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1. Einfuhrung

1.1 Physiologische Bedeutung der Gallesekretion

Die Gallebildung ist ein osmotischer Prozess, der durch die aktive Sekretion I6slicher
Bestandteile in die zwischen benachbarten Leberparenchymzellen liegenden
Gallenkanalikuli angetrieben wird. Das Lumen der Gallenkanalikuli und -gange ist
vom Blut durch sogenannte tight junctions funktionell getrennt. Wasser folgt den
gelésten Substanzen auf trans- oder parazellularem Wege, zum Teil wird der
Wassereinstrom durch Wasserkanale (sogenannte Aquaporine) ermdéglicht (1).

Gallensalze stellen den grof3ten Anteil geldster Substanzen in der Galle und bilden
den Hauptantrieb fir den Gallenfluss, der als Gallensalz- abhangiger Gallenfluss
bezeichnet wird (BSDF; bile salt dependent bile flow). Der durch die Ubrigen |6slichen
Gallebestandteile bewirkte Gallenfluss wird als Gallensalz- unabhangiger Gallenfluss
bezeichnet (BSIDF; bile salt independent bile flow). Einer der Hauptbestandteile des
Gallensalz- unabhangigen Gallenflusses ist Glutathion (2;3). Die Cholangiozyten
kénnen bis zu 40% zum Gallensalz- unabhangigen Gallenfluss beitragen, indem sie
unter dem Einfluss von Sekretin oder vasoaktivem intestinalen Polypeptid (VIP)

HCOj3' in die Galle sezernieren (4-7).

Die hepatische Gallebildung dient mehreren wichtigen Funktionen. Cholesterin wird
fast ausschlie3lich Uber die Galle ausgeschieden, entweder in unveranderter Form
oder nach enzymatischer Umwandlung in Gallensalze. Die Ausscheidung von
Cholesterin Uber die Galle ist, wie die Aufnahme von Cholesterin Uber die Nahrung
oder dessen Neusynthese, essentiell fur die Cholesterin- Homoostase. Chronische
Lebererkrankungen mit gestorter Gallebildung gehen daher haufig mit einer Stérung
des Fettstoffwechsels einher (8-10).

Die Gallensalze sind nicht nur Endprodukt des Cholesterin- Metabolismus, sondern
sie ermoglichen zusammen mit Phospholipiden (11) die Cholesterin-Sekretion, indem
sie Cholesterin in Losung bringen. Ebenso solubilisieren sie Nahrungsfette und
fettlésliche Vitamine im Dinndarm und ermdglichen dadurch deren Resorption.

Auch unter toxikologischen und pharmakologischen Gesichtspunkten spielt die
Gallesekretion eine wichtige Rolle: Zahlreiche endogene (z.B. Bilirubin) und exogene
Substanzen (z.B. Schwermetalle, Medikamente) werden Uber die Galle

ausgeschieden, haufig nach chemischer Umwandlung (Oxidation oder Konjugation



mit hydrophilen Molekllen) im Rahmen der Phase | und |l des hepatischen

Metabolismus.

1.2 Cholestase als klinisches Problem

Die Cholestase bezeichnet eine Verminderung (bis hin zum Versiegen) der
Gallebildung. Die Diagnose "Cholestase" lasst sich laborchemisch schon frihzeitig
anhand der Retention gallepflichtiger Substanzen und klinisch aufgrund von
Symptomen wie lkterus, Pruritus oder Stuhlentfarbung stellen. Pathologisch-
mikroskopisch kann eine Cholestase anhand von Bilirubin- oder Gallethromben in
den Gallenkapillaren diagnostiziert werden.

Cholestasen kdénnen angeboren sein; die meisten Cholestase- Formen sind jedoch
erworbene Stérungen der Gallebildung (12). Unter mechanistischen Aspekten kann

man Cholestasen in hepatozellulare und obstruktive Cholestasen einteilen (Abb. 1).

Cholestase

hepatozellular obstruktiv

Atiologie:

Toxisch Hepatitis Metabolisch Genetisch Diverses

Medikamente  Virus-Hep. Alkohol-Hep. BRIC PBC

Toxine Sarkoidose Ostrogene PFIC1-3 PSC

Postoperativ SS-Cholestase Dubin-Johnson Zirrhose
Rotor-Sydrom Bilidre Atresie
Zystische Fibrose Caroli-Syndrom
a1-ATM Parenterale E.

Abbildung 1: Ursachen der Cholestasen

Verschiedenste Ursachen kénnen zu einer Stérung der Gallesekretion fiihren. Die Ursachen der
Cholestasen koénnen nach verschiedenen Kriterien eingeteilt werden. Unter klinischen
Gesichtspunkten  werden hepatozellulare  Cholestasen, bei denen Funktionen der
Leberparenchymzellen gestort sind, von obstruktiven Cholestasen unterschieden, bei denen die
Galleableitung Uber die intra- oder extrahepatischen Gallengefalle gestort ist.

Abklrzungen: SS-Cholestase: Schwangerschaftscholestase, BRIC: benigne rekurrierende
intrahepatische Cholestase, PFIC: progressive familidre intrahepatische Cholestase, a1-ATM: a1-
Antitrypsin-Mangel, PBC: primar biliare Zirrhose, PSC: primar sklerosierende Cholangitis.



Haufige Ursachen einer obstruktiven Cholestase sind Gallengangsverschllisse durch
Gallensteine oder Tumoren (13;14). Hepatozellulare Cholestasen treten auf bei
Virushepatitiden, im Rahmen einer Sepsis (Sepsis-assoziierte Cholestase) (14-16),
bei medikamentds-toxischen Leberschaden (17-19), in der Schwangerschaft bei
entsprechender Pradisposition (cholestasis in pregnancy) (20;21) oder bei kompletter
parenteraler Ernahrung (total parenteral nutrition-associated cholestasis) (22-24). Die
den verschiedenen Cholestasen zugrunde liegenden pathophysiologischen

Mechanismen sind nur teilweise bekannt.

1.3 Hepatobiliare Transporter und ihre Substrate

Leberparenchymzellen  exprimieren  eine  grolRe  Anzahl  verschiedener
Transportproteine. Diese sind asymmetrisch auf die sinusoidale (= basolaterale) und
die kanalikulare (= apikale) Membran verteilt, als Voraussetzung fur einen
gerichteten Stofftransport vom Blut in die Galle (Abb. 2). Die Namen dieser Proteine
werden beim Menschen mit grolRen Buchstaben, bei Tieren hingegen mit einem
grolden, gefolgt von kleinen Buchstaben abgekirzt. Es existieren zum Teil mehrere
systematische oder unsystematische Abkurzungen fur die Transporter, die im
folgenden Abschnitt in Klammern aufgefuhrt sind:

In der sinusoidalen Membran befinden sich mehrere sekundar aktive
Transportproteine, die eine Substrataufnahme unter Ausnutzung des von der Na*/K*-
ATPase aufgebauten Na*- Gradienten ermdglichen, wie z. B. das Na'-taurocholate
cotransporting polypeptide (NTCP, SIc10A1) (25-27). NTCP hat Affinitaten zu
unkonjugierten und konjugierten Gallensalzen (28-30) und zu Ostron-3-Sulfat (30).
NTCP ist das wichtigste Aufnahmesystem fur Gallensalze in der Leber (31).

Daneben sind zahlreiche Transporter beschrieben, die Substrate durch lonen-
Austausch transportieren. Zu diesen Transportproteinen gehoéren die Organic anion
transporting peptides (OATP), von denen in menschlichen Leberzellen vor allem
folgende vier OATPs exprimiert werden: OATP-A (OATP1A2/SLC21A3) (32), OATP-
C (OATP1B1/SLC21A6), OATP8 (OATP1B3/SLC21A8) und OATP-B
(OATP2B1/SLC21A9) (33;34) (Abb. 2). OATPs kodnnen Substrate bidirektional
transportieren (35). OATPs nutzen Bicarbonat (36) oder Glutathion (37) als Gegenion
fur die Aufnahme von Anionen. OATP-C ist u.a. fir die Aufnahme von

unkonjugiertem Bilirubin in Leberzellen zustandig (38).



Gallensalz-Transporter ————>» Gallesalz-Pool

Transport Genexpression

R3

Immunmodulation  Pro-/Antiapoptose

Abbildung 2: Hepatobilidre Transportproteine

Zwei Leberparenchymzellen bilden zusammen eine sekretorische Einheit. Die sinusoidale
Membran wird durch die tight junctions von der kanalikularen Membran getrennt. An der
Gallensalzaufnahme sind in der sinusoidalen Membran das Na'- taurocholate cotransporting
polypeptide (NTCP) und verschiedene organic anion transporting peptides (OATPs) beteiligt. Die
Gallensalzausscheidung wird v.a. durch die kanalikulare bile salt export pump (BSEP) bewirkt.
Zum Teil werden Gallensalze (nach Konjugation) auch durch das kanalikulare multidrug resistance
associated protein 2 (MRP2) und sinusoidales MRP4 und MRP3 ausgeschieden. Der Gallensalz-
Pool hat direkt oder indirekt Einfluss auf hepatische und extrahepatische Funktionen (siehe rechte
Zelle). Bilirubin wird durch OATP-C aufgenommen und nach Glutathion- Konjugation durch MRP2
ausgeschieden.

Daneben finden sich primar aktive Transportproteine aus der Super-Familie der ATP-
binding cassette (ABC)-Transporter in der sinusoidalen Membran, wie das multidrug
resistance associated protein 3 (Mrp3/ ABCC3) (39;40), das multidrug resistance
associated protein 4 (ABCC4/ Mrp4) (41) und das multidrug resistance associated
protein 6 (ABCC6/ Mrp6) (42), die den Transport von Substanzen aus den
Leberzellen zurlck ins Blut erlauben. Sie haben z.T. Bedeutung bei cholestatischen
Leberfunktionsstorungen, bei denen sie den Ausfall anderer Transporter
kompensieren (41;43-45).
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An der kanalikularen Membran befinden sich ebenfalls mehrere ABC-Transporter
(Abb. 2). Diese Proteine transportieren unter ATP- Hydrolyse Substrate gegen den
elektrochemischen Gradienten in die Galle hinein. Dazu gehdren das multidrug
resistance associated protein 2 (MRP2, cMOAT, ABCC2) (46;47), die bile salt export
pump (BSEP, SPGP, ABCB11) (48), das P-glycoprotein multidrug resistance protein
1 (MDR1, ABCB1) (49) und die Phospholipid- Flippase multidrug resistance protein 3
(beim Menschen: MDR3, ABCB4; bei der Maus: Mdr2) (21;50). Die Funktion des
MDR1 besteht in der Exkretion verschiedener Kationen, darunter zahlreiche
Xenobiotika. MDR3 transportiert Phosphatidylcholin in die Galle, welches etwa 20%
der gelosten Substanzen in der Galle ausmacht. Mutationen im MDR3-Gen fuhren

zur progressiven familidren intrahepatischen Cholestase Typ 3 (PFIC3) (50-52).

Am Transport von Gallensalzen in der Leber sind mehrere Transportproteine
beteiligt: die Gallensalz-Aufnahme an der sinusoidalen Membran wird hauptsachlich
durch NTCP bewirkt, welches nur sinusoidal exprimiert wird (31;53) und gleichmaRig
uber den gesamten Leberazinus verteilt ist (25). Ferner kdénnen auch OATPs
Gallensalze aufnehmen. Von den vier, in Leberzellen exprimierten OATPs nehmen
OATP-A, OATP-C und OATP8 Gallensalze auf (Abb. 2). Die Gallensalz-
Ausscheidung Uber die kanalikulare Membran wird vor allem durch die
Gallensalzexportpumpe BSEP mediiert. Zu einem deutlich geringeren Tell
transportiert auch MRP2 Gallensalze in die Galle, nachdem diese glukuronidiert oder
sulfatiert wurden (54). Gallensalze kénnen aber auch zurlick in den Blutkreislauf
durch MRP4 (41) (oder MRP3 (55)) transportiert werden. Mdglicherweise ist unter
physiologischen Bedingungen der Gallensalz- Transport Uber die kanalikulare
Membran der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der Gallensalz-
Ausscheidung (56;57).

