracellular bile salt concentrations to some degree  (3, 34‐37). 

Additionally,  MRP5  and  MRP6  transport  cyclic  nucleotides  and  glutathione  conjugates, 

respectively (3, 37). The canalicular membrane contains several ABC transport proteins, which 

transport  different  substrates  from  hepatocyte  into  bile  against  a  concentration  gradient 

enabled by ATP hydrolysis (For detailed function of ABC transporters see section 1.5). Similar 

to  the breast  cancer  resistance protein  (BCRP),  the multidrug  resistance protein 1  (MDR1) 

excretes cationic  substances, drugs, and  steroid hormones  into bile  (38), while MDR3  flops 

phospholipids from the  inner to the outer  leaflet of the canalicular membrane (39, 40). The 

bile  salt  export  pump  BSEP  predominantly  transports  conjugated  bile  acids  but  also 

unconjugated bile salts (41). This transport protein can increase bile salt concentration in bile 

up  to  1000‐fold  higher  than  in  portal  blood  (12,  42).  BSEP  is  the major  force  in  bile  salt‐

dependent  bile  flow.  In  contrast  to  the  other MRPs, MRP2  is  situated  in  the  canalicular 
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membrane  and  transports  a  wide  spectrum  of  conjugated  substrates  such  as  bilirubin 

conjugates  (43‐45).  The  heterodimeric  transporter  ABCG5/G8 mediates  biliary  cholesterol 

secretion, which is important for an equilibrated bile composition (46‐48). Different from the 

canalicular  ABC  transporters,  the  P‐type  ATPase  FIC1  functions  as  an 

aminophospholipidflippase  to maintain membrane  asymmetry  (49).  Disturbed  function  of 

FIC1, BSEP, and MDR3 is clearly associated with the manifestation of cholestatic liver diseases 

and will be discussed in detail below. 

 

 

 

 

Figure 3. Hepatocellular transport systems 

Transport proteins are differentially distributed in the plasma membrane of hepatocytes. The transporters 
at  the  sinusoidal  (basolateral) membrane mediate  the uptake and export of various  substrates  from and 
back into the blood stream. NTCP is the main hepatic bile salt uptake transporter. Proteins at the canalicular 
(apical) membrane mainly export substances  from  the hepatocyte  into bile. The P‐type ATPase FIC1  flips 
phosphatidylserine from the outer to the inner leaflet of the canalicular membrane to maintain membrane 
asymmetry.  Bile  salts  and  cholesterol,  exported  by  BSEP  and  ABCG5/ABCG8,  respectively,  form mixed 
micelles  in bile together with phosphatidylcholine, which  is flopped from the  inner to the outer  leaflet by 
MDR3.  The  heterodimeric  transporter  OSTα/OSTβ  and  the  sinusoidal  MRPs  represent  an  overflow 
mechanism when  intracellular  bile  salt  levels  increase.  ABC  transporters  are  highlighted  in  orange.  The 
canalicular membrane is separated from the basolateral membrane by tight junction proteins (TJPs).  
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1.3.2 BSEP expression, localization, and function 

The  bile  salt  export  pump  BSEP  (gene  symbol:  ABCB11)  is  a  member  of  the  MDR/TAP 

subfamily  of  ABC  transporters  together  with  P‐glycoprotein  (P‐gp/MDR1;  ABCB1)  and 

multidrug  resistance  protein  3  (MDR3;  ABCB4).  The  human  ABCB11  gene  is  located  on 

chromosome 2q24 and consists of an untranslated exon followed by 27 exons encoding the 

BSEP protein of 1321  amino  acids  (AA) with  a molecular mass of about 160  kDa  (50). The 

protein  encompasses  twelve  transmembrane  helices  (TMHs)  and  two  large  intracellular 

nucleotide binding domains (NBDs). 

BSEP is exclusively expressed at the canalicular membrane of hepatocytes and is responsible 

for bile‐salt dependent bile flow. The main substrates are monovalent bile acids including the 

glycine and taurine conjugates of the primary bile acids cholic acid and chenodeoxycholic acid 

and  the  secondary  bile  acid  deoxycholic  acid  (51).  Furthermore,  it  can  secrete 

ursodeoxycholic  acid  (UDCA)  and  related  conjugates  into  bile.  The  calculated  intrinsic 

clearance  values  (Vmax/Km)  are  ranked  as  it  follows:  taurochenodeoxycholate  > 

glycochenodeoxycholate > taurocholate > glycocholate (52). It is likely that BSEP has a higher 

affinity to eliminate chenodeoxycholic acid and its conjugated forms because they are shown 

to be more toxic for hepatocytes in vivo as well as in vitro (17, 53). Targeting of BSEP from the 

Golgi apparatus to the canalicular membrane is stimulated by the p38MAP kinase and protein 

kinase C (PKC) (54). The HCLS1‐associated protein X‐1 (HAX1) regulates the internalization of 

BSEP  from  the canalicular membrane. A depletion of HAX1 as well as a dominant negative 

form the HAX1 interacting partner cortactin leads to an increased amount of BSEP protein at 

the  apical membrane  in  polarized Madin‐Darby  canine  kidney  (MDCK)  cells  (55).  Cortactin 

phosphorylation is a result of cell shrinkage resulting in endocytosis of rat Bsep and Mrp2 and 

subsequent cholestasis  (56). A  tyrosine‐based motif at BSEP’s C‐terminus was  shown  to be 

essential for its dynamin‐ and clathrin‐dependent endocytosis (57). It is known that cortactin 

interacts with dynamin  (58) which possibly  represents  a  link between external  stimuli  and 

endocytosis of transport proteins.  

The plasma membrane asymmetry maintained by proper function of FIC1 is a prerequisite for 

correct BSEP  function  in the canalicular membrane of hepatocytes as well as to protect the 

plasma membrane towards the detergent effects of high bile acid concentrations (59, 60). An 

additional mechanism how FIC1 and BSEP may  interact comprises  the  farnesoid X  receptor 

(FXR) and  the atypical PKCζ. The  inhibition or downregulation of PKCζ  reduced  the nuclear 
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localization  of  FXR.  FXR  is  a  known  transcription  factor  of  BSEP.  Reduced  nuclear  FXR 

localization may therefore reduce BSEP expression. Due to the interactions between FIC1 and 

BSEP,  patients  with  defects  in  FIC1  or  BSEP  show  similar  phenotypes  (low  gamma‐

glutamyltransferase  (γGT)  cholestasis).  Nevertheless,  patients  with  FIC1‐malfunction  also 

suffer  from  extrahepatic  manifestations  like  hearing‐loss,  diarrhea  explained  by  the 

extrahepatic expression of FIC1. 

 

 

1.4 Disorders of hepatobiliary transport 

Malfunction  of  hepatobiliary  transport  mechanisms  results  in  an  impaired  bile  flow  and 

excretion  of  bile  components,  which  is  defined  as  cholestasis  (3,  61,  62).  Main  clinical 

symptoms are jaundice and pruritus. Laboratory findings include increased bilirubin levels as 

well as elevated  serum bile  salts.  It  is distinguished between extrahepatic and  intrahepatic 

cholestasis. An obstruction of the draining bile duct system outside the liver due to gallstones, 

tumors,  cysts,  or  bile  duct  stenosis  is  assigned  as  extrahepatic  or  obstetric  cholestasis.  In 

contrast, forms of  intrahepatic cholestasis are predominantly caused by a markedly reduced 

or impaired capacity of hepatocytes to secrete bile (3). This work focuses on the spectrum of 

intrahepatic cholestasis as described in the following. 

 

1.4.1 Three canalicular proteins related to intrahepatic cholestasis 

Three transport proteins are of great importance for bile formation: the familial intrahepatic 

cholestasis  1  (FIC1; ATP8B1),  the bile  salt  export pump  (BSEP; ABCB11)  and  the multidrug 

resistance  protein  3  (MDR3;  ABCB4).  They  are  located  in  the  canalicular  membrane  of 

hepatocytes.  In  detail,  FIC1  translocates  aminophospholipids  from  the  outer  to  the  inner 

membrane  leaflet  (49). This process maintains membrane asymmetry, which  is essential  for 

the accurate  function of other membrane  transporters, especially  for BSEP  functioning  (43, 

63). The FIC1 protein of 1251 AA  is encoded by  the ATP8B1 gene  located on  chromosome 

18q21  containing  one  non‐coding  and  27  coding  exons  (64,  65).  Two  members  of  the 

subfamily B (MDR/TAP) of adenosine triphosphate (ATP)‐binding cassette (ABC) transporters 

are essential  for bile  formation: BSEP  (ABCB11) and MDR3  (ABCB4). The  functioning of ABC 
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transporters is elucidated later in section 1.5. As mentioned before, BSEP is the major driving 

force of bile salt‐dependent bile  flow  (3, 62, 66). The human ABCB11 gene on chromosome 

2q24  consists  of  27  coding  exons  resulting  in  the BSEP  protein  of  1321 AA  (50). ABCB4  is 

localized on chromosome 7q21 with one non‐coding followed by 27 coding exons resulting in 

1286 AA of the MDR3 protein  (67). MDR3 transports phosphatidylcholine  from the  inner to 

the outer  leaflet of  the  canalicular membrane  (40, 68, 69). Genetic variants  in  these  three 

transport proteins are the basis of cholestatic liver diseases of diverging severity. Intrahepatic 

cholestatic diseases due to  impaired  function of FIC1 or BSEP are predominantly associated 

with  normal  γGT  values  (low  γGT), whereas MDR3‐related  cholestasis  is  characterized  by 

elevated  γGT  levels.  Patients’  phenotypes  range  from milder  forms  like  drug‐induced  liver 

injury  (DILI)  (70),  intrahepatic  cholestasis  of  pregnancy  (ICP)  (71‐74),  benign  recurrent 

intrahepatic cholestasis  (BRIC)  (64, 65, 75, 76) or  low phospholipid‐associated cholelithiasis 

(LPAC)  (74)  to a severe, early‐onset phenotype: progressive  familial  intrahepatic cholestasis 

(PFIC)  type  1,  2  or  3  (50,  64,  65,  77),  often  necessitating  liver  transplantation  in  early 

childhood. The different  forms of  intrahepatic  cholestasis  and other hepatobiliary diseases 

are addressed in depth hereafter and summarized in Table 1. The genetic background based 

on FIC1, BSEP, and MDR3 was analyzed  in more  than 400 patients as presented  in Chapter 

3.3. 

