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1. Einleitung und Fragestellung

Themenbereich der vorliegenden Diplomarbeit ist der protektive Einfluss
erhéhten Bilirubins auf den menschlichen Organismus. Die Arbeit zahlt zu dem
vom FWF geférderten Forschungsprojekt ,Antioxidative and Antiogenotoxic
Potential of Bile Pigments® am Department flr Erndhrungswissenschaften der
Universitat Wien.

Die Laboranalysen sind zum Teil gemeinsam mit meiner Kollegin Manuela
Wimmer entstanden, da samtliche Proben flir die Analysen zwischen uns

aufgeteilt worden sind.

Das Tetrapyrol Bilirubin zahlt zu den Gallenfarbstoffen, wird aus Hamoglobin
gebildet und Uber die Galle ausgeschieden. Der Normwert fiir Gesamtbilirubin
im Blut liegt unter 1,2 mg/dl. Erhéhtes Serumbilirubin, Gber 1,0 mg/dl, wird als
Gilbert’s Syndrom (GS) bezeichnet. Bei 3-12% der Bevdlkerung kommt diese
Hyperbilirubindmie vor, wobei Manner haufiger betroffen sind als Frauen. GS
wird autosomal-rezessiv vererbt, durch einen Polymorphismus in der
Genpromotorregion flr Uridin Diphopshat Glucuronosyltransferase (UGT 1A1),
die fUr die Regulation der Bilirubinkonzentration im Kérper verantwortlich ist.
Bilirubin ist nicht nur Abbauprodukt, sondern wirkt im Kérper vor allem als
Antioxidans. Studienresultate bei Probanden mit GS zeigen einen verbesserten
Schutz gegen oxidativen Stress und eine geringere Inzidenz fir Herz-,
Kreislauf- und Krebserkrankungen.

Damit die Wirkweise erhdhten Bilirubins auf das antioxidative Schutzsystem im
Kérper geklart werden kann, wurde in der vorliegenden Arbeit der Effekt von
erhdhtem Bilirubin  auf die drei enzymatischen Antioxidantien, die

Glutathionperoxidase, Katalase und Superoxiddismutase untersucht.

Ziel der Arbeit war es herauszufinden, ob erhdhtes Bilirubin Einfluss auf die
Aktivitat der Enzymsyteme hat.



2. Literaturiibersicht

2.1. Oxidativer Stress

Im menschlichen Kdrper herrscht oxidativer Stress, wenn das Gleichgewicht
zwischen Antioxidantien und Oxidantien gestért ist. Meistens wird ein
Ungleichgewicht durch einen Mangel an bestimmten Antioxidantien oder/und
durch eine erhdhte Bildung von freien Radikalen verursacht.

Antioxidative Kapazitat
enzymatisch
SOD, KAT, GSH-Px
GSH-S-Transferase
GSSG-Reduktase
NADPH-liefernde Enzyme
nicht enzymatisch . Entstehung aktivierter Sauerstoffspezies
Vit. C, Vit. E, B-Carotin

GSH_FI ide Urat und “freier” Radikale
avonoide, _ 1 . - .
Seru;nproteine primare Radikale: O,, O,", HOO*, OH*, H,0,

sekundare: ROOH, RO*, ROO*

Abbildung 1: Gleichgewicht zwischen AO und Oxidantien [ELMADFA und LEITZMANN, 2004]



2.1.1. Freie Radikale

Unter einem freien Radikal versteht man eine chemische Verbindung, die eine
oder mehrere ungepaarte Elektronen enthélt. Diese Atome oder Molekile sind
sehr reaktionsfahig, da ihre Orbitale mit nur einem Elekiron besetzt sind
[LATSCHA und KAZMEIER 2008].

Radikale z&hlen zu der Gruppe der reaktiven Sauerstoffverbindungen (reactive
oxygen species = ROS). Zu diesen zahlen auch Verbindungen nicht
radikalischer Natur, wie Wasserstoffperoxid und Singulettsauerstoff [JACOBI G.
et al., 2005].

Radikale entstehen z.B. durch die Ein-Elektronenreduktion von molekularem
Sauerstoff zum Superoxid-Radikal O°,. Die ungepaarten Elektronen sind
bestrebt einen Elektronenpartner zu finden und entreiBen diesen daher einem
anderen naheliegenden Molekiil [LOFFLER et al, 2006]. Die Bildung freier
Radikale kann exogen oder endogen erfolgen.

Tabelle 1: endogene und exogene Quellen der Radikalbildung [SIEMS et al. 2005,
[ELMADFA und LEITZMANN 2004]

Endogene Quellen Exogene Quellen
Mitochondriale Atmungskette Chemisch Physikalisch
Purinabbau Nahrungsbestandteile Ozon
Stoffwechsel der Katecholamine Umwelttoxine UV-Strahlung
Detoxifikation tiber Cytochrom- Medikamente, ionisierende
P-450-System Anasthetika Strahlung
Phagozyten Pestizide Zigarettenrauch
Peroxisomen Lésungsmittel

sportliche Betatigung

Ischamie/Perfusion




Tabelle 2: Unterschiedliche im Organismus wirksame ROS [APEL und HIRT 2004]

Formel

Hydroperoxid ROOH
Peroxylradikal ROO-°

Singulettsauerstoff 0,

Superoxidanion 0.~
Perhydroxylradikal HO,°
Wasserstoffperoxid H.0>
Hydroxylradikal OH°
Alkoxylradikal RO°

Freie Radikale kénnen Zellen und das Gewebe schadigen. Dieser Vorgang
kann verhindert bzw. verlangsamt werden, da in allen aeroben Lebewesen ein
System antioxidativer Schutzmechanismen vorhanden ist (siehe Kapitel 2.2.)
[SIEMS et al., 2005].

Molekularer Sauerstoff ist im menschlichen Organismus in verschiedenen
Zwischenformen vertreten. Dieser kann durch Energietransfer oder durch
Elektronentransferreaktionen in reaktive Sauerstoffspezies umgewandelt
werden. Die erste Reaktion fihrt zur Bildung von Singulettsauerstoff. Aus
diesem erfolgt durch Reduktion die Bildung von Superoxid, Hydrogenperoxid

und Hydroxylradikal.



i Superoxide Peroxide Oxene Oxide
loxygen radical ion ion ion ion
e .- e 2- _ €& 3- - e 2-
‘0, — 0, — 0, &/ 0, 0O — 0
l lH* l 2H" 2H" JH* le+
'0, HO, H20; HO  OH’ H,0
Singlet Perhydroxyl Hydrogen Water  Hydroxyl Water
oxygen radical peroxide radical

Abbildung 2: Umwandlung der ROS [APEL und HIRT 2004]

2.1.2. Antioxidative Schutzmechanismen

Um das Gleichgewicht zwischen Antioxidantien und Oxidantien zu
gewahrleisten gibt es im menschlichen Kérper eine Reihe von antioxidativen
Schutzmechanismen. Diese werden in primdre und sekundare antioxidative
Schutzsysteme eingeteilt. Zur ersten Gruppe gehéren die in der Zelle
vorhandenen Enzyme und niedermolekularen Antioxidantien. Die Antioxidantien
werden nach ihrer Ldslichkeit entsprechend in lipophile, wie Vitamin E,
Coenzym Q10 und Carotinoide sowie in hydrophile wie Vitamin C eingeteilt.
Zum sekundaren antioxidativen Schutzsystem zéhlen z.B. die Proteinreparatur,
-abbau, die Membranreperatur, der Lipidabbau und die Reparatur von DNA —
Schaden [SIEMS et al.2005].

Im menschlichen Kérper existieren zwei Arten antioxidativer Schutzgruppen, die

enzymatischen und nicht enzymatischen Antioxidantien.

» Enzymatische Antioxidantien:

Zu diesen zahlen die Superoxiddismutase, die Katalase und die
Glutathionperoxidase. Die Enzyme bendétigen Mikrondhrstoffe, um vollstandig

funktionsfahig zu sein.