Uber viele Jahre hinweg wurde Uber den intrazelluldren Transport von Gallensalzen
diskutiert und lange Zeit bestand die Hypothese, dass Gallensalze Uber einen
vesikularen Transportprozess von der sinusoidalen zur kanalikularen Membran
gelangen (58). Wahrscheinlich jedoch kommt es nur zu einer intrazellularen Bindung
der Gallensalze an zytosolische bile salt binding proteins. Zu den wichtigsten
Proteinen dieser Gruppe gehort in Hepatozyten die 3aOH-Steroid-Dehydrogenase,

die in sehr hohen Konzentrationen in Hepatozyten vorhanden ist (58;59). Die
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intrazellulare Bindung von Gallensalzen an solche Proteine dient dem Schutz der
Zellen vor den amphiphilen und damit fettlosenden Eigenschaften der Gallensalze
sowie vor den Apoptose- induzierenden Eigenschaften, die bereits in niedrigen

Konzentrationen bestimmter Gallensalze auftreten kdnnen (60;61).

MRP2 transportiert neben glukuronidierten und sulfatierten Gallensalzen (54) vor
allem konjugiertes Bilirubin (welches weniger als 0.5% der geldsten Substanzen in
der Galle ausmacht), reduziertes und oxidiertes Glutathion, Glutathionkonjugate und
eine grofl’e Anzahl weiterer organischer Anionen (62). Mutationen von MRP2 sind die
Ursache des humanen Dubin-Johnson-Syndroms (63;64), welches sich durch eine
konjugierte Hyperbilirubinamie auszeichnet.

BSEP transportiert quantitativ die meisten Gallensalze in die Galle, die mit 60 bis
70% den Hauptanteil der in der Galle gelésten organischen Stoffe ausmachen. Die
Affinitatskonstanten (Km-Werte) des Ratten- Bsep bzw. des humanen BSEP liegen
fur die verschiedenen Gallensalze zwischen 2 bis 5 pymol/l (33) bzw. 4 bis 8 pymol/l
(65;66) und nehmen in der Reihenfolge Taurochenodeoxycholat, Taurocholat,
Tauroursodeoxycholat, Glycocholat und Cholat ab (48;65;66).

Aufgrund des enterohepatischen Kreislaufs passieren Gallensalze taglich sechs bis
zehn mal die Leber (33), dies entspricht einer hepatischen Gallensalz- Ausscheidung
von 15 bis 25 g/Tag. Weniger als 1 g/Tag verlassen den menschlichen Organismus
uber Stuhl und Urin. Weniger als 1% des Gallensalz-Pools befindet sich in der
systemischen Zirkulation (67).

Es sind eine Reihe von Mutationen des BSEP bekannt, die zu einer rasch
progredienten Leberstorung und Ausbildung einer Leberzirrhose bereits im
Kindesalter fihren und als progressive familiare intrahepatische Cholestase Typ 2
(PFIC2) bezeichnet werden (68). Diese Mutationen des BSEP gehen mit einer
verminderten Sekretion von Gallensalzen in die Galle einher (69), was je nach
Mutation auf einem gestorten Targeting des BSEP an die kanalikulare Membran, auf
einer verminderten Transportaktivitat oder auf einem verstarkten Abbau des Proteins
bereits auf der Ebene des endoplasmatischen Retikulums (ER) im Rahmen der ER-
assoziierten Qualitatskontrolle und Degradation (70) beruht. Eine verminderte
Aktivitat des BSEP fuhrt zur Retention von Gallensalzen mit direkter Auswirkung auf
die Leberfunktion.
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Kommt es zum Beispiel bei chronisch- cholestatischen Lebererkrankungen zur
Retention von Gallensalzen, kann sich die normale Konzentration zirkulierender
Gallensalze von < 8 ymol/l um das 10- bis 15-fache steigern auf Werte > 125 ymol/|
(71;72). Ein veranderter Gallensalzpool kann Uber verschiedene Gallensalz-sensitive
nukleare Rezeptoren die Expression von Genen direkt oder indirekt regulieren (73).
Der Farnesoid-X-Rezeptor (FXR) wird zum Beispiel durch das primare Gallensalz
Chenodeoxycholat oder durch die sekundaren (im Darm durch Dehydroxylierung
entstandenen) Gallensalze Deoxycholat und Lithocholat stimuliert (74;75). FXR
steigert direkt die Expression der Gallensalzexportpumpe BSEP (76;77). Hingegen
werden die Expression des Gallensalz-Aufnahmesystem Ntcp (78) und der 7a-
Hydroxylase (Cyp7A1), das Schrittmacherenzym der Cholesterinbiosynthese, indirekt
uber den small heterodimer partner 1 (SHP-1) durch FXR reguliert (79;80). FXR
reguliert zudem die am Lipidtransport beteiligten Proteine phospholipid transfer
protein (PLTP) (81) und hat somit auf mehreren Ebenen einen direkten Einfluss auf

die Cholesterinhomdostase (9;82-84).

Ebenso wie FXR hemmt der Pregnenolen-X-Rezeptor (PXR) die Expression der 7a-
Hydroxylase (Cyp7A1) und vermindert auf diese Weise die Cholesterin- und
Gallensalz-Neusynthese (85). Des weiteren fungiert auch der Vitamin D- Rezeptor
(VDR) als Gallensalz- Sensor fir das sekundare Gallensalz Lithocholat und induziert
die Expression des Cytochrom P-450 Cyp3A4, welches die Metabolisierung des
toxischen Gallensalzes Lithocholat bewirkt (86).

Von klinischer Relevanz ist der differentielle Einfluss von Gallensalzen auf das
Uberleben von Leberparenchymzellen (Pro-/ Antiapoptose): hydrophile Gallensalze
wie das therapeutisch eingesetzte Tauroursodeoxycholat haben einen
antiapoptotischen Effekt, wahrend hydrophobe Gallensalze proapoptotische
Eigenschaften haben (87;88).

Patienten mit einer Cholestase haben haufig eine gestdrte Immunabwehr, welche mit
einer Erhohung der Gallensalze im Plasma korreliert (89;90). Eine Veranderung der
Immunabwehr durch Gallensalze wird u.a. durch Stimulation des von Makrophagen
und anderen Blutzellen exprimierten Gallensalz- sensitiven, G-Protein- abhangigen
Rezeptors (G-protein coupled bile acid receptor, TGR5) (91) bewirkt. Ein weiterer
Mechanismus der veranderten Immunabwehr besteht darin, dass z.B.

Chenodeoxycholat die Interferon- induzierte Expression antiviraler Proteine wie der
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Oligoadenylat- Synthetase (OAS p100) und MxA (aus der Klasse der Myxovirus-
Resistenz Proteine) hemmen kann (92).

1.4 Regulation hepatobiliarer Transporter

Bei verschiedenen Formen der Leberschadigung wie bei der Gallengangsobstruktion
(93;94), der Leberteilresektion (95), der Sepsis (15;93;96-102), viralen Hepatitiden
(103), der primar biliaren Zirrhose (PBC) (103-106), der primar sklerosierenden
Cholangitis (PSC) (107-109) und der Zirrhose unterschiedlicher Atiologie (103)
kommt es zu Expressionsveranderungen hepatobiliarer Transportproteine. Einzelne
Transportproteine werden auch durch Medikamente wie z.B. Dexamethason
(101;110-113), Rifampicin (114) oder durch Schwermetalle (115) in ihrer Expression
reguliert.

FUr die Funktion hepatobiliarer Transporter ist letztendlich die funktionelle Menge des
jeweiligen Proteins an seiner Zielmembran ausschlaggebend. Diese GrofRe wird von
verschiedenen Parametern bestimmt (Abb. 3, die Ziffern beziehen sich auf die
Abbildung.): (1) der Neusyntheserate, (2) der Abbaurate der Proteine durch das
Proteasom im Rahmen der Qualitatskontrolle im endoplasmatischen Retikulum (die
sogenannte ER- assoziierte Degradation (ERAD)), (3) dem Targeting der
Transportproteine an ihre entsprechende Zielmembranen, (4) dem Recycling der
Transportproteine zwischen Membran und endosomalen Kompartimenten, (5)
kovalenten Modifikationen mit moglichen Auswirkungen auf die Transportaktivitat und

(6) dem endgultigen (lysosomalen) Abbau der Transporter.
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Abbildung 3: Posttranslationale Prozessierung hepatobilidrer Transportproteine

Die Menge funktioneller Transportproteine wird bestimmt durch (1) Neusyntheserate, (2) die
Abbaurate bei der Qualitatskontrolle im endoplasmatischen Retikulum (ER), (3) das Targeting an
die Zielmembran, (4) das vesikulare Recycling an der Zielmembran, (5) konvalente Modifikationen

(z.B. Phosphorylierung oder Ubiquitinierung) und (6) die endglltige Degradation (z.B. durch
lysosomalen Abbau oder limitierte Proteolyse).
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2. Fragestellungen und Zielsetzung

In friheren Untersuchungen wurde beobachtet, dass es unter
Zellvolumenanderungen der Leberparenchymzellen zur schnellen Zu- oder Abnahme
der Gallensalzsekretion kommt (116-118). Diese Zu- oder Abnahme wird begleitet
von einer gleichsinnigen Anderung des Transportmaximums Vpmax fur Gallensalze
ohne Veranderung der Affinitdtskonstante Km, d.h. ohne dass sich die Affinitat der
Gallensalztransportsysteme zu den Gallensalzen andert. Die maximale
Transportkapazitat Vimax hangt von der Anzahl aktiver Transportmolekile ab, und es
wurde die Hypothese formuliert, dass rasche Anderungen der Gallensalzsekretion
durch den dynamischen Austausch von Transportmolekulen zwischen intrazellularen
Kompartimenten und der sinusoidalen und/ oder kanalikularen Membran bedingt

sind.

Bevor die ersten Transportproteine kloniert waren, war das Wissen uber die
Regulation der Gallesekretion auf molekularer Ebene begrenzt. Mit Hilfe von
Antikorpern lieRen sich Transportproteine erstmals direkt in Zellen nachweisen. Ein
Ziel dieser Arbeit war es daher, unter Verwendung Transporter- spezifischer
Antikérper die Lokalisation von Transportmolekilen als mogliche Regulationsgrofie
der Transportfunktion in Leberparenchymzellen und im intakten Organ zu

untersuchen.

Es sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Stellt der Transporterein- und -ausbau ein regulatorisches Prinzip
hepatobiliarer Transportproteine dar?

2. Wie gelangen neu synthetisierte hepatobiliare Transportproteine an ihre
Zielmembranen?

3. Welcher Regulation unterliegen hepatobiliare Transporter bei cholestatischen

Lebererkrankungen?
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3. Methoden

Im Nachfolgenden werden die der Habilitationsschrift zugrunde liegenden Methoden
zusammenfassend dargestellt. Ausfuhrliche Beschreibungen finden sich in den im

Anhang befindlichen Publikationen, auf die jeweils verwiesen wird.