 

1.4.2 Progressive familial intrahepatic cholestasis (PFIC) 

The first PFIC cases were identified in several siblings in an Amish family called Byler in 1969 

and  therefore  this  type  of  cholestasis  was  first  termed  Byler's  disease  (78).  PFIC  affects 

children  in  the  first months or  years of  life  suffering  from  symptoms as  jaundice, pruritus, 

growth retardation, or coagulopathy. This progressive form of cholestasis can lead to fibrosis, 

cirrhosis and end stage liver disease and therefore, in most cases, liver transplantation is the 

only chance of recovery. Furthermore, PFIC‐2 patients are known to have an increased risk for 

hepatocellular  or  cholangiocellular  carcinoma  (79‐82).  PFIC‐1  and  PFIC‐2,  due  to  impaired 

function of FIC1 or BSEP, are mainly associated with normal γGT levels, since bile salt levels in 

bile  and  therefore  toxicity  on  cholangiocytes  is  reduced  (83).  In  contrast,  PFIC‐3  is 

characterized  by  elevated  γGT  levels,  due  to  reduced  phospholipid  concentrations  in  bile 

caused  by  disturbed MDR3  function.  The  impaired  formation  of mixed micelles  results  in 

higher  relative  concentrations  of  bile  salts  and  thus  toxicity  on  bile  ducts  (84,  85). 
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Homozygous  mutations  in  FIC1,  BSEP  or  MDR3  are  related  to  the  autosomal  recessive 

disorders  PFIC‐1,  ‐2,  ‐3,  respectively  (50,  64,  65,  77).  Compound  heterozygosity with  two 

heterozygous mutations on different  alleles  can have  the  same  effect  as one homozygous 

mutation. Parents of affected children carrying only one heterozygous mutation are usually 

asymptomatic, nevertheless, even one heterozygous variant  can predispose  for  less  severe 

forms  of  cholestasis  like  BRIC,  ICP  or  LPAC  as  elucidated  in  the  following  paragraphs. 

Additional to mutations in FIC1 or BSEP, mutations in the tight junction protein 2 (TJP2) and in 

the  myosin  VB  gene  (MYO5B)  were  identified  to  cause  forms  of  early  onset  low  γGT 

cholestasis (86‐88). 

 

1.4.3 Benign recurrent intrahepatic cholestasis (BRIC) 

In  contrast  to  the  early onset  forms  of  PFIC,  the  benign  recurrent  intrahepatic  cholestasis 

(BRIC) is less severe with later onset and temporary episodes of recovery. Genetic variants in 

FIC1 are related to BRIC‐1, while BSEP variants are assigned to BRIC‐2 (64, 65, 75, 76). Both 

forms of BRIC go along with normal γGT  levels. BRIC‐patients are homozygous or compound 

heterozygous for mutations in FIC1 or BSEP. BRIC‐associated mutations often have a residual 

protein expression resulting in a partly preserved function. In some cases, one heterozygous 

mutation with detrimental effects  is sufficient to cause a milder cholestatic phenotype (89). 

Furthermore,  there  is  sometimes  a  transition  between  PFIC‐2  and  BRIC‐2  phenotypes, 

illustrating that the forms of  intrahepatic cholestasis are more a disease continuum (90‐92). 

The  clinical presentations of BRIC‐1 and BRIC‐2 are very  similar, although  there  is a higher 

incidence of gallstones  in BRIC‐2 patients (76). The  less severe form of cholestasis based on 

MDR3 variants is often denoted as low phospholipid‐associated cholelithiasis (LPAC) and will 

be  further described  in paragraph 1.4.5  in the context of gallstone  formation. Late onset of 

cholestasis also based on genetic variants in FIC1, BSEP, and MDR3 induced by pregnancy will 

be discussed in the following. 

 

1.4.4 Intrahepatic cholestasis of pregnancy (ICP) 

Hormones  may  contribute  to  the  manifestation  of  a  cholestatic  phenotype.  Intrahepatic 

cholestasis of pregnancy (ICP) is the most frequent liver disease in pregnant women affecting 

about 0.2 ‐ 2.0 % of pregnancies in Europe (93‐95). ICP usually occurs in late pregnancy, but 
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symptoms  resolve  rapidly  after  delivery  (95‐97).  However,  in  subsequent  pregnancies, 

symptoms  reappear  in  45  ‐  90 %  (95,  96,  98).  ICP  is mainly  characterized  by  pruritus  and 

elevated  serum  bile  acid  as  well  as  transaminase  levels,  whereas  icterus  and  increased 

bilirubin  levels are  less common  (95, 96). This  form of  cholestasis does not only affect  the 

pregnant women, but  is also  related  to  a higher  incidence of adverse  fetal outcomes, e.g. 

premature  delivery,  respiratory  distress,  or  even  stillbirth  (99‐101).  Although  the  ICP‐

associated symptoms  resolve after delivery,  these women have a higher  incidence of some 

liver,  biliary,  pancreatic, metabolic,  and  immune‐mediated  disorders  such  as  cholelithiasis, 

cholecystitis, cholangitis, gallstone‐associated pancreatitis, nonalcoholic liver cirrhosis, or also 

diabetes,  cardiovascular  diseases,  and  thyroid  disease  (94,  102,  103).  ICP‐affected women 

even have an  increased risk to develop hepatocellular or biliary carcinoma  (94). Key  factors 

for  ICP  development  are  not  only  the  increased  gestational  hormones,  e.g.  estrogen  and 

progesterone, but also genetic variants (96, 104). Genetic variants in the canalicular proteins 

FIC1,  BSEP,  and MDR3  as  well  as  in  the  nuclear  receptor  FXR  are  clearly  related  to  the 

manifestation of  ICP  (71, 73, 105‐109). Similar  to  ICP, oral contraceptives can also  trigger a 

cholestatic phenotype denoted as contraceptive‐induced cholestasis (CIC), which is also based 

on genetic variants in BSEP and MDR3 (72, 95, 110‐112). A women affected by a severe form 

of ICP is presented in detail in Chapter 3.11. 

 

1.4.5 Low phospholipid‐associated cholelithiasis (LPAC) 

Gallstone  disease  is  one  of  the most  common  diseases  in  Europe  as well  as  in North  and 

South America. Women are affected twice as often as men (5, 113). Gallstones are subdivided 

depending on their composition  into cholesterol stones which make out about 90 % (5) and 

pigment/bilirubin  stones  (114,  115).  Gallbladder  stones  can  trigger  cholecystitis  whereas 

gallstones  in  the  efferent  bile  ducts  can  cause  obstructive  cholestasis.  In  25  ‐  30  %  of 

symptomatic gallstones, genetic variants contribute to the phenotype (116‐119). Additionally, 

environmental  factors  such  as  fasting,  diabetes  or  insulin  resistance  as  well  as  oral 

contraceptives and pregnancy are known to have an effect on the formation and progression 

of  cholesterol  gallstones  (118,  120,  121).  Thus,  patients  suffering  from  ICP  are  also 

predisposed  for  gallstone  formation.  Cholesterol  gallstones  develop  due  to  an  imbalanced 

bile  composition  of  cholesterol,  bile  salts  and  phospholipids.  Therefore,  BSEP  mutations 

associated with an altered bile salt excretion can  lead  to cholesterol gallstone  formation as 
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well  as  MDR3  mutations  cause  the  low  phospholipid‐associated  cholelithiasis  (LPAC) 

syndrome  (74,  122,  123). An  alteration  in  bile  composition  can  also  result  from  disturbed 

hepatocellular  bile  salt  sensing  due  to  mutations  in  CYP7A1  or  FXR  (124‐126).  The 

development  of  the  less  prevalent  pigment  gallstones  is  based  on  an  increased  hepatic 

excretion  of  unconjugated  bilirubin  (5).  Specific  genetic  variants  contributing  to  gallstone 

formation are listed in Chapter 3.1 (Table 2). 