> Nicht enzymatische Antioxidantien:



Einerseits zahlen zu dieser Gruppe Vitamin E und C und B-Carotin, die mit der
Nahrung aufgenommenen werden, andererseits die vom Kdérper synthetisierten
Verbindungen Glutathion und Ubichinon [ELMADFA und LEITZMANN, 2004].

2.2. nicht enzymatische Antioxidantien

Zu den endogenen Antioxidantien zahlen:

2.2.1. Glutathion (GSH)

C00™
ﬁHﬂ(::—H 00"
By ((I:Hz)z ?O_NH*CHz
CO—NH—C—H

\

Abbildung 3: Glutathion [LOFFLER et al, 2006]

Glutathion ist ein Tripeptid, das aus Glutamat, Cystein und Glycin besteht und
in allen Zellen des Organismus vorkommt. In besonders hoher Konzentration ist
es in den Erythrozyten enthalten. Die Biosynthese von Glutathion ist
enzymkatalysiert. Aufgrund der SH-Gruppen von Gilutathion zahlt es zu den
Sulfhydrylverbindungen [LOFFLER 2004].

Seine intrazellulare Konzentration liegt zwischen 0,5-10 mmol/l. Die
Thiolgruppe hat eine stark reduzierende Wirkung und reagiert leicht mit freien
Radikalen und reaktiven Sauerstoffspezies. Bei dieser Reaktion entsteht das
Glutathion — Disulfid GSSG, das in einer NADPH-abhangigen Reaktion wieder
zu GSH reduziert werden kann [LOFFLER et al., 2006].

Glutathion ist ein Cofaktor von einigen gegen oxidativen Stress wirksamen
Enzymen, wie z.B. GSH-Px, Gilutathion-transferase. GSH ist beim

Aminoséauretransport durch die Plasmamembran beteiligt. Durch Glutathion



werden Singulettsauerstoff und Hydroxylradikale abgefangen und Gber GSH-Px
entstehen Wasserstoffperoxid und Lipidperoxide. Eine wichtige Rolle spielt
Glutathion bei der Regeneration der Antioxidantien Vitamin C und E [VALKO et
al., 2006].

Exogene Antioxidantien sind:

2.2.2. Vitamin C (Ascorbinsaure)

Vitamin C zahlt zu den wasserldslichen Antioxidantien. Fiir Erwachsene betragt
die empfohlene tagliche Zufuhr nach DACH- Referenzwerten 100 mg/Tag
Vitamin C. [DACH, 2008]. Die aktiven Formen sind Ascorbinsdure und
Deyhdroascorbinsaure.

HO 0 O 0
/ -2 [H]
HO @) . O O
+2[H]
HO—CH HO—CH
CH,0OH CH,OH
L-Ascorbinsédure L-Dehydroascorbinsaure

Abbildung 4: Ascorbinsdure [ELMADFA 2003]

Vitamin C ist ein wichtiges Antioxidans. Es ist in der Lage verschiedene reaktive
Sauerstoffspezies, wie z.B. das Superoxidanion O.° das Perhydroxylradikal
HO-°, das Hydroxylradikal OH®° und das Peroxylradikal ROO®° abzufangen, vor
Lipidperoxidation zu schiitzen und Vitamin E zu regenerieren [ELMADFA und
LEITZMANN, 2004; ZOPPI et al., 2006].



Studienresultate zeigen die Wirksamkeit von Vitamin C bei der Reduktion der
Konzentration von LDL-Cholesterin und Triglyzeriden. Diese beiden
Fettstoffwechselparamater sind mit erhdhter Inzidenz fir Herzerkrankungen
assoziiert [VINSON und JANG, 2001; SHIDFAR et al., 2003; REZIAN et al.,
2002].

2.2.3. Vitamin E (Tocopherol)

Abbildung 5: Vitamin E [BELITZ et al., 2007]

Unter Vitamin E versteht man eine Gruppe von acht fettléslichen Tocopherolen
und Tocotrienolen. Die Tocopherole und Tocotrienole a, B, y, & unterscheiden
sich durch die Stellung und Anzahl der Methylgruppen am Benzolring. Alle
haben antioxidative Eigenschaften, wobei a- Tocopherol die hdchste
Wirksamkeit in vivo besitzt [Fuchs et al., 2003].

Vitamin E ist ein wichtiges Antioxidans und kann vor Lipidperoxidation
schutzen. Es ist in der Lage reaktive Radikale wie das Hydroxyalradikal oder
Superoxidradikal abzufangen [Valko et al., 2006].

Der Schutz der mehrfach ungesattigten Fettsduren in den Phospholipiden der
Zellmembranen ist eine weitere wichtige Funktion der Tocopherole.

Vitamin E ist in der Lage Peroxidradikale abzufangen und hat eine
Schutzwirkung gegen radikalbildende Schwermetalle, Medikamente oder
Luftschadstoffe wie z.B.: Ozon [ELMADFA und LEITZMANN, 2004; FUCHS et
al., 2003].



Bei allen aufgezahlten Effekten von Vitamin E muss die Dosis -
Wirkungsbeziehung berlcksichtigt werden. Konzentrationen von Vitamin E >
300 mg/Tag kdénnen die Gesamtmortalitat erhéhen, besonders bei Personen mit
kardiovaskularen Erkrankungen. Der Referenzbereich flr Erwachsene liegt bei
12-14 mg/Tag. [KASPER et al., 2009; MILLER et al., 2005, DACH 2008].

2.2.4. B-Carotin

B-Carotin ist die Vorstufe von Vitamin A. Beide zahlen zu den fettléslichen
Vitaminen. Im Vergleich zu anderen Provitaminen hat B-Carotin eine hdéhe
Wirksamkeit, da es aus zwei B-lononringen besteht. [GRIMM und BIESALSKI,
2007].
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Abbildung 6: B-Carotin [ELMADFA und LEITZMANN, 2004]

In den Leberzellen bzw. Darmmukosazellen kann aus B-Carotin Vitamin A
gebildet werden. B-Carotin ist ein Antioxidans und wirkt gegen freie Radikale
wie z.B. Singulettsauerstoff '0,. Studienergebnisse zeigen die Wirksamkeit
gegen die Entstehung maligner Tumore und Ateriosklerose [KASPER et al.,
2009].

Zu hohen Dosen von B-Carotin im Bereich von 20-30 mg/Tag kdnnen
besonders bei Risikogruppen (wie z.B. Rauchern) schadigend wirken und das
Risiko fir die Krebsentstehung erhdhen [KASPER et al, 2009,
TANVETYANON T. et al., 2008]. Der Referenzbereich fir die Zufuhr liegt bei
4,8-6 mg/Tag fur Erwachsene [DACH, 2008].
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2.2.5. Ubichinon

Ubichinon, auch Coenzym Q genannt, ist ein Benzochinonderivat mit einer
isoprenen Seitenkette. Der Index fir Ubichinon - 50 bzw. Coenzym Q10 steht
daflir, dass das betreffende Molekil 10 Isoprenreste bzw. 50 C-Atome besitzt.

Hydrochinone sind Ubichinone (z.B. Coenzym Q6 bei Mikroorganismen,
Coenzym Q 11 bei Ratten) in reduzierter Form und sind in der Lage freie
Radikale und Peroxide in Membranen zu reduzieren bzw. zu entfernen.
Lipoproteine werden durch Ubichinone vor Oxidation geschiitzt [ELMADFA
2009; OGNJANQVIC B.1. et al., 2010].

2.3. Enzymatische Antioxidantien

Die enzymatischen Antioxidantien Glutathionperoxidase, Superoxiddismutase
und Katalase kommen in allen Zellen vor und schitzen den Organismus vor
reaktiven Sauerstoffspezies [HELMUT 1997].

2.3.1. Superoxiddismutase (SOD)

Das Enzym Superoxiddismutase kommt in Saugetieren in drei verschiedenen
Formen vor. Sie unterscheiden sich durch ihre Lokalisation und in ihrem aktiven

Zentrum.