3.1. Leberperfusion (#1, #2, #4, #5, #7, #8, #9, 10, #12)

Zur Untersuchung der biliaren Sekretion von Gallensalzen oder Substraten des
multidrug resistance associated protein 2 (Mrp2) wurden Lebern von mannlichen
Wistar- Ratten nicht- rezirkulierend mit Carbogen- gesattigtem Krebs- Henseleit
Puffer, dem radioaktivn markierte Gallensalze, Chlorodinitrobenzen oder
Bromsulphalein zugesetzt waren, bei 37°C perfundiert. Es wurden der pH-Wert und
die Kalium- Konzentration kontinuierlich sowie die LDH- Konzentration in Intervallen
im Effluat bestimmt. Die Galle wurde nach Kanulierung des Ductus choledochus in 2-
bis 5- minutigen Intervallen gesammelt, die Menge wurde gravimetrisch bestimmt.
Die Gallensalz- Konzentration wurde szintillatorisch und Mrp2- Substrate wurden

photometrisch gemessen.

3.2. Zellisolation (#1, #3, #4, #9, #10, #11, #12)

Leberparenchymzellen wurden aus Lebern von mannlichen Wistar- Ratten bzw. aus
kleinen Resektionssticken humaner Lebern mit der Kollagenase- Perfusions-
Methode isoliert. Dazu wurden die Portalvene (der Rattenlebern) bzw. einzelne
Portalvenenaste der Resektate kandtliert, mit Calcium- freiem Medium vorperfundiert
und anschlieliend mit Kollagenase- haltigem Medium zur Auflésung der Zellverbande
perfundiert. Die Parenchymzellen wurden aus den daraus resultierenden
Zellsuspensionen durch mehrfache Niedriggeschwindigkeitszentrifugation
angereichert. Dadurch wurde eine Reinheit von Uber 95% mit einer Vitalitat der
Zellen von mehr als 90% erreicht. Anschlielend wurden die Zellen in Kollagen-

beschichteten Kulturschalen oder auf Deckglasern bis zu 5 Tagen kultiviert.

3.3. Transportstudien in isolierten Zellen (#3, #4, #9, #11, #12)
Zur Bestimmung der Transport- Aktivitat der Gallensalzaufnahme wurden isolierte
Leberparenchymzellen oder humane HepG2 Hepatoma- Zellen, die das Na'-

taurocholate cotransporting polypeptide (Ntcp) der Ratte stabil exprimierten (119), mit
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radioaktiv markiertem Taurocholat inkubiert. Zur Bestimmung der halbmaximalen
Transportaktivitat wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen inkubiert, zur
Bestimmung der Linearitdt der Gallensalzaufnahme wurden die Zellen bei
supramaximaler Taurocholat- Konzentration unterschiedlich lange inkubiert. Die
aufgenommene Taurocholat- Menge wurden szintillatorisch bestimmt.

Fur die Bestimmung der Transport- Aktivitat der kanalikularen Transporter wurden
fluoreszierende  transporterspezifische  Substrate  verwandt.  Mittels des
Gallensalzsalzderivates Cholyllysl- Fluorescein (CLF) konnte die Aktivitat der
Gallensalz- Exportpumpe BSEP nachgewiesen werden. Chloromethylfluorescein-
Diacetat stellt nach Abspaltung der Acetat- Reste und Konjugation an Glutathion
(GS-CMF) eine spezifisches Mrp2- Substrat dar. Die Akkumulation von CLF und GS-
CMF in den Gallenkanalikuli wurde mittels konfokaler Laserscanning- Mikroskopie

gemessen.

3.4. Western Blot Analysen (#3, #9, #10, #11, #12)

Zur quantitativen Bestimmung von Proteinen wurden Western Blot Analysen
durchgefuhrt. Zelllysate wurden durch 6 bis 8%ige Polyacrylamid- Gele
elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrocellulose- Membranen transferiert.
Proteine wurden durch spezifische Antikorper mit Hilfe der Chemilumineszenz

selektiv detektiert.

3.5. Northern Blot Analysen (#2, #3, #4, #10)

Zur quantitativen Bestimmung spezifischer messenger RNAs (mRNA) wurden
Gewebe oder isolierte Zellen in Guanidinium Thiocyanat Puffer homogenisiert. Nach
Aufreinigung der Gesamt- RNA, elektrophoretischer Auftrennung in Agarose-/
Formaldehyd- Gelen und Transfer auf Nylon- Membranen wurden mRNAs mit
radioaktiv markierten spezifischen Sonden autoradiographisch detektiert und

densitometrisch quantifiziert.

3.6. Immunfluoreszenz und Konfokale Mikroskopie (#1- #5, #7 - #12)

Mittels spezifischer Antikorper wurde die subzellulare Lokalisation von Proteinen in
Gewebsschnitten  oder isolierten Zellen nachgewiesen. Dazu wurden
Gewebsschnitte/ Zellen fixiert, permeabilisiert und mit Protein- spezifischen

Antikorpern inkubiert. Diese "Erst- Antikorper" wurden mit Fluorochrom- gekoppelten
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Anti- Immunglobulin- Antikérpern ("Zweit- Antikorper") markiert. Die subzellulare
Lokalisation wurde gleichzeitig von bis zu drei Proteinen durch konfokale
Laserscanning- Mikroskopie (BioRad Confocal Laser Scanning Microscope, Leica
TCS-NT oder Zeiss LSM 510) dargestellt unter Berlcksichtigung des mdglichen

cross talks ("Durchbluten") der verschiedenen Fluorochrome.

3.7. Densitometrische Quantifizierung von Immunfluoreszenzen (#1, #2, #6,
#7, #8, #10)
Quantitative Aussagen aufgrund von Immunfluoreszenzen sind schwierig. Fur die
Bestimmung der an kanalikulare Transporter gekoppelten, Antikdrper- gebundenen
Fluoreszenz wurde eine Methode entwickelt, die eine semiquantitative Aussage
zulasst. Ausschnitte aus Fluoreszenz- markierten Gewebsschnitten wurden mit einer
digitalen Kamera oder mit der konfokalen Laserscanning- Mikroskopie
aufgenommen. Die Intensitat der Fluoreszenz wurde durch den Wert der Pixel
kodiert, wobei jeder Pixel einen Wert zwischen Null und 255 annehmen konnte
(entsprechend der 8-bit Tiefe). Die Pixelwerte wurden auf Linien senkrecht zu den
Kanalikuliachsen jeweils 4 um beiderseits des Kanalikuli bestimmt. Die Pixelwerte
dieser Linien ergaben in der Regel Normalverteilungen. Die zusammengehorigen
Verteilungskurven eines Bildausschnittes wurden gemittelt. Es wurden zum Vergleich
verschiedener Untersuchungsbedingungen mindestens 10 Bildausschnitte pro
Versuchsbedingung geblindet ausgemessen. Die Varianzen der gemittelten und
normalisierten Verteilungskurven wurden statistisch verglichen. Eine ausfuhrliche
Beschreibung der Methode findet sich in Kubitz et al. 1999, Gastroenterology
116:401-410 (#2).

3.8. Elektronenmikroskopie und Morphometrie (#5)

FUr elektronenmikroskopische Untersuchungen wurden Lebern mit 3%iger
Paraformaldehyd/ 0,2%iger Glutaraldehyd- Losung perfundiert. Lebersticke wurden
in Lowicryl eingebettet und dehydriert. Nach UV-Polymerisation wurden Schnitte mit
einem Ultramikrotom hergestellt. Mrp2 wurde mit Hilfe eines Anti- Mrp2- Antikoérpers
und eines Goldpartikel gekoppelten Anti- Immunglobulin- AntikGrpers markiert.

In den Leberschnitten wurden mit dem Elektronenmikroskop Kanalikuli primar bei
8.900-facher VergroRerung aufgesucht. Schliellich wurden Bilder bei 40.000- facher

VergrofRerung aufgenommen. Um die Kanalikuli wurde ein 1 uym breiter Saum
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gezeichnet und ein Gitternetz mit 12 x 12 Linien gelegt. Die Anzahl der
Kreuzungspunkte innerhalb der Kanalikuli bzw. innerhalb des 1 um breiten
perikanalikularen Saums wurde als relatives Mal} fur die Flache der kanalikularen
Membran bzw. des perikanalikularen Volumens verwendet. Gold-Partikel, die mit der
kanalikularen Membran assoziiert waren oder im Zytoplasma lagen, wurden
ausgezahlt. Mit den so gewonnen Werten liel3 sich die Verteilung von Mrp2 zwischen

kanalikularer Membran und intrazellularem Kompartiment berechnen.

3.9. Antikorper-Generierung (#10, #11)

Fir die humane Gallensalzexport- Pumpe BSEP (ABCB11) existierten bisher keine
kommerziell erhaltlichen Antikorper. Daher wurden fur diese Arbeit zwei Antikorper
generiert, die Epitope am N-Terminus (Antikérper K165) bzw. in der sogenannten
Linker-Region (Antikdrper K168) des BSEP erkennen. Es wurde auf hohe
Immunogenitat und auf extrazellulare Lokalisation der Epitope geachtet. Ferner
wurden Aminosauresequenzen gewahlt, die mit den nachsten in der Leber
exprimierten Verwandten von BSEP, namlich MDR1 (ABCB1) und MDR3 (ABCB4),
eine moglichst geringe Sequenzhomologie aufwiesen. Umgekehrt waren die
gewahlten Sequenzen identisch (K168) bzw. 87% homolog (K165) mit Bsep der
Ratte. Die jeweils 15 Aminosauren langen Peptide waren Uber ein Cystein an
keyhole limpet hemocyanin (KLH) gekoppelt. Zur Generierung eines

Hyperimmunserums wurden Kaninchen 3-malig mit den Peptiden geboostert.

3.10. Reverse Transkription- Polymerase Kettenreaktion (#11)

Mittels der Reverse Transkription-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) lassen sich
spezifische mMRNAs nachweisen. Nach Aufreinigung von Gesamt- RNA bzw. totaler
mRNA wurde mit Hilfe der Avian Myeloblastosis Virus reversen Transkriptase (der
Firma Promega) und BSEP- spezifischen Ruckwartsprimern die gesuchte mRNA in
komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. In einer weiteren Reaktion wurde mit
Hilfe der Termus flavus DNA Polymerase die cDNA amplifiziert in Anwesenheit der
entsprechenden Vorwarts- und Rickwarts- Primer. Die PCR- Produkte wurden mit
Agarose- Gelen analysiert und nach Klonierung in einen PCR- Vektor durch

Sequenzierung Uberpruft.
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3.11. Klonierung und Plasmidkonstruktion von Protein Kinase C Isoformen
(#12)
Far Untersuchungen der spezifischen Aktivierung von Protein Kinase C (PKC)
Isoformen wurde die Ca®*-abhangige PKCa des Menschen (aus Gesamt- RNA von
HepG2-Zellen) sowie die Ca**-unabhingige PKCe der Ratte (aus Gesamt- RNA aus
Rattenastrozyten) kloniert. Hierzu wurde die mRNAs mit Oligo-T Primern in cDNA
umgeschrieben. Die PKC-Isoformen wurden mit spezifischen Primern aus der cDNA
amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden in einen PCR-Vektor kloniert und durch
Sequenzierung Uberpruft. Nach Propagierung in E. coli wurden die PKC-Sequenzen
in den Zielvektor EYFP-N1 (der Firma Clontech) umkloniert unter Beachtung des
Leserasters, so dass am C- Terminus der PKC- Isoform das enhanced yellow

fluorescent protein (YFP) exprimiert wurde.