 

  gene/protein  serum γGT  serum bile acids  clinical features 

PFIC‐1  ATP8B1/FIC1 normal  elevated severe cholestasis
in early childhood 

PFIC‐2  ABCB11/BSEP normal  elevated severe cholestasis 
in early childhood 

PFIC‐3  ABCB4/MDR3 elevated  elevated severe cholestasis 
in early childhood, 
decreased 
phospholipids in 
bile 

BRIC‐1  ATP8B1/FIC1 normal  elevated during episodes recurrent episodes 
of cholestasis at 
any age 

BRIC‐2  ABCB11/BSEP normal  elevated during episodes recurrent episodes 
of cholestasis at 
any age 

LPAC  ABCB4/MDR3 can be elevated can be elevated gallstones, 
recurrence after 
cholecystectomy 

ICP‐1 

ICP‐2 

ICP‐3 

ATP8B1/FIC1

ABCB11/BSEP 

ABCB4/MDR3 

normal 

normal 

can be mildly elevated 

elevated

elevated 

elevated 

symptomatic 
cholestasis with 
mainly pruritus in 
the third trimester, 
symptom relief 
after delivery 

 

Table 1. Characteristics of intrahepatic cholestatic disorders of varying severity 

 

 

1.4.6 Drug‐induced liver injury (DILI) 

Therapeutic  drugs  can  cause  hepatotoxicity,  e.g.  drug‐induced  liver  injury  (DILI). Not  only 

genetic  variants but  also  age,  gender, nutrition,  intake of  alcohol or other drugs,  and pre‐
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existing liver diseases can contribute to DILI (119, 127). The extent of hepatic manifestations 

can  range  from  unspecific  injury  to  hepatitis,  cholestasis,  vascular  lesions  or  even  tumors 

(127). Obviously, drugs are more likely to cause DILI when they are significantly metabolized 

in  the  liver. While DILI‐associated  genetic  variants  in  BSEP  or MDR3  are  clearly  related  to 

hepatic  manifestations,  extrahepatic  manifestations  can  also  appear,  e.g.  when  MRP2 

variants are present (127‐134). Genetic testing might be useful to identify non‐responders for 

specific drugs or to avoid severe adverse reactions in some patients. Furthermore, drugs can 

also directly inhibit BSEP function and therefore induce DILI (135‐137). 

 

1.4.7 Antibody‐induced BSEP deficiency (AIBD) 

After  liver  transplantation,  disease  recurrence  is  a  frequent  problem  for  certain  patient 

groups. Symptoms can reappear in patients transplanted for cholestatic diseases like primary 

biliary  cirrhosis  (PBC)  and  primary  sclerosing  cholangitis  (PSC)  or  for  hepatitis  B  or  C  or 

hepatocellular carcinoma  (HCC)  (138, 139). For children, disease recurrence of autoimmune 

sclerosing cholangitis happens with additive effects of inflammatory bowel disease (140, 141). 

Furthermore,  occurrence  of  autoimmune  hepatitis  is  a  common  challenge  in  liver 

transplanted  children  necessitating  immunosuppressants  additional  to  the  common 

antirejection  therapy  (142, 143). Since 2009,  it  is known  that disease  recurrence after  liver 

transplantation due to PFIC‐2 is mediated by de novo antibodies targeted against BSEP (144, 

145). The  first  case was a girl  transplanted  for PFIC‐2 with  three genetically proven  severe 

BSEP  mutations  (144).  After  successful  liver  transplantation,  the  PFIC‐2  phenotype 

reappeared  within  one  year.  The  two  major  findings  were  on  the  one  hand  canalicular 

antibody deposits  in a biopsy of the transplanted  liver and on the other hand BSEP‐reactive 

antibodies  in the post‐transplant serum.  In the  following, similar cases of PFIC‐2 recurrence 

were  published  by  other  groups  (145‐148).  The  affected  patients  published  so  far  are 

summarized  in  Chapter  3.8.  This  review  also  gives  an  overview  on  the  spectrum  of  PFIC 

diseases and  the  formation of PFIC‐2 phenotype  recurrence. Since  the proof of  these anti‐

BSEP antibodies, an algorithm was suggested for the diagnosis of BSEP antibodies after  liver 

transplantation as outlined in Chapter 3.8, Figure 3. Before liver transplantation, the genetic 

background  and  BSEP  protein  expression  should  be  elucidated  because  severe  BSEP 

mutations  with  absent  BSEP  protein  predispose  for  the  development  of  AIBD.  Post‐liver 

transplantation, on the one hand, canalicular antibody deposits are demonstrable in the liver 
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transplant.  On  the  other  hand,  the  patient's  serum  contains  BSEP‐reactive  antibodies  as 

shown by transfected cells as well as visualized canalicular structures  in varying dilutions on 

normal  human  liver  tissue.  Recently,  a  compilation  of  seven  additional  AIBD  cases  was 

published  (149),  which  is  included  as  Chapter  3.9.  The  patients'  genetic  and  clinical 

parameters were carried together to elucidate the triggers for anti‐BSEP antibody formation 

after  liver  transplantation. Major  findings were  that all patients had severe BSEP mutations 

causing the initial PFIC‐2 phenotype. Furthermore, acute transplant rejection, virus infections 

and changes in immunosuppression often appeared in these patients (Chapter 3.9, Table 1).  

Although  there  are  some  treatment  options  (e.g.  adjustment  of  immunosuppression, 

plasmapheresis,  immunoadsorption, B cell depletion, re‐transplantation) (139, 150), there  is 

no universal therapy concept yet and the selection of treatment is dependent on the severity 

of symptoms. A patient suffering  from disease recurrence after  liver  transplantation due  to 

PFIC‐2  was  treated  successfully  with  immunoadsorption  and  B‐cell  depletion.  Anti‐BSEP 

antibodies  were  demonstrably  diminished  in  the  patient's  serum  by  immunoadsorption 

therapy whereas the B‐cells were depleted by the administration of rituximab. This treatment 

was  successful  to  ameliorate  the  clinical  condition  of  this  patient.  The  patient's  clinical 

background as well as the treatment details are depicted in Chapter 3.10.  

 

1.4.8 Dubin‐Johnson syndrome (DJS) 

Bilirubin is a metabolic product of heme catabolism. Genetic variants can lead to syndromes 

of  hyperbilirubinemia,  subdivided  into  unconjugated  and  conjugated  hyperbilirubinemia 

(151). The Dubin‐Johnson syndrome (DJS) was first described  in 1954 and represents a form 

of conjugated hyperbilirubinemia based on mutations  in the multidrug resistance‐associated 

protein 2 (MRP2; ABCC2) (152‐154). In the canalicular hepatocyte membrane, MRP2 mediates 

biliary excretion of organic anions including bilirubin glucuronides (Figure 3) (155). More than 

200 MRP2  variants  are  known,  but  the  functional  relevance  is  not  evident  for  all  variants 

(154). The manifestation of the Dubin‐Johnson syndrome is based on mutations leading to a 

non‐functional  or  even  absent  MRP2  protein  (153,  156‐158).  Nevertheless,  despite  an 

impaired bilirubin glucuronide excretion, the affected patients do not suffer from progressive 

liver  disease  because  alternative  elimination mechanisms,  such  as MRP3  at  the  sinusoidal 

membrane,  are  activated  (154,  159).  Specific  genetic  variants  associated  with 

hyperbilirubinemia syndromes are listed in Chapter 3.1, Table 1 (160).  
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1.4.9 Genetic variants associated with cholestatic diseases 

Varying phenotypes of the mentioned cholestatic liver diseases are associated with different 

types of genetic variants. The majority of the variants are single nucleotide exchanges leading 

to  the  substitution  of  one  AA,  so  called  missense  mutations.  The  impact  of  missense 

mutations  depends  on  their  position  as  well  as  the  kind  of  substitution.  A  variety  of 

bioinformatics  tools  is available  to predict  the potential  impact of  the AA exchange such as 

PolyPhen‐2 (161, 162), SIFT (163), MutationTaster (164), and MutPred (165), which are mainly 

based  on  sequence,  phylogenetic  and  structural  information,  and  the  degree  of  AA 

conservation. Furthermore, 3D protein modeling can be useful to simulate the effect of the 

AA substitution on protein structure and dynamics (166‐168).  

Common AA exchanges and other  types of variants with a minor allele  frequency  (MAF) of 

more than 1 %, depending on the geographical or ethnical background, are denoted as single 

nucleotide  polymorphisms  (SNPs)  (169).  Although  SNPs  are  also  found  in  control  cohorts 

compared to patients, these common variants may also contribute to cholestatic phenotypes, 

e.g. the most common BSEP SNP c.1331C>T (p.V444A) has an allele frequency in the general 

population of about 55 % (1000 Genomes, (73, 170, 171)). Nevertheless, this variant is clearly 

associated with ICP (71‐73, 172) and DILI (70). 

Genetic variants affecting the canonical splice‐sites make up about 15 % of point mutations 

associated with human genetic diseases (173). The disruption of splice‐sites can cause exon‐

skipping  or  activation  of  cryptic  splice‐sites  and  thereby  introduce  intronic  regions. 

Alternative splicing is the basis for different transcripts as known for the three MDR3 isoforms 

(174). An alternative splice‐site also results  in varying BSEP  transcripts, which  is depicted  in 

Chapter 3.2, Figure 2 (175).  