Die Mangan enthaltene Form (Mn-SOD) ist in den Mitochondrien lokalisiert, die
Kupfer und Zink enthaltende dimere Form (CuZn-SQOD) ist vor allem im Cytosol
enthalten und die tetramere Form CuZn-SOD wird in den extrazellularen Raum
abgegeben [LOFFLER et al, 2007].

Diese Formen sind optimal funktionsfahig, wenn der Kérper ausreichend mit
Kupfer, Zink und Mangan versorgt ist. CuZn-SOD katalysiert vor allem die
Dismutation des Superoxidanions zu Sauerstoff und Wasserstoffperoxid. Mn-
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SOD st eines der effektivsten antioxidativen Enzyme bei Tumoren. Eine
Vielzahl von Studien bei verschiedenen Zelllinien hat ergeben, dass eine
Uberproduktion von Mn-SOD zu einer Verzégerung des Tumorwachstums fiihrt
[VALKO et al., 2006].

Die Aktivitat von SOD héangt stark mit oxidativen Vorgdngen im Korper
zusammen. Daher kann man aufgrund der Aktivitatsmessung von SOD auf den
oxidativen Status des Organimsus schlieBen. Bei vorhandenen Belastungen
des Korpers wie Lipidperoxidation kommt es zu einer verminderten SOD-
Aktivitat [KARAJIBANI et al., 2009].

02~ E— HzOz + Oz

Das gebildete Wasserstoffperoxid kann von der Katalase weiter zu Wasser
abgebaut werden [LUBERT 1995].

2.3.2.Glutathion-Peroxidase (GSH-Px)

Die Glutathion-Peroxidase ist ein antioxidativ wirksames Enzym, das im
menschlichen Kérper in Leber, Herz und Lunge und in Bakterien vorkommt. Ihre
Wirkweise beruht auf der Reduktion organischer Peroxide (ROOH) und
Wasserstoffperoxid  (H20,).  Glutathion  (siehe 2.2.1.) stellt die
Reduktionsaquivalente bereit. Dabei entsteht GSSG, welches durch die
Glutathion-Reduktase mit dem Cofaktor NADPH wieder zu GSH regeneriert

wird.

Reduktion von Wasserstoffperoxid:

H-O, + 2GSH —_— 2 H,0 + GSSG
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Gesunde Zellen enthalten einen hohen intrazellularen GSH/GSSG Anteil um
die Reduktion von H>O, zu férdern. Liegt oxidativer Stress vor, kommt es rasch
zu Veranderungen der GSH und GSSG Konzentrationen durch Aktivitat dfer
GSH-Px [SUZY et al, 2005].

Bei Belastungen wie Ozon, Aufnahme oxidierter Fette und oxidativer
Schadigung der Muskelzelle ist die Aktivitat der GSH-Px erhéht. Zur Senkung
kommt es bei Mangel an Eisen, Riboflavin, Protein, Pyridoxin und Kupfer
[ELMADFA und LEITZMANN, 2004].

GSH-Px ist auch fiir die Detoxifiaktion von Lipidhydroperoxiden (LOOH)
zustandig. Bei dieser Reaktion werden LOOH in weniger toxische
Hydroxyfettsauren (LOH) reduziert.

2LOOH+2GSH  ——> 2 LOH +H20 + GSSG
[LOFFLER et al, 2007]

Die Regulation des Arachidonsaure-Stoffwechsels und die dadurch erfolgende
Beeinflussung des Gleichgewichts zwischen Prostaglandin und Thromboxan
und damit der Thrombozytenaggregation ist eine weitere Aufgabe der GSH-Px
[ELMADFA und LEITZMANN, 2004].

Die Glutathion-Peroxidase besteht aus vier identen Untereinheiten und besitzt
in seinem aktiven Zentrum die Aminosdure Selenocystein, in der das
Schwefelenzym des Cystein durch ein Selenatom ersetzt ist. Daher ist die
Aktivitat von GSH-Px von der Bioverflgbarkeit und Aufnahme des Selens
abhangig.

Man unterscheidet bei der GSH-Px finf Formen, die sich aufgrund ihrer
Lokalisation, Struktur, enzymatischen Natur und unterschiedlicher Spezifitat
gegeniiber Hydroperoxiden unterscheiden [MATES et al., 1999].
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Das sind die klassische oder zellulare GSH-Px, die mitochondriale GSH-Px, die
Phospholipid-Hydroperoxid GSH-Px, die gastrointestinale Form der GSH-Px
und die extrazellulare GSH-Px [VALKO et al., 2006].

Die Phospholipid-Hydroperoxid GSH-Px ist in fast allen Geweben zu finden und
ist in der Lage Phospholipid-Hydroperoxide, Fettsdurehydroperoxide,
Cholesterolhydroperoxide, die in peroxidierten Membranen lokalisiert sind, und

oxidierte Lipoproteine zu reduzieren.

Die klassische Form der GSH-Px ist vor allem in Leber, Nieren, Erythrocyten
oder Lunge zu finden. Die mitochondriale GSH-Px ist in den Eryhrocyten,

Nieren und Leber lokalisiert.

Zu den Funktionen der mitochondrialen GSH-Px und der zelluldaren GSH-Px
zahlen die Reduktion von Fettsaurehydroperoxiden und H,O., [MATES et al.,
1999]. Die klassische GSH-Px wirkt gegen Hydroperoxid verursachten
Reaktionen entgegen, und moduliert den nukledren Transkriptionsfaktor
[BRIGELIUS-FLOHE R. 1999] NF-KB, der bei Entziindungsreaktionen eine

bedeutende Rolle spielt.

Die extrazellulare Form ist vor allem in den Nieren lokalisiert, kommt aber auch
in geringeren Mengen in anderen Kdrpergeweben vor. Hauptaufgabe ist der
Schutz vor jeglichem Hydroperoxidtransfer. Méglicherweise reguliert die
extrazellulare Form den Tonus von extrazellularen Hydroperoxiden, die
vermutlich verantwortlich fir die Biosynthese von Lipidmediatoren, wie

Leukotrienen, Thromboxanen sind.

Im Gastrointestinaltrakt und der Leber ist eine weitere Art der GSH-Px zu
finden, die aufgrund ihrer Lokalisation auch als gastrointestinale GSH-Px
bezeichnet wird [BRIGELIUS-FLOHE R. 1999]. Es wird angenommen, dass
diese Form der GSH-Px als erste Abwehr gegen Lipidhydroperoxide dient [CHU
F.F etal., 1993].

In einem Tierversuch von Silva E.L et al. konnte ein Anstieg der SOD- und eine
Abnahme der GSH-Px- Aktivitat nach 60 tagiger Fitterung mit Cholesterol

beobachtet werden [SILVA et al., 1995]. In einem Studienergebnis eines
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Tierversuchs von DEL BOCCIO et al. zeigte sich ein Anstieg der GSH-Px bei
jenen Tieren die mit cholesterinreicher Nahrung geflttert worden sind [DEL
BOCCIO G et al., 1990].

TREVISAN et al. konnten einen hoch signifikante Korrelation zwischen der
GSH-Px und HDL-Cholesterin entdecken. H6here Konzentrationen der GSH-Px
fihrten zu einer Zunahme von HDL-Cholesterin bei allen Studienteilnehmern
[TREVISAN et al., 2001].

Studienergebnisse zeigen, dass die GSH-Px 60 % der LOOH reduzieren kann.
Die Wirkweise der GSH-Px ist von vorhergehender Aktivitdt der Phospholipase
2 abhéngig. Diese hydrolisiert die LOOH bevor die GSH-Px diese reduziert.
[THOMAS et al., 1990].

2.3.3. Katalase (KAT)

Die Katalase kommt in fast allen pflanzlichen und tierischen Zellen vor. Beim
Menschen kommen die héchsten Konzentrationen dieses Enzyms vor allem in
den Peroxisomen der Leberzellen und in den Erythrozyten vor. Das Enzym ist
ein eisenhaltiges Hamprotein, das aus 4 Protein-Untereinheiten besteht. Ihre
Aufgabe ist der Schutz vor Wasserstoffperoxid. Die Katalase hat eines der
héchsten Umsatzgeschwindigkeiten aller Enzyme. Ein Molekil Katalase kann 6
Millionen Wasserstoffperoxide zu Wasser und Sauerstoff umwandeln [VALKO
et al., 2006].