3.12. Zelltransformation (#12)

Fir die Expression von an fluoreszierende Proteine gekoppelten Transportproteinen
oder PKC- Isoformen in HepG2- Zellen wurden Vektoren (wie unter 3.11
beschrieben) mit Lipotransfektion in die Zellen transfiziert. Als Lipofektationsreagenz
wurde das kommerziell erhaltliche Lipofectamine 2000 der Firma Invitrogen
eingesetzt. 24 bis 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen fur

Experimente verwendet.

3.13. Translokationsuntersuchungen von PKC und MARCKS (#12)

PKCs sowie das PKC- Substrat myristilated alanine- rich C kinase substrate
(MARCKS) =zeigen eine Abhangigkeit ihrer subzellularen Lokalisation vom
Aktivierungszustand (PKC) bzw. Phosphorylierungszustand (MARCKS). Die an das
gelb fluoreszierende Protein (YFP) gekoppelten PKC Isoformen bzw. das an das
grun fluoreszierende Protein (GFP) gekoppelte MARCKS wurden daher fur
Untersuchungen der PKC- Aktivierung bzw. MARCKS- Phosphorylierung verwendet.
Vitale PKC-YFP exprimierende HepG2- Zellen wurden mit Hilfe der Laserscanning-
Mikroskopie in Intervallen von 15 Sekunden aufgenommen und dabei durch
verschiedene PKC- aktivierende Substanzen stimuliert. Die Lokalisation von GFP-
MARCKS wurde in HepG2- Zellen unter dem Einfluss verschiedener PKC-

Aktivatoren und Hemmestoffe untersucht.
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3.14. Differentielle Zentrifugation (#12)

Nicht aktivierte PKC- Isoformen befinden sich im Zytoplasma der Zellen, wahrend
Aktivierung zu nicht- kovalenter Bindung der PKCs an Membranen fuhrt. Aus Lebern,
die mit PKC- Aktivatoren behandelt wurden, wurden Membranvesikel- Praparationen
hergestellt. Die Membranvesikel wurden durch Ultrazentrifugation vom Zytoplasma
abgetrennt, die Menge der PKCs im Zytosol und in der Membranfraktion wurde

mittels Western Blot Analysen und Densitometrie quantifiziert.
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4. Ergebnisse eigener Arbeiten

4.1 Endo- und Exozytose kanalikularer ABC- Transporter (#1, #5, #6, #7, #8)

In Gefrierschnitten der Leber lassen sich die Transportproteine unter Einsatz
Transporter- spezifischer Antikorper innerhalb der Zellen lokalisieren. In der
Immunfluoreszenz findet sich Mrp2 unter normalen Bedingungen zu einem grof3en
Teil in der kanalikularen Membran (#1), wahrend sich Bsep zu einem groRReren Teil
bereits in einem intrazellularen Kompartiment befindet (#8). In semiquantitativen
elektronenmikroskopischen Untersuchungen liel3 sich jedoch zeigen, dass auch Mrp2
bereits unter normalen Bedingungen zu gut 50% intrazellular lokalisiert ist (#5).

Bestimmte Aminosauren und Hormone bewirken eine Veranderung des Zellvolumens
um = 10 % (116-118). Diese Volumenanderungen kdnnen in der isoliert perfundierten
Rattenleber durch Anderung der normalen Perfusat-Osmolaritat von 305 mosmol/l
(Normoosmolaritat) auf 205 mosmol/l (Hypoosmolaritat) und auf 405 mosmol/l
(Hyperosmolaritat) nachgeahmt werden. Werden Lebern hyperosmolar perfundiert,
kommt es innerhalb weniger Minuten zu einer Abnahme der biliaren Sekretion der
Mrp2- Substrate Glutathion- Bromsulphalein (GS-BSP) und S-2,4-Dinitrophenol-
Glutathion (GS-DNP) (#5) und des Bsep- Substrates Taurocholat. Nach etwa 15
Minuten wird eine neues Gleichgewicht der Sekretion erreicht. Parallel zur
Sekretionsabnahme kommt es zu einer veranderten Lokalisation der
Transportproteine: Mrp2 findet sich zu einem gréReren Teil innerhalb der Zelle und
es lassen sich vesikelartige Strukturen in direkter Nachbarschaft oder auch in
einigem Abstand zum Kanalikulus finden (#1, #5). In hyperosmolar perfundierten
Lebern fand sich eine Verbreiterung der Mrp2- und Bsep- gekoppelten
Fluoreszenzverteilung. Mit Hilfe der konfokalen Laserscanning Mikroskopie konnte
insbesondere eine Zunahme der Transporter- gekoppelten Fluoreszenz beiderseits
der kanalikularen Membran, d.h. innerhalb der Zellen (#1, #8) dargestellt werden. In
elektronenmikroskopischen Untersuchungen fand sich parallel dazu eine signifikante
Zunahme des intrazellular lokalisierten Mrp2 (#5). Die Korrelation der veranderten
Transporter- Lokalisation und verminderten Transporter- Funktion legt nahe, dass die
schnelle Inaktivierung von Transportern durch eine Umverteilung der Proteine von
der kanalikularen Membran in ein intrazellulares Kompartiment geschieht (#6).

Dass Lokalisation und Funktion eng miteinander verknupft sind, wird durch die

Reversibilitat des Prozesses unterstrichen. Sowohl die Hyperosmolaritats- induzierte
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Sekretionsabnahme als auch die Umverteilung der Transportproteine kann durch
anschliellende Perfusion mit hypoosmolarem Medium riuckgangig gemacht werden
(#1, #5). Eine weitere wichtige Beobachtung stellt die Selektivitat dieses Prozesses
dar: Das ebenfalls kanalikular lokalisierte Ekto-Enzym Dipeptidylpeptidase IV (DpplV)
fand sich nach hyperosmolarer Perfusion nicht wie Mrp2 in den intrazellularen
Vesikeln (#5).

4.2 Cholestase- Entstehung in der Sepsis, Einfluss von Dexamethason (#2,
#3, #4, #5, #10)
In der Sepsis kommt es haufig zu einer Cholestase unterschiedlichen
Auspragungsgrades (15). Das Krankheitsbild der Sepsis lasst sich im Tiermodell
durch eine ein- oder mehrmalige Endotoxin- Injektion (= Lipopolysaccharid)
nachahmen. Nach Endotoxin- Gabe kommt es regelmalRig zu einer
Herunterregulation der mRNA verschiedener hepatobiliarer Transporter, wie der
Mrp2- mRNA (#2, #10) und der Bsep- mRNA (#4, #10). Diese Herunterregulation ist
aber erst nach mindestens 6 Stunden messbar. Interessanterweise kommt es aber

bereits 3 Stunden nach Endotoxin- Gabe zu einer signifikant verminderten

Abbildung 4: Verteilung kanalikulédrer Proteine unter dem Einfluss von Endotoxin/ LPS

In normalen Lebern der Ratte befindet sich die Immunreaktivitdt fur das multidrug resistance
associated protein 2 (Mrp2) fast komplett in der kanalikularen Membran in Kolokalisation mit der
Dipeptidylpeptidase IV (DpplV). Bei Endotoxin/ LPS- behandelten Tieren findet sich eine selektive
Umverteilung von Mrp2 in ein intrazellulares/ endosomales Kompartiment. (aus Kubitz et al.,
Gastroenterology 1999)
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Gallensalzsekretion. Diese friihe, Endotoxin- induzierte Cholestase ist noch
reversibel:  Durch  Induktion einer  Zellvolumenzunahme  (hypoosmolare
Leberperfusion) kann die verminderte Gallensalzsekretion fast wieder vollstandig
normalisiert werden (#2). Parallel zur Entstehung einer Cholestase beobachtet man
das Auftreten Transporter- enthaltender Vesikel in den Leberzellen (#2, #5, #10).
Diese vesikelartigen Strukturen beinhalten Mrp2 (Abb. 4) und Bsep, nicht jedoch die
bereits oben erwahnte Dipeptidylpeptidase IV (DpplV), ein transmembranares
Markerprotein der kanalikularen Membran (Abb. 4, #2). Somit scheint der Prozess
der Transporter- Endozytose auch bei der Sepsis- assoziierten Cholestase selektiv
fur bestimmte Proteine zu sein. Die Umverteilung des Mrp2 lasst sich auch mittels
differentieller Zentrifugation darstellen: Wahrend sich in Gesamtlysaten aus Lebern
eine Abnahme des Mrp2 bei LPS- behandelten Tieren gegenuber nicht- behandelter
Tiere findet (Abb. 5), ist im sogenannten 140.000 g Pellet (Protein- Niederschlag, der
bei Zentrifugation mit 140.000- facher Erdbeschleunigung entsteht), welches die
Endomembranen (also z.B. endozytotische Vesikel) enthalt, in den LPS- behandelten
Proben mehr Mrp2 vorhanden. Dieser Befund spricht ebenfalls flur das
Vorhandensein eines Kompartiments, in das kanalikulare Transportproteine
endozytiert werden.

Wird zusammen mit Endotoxin das Glucocorticoid Dexamethason verabreicht, kann
die Endotoxin- induzierte Cholestase im Tiermodell verhindert werden. Durch
Dexamethason wird sowohl die expressionelle Herabregulation der Transportproteine
verhindert (#2, #4) als auch die Endozytose der Transportproteine (#2). Es ist zu
beachten, dass Dexamethason einen direkten Effekt auf die Mrp2- und Bsep-
Expression hat: In isolierten Hepatozyten fuhrt Dexamethason zu einer gesteigerten
Expression der Mrp2- und Bsep- mRNA/Proteine, ein Effekt, der durch hypoosmolare
Zellvolumenzunahme noch gesteigert werden kann (#3, #4).

Von anderen Gruppen wurden mittlerweile gleichartige Befunde erhoben, und es
konnte gezeigt werden, dass zum Beispiel auch die Ostrogen- induzierte Cholestase
mit einem vesikularen Ausbau von Bsep und Mrp2 aus der kanalikularen Membran
verbunden ist (120;121).
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Abbildung 5: Mrp2- Menge und -Verteilung in der LPS- induzierten Cholestase

Innerhalb weniger Stunden nach Endotoxin/ LPS- Behandlung kommt es zu einer Abnahme der
Mrp2- Gesamtmenge (Gesamt- Lysat). Nach Entfernung kanalikuldrer Membranen durch
Zentrifugation mit niedriger g-Zahl lassen sich im sog. 140.000 g Pellet endosomale Membranen
anreichern. Trotz der Abnahme der Gesamt- Mrp2- Menge findet sich in den LPS- behandelten
Lebern ein grofRerer Anteil des Mrp2 in dieser Fraktion. Die DpplV- Menge ist in den Fraktionen
jeweils konstant.