The impact of synonymous variants, e.g. nucleotide exchanges not resulting in an altered AA 

sequence,  is often  indeterminate. However,  they can modulate mRNA processing and have 

detrimental effects on splicing when situated in close vicinity to the exon‐intron border (173). 

Exonic as well as intronic nucleotide exchanges far away from the splice‐sites can also affect 

splicing when located in exonic or intronic splicing enhancer or silencer sequences (176).  

Furthermore,  nonsense,  frameshift  or  also  splice‐site mutations  can  result  in  a  premature 

termination codon, which may entail nonsense‐mediated mRNA decay (NMD), a degradation 

of deficient mRNA transcripts (177‐179). These severe mutations implicate a missing protein 

expression and therefore result in a progressive phenotype.  
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1.4.10 Therapeutic options for cholestatic liver diseases 

Ursodeoxycholic acid (UDCA) is a naturally occurring bile acid in Ursidae (180). It is applied as 

standard treatment in a wealth of cholestatic liver diseases where mechanisms of action are 

probably  the replacement of hydrophobic bile acids and other  toxic bile compounds by  the 

hydrophilic UDCA as well as an increased choleresis (181‐184). UDCA is a standard treatment 

for PFIC patients and  is known  to be effective  in PFIC‐1  (185), PFIC‐2  (186‐188), and PFIC‐3 

(74, 85, 189). Nevertheless, in many cases, UDCA treatment fails requiring other therapeutic 

approaches  (190‐196).  UDCA  is  probably  more  useful  in  patients  with  residual  protein 

function (85, 197). Initially, treatment of all types of intrahepatic cholestasis should be started 

with UDCA (189, 197, 198). For ICP‐affected women, amelioration under UDCA therapy is also 

known  (199‐202). Another therapeutic option mainly to reduce pruritus  is rifampicin, which 

can lower intrahepatocytic bile salt concentrations by a lower bile salt uptake with NTCP and 

an increased bile salt export via BSEP and MRP4 (203‐205). Additionally, 4‐phenylbutyrate is a 

chaperone, which is known to improve FIC1 and BSEP expression and increases correct BSEP 

localization  at  the  canalicular membrane  (206‐210). We  also  described  two  patients with 

PFIC‐2,  where  steroid  treatment  was  successful  and  therefore,  liver  transplantation  was 

avoided  (Chapter  3.7)  (211).  In  these  cases,  a  residual  BSEP  expression  and  function was 

present. 

Apart  from  the mentioned medical  treatment options,  the partial external biliary diversion 

(PEBD) represents a surgical therapeutic approach. In some patients suffering from PFIC‐1/‐2, 

PEBD can relieve pruritus and delay disease progression (193, 195, 212‐214). PEBD bypasses 

the  terminal  ileum and  thus  removes bile acids  from  the enterohepatic  circulation. Clinical 

symptoms, growth, histology and liver function tests can be improved (195). 

When  other  therapy  options  fail,  in  most  cases  for  progressive  intrahepatic  cholestasis, 

especially  for  those  patients with  severe mutations  resulting  in  a massive  loss  of  protein 

expression or function, orthotopic  liver transplantation (OLT) represents the only alternative 

(196, 215). PFIC patients make out about 10 % of pediatric OLTs  (215). Long‐term outcome 

after pediatric OLT  in general  is excellent with one‐year graft  survival  rates of about 90 % 

(216, 217). Survival of patients who were liver transplanted for PFIC is not different to other 

OLT  indications  (196). Therapeutic options  for  cholestatic  liver diseases are  summarized by 

Stapelbroek et al. (218). 
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There  is  no  definite  therapy  for  AIBD  yet  but  there  are  some  experimental  therapeutic 

approaches presented in detail in Chapters 3.8 (139), 3.9 (149), and 3.10 (150). 

 

 

1.5 Detailed description of ABC transport proteins 

Molecules  like glucose are  ingested with food and metabolized. Subsequently, the energy  is 

stored  in  the  triphosphate  group  of  ATP molecules  (219).  ATP  hydrolization  releases  the 

stored energy, which  is needed for endergonic cellular processes. Binding of  ligands such as 

ATP represents a crucial step and is strictly dependent on the three‐dimensional structure of 

the protein's ligand‐binding site and the ligand itself. Specific binding motifs have evolved to 

bind nucleotides  like ATP accurately (220). The phosphate‐binding  loop, or P‐loop  ,  is highly 

conserved  in  amino  acid  sequence  and  structure  and  represents  the  most  abundant 

nucleoside  triphosphate‐binding motif  (220).  In 1982,  the P‐loop was  identified by Sir  John 

Walker  and  colleagues  and  thus  is  also  named  the  "Walker  A"  motif  (221).  This  highly 

conserved  sequence  is  a  glycine‐rich  loop,  which  accurately  positions  the  triphosphate. 

Besides  the Walker  A motif,  another  highly  conserved motif  is  the  "Walker  B" motif  for 

binding a water‐bridged magnesium ion.  

P‐loop motifs  are  present  in membrane  proteins  involved  in  the  transport  of  substances 

across  membranes  (220).  Biological  membranes  are  required  to  form  intracellular 

compartments as well as the cell itself to build a selective‐permeable barrier between inside 

and outside (222). Membranes consist up to 80 % of membrane proteins. The main function 

of  transmembrane  (TM) proteins  is  to  facilitate  the  transport of  large, polar molecules and 

ions  across membranes. Membrane  transport  proteins  can  be  subdivided  into  five  classes 

(223). ABC  transporters  such as BSEP and MDR3 belong  to class  III of membrane  transport 

proteins  comprising  primary  active  transporters.  BSEP  as  well  as MDR3  use  binding  and 

hydrolysis of ATP to transport bile salts and phospholipids, respectively, across the canalicular 

membrane  of  hepatocytes.  In  general,  ABC  transporter  consist  of  two  transmembrane 

domains (TMDs) and two nucleotide‐binding domains (NBDs) comprising the P‐loop. The first 

ABC  transporter  identified  in  the mid‐1980s was  the  human  P‐glycoprotein  (P‐gp, MDR1, 

ABCB1) as a transporter responsible for drug‐resistance in cancer cells (224‐226). Like MDR1, 

BSEP, and MDR3 all human ABC transporters belong to the class of exporters as no importers 
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were identified in eukaryotes. Human ABC (transport) proteins are divided into seven families 

(A‐G) (227).  

Twelve ABC transporters with a variety of substrates are localized in the liver. With respect to 

cholestatic  liver  diseases,  this  work  focused mainly  on  the  bile  salt  export  pump  (BSEP, 

ABCB11) and on the multidrug resistance protein 3 (MDR3, ABCB4). 

 

1.5.1 Functional domains of ABC transporters 

The  transmembrane  domains  (TMDs)  of  ABC  exporters  are  made  up  of  helical  bundles 

crossing  the membrane, while  each  helical  bundle  consists  of  six  transmembrane  helices 

(TMHs) as first observed for the bacterial ABC transporter Sav1866 (228). The confirmation of 

the TMDs are assumed to determine substrate specificity by providing a binding pocket with a 

high  substrate  affinity  (229).  The  TMDs  not  only  cross  the  membrane  but  also  have 

intracytosolic  loops,  called  coupling  helices  (CHs),  which  form  the  interface  between  the 

TMDs and NBDs and facilitate the translation of ATP binding and hydrolysis (230).  

Compared  to TMDs,  the NBDs are more preserved  concerning AA  sequence and  structure. 

The NBDs contain  the highly conserved P‐loop and  form  the cytosolic part of  the  transport 

proteins.  By  ATP  binding  and  hydrolysis,  these  domains  drive  the  transport  of  substances 

across  the membrane  (231, 232).  Each NBD  consists of  a  catalytic  subdomain  (CSD)  and  a 

helical subdomain (HSD) hinged by the Q‐ and the Pro‐loop. The P‐loop or Walker A motif is 

included in the CSD. Additional conserved NBD structures are the A‐, C‐, D‐, and H‐loop (233). 

ATP‐binding  requires  the  dimerization  of  two  opposite  NBD monomers  in  a  head  to  tail 

arrangement. 

The  communication  between  the  TMDs  and NBDs  is mediated  by  the  intracytosolic  loops 

(ICLs), also termed coupling helices (CHs). ABC exporter have two helices (CH1, CH2) per TMD, 

while each NBD is in contact with two CHs, one from each TMD (228).  

The ATP‐switch model  is well‐recognized  for  the  transport mechanism of ABC  transporters 

(234, 235). The model is divided into four steps. Step I: substrate binding to the TMDs induces 

conformational  changes  via  the  CHs  to  the  NBDs  initiating  transport  by  ATP  binding  and 

bringing  the  NBDs  together.  Step  II:  the  closed  NBD  dimer  leads  to  an  inverted  TMD 

configuration  from  inward‐facing  to  outward‐facing  (in  case  of  exporters).  The  ligand  is 
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secreted.  Step  III: ATP hydrolysis and opening  the NBD dimer.  Step  IV: ADP and Pi  release 

from the NBDs and reset of the transporter to the initial confirmation. 