Die Katalase reduziert Wasserstoffperoxid zu Wasser und molekularem
Sauerstoff.

Katalase
2 H202 _— > 2 H,0 + O5

[LUBERT 1995]
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2.3.4. Interaktion der drei Emzyme

Die drei Enzyme Katalase, Superoxiddismutase und Glutathion-Peroxidase
interagieren im Koérper stark vernetzt. SOD zahlt zu der ersten und Kat und
GSH-Px zu der zweiten Abwehr gegen oxidativen Stress. SOD ist wie bereits
erwahnt fir die Umwandlung des Superoxidradikals zu Wasserstoffperoxid und
Sauerstoff zustandig. Durch das Vorhandensein von H»0, werden GSH-Px und
KAT aktiviert [NIKOLIC et al., 20086].

Jeder Anstieg von SOD ist daher mit einer Zunahme an GSH-Px und KAT
verbunden. Wenn Hx0, nicht abgebaut wird reagiert es mit dem
Superoxidradikal zum Hydroxylradikal. Die Katalase wird erst bei hdéheren
Konzentrationen des Superoxidradikals aktiviert [PASTOR et al., 1998].

2.4. Bilirubin

Bilirubin gehoért zu der Gruppe der Gallenfarbstoffe. Es wird aus dem
Porphyringeriist des Hamoglobins gebildet. Dieses wird im Monozyten-
Makrophagen-System von Leber, Milz und Knochenmark in zwei Reaktionen
umgewandelt. Zuerst wird Ham oxidativ zum griinen Biliverdin gespalten und

danach zum gelben Bilirubin reduziert.
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Abbildung 7: Bilirubin(b) und Biliverdin (a) [ASAD et al., 2001]
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Der weitere Stoffwechsel von Bilirubin findet in der Leber statt. Der Transport im
Blut dorthin erfolgt gebunden an Albumin aufgrund der Léslichkeit im Plasma.
Bilirubin wird in der Galle als wasserlésliches Diglukuronid gespeichert
[LOFFLER et al., 2007].

Die Bilirubin-Konjugate werden im Darm, besonders im Dickdarm unter der
Einwirkung von Enzymen anaerober Bakterien partiell gespalten. Das bei dieser
Reaktion freiwerdende Bilirubin wird zu Urobilinogen und Sterkobilinogen
reduziert. Die beiden Verbindungen werden mittels Dehydrierung in Urobilin in
der Niere und Sterkobilin im Dickdarm umgewandelt. Sterkobilin wird Gber den
Fazes ausgeschieden und ist der Grund fir seine gelb-braune Féarbung
[THEWS et al., 1999].

Hamoglobin enthdlt den gréBten Anteil an H&m im Korper. An einem Tag
werden zirka 90 mg/kg Koérpergewicht Hamoglobin umgesetzt. Die tagliche
Ausscheidung an Gallenfarbstoffen entspricht etwa der Menge an Hamoglobin,
das taglich gebildet und abgebaut wird. Der Porphyrinanteil im Hamoglobin
betragt 3,5 % des Hamoglobingewichts. Daher werden beim Abbau von 1 g
Hamoglobin 35 mg Bilirubin gebildet. Zu diesem Wert kommen noch das beim
Abbau von anderen Hamproteinen wie Myoglobin oder Cytochrom, freigesetzte
Bilirubin sowie die Nebenprodukte der Hambiosynthese. Somit betragt die
Gesamtproduktion von Gallenfarbstoffen beim Menschen etwa 250 mg. Die
Bildung von Bilirubin betragt 220-250 mg pro Tag [LOFFLER et al., 2007,
KOOLMAN und ROHM, 2002].

Im Plasma gibt es zwei Arten von Bilirubin: Das direkte oder konjugierte
Bilirubin, welches das glucuronidierte Bilirubin darstellt, und das indirekte, auch
unkonjugierte Bilirubin, das an Albumin gebunden ist. Das glucuronidierte
Bilirubin macht circa 10-20% des Gesamtbilirubins im Serum aus, das
unkonjugierte 80-90%.
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2.4.1. Bilirubinabbau im Darm

Bilirubin  kann nur teilweise (Uber den enterohepatischen Kreislauf

wiederverwertet werden und wird daher in mehreren Schritten abgebaut.

Im Dickdarm wird durch eine B-Glucuronidase der Glucuronatrest des Bilirubin
abgespalten. Danach erfolgt die Reduktion zum Stercobilinogen. Das erste
Zwischenprodukt ist das Mesobilirubin, das durch Hydrierung der Vinylgruppen
zu Ethylgruppen entsteht. Weiters wird durch Hydrierung der Methingruppen (-
CH=) zwischen den Ringen A, B und C zu Methylengruppen Mesobilirubinogen
gebildet. Es folgt ein weiterer Hydrierungsschritt an den Pyrrolringen A und B
bei dem Stercobilinogen entsteht. Beim letzten Reaktionsschritt wird durch
Dehydrierung der Methylengruppe am Ring D zu einer Methingruppe aus
Stercobilinogen Stercobilin gebildet. Die Ausscheidung von Stercobilin betragt
etwa 40-280 mg/Tag.

Durch bakterielle Enzyme wird ein Teil des Stercobilinogens in Dipyrrole zerlegt
(Mesobilifuchsin, Bilifuchsin). Die entstanden Verbindungen Dipyrrol und
Stercobilin sind fur die normale Stuhlfarbe mitverantwortlich. Die im Darm aus
Bilirubin entstehenden Verbindungen werden bis zu 20% reabsorbiert. Sie
gelangen Uber die Pfortader in die Leber, wo sie erneut ausgeschieden werden
(enterohepatischer Kreislauf). Davon gelangt ein kleiner Teil Uber das Blut zu
den Nieren. Dort wird es als Urobilin oder Urobilinogen mit dem Harn
ausgeschieden [THEWS et al., 1999].

2.4.2. Hyperbilirubinamien

Die Normwerte fir das Gesamtbilirubin liegen unter 1,0 mg/dl [THEWS et al.,
1999]. Werte von mehr als 1,0 mg/dl (17 umol/l) Gesamtbilirubin gelten als
erhdht. Eine leichte Hyperbilirubindmie liegt bei einer Konzentration von 2-3 mg
/100 dl (34-51 umol) Gesamtbilirubin vor. Bei einer starken Hyperbilirubinamie

kommt es zu einem Ubertritt des Bilirubins in die Gewebe. Als Folge dessen
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tritt die Gelbfarbung der Haut und der Skleren auf, was als Gelbsucht oder
Ikterus bezeichnet wird.

Folgende Ursachen gibt es dafr:

I.  Eine gesteigerte Produktion von Bilirubin, mit der die Leber bei der
Ausscheidung Gberfordert ist.

[I. Ein Verschluss der ableitenden Gallenwege und dadurch eine
Unterbrechung des Gallenflusses und der Bilirubinausscheidung.

[ll.  Eine Stérung der Bilirubinkonjugation bzw. Ausscheidung in der Leber.

In Abhangigkeit der Ursache der Bilirubinerhéhung wird zwischen pré-, intra-
und posthepatischem lkterus unterschieden, wobei auch Mischformen dieser

Gelbsuchtarten auftreten kdnnen.

2.4.3. Erworbene Hyperbilirubinamien

. Hamolytischer (prahepatischer) lkterus

Ein erhéhter Abbau von Erythrozyten bei z.B. hamolytischen Anamien fuhrt zu
einer gesteigerten Produktion der Abbauprodukte des Hams und in Folge der
Gallenfarbstoffe. Wenn die Bilirubinbildung die Glucuronidierung und die
anschlieBende Ausscheidung in die Galle Ubersteigt kommt es zu
Hyperbilirubindmie und somit zum hamolytisch versursachten lkterus. Bei
diesem ist die Konzentration des unkonjugierten Bilirubins im Plasma erhdht,
was auch als prahepatischer lkterus bezeichnet wird. Die Konzentrationen von
Kalium und der Laktatdehydrogenase (LDH) sind bei schwacher Hamolyse im
Blut erhoht.