4.3 Trafficking der Gallensalzpumpe vom Golgi- Apparat zur kanalikularen
Membran (#9, #11)

In humanen HepG2-Zellen werden unter normalen Zellkulturbedingungen in
mindestens 20% der Zellen das MRP2 in der kanalikularen Membran gefunden (#9).
Die Expression der Gallensalzpumpe BSEP in HepG2-Zellen ist zwar bekannt
gewesen, aber noch nicht genauer untersucht worden. Im Gegensatz zu MRP2
belegen unsere Untersuchungen, dass BSEP zwar von vielen Zellen exprimiert wird,
aber nur in wenigen Zellen bis zur kanalikularen Membran gelangt. Nur etwa 10% der
MRP2-haltigen kanalikularen Domanen enthalten zusatzlich BSEP (#11), wahrend
der Grofteil des BSEP im Golgi- Apparat lokalisiert ist, was mithilfe eines C-terminal
gerichteten Antikorpers und eines selbstgenerierten N-terminal gerichteten
Antikdrpers nachgewiesen wurde (#11). Aktivierung des p38M*°- Kinase-
Signalweges fuhrte zur Mobilisierung von BSEP aus dem Golgi- Apparat und zu
vermehrter Nachweisbarkeit in der kanalikularen Membran. Dieser Befund ist
insofern von besonderem Interesse, als dass gezeigt werden konnte, dass das
therapeutisch eingesetzte Gallensalz Tauroursodeoxycholat (TUDC) ebenfalls zu
einer Aktivierung der p38"A"- Kinase fiihrt (122). Da in HepG2-Zellen die BSEP-
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Mobilisierung durch TUDC induzierbar war, liefert dieser Befund einen
Erklarungsansatz fur den choleretischen Effekt und damit fur die therapeutische
Wirkung von TUDC. In frisch isolierten Hepatozyten, die im Gegensatz zu HepG2-
Zellen polarisiert sind und eine asymmetrische Verteilung der Transportproteine
zeigen, konnte darlUber hinaus gefunden werden, dass Bsep unter normalen
Bedingungen nicht im Golgi- Apparat lokalisiert ist. Hemmt man jedoch die basale
p38MAP- Kinase Aktivitét, so findet sich auch in diesen Zellen Bsep zu einem Teil im

Golgi- Apparat.

44 Cholestase durch Aktivierung von Protein Kinase C Isoformen (#9, #12)

Der Ein- und Ausbau kanalikularer Transportproteine wird durch intrazellulare
Signalwege reguliert. Diese Signalwege beinhalten verschiedene Proteinkinasen
(123-125) Ubersicht in: (57). An der Regulation der Gallesekretion durch Hormone
und Gallensalze sind u.a. Kinasen aus der Protein Kinase C (PKC)- Familie beteiligt
(126-135). Zur PKC- Familie zahlen mindestens 10 Isoformen, welche in drei
Gruppen eingeteilt werden: in die Ca”—abhéngigen, classical cPKC a, Bi, Bi, und v;
die Ca®*-unabhangigen, novel nPKC §, ¢, n und 6 und die atypischen aPKCs 1 und .
In Rattenhepatozyten werden die Isoformen a, By, 3, € und ¢ exprimiert (136;137).

In der isoliert perfundierten Rattenleber fuhrt der Phorbolester Phorbol-12-Myristat-
13-Azetat (PMA), ein potenter Aktivator der cPKCs und nPKCs, nicht jedoch der
aPKCs, zu einer schnellen Cholestase (#9, #12). Diese Cholestase ist verbunden mit
der Endozytose von Mrp2 und Bsep. Diese Transporterendozytose lasst sich sowohl
morphologisch mit der konfokalen Laserscanning- Mikroskopie (#12), als auch
quantitativ mit Hilfe von Dichtegradienten nachweisen, bei denen es zu einer
Verschiebung von Mrp2 aus Fraktionen grofRer Dichte in Fraktionen kleinerer Dichte
kommt (Abb. 6). Begleitend zur Transporterendozytose gelang es erstmals in der
Rattenleber und in humanen HepG2- Zellen zu zeigen, dass kanalikulare Proteine
wie das Mrp2/MRP2 unter dem Einfluss einer PKC- Stimulation von der kanalikularen
Membran direkt an die basolaterale Membran gelangen koénnen (#9). Andere
Gruppen haben diesen Befund mittlerweile bestatigt und konnten zeigen, dass bei
bestimmten Medikamenten- induzierten lkterusformen beim Menschen MRP2 an die
sinusoidale Membran gelangt (138). Ebenso wurde bereits Ende der 90iger Jahre

berichtet, dass bei der obstruktiven Cholestase eine Umverteilung einer elektrogenen
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Taurocholat- Transportaktivitat von der kanalikularen an die basolaterale Membran
stattfindet (139).
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Abbildung 6: PKC-induzierte Umverteilung des Mrp2

Membranvesikel aus Vesikelpraparationen von Kontroll- und PMA- behandelten Lebern wurden
mittels Sukrose- Gradienten (20 — 53%) nach ihrer Dichte aufgetrennt. Wahrend in Kontroll- Lebern
Mrp2 fast ausschlielllich in schweren Fraktionen auftaucht, befindet sich in PMA- behandelten
Lebern ein grofder Teil in leichteren Fraktionen, bei denen es sich z.B. um Endosomen handeln
kann. Andere Proteine, wie etwa Nucleoporin, ein Protein der Zellkernmembran, andern ihre
Verteilung nicht.

Phorbolester stimulieren sowohl Ca®*- abhangige als auch Ca®*- unabhingige PKC
Isoformen. Mit Hilfe cPKC- selektiver Aktivatoren und Inhibitoren konnte gezeigt
werden, dass Aktivierung der Ca*- abhangige cPKC Isoformen zu einer Cholestase
filhren und dass der cholestatische Effekt der Phorbolester vor allem durch Ca?*-
abhangige cPKC Isoformen ausgelost wird (#12). Im Rahmen dieser Arbeit konnte
auch gezeigt werden, dass das therapeutisch eingesetzte Gallensalz
Tauroursodeoxycholat seinen Gallenfluss- steigernden Effekt nicht Gber Aktivierung

der PKCa ausubt, wie bisher angenommen wurde (#12), vgl. (133;140;141).
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5 Diskussion

Die mit einer Raute versehenen Zitate finden sich im Anhang

5.1  Therapeutische Ansatze bei Cholestasen

Die Cholestase ist ein Zustand, der eigenstandig oder begleitend zu anderen
Erkrankungen auftritt. In den zurickliegenden Jahren hat das Verstandnis
verschiedener Cholestaseformen stark zugenommen. Es ist unter anderem maoglich
geworden, die Wirkprinzipien von Medikamenten wie z.B. Tauroursodeoxycholat
(32;122;133) oder Rifampicin (114;142;143), die bisher empirisch bei Cholestasen
eingesetzt wurden, auf molekularer Ebene zu verstehen. Aus dem zunehmenden
physiologischen und pathophysiologischen Verstandnis der Gallebildung und ihrer
Transportprozesse werden sich neue Ansatzpunkte fur die Therapie cholestatischer
Zustande ergeben. Dabei wird es von Bedeutung sein, zwischen Veranderungen des
hepatobiliaren Transportes zu differenzieren, die einen krankheitsfordernden
Mechanismus oder aber einen Adaptationsmechanismus mit Schutzfunktion
darstellen. Beispielsweise kommt es beim humanen Dubin- Johnson Syndrom, bei
dem Mutationen des kanalikularen MRP2 mit einer konjugierten Hyperbilirubinamie
verbunden sind (siehe 1.3), zu einer ausgepragten Heraufregulation des sinusoidal
lokalisierten MRP3 (Abb. 2) (144). Ebenso kommt es auch im Tiermodell bei der
obstruktiven Cholestase zu einer Heraufregulation des Mrp3 (43;44;145), welches
eine Uberlappende Substratspezifitat zu Mrp2 hat (146;147). Bei verschiedenen
krankhaften Zustanden scheint es also eine Gegenregulation von MRP2/Mrp2 zu
MRP3/Mrp3 zu geben (148), die sich bereits auf Promoter-Ebene in einer inversen
Regulation von MRP2 und MRP3 widerspiegelt (149). Die Heraufregulation von Mrp3
bei der obstruktiven Cholestase (im Tiermodell) hat einen protektiven Effekt (150), da
die erhohte Mrp3-Expression zu einer verstarkten Sekretion von Gallensalzen aus
den Leberzellen zurlck ins Blut (55) fUhrt. Es ist anzunehmen, dass die bei humanen
Lebererkrankungen beobachtete erhohte MRP3-Expression ebenfalls protektiv wirkt
(103). Unter therapeutischen Aspekten ware es daher anzustreben, den
krankheitsfordernden, nicht aber den protektiven Mechanismen bei cholestatischen
Erkrankungen entgegenzuwirken.

In dieser Arbeit wurden unter anderem therapeutische Implikationen untersucht. Bei
der Endotoxin- induzierten Cholestase der Ratte konnte durch eine einzelne Gabe

des Glukokortikoids Dexamethason die Cholestase nahezu vollstandig verhindert
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werden. Sowohl der durch Endotoxin induzierten Herunterregulation der Transporter-
MmRNAs von Mrp2 und Bsep, als auch der veranderten Lokalisation dieser
Transporter konnte durch Dexamethason wirksam entgegengewirkt werden, so dass
eine normale Gallebildung und Taurocholatsekretion erhalten blieb (101;111)/(#2,#4).
Bei der Endotoxin- vermittelten Reaktion des Organismus kommt es zur Bildung von
Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-1B (IL-1B), Tumor necrosis factor-a (TNFa) und
Interferon-y (IFNy). Diese Akut- Phase Zytokine werden durch Endotoxin- stimulierte
Makrophagen bzw. Kupffer'sche Zellen gebildet (151-156). Mdglicherweise wirkt
Dexamethason bereits auf Ebene der Zytokinbildung dem Endotoxin entgegen (157).
Die Wirkung von Dexamethason auf die Bildung von Zytokinen ist jedoch nicht die
einzige Maoglichkeit des anticholestatischen Effektes dieses Glukokortikoids. In
unseren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Dexamethason einen direkten Effekt
auf die Transkription von Mrp2 und Bsep bei der Ratte hat (110;111)/(#3,#4). Unter
dem Einfluss von Dexamethason konnte die Expression der messenger- RNA und
der Proteine dieser beiden kanalikuldren Transporter gesteigert werden. Diese von
uns in kultivierten Leberzellen erhobenen Befunde wurden durch andere Gruppen
bestatigt (112) und auch im intakten Organismus, d.h. bei Dexamethason-
behandelten Ratten nachgewiesen (113). Bei diesen Tieren kam es auch zu einer
gesteigerten Expression von Mdr1 (Pgp), dem ebenfalls in der kanalikularen
Membran lokalisierten Transporter fur Kationen (113).

Glukokortikoide binden intrazellular an den Glukokortikoid- Rezeptor (GR), dieser
Komplex bindet an spezifische Nukleotid- Sequenzen, den Glucocorticoid response
elements (GRE) innerhalb der Promotoren verschiedener Gene (158). Der Effekt von
Dexamethason auf die Expression von Mrp2 der Ratte ist in guter Ubereinstimmung
mit dem Nachweis mehrerer GREs im Mrp2- Promoter, d.h. innerhalb der 1073
Basenpaare der 5’'-flankierenden Region des Start- Kodons von Mrp2 (159). Eines
der GREs liegt dabei in einer der beiden Regionen (Basenpaare -307 bis -290 und -
250 bis -214, bezogen auf das Start- Kodon), die fur die basale Expression von Mrp2
essentiell sind (159).

Auch die Bsep- Expression konnte in Kkultivierten Rattenhepatozyten durch
Dexamethason stimuliert werden (111)/(#4). Im Promoter des Ratten- Bsep findet
sich in unmittelbarer Nachbarschaft zur TATA- Box ein GRE (Accession-Nummer des
Bsep Promoters der Ratte: AF452071; Promoter- Analyse mit MATCH™,
www.generegulation.com). Jedoch zeigte sich der klonierte, in HepG2- Zellen
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transfizierte Ratten- Bsep Promoter gegenliber Dexamethason und Hydrokortison
unempfindlich (160). In dieser Studie wurden sehr hohe Konzentrationen von
Dexamethason eingesetzt (5 mmol/l) (160), wahrend in unseren Untersuchungen die
Effekte von Dexamethason auf die endogene Bsep- mRNA in Ratten- Hepatozyten
bereits bei Konzentrationen von 100 nmol/l auftraten (111)/(#4). Dennoch kann nicht
ausgeschlossen werden, dass in kultivierten Ratten- Hepatozyten die Bsep- mRNA
und -Protein Expression indirekt durch Dexamethason reguliert wird.