ABC  transporters  like  BSEP  (ABCB11),  MDR3  (ABCB4),  MRP2  (ABCC2),  or  ABCG5/G8  are 

expressed  in  the  liver.  Genetic  variants  in  these  transporters  are  clearly  related  to  the 

manifestation of  liver diseases  such as  the  spectrum of  intrahepatic cholestasis,  the Dubin‐

Johnson syndrome, or hypercholesterolemia and cholelithiasis (for an overview see Chapters 

3.1,  3.2,  and  3.8).  Knowledge  about  sequence,  structure  and  function  of  these  transport 

proteins helps to understand and to predict the possible effects of genetic variants. 
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2 AIMS AND OBJECTIVES 

The bile salt export pump  (BSEP),  the multidrug resistance protein 3  (MDR3) as well as  the 

familial  intrahepatic cholestasis 1 (FIC1) play central roles  in hepatic bile formation. Genetic 

variants of these transporters are the basis for cholestatic liver diseases of diverging severity. 

The  aim  of  the  present  thesis was  to  identify  and  further  characterize  genetic  variants  of 

patients with cholestatic phenotypes. First, the underlying genetic variations were  identified 

from human blood  samples. Moreover,  the patients’  liver  tissue  samples were analyzed on 

the DNA, RNA, and protein  level to evaluate mutational effects on mRNA processing as well 

as  protein  expression  and  localization  using  sequencing  techniques,  quantitative  real  time 

PCR and immunofluorescent staining. 

Despite  the  investigation  of  the  patients’  blood  and  tissue  samples,  cell  culture‐based 

methods were  applied  to  illustrate  the  impact  of  specific  genetic  variants,  e.g.  on mRNA 

splicing or protein expression and function.  

The results are of great  importance  in the field of genetic‐based cholestatic  liver diseases  in 

children and adults and represent the basis  in understanding the underlying mechanisms of 

disease manifestation and progression. Furthermore,  the detailed knowledge of mutational 

effects is important for the development of further therapeutic options. 
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Abstract  

Background&Aims: The bile salt export pump (BSEP, ABCB11), multidrug resistance protein 3 

(MDR3, ABCB4) and the ATPase familial intrahepatic cholestasis 1 (FIC1, ATP8B1) mediate bile 

formation.  Mutations  in  these  genes  underlie  cholestatic  liver  diseases  ranging  from 

intrahepatic  cholestasis  of  pregnancy,  benign  recurrent  intrahepatic  cholestasis  or  low 

phospholipid‐associated cholelithiasis to progressive familial intrahepatic cholestasis. 

Methods: Coding  exons with  flanking  intron  regions of ATP8B1, ABCB11,  and ABCB4 were 

sequenced  in cholestatic patients with assumed genetic cause. Effects of new variants were 

evaluated by bioinformatics tools and 3D protein modelling. 

Results:  In 248 patients with  low gamma‐glutamyltransferase  (GT) cholestasis, 28 FIC1 and 

82 BSEP variants were detected including 39 novel ones. In 179 cases of high GT cholestasis 

or gallstone disease, MDR3 analysis revealed 43 variants, 15 of them new. All novel missense 

mutations  were  disease‐relevant  according  to  bioinformatics  analyses  and  homology 

modelling.  147  patients  carried  at  least  one  rare,  disease‐relevant mutation  in  one  of  the 

three  genes.  11  patients,  who  were  sequenced  for  MDR3  only,  showed  no  variants.  In 

patients without severe mutations, common variants like FIC13531+8G>T or FIC1R952Q were found 

in 61.5% and 46.2%, respectively, BSEPV444A+A1028A in 71.3% and MDR3L59L+N168N+I237I in 18.6%. 

Conclusions:  In 427 unrelated patients, 153 different variants were detected  in FIC1, BSEP, 

and MDR3. No disease‐causing mutation was found in 90.2% FIC1, 65.1% BSEP, 80.9% MDR3 

sequences.  Patients without  disease‐causing mutations  carried  common  polymorphisms  in 

35.3% (FIC1), 65.1% (BSEP), 72.6% (MDR3) of cases. Mutations outside the sequenced areas, 

epigenomic and non‐genomic factors may also contribute to cholestatic phenotypes. 
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Abstract 

The bile salt export pump (BSEP) is the major transporter for the secretion of bile acids from 

hepatocytes  into  bile  in  humans. Mutations  of  BSEP  are  associated with  cholestatic  liver 

diseases  of  varying  severity  including  progressive  familial  intrahepatic  cholestasis  type  2 

(PFIC‐2), benign recurrent intrahepatic cholestasis type 2 (BRIC‐2) and genetic polymorphisms 

are  linked to  intrahepatic cholestasis of pregnancy (ICP) and drug‐induced  liver  injury (DILI). 

Detailed  analysis  of  these  diseases  has  considerably  increased  our  knowledge  about 

physiology  and  pathophysiology  of  bile  secretion  in  humans.  This  review  focuses  on 

expression,  localization,  and  function,  short‐  and  long‐term  regulation  of  BSEP  as well  as 

diseases association and treatment options for BSEP‐associated diseases. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kubitz R, Dröge C, Stindt J, Weissenberger K, Häussinger D. The bile salt export pump (BSEP) in health and 

disease. Clin Res Hepatol Gastroenterol 2012;36:536‐553. 
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Supplementary Table 1 

Details of orthotopic liver transplantations and associated pre‐trigger complications. 
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Supplementary Figure 1 

Serum samples of the candidate patients showing signs of post‐OLT disease recurrence yield 

canalicular staining patterns on cryosections of healthy human  liver while  the naïve control 

serum does not. 
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Supplementary Figure 2 

HEK293 cells transiently expressing human full‐length BSEP‐EYFP are stained by AIBD patient 

sera, but not by any non‐AIBD or the control serum. 
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Supplementary Figure 3 

The ECL1‐EYFP fusion protein used for detection of anti‐ECL1 reactivity of patient sera. 
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Supplementary Figure 4 

The intracellular equilibrium represented by the content of radiolabelled taurocholate (TC) is 

shifted  in  the  presence  of  NTCP,  of  BSEP,  and  of  both  together  by  cellular  influx  of  TC 

(mediated by NTCP) and/or efflux (by BSEP). 
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Supplementary Figure 5 

HEK293 cells  transiently expressing  the N‐terminal half of BSEP are also stained by all AIBD 

sera but not by the non‐AIBD controls or the naïve control serum. 
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Supplementary Figure 6 

HEK293 cells transiently expressing the C‐terminal half of BSEP are stained by most of the 

AIBD sera while showing no staining by non‐AIBD or naïve serum controls. 
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Supplementary Figure 7 

Five of six available AIBD transplant biopsies show canalicular IgG deposits (indicated by white 

arrows) which are not detected in transplant biopsies of the non‐AIBD controls. 
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4 GENERAL DISCUSSION 

Genetic variants are associated with the manifestation of a broad spectrum of liver diseases. 

Chapter 3.1 gives an overview of  specific common genetic variants  related  to monogenetic 

liver  diseases,  different  forms  of  intrahepatic  cholestasis,  gallstone  formation,  fatty  liver 

disease,  drug‐induced  liver  injury,  liver  cirrhosis  or  even  hepatocellular  carcinoma  (HCC). 

While  Chapter  3.1  focuses  on  liver  diseases  with manifestation  in  adulthood  in  general, 

Chapter 3.2  summarizes genetic variants  in  the main bile  salt  transporters  in  the  liver and 

intestine  BSEP, NTCP, ASBT  and OSTα/OSTβ.  Furthermore,  the molecular  consequences  of 

specific  genetic  variants  affecting  these  transporters  are  listed  as  known  to  date  and 

appropriate  experimental  approaches  to  analyze  the  impact  of  genetic  variants  are 

elucidated.  Additionally,  the  consequences  of  a  predicted  BSEP  transcript  variant  was 

experimentally  verified  to  varying  extents  by  sequencing  analysis  of mRNA  obtained  from 

human liver tissue. 

ATP8B1, ABCB11, and ABCB4 encode for the hepatobiliary transport proteins FIC1, BSEP, and 

MDR3, which are essential for hepatic bile formation. Chapter 3.3 summarizes FIC1, BSEP, and 

MDR3  variants detected  in more  than 400 patients with  cholestatic phenotypes of  varying 

severity. The  impact of new  identified variants was evaluated by  the use of bioinformatics 

tools and 3D protein modeling. Chapter 3.4 provides insight into the role of BSEP as the main 

exporter of bile salts from hepatocytes into the bile canaliculi. All exonic and splice‐site BSEP 

variants known so far are listed and linked to the cholestatic phenotypes of varying severity. 

The  progressive  familial  intrahepatic  cholestasis  (PFIC)  affects  children  and  mostly 

necessitates  liver  transplantation,  whereas  the  benign  recurrent  intrahepatic  cholestasis 

(BRIC)  or  intrahepatic  cholestasis  of  pregnancy  (ICP)  are  characterized  by  a  later  onset  of 

symptoms and a less severe disease progression. 