Il. Physiologischer Neugeborenenikterus

Nach der Geburt hat jedes Baby eine Hyperbilirubindmie und etwa 50 % der

Neugeborenen weisen in den ersten Lebenstagen auch eine Gelbsucht auf. Der
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Plasmabilirubinspiegel erhéht sich durch die Hamolyse von 1-2 mg/dl bzw. 17-
34 umol/l (unkonjugiert) auf 5-6 mg/dl bzw. 85 -102 umol/l. Dieser lkterus ist
physiologisch und sinkt im Laufe einer Woche wieder auf die Normalwerte ab.
Bei dieser Art des lkterus ist keine Therapie notwendig, da die Bilirubinwerte

nur leicht erhdht sind.

Die Hauptursachen flur die Erhéhung sind ein signifikanter Anstieg der
Hamoglobinkonzentration, eine auf 60% verkirzte Lebensdauer der
Erythrozyten und eine hohe Konzentration an nicht verwertbaren Hamoglobin,
welches als Shunthdmoglobin bezeichnet, gleich abgebaut wird [SILBERNAGL
und DESPOPOULOS 2003; BURCKHARD 2002].

lll. Pathologischer Neugeborenenikterus

Ursache flir diese Form des Neugeborenenikterus ist eine erhéhte Hamolyse,
die z.B. durch niedriges Geburtsgewicht oder eine Frihgeburt, zystische
Fibrose oder Rhesusinkompatibilitdt entsteht. Bei dieser Art des lkterus befindet
sich im Blut des Neugeborenen zu wenig Albumin, um das freie unkonjugierte
Bilirubin zu binden. Freies Bilirubin kann in hohen Konzentrationen die Blut-
Hirn-Schranke Uberwinden und einen Kernikterus verursachen. Wenn dieser
nicht behandelt wird kann es zu Hérschaden und geistiger Retardierung
kommen [SILBERNAGL und DESPOPOULQOS 2003].

Steigt die Konzentration des unkonjugierten Bilirubins auf Plasmawerte Uber 5
mg/100 ml gibt es fast nur mehr die Moglichkeit einer regelmé&Bigen
Phototherapie. Bei dieser wird das Neugeborene mit Licht im
Wellenlangenbereich von 400-500 nm bestrahlt. Dabei wird das Bilirubin durch
Photoisomerisierung zu Lumirubin umgewandelt. Diese Form des Bilirubin kann
unkonjugiert ausgeschieden werden, da sich Salzbriickenbindungen bilden,
welche die Wasserl@slichkeit des Bilirubins erhdhen [AGATI et al., 1998; KHAN
et al., 2000].
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IV. Hepatozellularer (intrahepatischer) lkterus

Bei dieser Art des lkterus kommt es zu einer Stérung der Sekretion von
konjugiertem Bilirubin aus den Leberzellen in die Gallenkapillaren. Sie wird
auch als Sekretionsikterus bezeichnet. Durch Hepatitis, Medikamente, Sepsis,
Leberzirrhose, Dubin-Johnson-Syndrom oder das Rotor-Syndrom kommt es zu
einer Schadigung des Leberparenchyms. Das konjugierte Bilirubin kann von
den Hepatozyten nicht mehr in ausreichender Weise in die Gallenkanalchen
transportiert werden und es kommt zu einem Anstieg des Bilirubin im Plasma
[THEWS et al., 1999; SILBERNAGL et al., 2005].

V. Verschlussikterus (posthepatischer Ikterus)

Beim Verschlussikterus werden die Gallenwege durch Gallensteine oder
Tumore verlegt. Dadurch kann es zu einem Gallenstau kommen (Cholestase).
Die Ausscheidung des konjugierten Bilirubins ist blockiert, da sich die Galle vor
dem Abflusshindernis staut. Die Galle wird durch die Desmosomen in
extrazellulare Raume gepresst und das konjugierte Bilirubin, das nicht auf diese
Weise ausgeschieden werden kann, erh6ht die Plasmakonzentration [KLINKER
und SILBERNAGL, 2003].

2.4.4. Angeborene Hyperbilirubinamie

. Rotor-Syndrom

Bei dieser Form der Hyperbilirubindmie ist die Sekretion von konjugiertem
Bilirubin aus den Leberzellen in die Gallenkapillaren und somit die
Bilirubinausscheidung gestért. Das Rotor-Syndrom wird autosomal-rezessiv
vererbt. Bei dieser Hyperbilirubindmie ist die Plasmakonzentration an
konjugiertem und dadurch auch die Konzentration des Gesamtbilirubins erhéht.
Es handelt sich um einen milden lkterus, der meistens vor dem 20 Lebensjahr
auftritt [THEWS et al, 1999; URBAN und FISCHER 1999].
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ll. Dubin-Johnson-Syndrom

Das Dubin-dJohnson Syndrom wird autosomal rezessiv vererbt. Es ist eine
benigne Stoffwechselerkrankung verursacht durch eine Mutation des Gens, das
fur das MRP-2 codiert. MRP steht fir Multidrug Resistent Protein und ist ein
ATP-abhangiger Transporter, der dazu dient das konjugierte Bilirubin an die
Gallenflussigkeit abzugeben. Dieser Gendefekt bewirkt, dass die Abgabe des
konjugierten Bilirubin an die Gallenflissigkeit nicht erfolgen kann und sich in
Folge in den Hepatozyten ansammelt. Die Leber farbt sich durch
Pigmentablagerungen schwarz und es entsteht eine leichte chronische
Hyperbilirubindmie mit Gelbsucht. Ab dem Kindesalter kommt es zu
auftretender Gelbsucht ohne Cholestease, die in Schiben auftritt. Das Defizit
an MRP-2 kann zum Teil durch eine Up-Regulation des MRP-3 kompensiert
werden. Das Dubin-Johnson-Syndrom kommt meistens bei Jugendlichen vor
[THEWS et al, 1999; PAULUSMA et al, 1999; URBAN und FISCHER 2003].

lll. Morbus Meulengracht (Gilbert-Syndrom)

Bei dieser Hyperbilirubindmie kann das unkonjugierte Bilirubin bis 6 mg/100ml
im Plasma ansteigen. Es wird als Morbus Meulengracht aber auch als Gilbert-
Syndrom bezeichnet, da es von Augustin Nicolas Gilbert erklart worden ist. Im
Normalfall kommt es zu einem leichten Anstieg des unkonjugierten Bilirubin
zwischen 1-3mg/dl bzw. 17,1-51,3 umol/l mit einer leichten Gelbfarobung der
Skleren. Bei stressbedingten Belastungen wie Nahrungskarenz, Infekten,
kérperlichen Belastungen oder Medikamenten, kann Bilirubin bis zu 100 %
ansteigen. Bei Europdern mit Morbus Meulengracht liegt eine Mutationen im
Bereich der Promotorregion des UDP-Glucuronyltransferase I-Gens vor. Das
Gilbert-Syndrom wird autosomal-rezessiv vererbt [BURCHEL und HUME 1999;
LOFFLER et al., 2007].

Die Aktivitat des Enzyms UGT liegt bei Personen mit Gilbert’s Syndrom bei ca.
70 % im Vergleich zu gesunden Menschen [KAMISAKO 2004].
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Bei 3-10 % der Bevoélkerung kommt diese Hyperbilirubindmie vor. Manner sind
mit 12,4 % haufiger betroffen als Frauen mit 4,8 % [LOFFLER et al., 2007].

Beim Gilbert’s Syndrom unterscheidet man zwischen zwei Typen der Mutation
von UGT1A1. Das erste ist ein dinukleotider Polymorphismus in der TATA Box
der UGT1A1 Gene. Meistens kommt es zu 7 TA Wiederholungen, statt wie
beim Wildtyp zu 6, also A(TA);TAA statt A(TA)sTAA.