Von den bekannten GREs (158;161;162) findet sich im humanen MRP2- Promoter
ebenfalls eine Kopie (149). Ob dieses GRE funktionell relevant ist, muss noch
gezeigt werden, eigene (nicht-veroffentlichte) Untersuchungen an isolierten humanen
Hepatozyten zeigen im Gegensatz zu isolierten Rattenhepatozyten keine
Regulierbarkeit des MRP2- Proteins durch Dexamethason (R. Kubitz und D.
Haussinger, 1999). Dennoch werden Glukokortikoide bei cholestatischen
Erkrankungen des Menschen empirisch eingesetzt. Sie haben z.B. bei der primar
biliaren Zirrhose (PBC) (163;164) oder bei cholestatischen Stérungen von Kindern
mit Panhypopituitarismus (165-167) einen gunstigen Einfluss auf den Verlauf der

Cholestase.

5.2 Transporterein- und -ausbau: ein neuer Regulationsmechanismus

hepatobiliarer Sekretion

Die Induktion der Transporter- Expression durch Dexamethason stellt ein Beispiel fur
die langfristige Regulation dar, die von kurzfristigen Regulationsmechanismen
unterschieden werden kann (57). Wahrend langfristige Regulationsmechanismen
Anderungen der transkriptionellen Transporterexpression beinhalten, d.h. vor allem
auf der Ebene der Gentranskription stattfinden, setzen kurzfristige
Regulationsmechanismen auf posttranskriptioneller Ebene an (siehe Abb. 3). Zu den
wichtigsten Erkenntnissen dieser Arbeit gehort, dass die funktionelle Menge
hepatobiliarer Transportproteine verschiedenen posttranskriptionellen
Regulationsmechanismen unterliegt. Es konnte der rasche Ein- und Ausbau von
Transportproteinen in bzw. aus den entsprechenden Membran- Kompartimenten als
ein dominierender Mechanismus der Kurzzeit- Regulation identifiziert werden: Durch
den Ein- und Ausbau kann es innerhalb weniger Minuten zu einer Anderung der
absoluten Anzahl von Transportermolekulen in der sinusoidalen oder kanalikularen
Membran kommen (101;168-172)/(#1,#2 #5,#7 #8 #12), verbunden mit einer
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Verminderung der maximalen Transportkapazitat Vmax. Aufgrund der anatomischen
Besonderheiten der Leber sind Untersuchungen zur Regulation kanalikularer
(apikaler) Proteine erschwert. Wahrend in anderen polarisierten Epithelien, wie z.B.
der Niere oder dem Darm, die apikale Membran relativ leicht zuganglich ist, entzieht
sich die kanalikulare Membran einer direkten Untersuchung (z.B. mittels der patch
clamp Technik). Der morphologische Nachweis des Transporterein- und -ausbaus als
Regulationsmechanismus gelang daher erstmals 1997 mit Hilfe der konfokalen
Laserscanning Mikroskopie und durch den Einsatz eines Transporter- spezifischen
Antikoérpers (46), der gegen das Mrp2 der Ratte gerichtet war (168)/(#1). Spater
konnte der Befund durch elektronenmikroskopische Untersuchungen untermauert
werden (169)/(#5). SchlieRlich gelang es, den Mechanismus auch im Modell der
Sepsis- assoziierten Cholestase nachzuweisen (101)/(#2) und die Reversibilitat
dieses Vorgangs aufzuzeigen (101)/(#2). Nach wie vor ist die zugrunde liegende
Signaltransduktion nicht vollstandig aufgeklart, jedoch konnten wir die Einbindung
Ca®*- abhangiger Protein Kinase C- Isoformen in einen entsprechenden Retrieval-
Mechanismus nachweisen (172)/(#12). Die Bedeutung dieses Mechanismus konnte
von uns auch fur andere kanalikulare Transporter, wie zum Beispiel den Bsep,
nachgewiesen werden (171)/(#8). Andere Gruppen haben ebenfalls unter zu
Hilfenahme der von uns etablierten semiquantitativen Messmethoden (siehe
Abschnitt 3.7) diesen Mechanismus in anderen Cholestase- Modellen nachgewiesen
(120;121). Im gleichen Zeitraum wurde von weiteren Arbeitsgruppen nachgewiesen,
dass ein ahnlicher Mechanismus auch Transportproteine der sinusoidalen Membran,
wie z.B. den Ntcp, regulierten (129;173;174).

Eine wichtige RegulationsgroRe fur den raschen Ein- und Ausbau von
Transportermolektilen stellt dabei der Hydratationszustand der Leberzellen dar
(57;117;175). In der perfundierten Leber induziert Zellschwellung eine Zunahme und
Zellschrumpfung eine Abnahme der Taurocholatsekretion, unabhangig davon, ob die
Zellvolumenanderungen durch Anderungen der Umgebungsosmolaritat oder indirekt
durch die Wirkung von Hormonen (wie Insulin), kumulative Aminosaureaufnahme
oder Ethanol bewirkt wird (57;117). Dabei fiihren Anderungen des Zellvolumens von
nur 10% bereits zu Veranderungen der maximalen Taurocholat- Transportkapazitat
auf das Doppelte (175). Colchicin, ein Hemmstoff der Mikrotubuli, hemmt diese
Zellschwellungs- induzierte Zunahme der Taurocholatsekretion, wodurch die

Notwendigkeit intakter Zytoskelettstrukturen nachgewiesen wurde (118). Dieser
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wichtige Befund ist sehr gut vereinbar mit dem Mechanismus des Transporterein-
und -ausbaus (168;169;171)/(#1,#5,#8), da ein Vesikeltransport nur bei intaktem
Zytoskelett moglich ist.

Eine bisher ungeklarte Beobachtung ist die inverse Sekretion von Konjugaten bei der
Hyperosmolaritats- induzierten Cholestase: Es kommt nicht nur zu einer
verminderten Sekretion von Mrp2- Substraten (wie z.B. Chlorodinitrobenzen) in die
Galle, sondern diese werden verstarkt uber die sinusoidale Membran zurick in den
Blutkreislauf transportiert (169)/(#5). Obwohl eine Umverteilung des Mrp2 von der
kanalikularen an die sinusoidale Membran prinzipiell mdglich ist (128;138)/(#9),
konnte eine derartige Transporterumverteilung bei hyperosmolarer Perfusion nicht
beobachtet werden. Es ist jedoch denkbar, dass andere Mitglieder aus der Mrp-
Familie, wie z.B. Mrp3 oder Mrp4, diesen Rucktransport bewirken. Vor allem Mrp4,
welches im Gegensatz zu Mrp3 bereits unter Kontrollbedingungen in  allen
Hepatozyten exprimiert wird und submembranar lokalisiert ist (41), kdnnte diesen
Transport mediieren. Diese Konstellation ware insofern von besonderer Bedeutung,
da dadurch eine weitere Determinante des Stofftransportes vom Blut in die Galle
bestinde. Damit wirde die Netto- Sekretion von Substanzen in die Galle nicht nur
von der Aufnahme Uber die sinusoidale und die Ausscheidung Uber die kanalikulare
Membran abhangen, sondern Aufnahme und Abgabe Uber die sinusoidale Membran
wurden kompetitive Gro3en darstellen. Bei der obstruktiven Cholestase ist Mrp4
hochreguliert (45), die Bedeutung dieser Hochregulation ist allerdings bisher nicht
verstanden.

Der Mechanismus des Hyperosmolaritats- induzierten Transporterausbaus hat
moglicherweise auch klinische Korrelate. So wurde spekuliert, dass die mit der
totalen parenteralen Erndhrung assoziierten Cholestase (total parenteral nutrition
(TPN) associated cholestasis) durch die Hypertonizitdt der eingesetzten
Nahrldsungen bedingt sein konnte und die gleichen Mechanismen wie in den oben
beschriebenen Tiermodellen greifen (56). Mdglicherweise stellen aber auch eine
Veranderung der Darmflora wahrend der parenteralen Ernahrung mit einer daraus
resultierenden verstarkten Zirkulation von Endotoxin und eine vermehrte Produktion
von Lithocholsaure weitere Ursachen der TPN- assoziierten Cholestase dar (176),
zumindest kann diese v.a. bei Kindern auftretende Stérung der Leberfunktion durch
TNF-Antikoérper gemildert werden (177).
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Funktionelle Daten aus der perfundierten Rattenleber haben bereits seit langerer Zeit
nahegelegt, dass Transportproteine aus intrazellularen Kompartimenten schnell, d.h.
innerhalb weniger Minuten, rekrutierbar sind (116;118;124). Mittlerweile ist gezeigt
worden, dass sich ein- und derselbe Transporter (z.B. Bsep) in verschiedenen
rekrutierbaren intrazellularen  Kompartimenten  befindet (178-181). Diese
Kompartimente sind durch ihre Rekrutierbarkeit durch verschiedene Stimuli
charakterisierbar: z.B. kann Bsep durch Zellvolumen- oder
Tauroursodeoxycholsaure- vermittelte Aktivierung der MAP- Kinasen vom Erk- Typ
und der p38M*°- Kinase (122;124) oder durch cAMP- vermittelte Aktivierung der
Protein Kinase A (178) in die kanalikulare Membran eingebaut werden. Rekrutierung
von Bsep an die kanalikulare Membran direkt durch Taurocholat (178) wird
moglicherweise auch Uber die Zellvolumen- sensitive Signaltransduktion vermittelt
(182). Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass der Schwellungs- induzierten
Insertion von Transportproteinen in die kanalikulare Membran die sequenzielle
Aktivierung von Integrinen, src-Typ- Kinasen und MAP- Kinasen vorausgeht (183).

Neben diesem schnell zuganglichen intrazellularen Kompartiment konnte im Rahmen
dieser Arbeit noch ein weiteres Kompartiment fir BSEP identifiziert werden. In
humanen HepG2- Zellen dient der Golgi- Apparat als Speicher fir BSEP. Von hier

8VAP_ Kinase Isoform oder einer Ca®'-

kann BSEP durch Aktivierung einer p3
unabhangigen Protein Kinase C Isoform an die kanalikulare Membran geschleust
werden (184). HepG2- Zellen exprimieren eine Reihe weiterer kanalikularer
Transmembranproteine, wie z.B. MRP2 (128;185;186), MDR1 (185) oder
Dipeptidylpeptidase IV (128)/(#9), und basolateral lokalisierte ABC- Transporter wie
MRP1 (185;187), MRP3 (143), MRP4 (41), MRP5 (143) und MRP6 (185).
Interessanterweise fand sich aber keiner dieser Transporter zu einem signifikanten
Anteil im Golgi- Apparat. Lediglich in WIF-B9- Zellen, einer polarisierten Hybridom-
Zelllinie, fand sich transfiziertes Mdr1 zu einem grof3eren Anteil im Golgi- Apparat.
Dass in HepG2-Zellen BSEP, nicht aber andere, bisher untersuchte ABC-Transporter
einen eigenen "Speicherort" besitzen, deutet auf eine differentielle Prozessierung der
Transporter bereits zu einem frihen Zeitpunkt im Lebenszyklus der
Transportproteine hin. Weitere Beobachtungen unterstutzten die Annahme einer
differentiellen posttranskriptionellen Regulation kanalikularer Transporter:

(1) Radixin ist ein Protein der ERM- Familie (Ezrin- Radixin- Moesin) und ist fur die

Quervernetzung von integralen Membranproteinen mit Aktin, einem essentiellen
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Bestandteil des Zytoskeletts, notwendig. Radixin- Knockout fihrt bei Mausen ahnlich
wie beim humanen Dubin- Johnson- Syndrom zu einer Kkonjugierten
Hyperbilirubinamie (188). Interessanterweise liegt selektiv fir MRP2 ein Stérung des
Targetings an die kanalikulare Membran zugrunde, wahrend andere Proteine der
kanalikularen Membran, wie z.B. Bsep, Mdr1, Mdr2 und Dipeptidylpeptidase IV nicht
betroffen sind (188). Maoglicherweise existieren flr die anderen kanalikularen
Transporter entsprechende Adapter- Proteine, die jedoch noch identifiziert werden

mussen.