In Chapters  3.5  and  3.6,  the  genetic  variants  of patients  suffering  from  PFIC‐2  and BRIC‐2 

were identified and moreover, these papers focus on the characterization of specific variants 

on a molecular level. Chapter 3.5 shows data of an intronic BSEP splice‐site mutation that was 

investigated not only by a custom‐made splicing reporter in a cell culture‐based assay but also 

for  the  first  time  analyzed  in  the  patients'  liver  tissue  by  RNA  sequencing.  The  divergent 

results underline  the  importance of  the  investigation of mutational effects  in  the patient's 

liver tissue. Furthermore, a new BSEP missense mutation occurring in several members of one 

family was examined  in Chapter 3.6.  Since  immunofluorescence  staining  showed  a normal 
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BSEP protein expression in the canalicular membrane, a transport assay revealed an impaired 

BSEP function. Chapter 3.7 presents two PFIC‐2‐affected patients who benefited from steroid 

treatment. The underlying BSEP mutations were shown  to  result  in a  residual BSEP protein 

expression in the patients' liver tissue. These cases indicate that a detailed knowledge of the 

underlying mutations is helpful to select treatment options. 

Patients  liver  transplanted due  to PFIC‐2 may  suffer  from  recurrent  symptoms, denoted as 

antibody‐induced BSEP deficiency (AIBD). Chapter 3.8 summarizes the different forms of PFIC 

and what is known about the recurrence of a PFIC‐2‐like phenotype including a compilation of 

the  published  AIBD  cases  so  far.  Moreover,  an  algorithm  for  the  diagnosis  of  AIBD  is 

suggested. The genetic and clinical background of additional AIBD patients is listed in Chapter 

3.9  to  identify  potential  risk  factors  such  as  severe  mutations  with  detrimental  effects. 

Moreover,  the  occurring  anti‐BSEP‐antibodies  are  further  characterized  in  detail  using  the 

patients'  sera.  The  antibodies  form  a  polyclonal  antibody  response  with  intra‐  and 

extracellular BSEP domains as  their  targets. Since  treatment options  for AIBD are currently 

under investigation, the successful therapy of an AIBD patient is presented in Chapter 3.10. In 

this  case,  the  patient  improved  receiving  an  immunoadsorption‐based  therapy  in 

combination with a B cell depletion. 

Besides  BSEP  variants,  genetic  variants  in  the multidrug  resistance  protein  3  (MDR3)  also 

contribute to the manifestation of cholestatic liver diseases. Chapter 3.11 describes a woman 

suffering from ICP and also gives an overview of the current literature for ICP. In this case, a 

common  BSEP  polymorphism  and  an  additional  MDR3  missense  mutation  represent  the 

underlying  genetic  variants.  Chapter  3.12  depicts  the  impact  of  a  new  identified  MDR3 

mutation detected in a patient with a PFIC‐3 phenotype. The missense mutation was analyzed 

not only  in  the patient's  liver  tissue and  in  cultured  cells but also using an ATPase activity 

assay showing an impaired MDR3 function.  

The results achieved, presented  in Chapters 3.1 to 3.12,  illustrate that a detailed knowledge 

of  genetic  variants  underlying  cholestatic  liver  diseases  is  important  to  identify  a  genetic 

predisposition, to predict the course of the disease or manifestation of recurrent symptoms 

and to estimate therapeutic options. 
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4.1 The impact of genetic variants as the basis of cholestasis 

4.1.1 Diverging genetic variants related to cholestatic liver diseases 

A  variety  of  mutations  in  FIC1,  BSEP,  and MDR3  are  associated  with  different  forms  of 

intrahepatic  cholestasis.  In  contrast  to  rare mutations,  genetic  variants  with minor  allele 

frequencies (MAFs) of more than 1 % are denoted as polymorphisms (236). Single nucleotide 

polymorphisms  (SNPs)  can  be  found  with  AFs  over  50  %  often  depending  on  the  ethnic 

background. Nevertheless,  some common SNPs are  related  to a variety of  liver diseases. A 

common  BSEP  SNP  is  p.V444A  (c.1331T>C)  with  an  AF  of  about  55  %  in  the  Caucasian 

population  (1000 Genomes,  (73,  170,  171)). However,  the  BSEP  p.V444A  is  related  to  the 

manifestation of ICP and DILI (70‐73, 172). Furthermore, a combination of BSEP p.V444A and 

the second common BSEP SNP p.A1028A was found in over 70 % of patients with a cholestatic 

phenotype  in  the absence of a disease causing mutation  (Chapter 3.3). Although p.A1028A 

has no direct effect on  the AA  sequence,  it was  shown  to  influence mRNA  splicing  in vitro 

(176). This aspect will be further discussed in section 4.1.4 in the context of splice variations. 

Together with heterozygous decisive mutations  in the same or even another gene, common 

SNPs may contribute to a cholestatic phenotype in terms of BRIC or ICP (75, 95, 107, 237). As 

presented in Chapter 3.11, a woman affected by ICP was homozygous for BSEP p.V444A and 

p.A1028A additionally to the heterozygous MDR3 mutation p.S978P. Nevertheless, parents of 

children with a  cholestatic phenotype are often  symptom‐free when heterozygous  for one 

severe mutation as depicted  in Chapter 3.6.  In  this  family,  two siblings homozygous  for  the 

new  identified  BSEP  missense  mutation  p.G374S  showed  a  BRIC‐2/PFIC‐2‐like  phenotype 

while the healthy sister and parents were heterozygous for p.G374S. While the identification 

of genetic variants in siblings is relevant with regards to a potential disease manifestation, the 

genetic background of the patients’ parents  is of  interest to verify that the patients’ varying 

mutations are  located on different alleles.  In autosomal recessive diseases such as PFIC, the 

combination  of  one  heterozygous  mutation  on  each  allele  has  the  same  impact  as  one 

homozygous  mutation.  (65,  238‐240).  This  state  of  compound  heterozygosity  makes  it 

difficult to assign the impact of a mutation to a distinct phenotype, which matters in regard to 

the detailed analysis of specific genetic variants.  In Chapter 3.3,  the FIC1, BSEP, and MDR3 

variants  detected  in  427  patients  with  varying  forms  of  intrahepatic  cholestasis  are 

composed.  Nevertheless,  it  was  difficult  to  match  the  variants  and  the  phenotype  as 

described  by  the  referring  clinicians.  For  one  thing,  a  number  of mutations  appears  in  a 
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compound  heterozygous  status,  for  another  thing,  there  is  sometimes  no  clear  distinction 

between the phenotypes especially of PFIC and BRIC. 

As elucidated in section 1.4 in detail, there are different forms of intrahepatic cholestasis with 

varying severity. The forms of PFIC predominantly affect children and can result in end stage 

liver disease with manifestation in early childhood often necessitating liver transplantation. In 

contrast,  the milder  forms  like  BRIC,  LPAC,  and  ICP mostly  appear  in  adulthood with  less 

severe courses of disease and episodes of recovery. The clinical manifestation of intrahepatic 

cholestasis in the examined siblings presented in Chapter 3.6 point out that there is no clear 

differentiation  between  PFIC  and  BRIC  in  some  cases.  Thus,  these  cholestatic  syndromes 

represent more a disease continuum of varying severity (90, 91, 188). 

 

4.1.2 A detailed knowledge of mutational effects is essential 

As visualized  in Chapter 3.8  (Figure 2), the different types of mutations can have effects on 

different levels from DNA to protein. For example, splice‐site mutations can affect pre‐mRNA 

processing and  therefore either  lead  to mRNA degradation or a  reduced mRNA expression 

with corresponding effects for protein expression. Premature termination codons also cause 

a nonsense‐mediated mRNA decay. For example, the BSEP mutation based on a duplication of 

five nucleotides c.2783_2787dup5 (p.K930Efs79X) was detectable on gDNA but not on mRNA 

level  in the patient's  liver tissue  indicating an mRNA degradation as depicted  in Chapter 3.5 

(Figure 3). Missense mutations may cause a decreased or even absent membrane expression 

of the protein, e.g. as known for the PFIC‐2‐associated BSEP mutations p.E297G and p.D482G 

(207, 241). Despite a normal membrane expression, also a  functional defect can  result  in a 

useless  protein  as  shown  for  the  BSEP missense mutation  p.G374S  in  Chapter  3.6  or  the 

MDR3 missense mutation p.Q1174E in Chapter 3.12. The MDR3 mutation p.S978P associated 

with  the manifestation  of  ICP  as  presented  in  Chapter  3.11  is  also  known  to  result  in  a 

dysfunctional protein (242). 

Nowadays,  a number of bioinformatics  tools  are  freely  accessible  to predict  the  impact of 

genetic variants. Whereas the effects of mutations leading to a premature termination codon 

(nonsense  and  frameshift mutations)  are  obvious,  the  consequences  of  single  nucleotide 

exchanges  resulting  in  synonymous  variants, missense mutations  or  intronic  variations  are 

often uncertain. Nucleotide  substitutions  affecting  the  splice‐sites  can be predicted by  the 

matching of the sequence to the splice‐site apparatus (243, 244). Mismatches can result in a 
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disruption  of  correct  pre‐mRNA  splicing.  The  effects  of  AA  substitutions,  e.g.  missense 

mutations, are mostly predicted by the adjustment of the degree of conservation of this AA 

position (161, 163). Nevertheless, using different tools can lead to varying results as depicted 

in  Chapter  3.3,  which  illustrates  that  these  predictions  only  give  first  impressions  of  the 

mutational  impact.  Moreover,  the  type  of  exchange  plays  a  role  for  effects  on  protein 

structure  or  function.  3D  protein modeling  is  another  useful  tool  to  gain  insights  of  the 

localization and  structural  variation  caused by  an AA  substitution.  In Chapter 3.3,  the new 

identified missense mutations in BSEP and MDR3 were integrated into a 3D homology model. 