Erhdhte Plasmakonzentrationen des unkonjugierten Bilirubins ohne Hamolyse
und veranderten Leberenzymen sind wichtige Kennzeichen fir die Diagnose
von Morbus Meulengracht [LOFFLER et al, 2007; KAMISKAO 2004].

Aufgrund der antioxidativen Eigenschaften von unkonjugiertem Bilirubin zeigt
das Gilbert Syndrom einen positiven Effekt auf Oxidationsvorgange im Kérper
auf. Laut einer Studie von Bulmer et al. weisen Personen mit dieser Mutation
eine geringere Anfalligkeit fir die Oxidation des Serums und in weiterer Folge
einer geringeren Pravalenz fir Herz-Kreislauf-Erkrankungen auf [BULMER et
al., 2008].

In einer Studie von Vitek et al. konnte beobachtet werden, dass
Studienteilnehmer mit Gilbert’'s Syndrom eine niedrigere Pravalenz fir
ischdmische Herzerkrankungen hatten [VITEK et al., 2002]. Die Auswertungen
der NHANES Studie bestehend aus 7.000 Probanden zeigen, dass moderat
erhdhtes  Bilirubin  zu einer niedrigeren Pravalenz fir periphere
GefaBerkrankungen flihrt und Bilirubin daher eine Rolle bei der Pravention von
Arteriosklerose spielt [VITEK et al., 2008].

IV. Crigler-Najjar-Syndrom

Dieses Syndrom wird durch einen genetischen Defekt des Gens fiir die UDP-
Glukuronosyl-Transferase verursacht. Dadurch wird das Enzym UGT teilweise
oder ganz inaktiviert und dies flhrt zu einer héheren Bilirubin-Konzentration im
Plasma als beim Gilbert-Syndrom. Es liegt eine Mutation bei einem der finf
Exons des Gens vor, das fir die UGT codiert [JANSEN 1999; URBAN und
FISCHER 2003].
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Das Crigler-Najjar-Syndrom wird aufgrund der Art der Vererbung und der
Restaktivitat des Enzyms in zwei Typen eingeteilt.

Typ 1:

Crigler-Najjar Typ 1 kommt sehr selten vor und wird autosomal-rezessiv vererbt.
Das Enzym UGT fehlt ganz und fihrt nach wenigen Tagen zu einem
Kernikterus. Als einzige Therapie hilft eine Lebertransplantation, was oft
aufgrund der Wartezeiten fiir Organe nicht so schnell méglich ist. Die Kinder mit
dieser Erkrankung kd&nnen mittels Phototherapie oder Austauschtransfusion
behandelt werden bis sie eine Lebertransplantation bekommen. Die
Phototherapie ist allerdings maximal 4 Jahre méglich.

Die Lebenserwartung fur solche Patienten liegt bei 30 Jahren. Die Bilirubinwerte
liegen bei 25 — 40 mg/dl Plasma bzw. 425 — 680 umol/| [JANSEN 1999].

Typ 2:

Bei dieser Hyperbilirubindmie ist die Vererbung autosomal-dominant. Sie ist
auch unter dem Namen Arias-Syndrom bekannt. Das Enzym ist in geringen
Mengen vorhanden, mit einer Restaktivitdt von 10 % im Vergleich zu
Gesunden. Die Plasma-Bilirubinwerte liegen bei 6 — 25 mg/dl bzw. 102 — 425
umol/l. Im Koérper der Betroffenen wird Bilirubin hauptséchlich als
Monoglukuronid ausgeschieden. Behandelt werden die Patienten mit
Phenolarbital, was die Enzyminduktion stimuliert [JANSEN 1999; KAMISAKO
2004].

2.4.5. Wirkung der Hyperbilirubinamie

Wie bereits im Kapitel 2.4.4. erwahnt hat das unkonjugierte Bilirubin auch

protektive Wirkungen auf den Korper.

Es sind bereits zahlreiche Studien Uber Bilirubin durchgefihrt worden, die die
Wirkungsweise dieser Verbindung auf den Organismus untersucht. Dabei
konnte festgestellt werden, dass Bilirubin antioxidative, antimutagene und
antikanzerogene Eigenschaften besitzt und auch bei der Entstehung von
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kardiovaskularen Erkrankungen eine entscheidende Rolle spielt. Die Wirkung
Bilirubins ist jedoch Dosisabhéngig. Zu niedrige und zu hohe Konzentrationen
kénnen sich negativ auf den Organismus auswirken. Schwertner et al.
beobachteten bei Bilirubinkonzentrationen < 1mg/dl gleichzeitig eine erhdhte
Prasenz von koronaren HerzgefaBerkrankungen [SCHWERTNER et al., 1994].

Zu hohe Bilirubinkonzentrationen > 6 mg/dl kénnen neurotoxisch im
Organismus wirken [VITEK et al. 2009] und z.B. beim Crigler-Najjar-Syndrom
Typ 1 (25-40 mg/dl) bei Neugeborenen zu einem Kernikterus fihren. [JANSEN
1999].

Moderat erhéhte Bilirubinkonzentrationen von 1-3 mg/dl kébnnen die genannten
positiven Effekte auf den Organismus haben.

2.4.5.1. Bilirubin als Antioxidants

Bilirubin schitzt die Zellen vor Schadigung durch Inhibierung der Membranlipid-
peroxidation welche durch fettlésliche Peroxylradikale ausgelést wird. Dabei
wirkt es synergistisch mit a-Tocopherol und anderen exogenen Antioxidantien
[NEUZIL und STOCKER, 1994].

Dieser Synergismus basiert auf der Fahigkeit der Gallenfarbstoffe z.B. das a-
Tocopheroxylradikal zu reduzieren [WITTING et al., 1996].

Bilirubin agiert als Antioxidans im Ko&rper. Der Mechanismus hinter der
Regeneration von Bilirubin ist noch unklar. Eine Theorie lautet, dass Bilirubin zu
Bilirverdin oxidiert wird und mittels der Biliverdinreduktase wieder zu Bilirubin
reduziert wird [SEDLAK et al., 2009].

In einer Studie von Asad et al. ist die antioxidative Wirkung von Bilirubin
untersucht worden, wobei Bilirubin im Vergleich zu Biliverdin einen starkeren
antioxidativen Effekt aufwies. Die durch L-DOPA- Culll] verursachte oxidative
DNA-Spaltung und die dadurch entstandenen Hydroxylradikale, wurden
erfolgreicher durch Bilirubin entgiftet [ASAD et al., 2001].
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Rauchen beschleunigt oxidative Vorgange im Korper und tragt somit zur
Entstehung von oxidativem Stress bei. Die Auswertung der NHANES Ill, einer
flachendeckenden Erhebung der Gesundheit und Erndhrung der U.S.
Bevdlkerung hat ergeben, dass bei Rauchern der Serumbilirubinspiegel
signifikant erniedrigt war. Was den Schluss zulasst, dass der Bilirubinverbrauch
bei Rauchern hoéher ist als bei Gesunden und Bilirubin wahrscheinlich
antioxidativ wirksam ist [ZUCKER et al., 2004].

Bilirubin wurde auch auf seine antimutagene Eigenschaften mittels Ames
Test getestet. In der Studie wurde untersucht ob Gallenfarbstoffe den
genotoxischen Effekten von Mutagenen entgegenwirken kénnen. Bilirubin hat
den mutagenen Effekt von Trinitrofluoron und 2-Aminofluoron und
Benzo(a)pyren signifikant gehemmt [BULMER et al., 2006].

2.4.5.2. Chemopraventive Eigenschaften von Bilirubin

Eine positive Wirkung von Bilirubin wurde bereits bei diversen Krebsarten
beobachtet. MaBig erhdhte Bilirubinwerte waren mit einem reduzierten Risiko
fir Atemwegserkrankungen assoziiert. Bei Personen mit Lungenkrebs waren
die Bilirubinlevel geringer als bei Gesunden [HORSFALL et al., 2011].

In der NHANES Il konnte ein schitzender Effekt von Bilirubin bei
gastroinstetinalen Malignomen nachgewiesen werden. Je hoéher das
Serumbilirubin, desto niedriger war die Pravalenz fir Dickdarmkrebs [ZUCKER
et al., 2004].