(2) Die verschiedenen kanalikularen Transmembranproteine gelangen auf
unterschiedlichem Wege an die kanalikulare Membran. Es werden ein indirektes und
ein direktes Targeting unterschieden (189-192). Beim indirekten Targeting gelangen
die Proteine vom trans- Golgi zunachst an die basolaterale (sinusoidale) Membran,
um von dort transzytotisch (d.h. durch die Zelle) an die apikale (kanalikulare)
Membran zu gelangen (190). Dieser Pfad wird in Leberzellen z.T. durch die 5'-
Nucleotidase oder die Dipeptidylpeptidase IV (DpplV) genutzt (128;180;193)/(#9).
Beim direkten Targeting gelangen die Proteine unter Umgehung der basolateralen
Membran vom Golgi- Apparat aus direkt zur apikalen Membran Uber den klassischen
sekretorischen Weg. Bezuglich des Targetings der kanalikularen Transportproteine
gibt es widersprichliche Befunde. In isolierten Zellen wurden Mrp2 und Bsep in
Vesikeln gefunden, die den Immunglobulin A Rezeptor als typischen Marker von
transzytotischen Vesikeln enthielten (194). Hingegen wurden nach radioaktiver
Markierung der Transporter in in vivo Experimenten Mrp2, Bsep und Mdr1 im
Gegensatz zu der ebenfalls kanalikular lokalisierten DpplV und dem cell-cell
adhesion molecule 105 nicht in der sinusoidalen Membran gefunden (180). Eigene
Beobachtungen in humanen HepG2- Zellen fiihrten ebenfalls zu dem Schluss, dass
MRP2 auf direktem Wege zur kanalikularen Membran gelangt. Wahrend die DPPIV
sowohl an der sinusoidalen als auch der kanalikularen Membran gefunden wurde,
konnte MRP2 nur in intrazellularen Vesikeln oder in der kanalikularen Membran
nachgewiesen werden (128)/(#9). AuRerdem wurden die DPPIV und MRP2 nie in
den gleichen Vesikeln gefunden, was ebenfalls fur ein unterschiedliches Targeting

dieser beiden Proteine spricht.
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Abbildung 7: Verteilung von ABC-Transportern in "Domédnen"

A: Ausschnitt eines Kanalikulus einer Rattenleber. Bsep (rot) und Mrp2 (griin) zeigen eine
inhomogene Verteilung im Kanalikulus, erkennbar an den verschiedenen Gelbfarbungen (Pfeil).
Einige Vesikel enthalten beide Transportproteine, wahrend andere nur Bsep enthalten
(Doppelpfeile). B: Ein einzelner Pseudokanalikulus zweier benachbarter HepG2-Zellen zeigt eine
domanen-artige Verteilung von BSEP (rot) und MRP2 (griin), die perikanalikularen Vesikel
enthalten nur BSEP.

(3) Auch bei der Endozytose kanalikularer Transporter handelt es sich wahrscheinlich
nicht um einen "Massenprozess", sondern um einen Transporter- spezifischen
Vorgang. In Lebern, die mit hyperosmolarem Medium perfundiert wurden, wurden
sowohl Bsep als auch Mrp2 von der kanalikularen Membran endozytiert.
Interessanterweise finden sich jedoch in den intrazellularen Vesikel zu 61 + 4 % nur
Bsep, zu 24 + 3 % nur Mrp2 und lediglich in 15 + 4 % beide Transportproteine
(171)/(#8). In der kanalikularen Membran findet sich unter diesen Bedingungen eine
ungleiche Verteilung von Bsep und Mrp2 (Abb. 7A und Figure 4 der Arbeit #8). Es
kann spekuliert werden, dass sich die Transportproteine in "Domanen" befinden als
Voraussetzung fur einen Transporter- selektiven Endozytose- Mechanismus. Diese
Annahme, dass Transporter in Domanen verteilt sein konnen, wird durch
Beobachtungen in HepG2- Zellen untermauert, bei denen mittels hochauflosender
konfokaler Laserscanning- Mikroskopie eine deutlich asymmetrische Verteilung von
BSEP und MRP2 gefunden werden kann (siehe Abb. 7A). Wahrend sowohl Bsep als
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auch Mrp2 zu signifikanten Anteilen endozytiert wurden, behielt die DpplV ihre
Lokalisation in der kanalikularen Membran bei der Endotoxin- und Hyperosmolaritats-
induzierten Cholestase bei (101;169)/(#2,#5), was die Selektivitat des Endozytose-

Mechanismus unterstreicht.

(4) ABC-Transporter der kanalikularen Membran haben in Rattenlebern unter
Kontroll- Bedingungen Halbwertszeiten zwischen 3 bis 5 Tagen (178). Nach
Induktion  einer Cholestase  durch  Endotoxin  (93;101;195)/(#2) oder
Gallengangsligatur (94;196;197) sinkt die Menge an Mrp2 rasch auf Werte unter 20
% innerhalb von 16 Stunden (vgl. Abb 5), Bsep wird auf Werte um 50 %
herunterreguliert, wahrend Mdr1 (Pgp) bei der Endotoxin- induzierten Cholestase
unverandert bleibt oder beim Gallengangsverschluss sogar heraufreguliert wird
(197). Diese Befunde zeigen, dass neben der bekannten Regulation der Transporter
auf  Transkriptionsebene bei der Endotoxin- induzierten  Cholestase
posttranskriptionelle Mechanismen eine entscheidende Rolle bei der Adaptation der
Mrp2- und Bsep- Mengen spielen und dass die Transporter offensichtlich
verschieden stark reguliert werden. Aufgrund der eigenen Daten (101)/(#2) wird
davon ausgegangen, dass es neben dem vesikularen Ausbau der Transporter zu
einer Induktion des proteolytischen Abbaus von Transportproteinen kommt. Gleiche
Uberlegungen wurden fir die Regulation des sinusoidal lokalisierten Ntcp angestellt,
bei dem Endotoxin eine fast vollstandige Herabregulation der mRNA innerhalb
weniger Stunden bewirkt und die Proteinmenge trotz einer langen Halbwertszeit des

Ntcp ebenso rasch vermindert wird (96).

Die Bedeutung der apikalen (kanalikularen) Endozytose in Leberzellen wurde flr
andere kanalikulare Transmembranproteine weiter untersucht (198;199). In
polarisierten WIF-B Hybridoma-Zellen zeigte sich, dass indirekt an die kanalikulare
Membran beforderte Proteine (d.h. Uber Transzytose) von der basolateralen
Membran Uber das sogenannte subapikale Kompartiment (SAC) zum Kanalikulus
und von dort in einem Phosphoinositid-3 (PI-3) Kinase- abhangigen Schritt in einen
lysosomalen Abbauweg gelangen. Die im apikalen Endozytose- Weg befindlichen
Proteine zeigten keine Uberschneidung mit den im SAC lokalisierten Proteinen.
Daraus wurde abgeleitet, dass eine strikte Trennung der zu- und abfuhrenden Wege

zur und von der kanalikularen Membran existiert, obwohl bei der basolateralen
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Endozytose (die den ersten Schritt der Transzytose darstellt) als auch bei der
apikalen Endozytose das early endosomal antigen 1 (EEA1) den Mediator der PI-3
Kinase- Aktivitat darstellt (199). Dieses Konzept wurde jedoch aufgrund von in vivo
Experimenten in Frage gestellt (200). Bereits nach 5-minutiger retrograder Infusion
von Endozytose- Markern (z.B. horseradish peroxidase) kolokalisierten diese mit
SAC- Markern (wie z.B. rab11 oder endolyn 78 (201)), was darauf hindeutet, dass
der transzytotische und der apikal-endozytotische Weg sich moglicherweise im SAC
uberschneiden (200).

Unsere Befunde legen diesbezuglich nahe, dass Transporter aus dem apikal-
endozytotischen Weg im Sinne einer reversiblen Endozytose noch zurick in die
kanalikulare Membran gelangen konnen (101;168)/(#1,#2). Diese Reversibilitat des
Transporterausbaus war sowohl bei Hyperosmolaritats- als auch bei der Endotoxin-
induzierten Cholestase nur flr einen begrenzten Zeitraum nach Stimulusbeginn zu
beobachten. Daraus ergibt sich die interessante Hypothese, dass die endozytierten,
kanalikularen Proteine vom subkanalikularen Fruhen Endosom (early endosome)
entweder in das Recycling Endosom oder aber Uber das Spate Endosom (/ate
endosome) in den lysosomalen Abbauweg gelangen (Abb. 8). Wahrscheinlich ist das
Frihe Endosom/ SAC die Sortierstation, an der je nach eingehenden Signalen (z.B.
durch die Protein Kinase A oder C (202)) das Schicksal der Proteine bestimmt wird.
Die Zeit, die bendtigt wird, um ein endozytiertes Protein in den lysosomalen
Abbauweg einzuschleusen, betragt wahrscheinlich nur 10 bis 15 Minuten (200).
Dieser Zeitraum korreliert gut mit der Zeit, in der die Hyperosmolaritats- induzierte
Cholestase (bei einer Osmolaritat von 405 mosmol/l im Vergleich zur physiologischen
Osmolaritat von 305 mosmol/l) noch reversibel ist. Wurden Rattenlebern langer als
30 Minuten hyperosmolar perfundiert, kam es zu einer irreversiblen Abnahme der
Taurocholatsekretion (169)/(#5).

Der endozytotische Ausbau von ABC-Transportern aus der kanalikularen Membran
stellt moglicherweise nicht nur einen Kurzzeit- Regulationsmechanismus dar. In
Lebern von Patienten mit einer primar bilidaren Zirrhose (PBC) im Stadium Il wurde
eine vermehrte intrazellulare Akkumulation von MRP2 beobachtet (106), als Zeichen
eines verschobenen Gleichgewichtes zwischen kanalikularem und intrazellularem
MRP2. Ob hierbei ein vermehrter Ausbau von MRP2 aus der kanalikularen Membran
oder aber ein primar verminderter Einbau die Ursache flr die intrazellulare

Akkumulation darstellt, ist nicht geklart. Bei der PBC nimmt jedoch der Anteil der
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cholestatisch wirkenden Chenodeoxycholsaure (CDCA) gegenuber der Cholsaure zu
(203). Fur CDCA konnte ein direkter hemmender Effekt auf die Mikrotubulus-
assoziierte ATPase Kinesin gezeigt werden (204), welche unter anderem beim
Sorting von Membranproteinen im endozytotischen Weg (siehe Abb. 8) involviert ist
(205).

Kanalikulare
Membran

-, KR

Recycling Fruhes
SAC ?

v

Spates
Endosome/
Pralysosom

’

Lysosom
“ = Transporterprotein (Mrp2)

Abbildung 8: Hypothetisches Modell der LPS- induzierten Mrp2-Regulation

Bei der Endotoxin (LPS)- vermittelten Cholestase kommt es innerhalb kurzer Zeit zum Ausbau von
Transportproteinen aus der kanalikularen Membran. Durch hypotone Zellschwellung (Hypo) kann
diesem Ausbau entgegengewirkt werden. Zu spateren Zeitpunkten ist keine Reversibilitdt mehr
nachweisbar, die Proteine werden (wahrscheinlich lysosomal) abgebaut. Méglicherweise stellt das
Frihe Endosom eine wichtige Schaltstelle fiir die Sortierung in den Recycling- oder Abbau- Weg
dar.