Structural  alterations  and  thus  possible  functional  variations  based  on  the  AA  exchanges 

could be predicted (Chapter 3.3). The combination of 3D protein modeling and analyzing the 

patient's clinical data and  liver tissue  if available was also used  for another MDR3 missense 

mutation to estimate the impact of this variant (166). 

Despite the possibilities of in silico prediction tools, a variety of in vitro assays are available to 

analyze  the mutational effects.  Specific  genetic  variants  can be  introduced  into expression 

vectors  and  transfected  into  cultured  cell  lines.  For  example,  the  effects  of mutations  on 

protein trafficking, targeting or expression can be analyzed by immunofluorescent staining of 

the cultured cells as depicted  in Chapter 3.6 for BSEP p.G374S or  in Chapter 3.12 for MDR3 

p.Q1174E. Recently, results of cell culture based experiments were published for a number of 

MDR3  variants  to  identify  the  class of  the mutational  effect  (245).  Furthermore, minigene 

constructs are available to gain information concerning splicing events as shown for a number 

of BSEP variants (176). As presented  in Chapter 3.5, the  intronic BSEP mutation c.150+3A>C 

was  investigated using a custom‐made splicing  reporter. The mentioned  in vitro  techniques 

are useful  instruments to gain an  insight concerning the consequences of genetic variations. 

Nevertheless, the results shown  in Chapter 3.5 emphasize the necessity of the  investigation 

of  the patients’  liver  tissue. The  splicing assay  resulted  in a  total exon‐skipping due  to  the 

BSEP mutation c.150+3A>C, whereas the analysis of the mRNA obtained from the liver tissue 

as  well  as  the  immunofluorescent  staining  revealed  a  residual  correct  spliced  BSEP 

expression. This result points out that the cell and tissue environment play an important role. 

Hence,  a  classification  based  on  in  vitro  assays  as  published  recently  for MDR3 missense 

mutations  only  gives  hint  to  the  mutational  effects  but  represents  no  absolute  grading 

definitely applicable  to  the patients’ mutations  (245). Although  the analysis of  the patient’s 

liver tissue would be the gold standard, the benefits and the risks of a liver biopsy have to be 

considered  very  carefully  (246). However, especially  samples of explanted  livers  should be 
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stored, whereby  it  is easier  to make use of  snap  frozen  liver  tissue  than of  formalin‐fixed 

paraffin‐embedded (FFPE) liver tissue. Unfortunately, the FFPE tissue of the explanted liver of 

child 1 presented in Chapter 3.5 was not of sufficient quality for further analysis on a protein 

level despite for immunofluorescent staining. It was impossible to obtain appropriate protein 

amounts for Western blot analysis to determine the BSEP protein levels. 

 

4.1.3 How to benefit from the knowledge of mutational effects 

For  the  different  forms  of  intrahepatic  cholestasis,  the  course  of  the  disease  as  well  as 

potential  treatment  options  are  determined  by  the  molecular  consequences  of  certain 

mutations. In particular, a residual targeting or transport activity of the affected hepatobiliary 

proteins  seems  to  be  a  prerequisite  for  a  less  severe  phenotype  and  a  better  treatment 

outcome.  Thus,  a  detailed  knowledge  concerning  the  molecular  effects  of  causative 

mutations  is desirable for optimal disease management of  individual patients suffering from 

varying types of intrahepatic cholestasis.  

The first‐line treatment for various types of intrahepatic cholestasis is UDCA (189, 197, 198). 

The  success  of  a  UDCA  therapy  is  probably  determined  by  a  residual  (even  intracellular) 

protein expression and  less  severe disease parameters  like a  later disease onset as seen  in 

PFIC‐2  patients  (247).  There,  a  retargeting  of  intracellular  retained  BSEP  protein  was 

demonstrable (247). An increased BSEP membrane expression by the use of 4‐phenylbutyrate 

was also shown for the BSEP mutations p.E297G and p.D482G, which are known to cause an 

intracellular  retained protein  (206, 207). Moreover,  the administration of 4‐phenylbutyrate 

improved  liver  function  in  PFIC‐2  patients  (209,  210,  248).  Additionally  to  UDCA,  other 

therapeutic options are needed due to UDCA therapy failure in some cases. For ICP patients 

non‐responding to UDCA, the administration of the antibiotic rifampicin in combination with 

UDCA led to a better outcome (203). In contrast, the application of dexamethasone resulted 

in no improvement of symptoms compared to UDCA therapy (199). Treatment of ICP patients 

is  challenging  in  regard  to  fetal  health  and  has  to  be  carefully  considered  (95).  Probable 

options  for  treating  cholestasis  are  also  targeting  transcription  factors  as  FXR  with  its 

important role in bile salt homeostasis, e.g. BSEP expression (249). 

As  presented  in  Chapter  3.7,  two  PFIC‐2  patients were  successfully  treated with  steroids. 

Besides  the  BSEP  nonsense  mutation  p.R1235X,  a  deletion  of  one  AA  (p.T919del)  was 

detectable in patient 1. Patient 2 had the BSEP missense mutation p.R832C, with probably a 
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functional defect, additional  to  the BSEP  splice‐site mutation c.150+3A>C  (see also Chapter 

3.5).  In both patients'  liver  tissue, correct  targeted BSEP protein was verifiable  to a certain 

amount as shown by immunofluorescent staining (Chapter 3.7, Figure 1 and 3). Both patients 

received their steroid treatment due to the appearance of an inflammatory disease. Probably, 

the  residual  BSEP  expression  was  helpful  for  the  improvement  based  on  steroid 

administration. An  increased membrane expression after therapy was not provable because 

no further liver biopsy was obtained since both patients were in a good clinical condition. 

Awareness  of  the  underlying mutations  of  the  forms  of  cholestasis  is  not  only  useful  for 

treatment decisions but also  for monitoring  the patients and  the disease progression. PFIC 

and even ICP patients have a higher incidence to develop CCC or HCC (79‐82, 94, 250). Thus, 

the woman suffering from severe ICP as presented in Chapter 3.11 may benefit from a regular 

follow‐up. 

Some PFIC‐2 patients are also predisposed  for a  specific  form of  recurrent  symptoms after 

orthotopic liver transplantation (OLT). In 2009, the disease recurrence after OLT due to PFIC‐2 

was  first  described  by  Keitel  et  al.  (144).  Nowadays,  to  the  best  of  our  knowledge,  the 

affected  patients  had  a  PFIC‐2  phenotype  mainly  based  on  severe  BSEP  mutations  like 

nonsense,  frameshift and  splice‐site mutations as  summarized  in Chapter 3.8  (Table 2) and 

Chapter 3.9 (Table 1). These mutations mostly result  in a premature termination codon and 

therefore in an aberrant non‐functional BSEP protein (149). Patients with a diagnosed PFIC‐2 

especially based on these detrimental mutations should be monitored after OLT for an early 

identification of possibly occurring anti‐BSEP antibodies in the patients’ serum. In the case of 

AIBD,  an  adjustment  of  immunosuppression,  the  application  of  plasmapheresis, 

immunoadsorption, or B cell depletion or even a  retransplantation has  to be considered as 

summarized in Chapter 3.8.  

B  cell  depletion  by  the  administration  of  rituximab was  described  for  other AIBD  patients 

(144, 146, 148). The treatment of a single AIBD patient  is depicted  in detail  in Chapter 3.10. 

This patient considerably improved under immunoadsorption combined with B cell depletion 

since  the  amount  of  anti‐BSEP  antibodies  in  the  patient's  serum  decreased.  Up  to  now, 

further treatment options for AIBD patients are still under evaluation. 
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4.1.4 Splicing events in BSEP and MDR3 

About 15 % of single nucleotide exchanges in human genetic diseases concern the canonical 

splice‐sites (173). Splice‐site mutations affecting the terminal intronic or exonic dinucleotides 

have detrimental effects, since these nucleotides are crucial  for splice‐site recognition (173, 

251). Approximately 6 % of  the known  relevant BSEP variants  represent  intronic  splice‐site 

mutations as summarized in Chapter 3.5 (Table 1). The impact of splice‐site variants affecting 

more  distal  intronic  nucleotides  is  often  unclear.  Therefore,  the  BSEP  splice‐site mutation 

c.150+3A>C of  two PFIC‐2 patients was analyzed  in detail as presented  in Chapter 3.5 with 

diverging results obtained by the cell culture‐based splicing assay and the investigation of the 

patients’  liver  tissue. The  importance of analyzing  splicing alterations  in human  liver  tissue 

due to intronic or silent BSEP variants was also emphasized by others (252). 