Die Auswertung der Daten Uber die Sterblichkeit in der BIRNH-Studie, einer 10-
jahrigen follow-up-Studie, zeigen einen Zusammenhang zwischen Bilirubin und
der Mortalitdt durch Krebs. Es wurde die Beziehung zwischen Serumbilirubin
und allgemeiner, kardiovaskuldrer und kanzerogener Mortalitdt bei 5460
Méannern und 4843 Frauen untersucht. Das Risiko der Mortalitat durch Krebs

sank bei ansteigender Konzentration des Serumbilirubins. [TEMME et al., 2001]
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2.4.5.3. Bilirubin und kardiovaskulare Erkrankungen

Bilirubin zeigte auch protektive Wirkungen bei kardiovaskularen Erkrankungen,
was durch zahlreiche Studien nachgewiesen werden konnte. Es gibt bereits
einige Humanstudien, die sich mit dieser Thematik beschaftigen.

In einer Studie von Bulmer et al. sind mechanistische Anséatze bezlglich der
Wirkung von Bilirubin bei Personen mit Gilbert’s Syndrom hinsichtlich
kardiovaskularer Risikofaktoren (ox. Stress) analysiert worden. Probanden mit
GS hatten eine erhdhte antioxidative Kapazitdt und die Verzdgerung der
Serumoxidation war signifikant langer, was deren reduzierte Pravalenz fir
kardiovaskulare Erkrankungen erklaren kann [BULMER et al., 2008].

Vitek et al. haben den Zusammenhang zwischen Serumbilirubinkonzentrationen
und peripheren arteriellen Erkrankungen in der NHANES erforscht. Es konnte
festgestellt werden, dass erhbéhte Serumbilirubinwerte zu einer Reduktion der
Pravalenz von peripheren arteriellen Erkrankungen fuhren [VITEK et al., 2002].

Die Forschergruppe von Hopkins et al. hat den Einfluss von Bilirubin auf
koronare arterielle Erkrankungen untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass ein
Ansteigen des Serumbilirubins innerhalb des Referenzbereichs von 7 -17 pumol/I
mit einer signifikanten Risikoreduktion (60-90%) flr koronare arteriellen

Erkrankungen assoziiert war [Hopkins et al., 1996].

Gullu et al. haben erstmals den Effekt von hohen, mittleren und niedrigen
Serumbilirubinwerten auf die koronare Flussreserve erforscht. Die Ergebnisse
zeigten, dass erhdhte Serumbilirubinlevel vor Beeintrachtigung der koronaren
Flussreserve, sowie vor mikrovaskuldren Stérungen und auBerdem vor
koronarer Arterosklerose schitzen. Der Schutz Bilirubins vor Artherosklerose
ist durch die protektive Wirkung gegen Oxidation von Lipoproteinen wie LDL-
Cholesterin und Lipiden begrindet [GULLU et al., 2005].

Die antiatherogene Wirkung von moderat erhéhten Bilirubin konnte ebenfalls in

einer Studie von Ishizaka et al. entdeckt werden. Erhohtes Bilirubin war mit
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verminderter Ablagerung der Hauptschlagadern assoziiert [ISHIZAKA et al.,
2001].

Lin et al. fuhrten eine Untersuchung zu den Ergebnissen der Framingham
Offspring Studie Gber UGT1A1*28 Allele und kardiovaskulare Krankheiten bei
1.780 Personen durch.

Personen mit Gilbert’'s Syndrom und UGT1A1*28 Allele, die eine moderate
Erhdhung von Serumbilirubin zeigen, hatten ein geringeres Risiko fir
kardiovaskulare Erkrankungen und koronare Herzerkrankungen [LIN et al.,
2006].

Aus der Vielzahl der genannten Studien Uber Bilirubin kann die Wirksamkeit
Bilirubins als Antioxidans im Kérper bekraftigt werden. Bilirubin wirkt im Kérper
mit anderen Antioxidantien synergistisch und dient als wichtiger Radikalfanger.
Jedoch konnten die Mechanismen fir die Wirkung von Bilirubin als Protektor
vor kardiovaskularen Erkrankungen und Krebs noch nicht vollstdndig erklart
werden. HierfUr fehlen klinische Studien mit umfassender Probandenanzahl und

aussagekraftigen Parametern.
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3. Material und Methoden

3.1. Studiendesign

Das Ziel dieser Studie war zu testen, ob maBig erhéhte Serumbilirubinspiegel
bei Personen mit Gilbert Syndrom verminderte oxidative Schaden,
Entzindungsmarker, sowie verminderten oxidativen Stress im Vergleich zur
Kontrollgruppe zeigen. In der vorliegenden Arbeit wird naher auf die
antioxidativen Enzyme, Superoxiddismutase, Katalase und

Glutathionperoxidase eingegangen.

Diese Studie ist eine Fall-Kontroll Studie im Querschnittsdesign, die durch die
Ethikkommission des Allgemeinen Krankenhauses Wien (Nr. 274/2010)
genehmigt worden ist. Die Rekrutierung der Probanden erfolgte Uber die Kartei
des Allgemeinen Krankenhauses Wien, mithilfe von Aushangen an
Universitdten und Spitédlern in Wien sowie Uber Zeitungsannoncen und
Internetplattformen. Insgesamt haben 104 Personen an der Studie
teilgenommen. Um die festgelegten Ein-und Ausschlusskriterien zu bestimmen

wurde ein Fragebogen erhoben und eine erste Blutabnahme durchgefiihrt.

Die Einteilung in die jeweilige Gruppe erfolgte nach ermittelten Werten des
unkonjugierten Bilirubins und des Gesamtbilirubin, die Kontrollgruppe wurde
nach Geschlecht und Alter gematcht.

Beim ersten Termin fur die Blutabnahme wurde den Probanden eine
Probandeninformation ausgehandigt und ihr Einverstandnis eingeholt, sowie ein
Food Frequency Questionnaire (FFQ) ausgefullt.

Vor dem anschlieBenden Hauptblutabnahmetermin wurde ein Fastentag
vorgeschlagen (<400kcal/Tag) um die Gruppenzuteilung zu erleichtern. Ein
Fastentag fUhrt besonders bei Personen mit GS zu einem leichten Anstieg der
BR-Spiegeln [BETRAM et al. 1970].
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Mithilfe einer kurzen Befragung wurde festgestellt ob seit dem 1.
Blutabnahmetermin Anderungen beziiglich der Ein- und Ausschlusskriterien
aufgetreten  sind. Neben der Blutabnahme wurde auch eine

Mundschleimhautprobe entnommen und eine Harnabgabe fand statt.

Die vorliegende Diplomarbeit geht auf die Auswirkung erhdhter Bilirubinspiegel
auf den humanen Antioxidantienstatus n&her ein, wobei die enzymatischen

Antioxidantien SOD, Katalase und GSH-PX Hauptaugenmerk waren.