5.3 Physiologische Bedeutung des Transporterein- und -ausbaus fur die

hepatobiliare Sekretion

Warum muss in der Leber die Gallesekretion schnell reguliert werden? Bezuglich der

Niere ist hinlanglich bekannt, dass die renale Flussigkeitsausscheidung einer fein
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abgestimmten und rasch eingreifenden Regulation unterliegt, so dass diese
zwischen wenigen Millilitern und mehreren Litern pro Tag (je nach Flussigkeitszufuhr
und -verlust) variiert werden kann. Die Ausscheidungsfunktion der Leber und Niere
sind komplementar, d.h. wahrend Uber die Niere vorwiegend wasserldsliche
Substanzen ausgeschieden werden, werden durch die Leber Albumin- gebundene,
amphiphile Molekule und Konjugate ausgeschieden. Die schnelle Regulierbarkeit der
Gallebildung zeigt, dass es sich bei der Gallesekretion nicht um einen einfachen, mit
immer gleicher Kapazitat ablaufenden Prozess handelt. Vielmehr weist die rasche
Regulierbarkeit der hepatischen Sekretion auf die Notwendigkeit hin, dass auch die
Transportvorgdnge in der Leber bei Anderungen der Umgebungsbedingungen
entsprechend schnell angepasst werden mussen. Die StellgroRen der hepatischen
Sekretion sind in erster Linie nicht wie bei der Niere die Flussigkeits- und
Elektrolythomdostase, sondern die Bilirubin-, Gallensalz-, Cholesterin- und
Glutathion- Homoéostase. Der rasche Ein- und Ausbau ist fur eine rasche Adaptation
von Transportkapazitaten (und damit fur den Erhalt von Gleichgewichten) von
Bedeutung, da sich damit Zellen bzw. Organe adaquat an Veranderungen der
Umgebung anpassen koénnen. Gerade bei der Leber, die aufgrund ihrer
anatomischen Lage stark veranderbarer Umgebungsbedingungen ausgesetzt ist, ist
eine derartige Anpassungsmaoglichkeit wichtig.

Die Bilirubin- Homoostase ist von Bedeutung, da Bilirubin in physiologischen, d.h.
mikromolaren Konzentrationen als Antioxidanz wirkt (206-208). Daher ist
verstandlich, dass unter Bedingungen des oxidativen Stresses die biliare
Ausscheidung von Antioxidanzien reduziert wird. Dabei spielt nicht nur die
Ausscheidung von konjugiertem Bilirubin durch MRP2, sondern auch die
Ausscheidung von Glutathion- Konjugaten in die Galle (ebenfalls durch MRP2
mediiert) eine Rolle (147). In den in dieser Arbeit untersuchten Cholestase- Modellen
(Cholestase durch Zellschrumpfung, Cholestase durch oxidativen Stress, Sepsis-
assoziierte Cholestase) spielt das antioxidative Potential eine wichtige Rolle. So
induziert hypertone Zellschrumpfung selbst oxidativen Stress (209). Ebenso ist die
Sepsis mit erhdhtem oxidativen Stress verbunden (210;211), dem auch die Leber
ausgesetzt ist (212).

Von herausragender Bedeutung ist die Gallensalzhomobostase. Einerseits werden
ausreichend hohe Gallensalzkonzentrationen fur die Solubilisierung von Cholesterin

in der Galle und fir die Aufnahme von Lipiden aus dem Darm bendtigt, andererseits
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haben zu hohe Gallensalzkonzentrationen aufgrund ihrer Eigenschaften als

Detergenzien ungunstige Effekte z.B. auf biologische Membranen .

5.4 Weitere posttranskriptionelle Regulationsmechanismen hepatobiliarer

Sekretion

Es finden sich zunehmend Hinweise in Tiermodellen und auch beim Menschen, dass
noch andere posttranskriptionelle Mechanismen bei der Regulation hepatobiliarer
Transporter wichtige Rollen spielen, wobei diese im einzelnen noch nicht vollstandig
charakterisiert sind.

Bei der Gallengangsligatur der Ratte kommt es beispielsweise zu einer Abnahme der
Ntcp- mRNA um 60%, wahrend die Proteinmenge um 90% abnimmt (213). Somit
scheinen sich transkriptionelle und posttranskriptionelle Mechanismen bei der
Herunterregulation des Ntcp zu addieren. Bei der Endotoxin- induzierten Cholestase
kann durch Induktion einer heat shock response (Erwarmung auf 42°C) der LPS-
induzierten Ntcp- Herunterregulation auf Protein- Ebene, nicht jedoch auf mRNA-
Ebene entgegengewirkt werden (214). Auch bei Mdr2- Knockout- Mausen, die
erhdohte Plasmaspiegel fur Gallensalze haben, wird eine Dissoziation zwischen
MRNA- und Proteinmenge des Ntcp gefunden: Wahrend die mRNA- Spiegel bei der
Mdr2-/- Mausen konstant sind, sind die Ntcp- Protein- Mengen um das 4 bis 6-fache
vermindert (2195), was ebenfalls auf  einen posttranskriptionellen
Regulationsmechanismus  zurtckgefuhrt wird. Dieser Befund ist insofern
bemerkenswert, als dass diese posttranskriptionelle Regulation des Ntcp nicht
transient ist, sondern einen Gleichgewichtszustand bei den Knockout- Tieren
darstellt.

In humanen Lebern zeigt sich, dass es grof3e interindividuelle Unterschiede zwischen
dem Verhaltnis der mRNA- und Protein- Expression verschiedener Transporter gibt
(z.B. Mrp2) und dass unter cholestatischen Bedingungen Transportproteine deutlich
herunterreguliert sind, wahrend die entsprechende mRNA- Menge unverandert ist
(104). Ebenso deutet eine hohe interindividuelle Variabilitdt der Ntcp- mRNA-
Expression bei gesunden Menschen darauf hin, dass posttranskriptionelle
Mechanismen die Aktivitat von Transportern entscheidend bestimmen (216). Hierbei
konnten die kurzlich identifizierten NTCP- Polymorphismen eine Rolle spielen (217).

Einer der vier identifizieten Polymorphismen fuhrt aufgrund eines
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Nucleotidaustausches von Thymidin in Cytosin zu einem Aminosaureaustausch von
Isoleuzin in Threonin an Position 279 innerhalb der 6. transmembranaren Domane.
Dieser Aminosaureaustausch ist mit einem signifikant verminderten Targeting des
Proteins an die sinusoidale Membran verbunden. Es ist denkbar, dass dieser
Targeting- Defekt durch eine verstarkte mRNA- Expression kompensiert wird.

Umgekehrt zeigen eigene Messungen der mRNAs verschiedener hepatobiliarer
Transporter in cholestatischen Lebern eine vergleichsweise geringe Varianz bei
ausgepragten Unterschieden der immunreaktiven Proteinmengen in entsprechenden
Leberschnitten (R. Kubitz, V. Keitel, M. Burdelski und D. Haussinger,
unveroffentlichte Daten, 2004). In Lebern von Kindern, die einen Defekt des BSEP
bzw. MDR3 verbunden mit dem Phanotyp einer progressiven familiaren
intrahepatischen Cholestase Typ 2 bzw. 3 (PFIC2/3) haben, sind trotz fehlender
Proteinexpression die mRNAs der mutierten Transporter im Vergleich zu Kontrollen
nicht signifikant verandert. Diese Beobachtung spricht nicht nur flr die Bedeutung
posttranskriptioneller Mechanismen, sondern deutet auch auf fehlende feedback-
Regulation der entsprechenden Transporter hin, d.h. trotz Ausfalls der
Proteinfunktion kommt es bei den untersuchten Transportern nicht zu einer gegen-
regulatorischen Zunahme der (mutierten) mRNA. Die Regulation der funktionellen
Transportermenge scheint somit weniger auf mRNA- Ebene stattzufinden, sondern
muss sich auf anderer Ebene abspielen: In Ubereinstimmung mit dieser Annahme
finden sich Transportproteine zu einem erheblichen Anteil in intrazellularen
Kompartimenten. Beispielsweise konnten wir elektronenmikroskopisch nachweisen,
dass sich Mrp2 in der Rattenleber unter Kontroll-Bedingungen zu etwa 50% in
intrazellularen Vesikeln befindet (169)/(#5). In gleicher Weise wurde auch Bsep zu
gut 60% unter Kontroll-Bedingungen intrazellular gefunden (218). In anderen
Untersuchungen war der Anteil des intrazellular lokalisierten Bsep sogar sechs mal
hoher als der in der kanalikularen Membran lokalisierte (181). Die Tatsache, dass
sich die kanalikularen Transporter zu einem erheblichen Teil in intrazellularen
Kompartimenten befinden (169;181)/(#5), unterstreicht die Bedeutung dieser

Kompartimente fur die raschen Rekrutierbarkeit der Transportproteine.
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6. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit liefert eine Reihe neuer Erkenntnisse zur Regulation
hepatobilidrer Transportproteine, die bedeutsam sind fur die physiologische Funktion
der Leber, aber auch bei krankhaften Zustadnden wie der Cholestase zum Tragen
kommen.

Es wurde gezeigt, dass die Funktion verschiedener an der Gallebildung beteiligter
Transportproteine durch ihre Lokalisation reguliert wird. Transportproteine kdnnen
aus der kanalikularen Membran in ein vesikulares Kompartiment wechseln, von dort
aus gelangen sie entweder in einen Degradationsweg oder kdnnen unter bestimmten
Bedingungen an die kanalikulare Membran zurtuckkehren. Bei diesen Prozessen sind
verschiedene Signalwege eingeschaltet: Die p38Y"- Kinase, ein Mitglied der
Stresskinasen, fuhrt nach Aktivierung zu einer Vermehrung der Transportproteine in
der kanalikularen Membran und damit zu einer verstarkten Gallebildung. Dabei
werden Transportproteine sowohl aus schnell rekrutierbaren Kompartimenten als
auch einem "langsamen" Kompartiment mobilisiert. Einen gegenteiligen Effekt haben
Ca?*- abhangige Protein Kinase C- Isoformen. Diese bewirken eine Umverteilung von
Transportproteinen aus der kanalikularen Membran in Vesikel und zur basolateralen
Membran und fihren dadurch zu einer Verminderung der Gallebildung.

Bezlglich der Anwendung von Therapeutika konnte nachgewiesen werden, dass
Tauroursodeoxycholat, ein bei cholestatischen Zustanden haufig eingesetztes
Medikament, seine choleretischen Effekte {iber Aktivierung der p38"*"- Kinase und
nicht (iber Ca*'- abhingige Protein Kinase C- Isoformen ausiibt. Dadurch konnte
eine bisher strittiger Wirkmechanismus geklart werden. Ferner wurde gezeigt, dass
auch Glukokortikoide einen gunstigen Einfluss auf Transportfunktionen der Leber
haben. Hierbei spielen zum Teil direkte Effekte auf die Expression von
Transportproteinen eine Rolle.

Insgesamt haben die Untersuchungen zu dem Bild gefiihrt, dass die Funktion
hepatobiliarer Transportproteine in entscheidender Weise posttranskriptionell
reguliert wird, was in jungster Zeit durch die bisher erst wenigen zur Verfigung

stehenden Studien bei Menschen belegt werden konnte.
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