Not only specific splice‐site variants can lead to a reduced correct splicing, to exon‐skipping or 

the activation of cryptic splice‐sites. Even variants far away from the exon‐intron transitions 

can affect splicing when for example located in exonic or intronic splicing enhancer (ESE/ISE) 

sequences,  which  interact  with  the  SR  protein  during  RNA  splicing  (253).  As  already 

mentioned  in  section  4.1.1,  the  impact  of  the  common  synonymous  BSEP  SNP  p.A1028A 

(c.3084A>G)  is not obvious. This SNP and other exonic nucleotide exchanges  in the ABCB11 

gene, encoding  for BSEP, were  investigated using a minigene  splicing assay.  In  this  in vitro 

approach, p.A1028A caused severe exon‐skipping (176). To further investigate the impact on 

splicing in liver tissue, as part of this thesis, a custom‐made TaqMan assay was designed. This 

assay  includes a reference probe detecting BSEP mRNA and moreover allele‐specific probes 

for c.3084A or c.3084G. Based on  this assay,  it  is possible  to determine allele‐specific BSEP 

mRNA transcripts. First findings from human liver tissue heterozygous for c.3084A>G indicate 

a lower amount of the mutated allele (G) compared with the wildtype allele (A). 

Since splicing‐defects may have detrimental effects,  restoring correct splicing  represents an 

interesting therapeutic target. For ATP8B1 (FIC1) splice‐site mutations associated with BRIC‐1 

or PFIC‐1, a modified U1  small nuclear RNA complementary  to  the mutated  splice‐site was 

expressed  and  could  improve  splicing  in  vitro  (254).  Nevertheless,  it  remains  to  be 

determined which approaches are applicable for treating patients as reviewed by Havens et 

al. (255). 

Despite  splicing  variations  based  on  single  nucleotide  exchanges,  naturally  occurring 

alternative splicing events  increase  the variability of  the genome. For BSEP,  two alternative 
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isoforms including intronic sequences, respectively, are predicted (256). In human liver tissue, 

one alternate isoform (BSEP‐B) could be experimentally verified, which is depicted in Chapter 

3.2  (Figure  2).  The  impact  of  these  splicing  variants may  be  of  interest,  since  the  splicing 

isoforms were present  to  a  varying extent  in human healthy  liver  tissue.  For MDR3,  three 

isoforms were described in the late 1980s. In comparison with MDR3‐A, MDR3‐B includes an 

additional  intronic  sequence while MDR3‐C  is  lacking  one  exon  (174).  A  custom‐designed 

TaqMan  assay  was  used  to  elucidate  the  isoform  distribution  in  human  liver  tissue.  The 

preliminary results  indicate that all  isoforms are present while MDR3‐A seems to constitute 

the major isoform.  

 

 

4.2 Additional genes are related to intrahepatic cholestasis 

Genetic variants in FIC1, BSEP, and MDR3 are the basis for the manifestation of intrahepatic 

cholestasis.  Nevertheless,  there  are  a  number  of  cases  in  which  the  phenotype  is  not 

confirmed by mutations in FIC1, BSEP, or MDR3 (Chapter 3.3).  

The  nuclear  receptor  FXR  is  essential  for  bile  acid  homeostasis  (257,  258).  Thus,  FXR 

mutations can also cause cholestasis as seen in patients with an ICP or a PFIC‐like phenotype 

(109,  259).  Recently,  four  children with  low  γGT  PFIC  and  absent BSEP  protein  expression 

were  described  and  whole‐exome  sequencing  revealed  no  severe  BSEP  mutations  but 

disease‐causing FXR mutations  (259). Since the underlying FXR mutations were all of severe 

impact,  these  cases  indicate  the  relevance  of  a  restored  FXR  function  by  FXR  agonists  as 

potential therapeutic options for cholestasis or fatty liver disease (260). 

Sambrotta  et  al.  identified  genetic  variants  in  the  tight  junction  protein  2  (TJP2)  to  be 

associated with  forms of  low  γGT  cholestasis  (86, 87). The progressive  form was  therefore 

denoted  as  PFIC‐4.  In  the  liver,  TJP2  or  zona  occludens  2  (ZO2)  separates  the  canalicular 

membrane from the sinusoidal membrane of hepatocytes. Previously, genetic variants in TJP2 

were already known to be related to familial hypercholanemia (261). Recently, another gene 

was  identified to cause a form of  low γGT cholestasis: the myosin 5B (MYO5B) (88). Before, 

MYO5B mutations were associated to microvillus inclusion disease (MVID) leading to diarrhea 

(262). The  interaction of MYO5B with RAB11  is  known  to be  important  for an appropriate 

function of epithelial cells including hepatocytes (263‐265).  
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The  latest  findings  emphasize  that  genetic  variants  in  other  genes  can  contribute  to  a 

cholestatic  phenotype.  In  both  studies,  advanced  sequencing  techniques  enabled  the 

detection of an additional affected gene. 

 

4.2.1 Advanced techniques to identify other cholestasis‐relevant genes 

Since  developed  by  Frederick  Sanger  in  the  1970s,  Sanger  sequencing was  the method  of 

choice  to  identify genetic variations  (266). More  recently, advanced  sequencing  techniques 

came  up  to  reach  a  higher  throughput  and  these  new  methods  are  denoted  as  next 

generation  sequencing  (NGS)  (267,  268).  NGS  is  already  in  use  for  the  identification  of 

underlying genetic variants  in cholestatic patients as for the  ICP patient depicted  in Chapter 

3.11 or other cases (259, 269, 270). The main advantage of NGS is the possibility to analyze a 

broader spectrum of genes or even the whole exome cost‐effectively and in a short period of 

time.  Nevertheless,  using  NGS  techniques  produces  masses  of  data,  which  needs  to  be 

handled. The recent  identification of genetic variants  in TJP2 and MYO5B as contributors to 

forms of  intrahepatic cholestasis underscores the utility of advanced sequencing techniques 

in the field of genetic based cholestatic liver diseases (86‐88).  
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6 ABBREVIATIONS 

AA  amino acid 

ABC  adenosine triphosphate binding cassette

ABCB4  ABC transporter, subfamily B, member 4

ABCB11  ABC transporter, subfamily B, member 11

ABCC2  ABC transporter, subfamily C, member 2

ABCG5/8  ABC transporter, subfamily G, heterodimer of members 5 and 8 

ADP  adenosine diphosphate

ASBT  apical sodium‐dependent bile acid transporter

ATP  adenosine triphosphate

ATP8B1  ATPase, class I, type 8B, member 1 

BCRP  breast cancer resistance protein

BSEP  bile salt export pump

BRIC  benign recurrent intrahepatic cholestasis

c.  sequence on coding DNA level

cDNA  complementary deoxyribonucleic acid

CH  coupling helix 

CIC  contraceptive‐induced cholestasis

CSD  catalytic subdomain

C‐terminus  carboxy‐terminus

CYP7A1  cytochrome P450, family 7, subfamily A, polypeptide 1 

DILI  drug‐induced liver injury

DJS  Dubin‐Johnson syndrome

e.g.  exemplia gratia 

FFPE  formalin‐fixed paraffin‐embedded

FIC1  familial intrahepatic cholestasis 1

FXR  farnesoid X receptor

g  gram 
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gDNA  genomic deoxyribonucleic acid

γGT  gamma‐glutamyltransferase

HAX1  HCLS1‐associated protein X‐1

HCC  hepatocellular carcinoma

HSD  helical subdomain

ICL  intracytosolic loop

ICP  intrahepatic cholestasis of pregnancy

Ig  immunoglobulin 

kDa  kilodalton 

kg  kilogram 

Km  Michaelis‐Menten constant

LPAC  low phospholipid‐associated cholelithiasis

MAF  minor allele frequency

MDCK  Madin‐Darby canine kidney cell line

MDR  multidrug resistance protein

mRNA  messenger ribonucleic acid

MRP  multidrug resistance‐associated protein

MYO5B  myosin VB gene 

NBD  nucleotide binding domain

NGS  next generation sequencing

NMD  nonsense‐mediated mRNA decay

NTCP  Na+‐taurocholate co‐transporting polypeptide

OAT  organic anion transporter

OATP  organic anion transporting polypeptide

OCT  organic cation transporter

OLT  orthotopic liver transplantation

OST  organic solute transporter

p.  sequence on protein level

PCR  polymerase chain reaction
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PEBD  partial external biliary diversion

PFIC  progressive familial intrahepatic cholestasis

PBC  primary biliary cirrhosis

P‐gp  permeability glycoprotein 1

Pi  inorganic phosphate

PKC  protein kinase C 

P‐loop  phosphate‐binding loop

pp  pages 

PSC  primary sclerosing cholangitis

SLC  solute carrier 

SNP  single nucleotide polymorphism

TMD  transmembrane domain

TMH  transmembrane helix

TJP2  tight junction protein 2

UDCA  ursodeoxycholic acid

Vmax  maximum velocity

3D  three‐dimensional

 

Nucleobases 

A  adenine 

C  cytosine 

G  guanine 

T  thymine 

U  uracil 
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Amino acids, one and three letter code 

A  Ala alanine

C  Cys cysteine

D  Asp  aspartic acid

E  Glu glutamic acid

F  Phe  phenylalanine

G  Gly glycine

H  His histidine

I  Ile isoleucine

K  Lys lysine

L  Leu leucine

M  Met  methionine

N  Asn  asparagine

P  Pro proline

Q  Gln glutamine

R  Arg arginine

S  Ser serine

T  Thr threonine

V  Val valine

W  Trp tryptophane

Y  Tyr tyrosine
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