3.2. Probanden

An der Studie haben insgesamt 101 Personen teilgenommen. Davon waren 45
eindeutig der GS-Gruppe und 39 eindeutig der Kontrollgruppe zuzuordnen. 17
Probanden waren nicht einordbar, da sie einen Bilirubinspiegel um 1mg/dI
hatten. Die Probanden wurden unter RuUcksichtnahme folgender Punkte
ausgesucht:

Einschlusskriterien

» Alter: 20-80 Jahre
» Gesamtbilirubin im Blut héher als 1,2 mg/dl (20,52 umol/l) [GS]
» Unkonjugiertes Bilirubin im Blut héher als 1 mg/dl (17,1 umol/l) [GS]
» Gesamtbilirubin < 1,2 mg/dl (20,52 pumol/l) [Kontrolle]
* Unkonjugiertes Bilirubin im Blut < 1 mg/dl (17,1 umol/l) [Kontrolle]
e Gamma-Glutamyltranspeptidase im Blut (GGT)
< 39 U/l (Frauen)
< 66 U/l (Manner)
» Alanin Aminotransferase im Blut (ALT)
< 35 U/l (Frauen)
<50 U/I (Manner)
» Aspartat Aminotransferase im Blut (AST)
<35 U/I (Frauen)
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<50 U/l (M&nner)

* Moderates Bewegungsverhalten

Ausschlusskriterien

» Alter: Junger als 20 Jahre oder alter als 80 Jahre

» Unkonjugiertes Bilirubin niedriger als 1 mg/dl (17,1 umol/l)

» Gesamtbilirubin niedriger als 1,2 mg/dl (20,52 pmol/l)

» Kardiovaskulare Erkrankungen

» Hepatitis B, C und jede andere Form einer Lebererkrankung

» Cholelithiasis

» Hamolyse

* Herzerkrankung

* Chronische Nierenerkrankung

» Akute Tumorerkrankung

* Diabetes Mellitus

» Keine Supplementierung mit Antioxidantien innerhalb der letzten 4
Wochen vor der 1. Blutabnahme

* Keine Medikamenteneinnahme, welche die Leberwerte beeinflussen
kénnen (z.B.: Probenecid, Rifampicin), innerhalb der letzten 5 Wochen
vor der 1. Blutabnahme

» Raucher 5 Zigaretten/Tag

» Personen mit Organtransplantaten

* Leistungssportlerinnen

3.3. Blutaufbereitung

Mittels Venenpunktion wurde den nlchternen Probanden Blut enthommen. Die
dabei verwendeten R&6hrchen waren mit EDTA- oder Litium-Heparin
beschichtet, auBerdem wurden Serumréhrchen verwendet. Die Réhrchen sind
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so schnell wie moglich zum Department fOr Ernahrungswissenschaften

transportiert worden.

Die Blutproben wurden fiir 10 Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert, das Plasma
in Cups aliquotiert, mit Stickstoff begast und fir spater folgende Analysen bei -
80°C eingefroren worden.

Far die Enzyme wurden die zellularen Heparin-Blutbestandteile mit
Phophatpuffer gewaschen und 10 Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert. Dazu
wurde isotonischer Phosphatpuffer zugegeben, gemischt und anschlieBend
zentrifugiert (10 Min; 3000 U/min). Dieser Schritt wurde insgesamt 2 Mal
wiederholt. Um die Erythrozytensuspension herzustellen, ist die Blutprobe 1:1
mit dem Phosphatpuffer verdinnt, gemischt, in Cups pipettiert und mit N»
begast worden. Die Proben wurden anschlieBend bei -80°C bis zur Analyse

gelagert.

3.3.1. Herstellung des isotonischen Phosphatpuffers

Tabelle 3: Reagenzien fur den isotonischen Phosphatpuffer

Reagenzien Firma Nummer
Dinatriumhydrogenphosphat Fluka 71640
Natrium-EDTA Riedel de Haén 27285
Natriumchlorid Riedel de Haén 31434

Herstellung des isotonischen Phosphatpuffers:

7,27 g NaCl und 1,42 g Dinatriumhydrogenphosphat sowie 0,19 g Natrium-
EDTA werden in ca. 950ml destilliertem Wasser gelést. Mithilfe von 1N
Salzsdure wird der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. AnschlieBend wird der

Messkolben mit destilliertem Wasser bis zur 1000 ml Markierung aufgefuillt.
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3.4. Bestimmung der enzymatischen Antioxidantien

3.4.1. Bestimmung der Glutathionperoxidase im Blut

3.4.1.1. Prinzip

Die Glutathionperoxidase (GSH-Px) ist ein Enzym, das in Anwesenheit von
Hydroperoxiden (ROOH) die Reaktion von reduziertem (GSH) zu oxidiertem
(GSSG) Glutathion katalysiert. GSSG wird NADPH-abhangig mithilfe der
Glutathionreduktase in reduziertes GSH umgewandelt.

GSH-Px

2GSH + ROOH GSSG + ROH + H20

v

GR

GSSG + NADPH; 2 GSH + NADP*

v

Bei dieser Methode wird t-Butylhydroperoxid als Hydroperoxid verwendet. Es
wird die Abnahme an NADPH gemessen, welche proportional der GSH-Px-
Aktivitat ist [BEUTLER, 1984].

3.4.1.2. Materialien und Geréte

Tabelle 4: Reagenzien fir die GSH-Px —Bestimmung

Reagenzien Hersteller Nummer
Glutathion Sigma-Aldrich 1000573197
GR Roche 10105678001
NADPH Tetranatriumsalz Roche 10107824001
t-BHP, 70% Merck 5196306936
Tris-HCI Fluka 93347

Na-EDTA Riedel de Haén 27285
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Kaliumhexacyanoferrat Merck 4973
Kaliumcyanid Aldrich 20781-0
Aqua dest.
Lésungen:

Alle Lésungen, auBer der Tris-Puffer und das Hamoglobinreagenz sind an
jedem Analysentag frisch herzustellen.

GSH-Lésung [1M]: 61,46 mg Glutathion geldst in 2 ml destilliertem
Wasser

GR-Lésung [10 U/ml]: 50 pl GR-Lésung gemischt mit 2950 pl destilliertem
Wasser.

NADPH-L6sung [2mM]: 3,48 mg NADPH geldst in 2 ml destilliertem Wasser
t-BHP-Lésung [7mM]: 20 pl t-BHP in 20 ml destilliertem Wasser l16sen

Tris-Puffer [1M]: 15,76 g Tris-HCI (Tris(hydroxymethyl)-
aminomethanhydrochloricum) + 186 mg NA-EDTA in
etwas destilliertem Wasser vorlésen und den ph-
Wert mit 1N NaOH auf 8 einstellen. Die Lésung
mit destilliertem Wasser auf 100 ml aufflllen.

Hamoglobinreagenz: 198 mg Kaliumhexacyanoferrat + 49 mg
Kaliumcyanid in destilliertem Wasser vorlésen und
auf 1000 ml auffallen

Geréte:

UV/VIS Photometer ATI Unicam UV4
Software : ATl Unicam Vision 2.11.
Wasserbad

ph-Meter
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3.4.1.3. Durchfiihrung

Vor der Aktivitdtsmessung der GSH-Px stellt man ein Erythrozytenhamolysat

her, indem man 100 pl Erythrozytensuspension mit 900 ul destilliertem Wasser
mischt.

AnschlieBend werden die Testansatze nach folgendem Pipettierschema
hergestellt:

Tabelle 5: Pipettierschema flr die Aktivitatsbestimmung von GSH-Px

Reagenzien Leerwert [pl] Probe [pl]
Aqua dest. 670 660
Tris-Puffer 100 100

GSH 20 20
GR 100 100
NADPH 100 100
Probenhamolysat - 10

Nach dem Pipettieren werden die Proben mithilfe eines Vortexers gemischt und
10 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach pipettiert man 10 pl t-BHP in den
jeweiligen Testansatz und misst sofort photometrisch bei 340 nm.

Die photometrische Messung erfolgt Gber eine Zeitspanne von 90 Sekunden.
Es wird die Extinktionsabnahme gegen den Leerwert gemessen.

Die Bestimmung des Hamoglobins ist im Kapitel 4.4. erklart.
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3.4.1.4. Auswertung

Um die spezifische Enzymaktivitat zu messen wird die Extinktionsabnahme auf
g Hamoglobin bezogen. Grundlage fir die Berechnung ist das Lambert-
Beer’sche Gesetz:

E=&*c*d

E = Extinktion

€ = molarer Extinktionskoeffizient [ 1/(mol.cm)]

¢ = Konzentration oder Aktivitat

d = Schichtdicke der Kivette [ cm] =1

Nach Berlcksichtigung der verwendeten Reaktionsvolumina wird folgende

Formel verwendet:

A= AE * V,/ (6,22 * V)

A = Aktivitat der GSH-Px

AE = Extinktionsabnahme/min

V¢ = Gesamtvolumen der Kivette in ml

6,22 = molarer Extinkzionskoeffizient [ 1/(mol.cm)] von NADPH bei 340 nm

Vu = Volumen des Hamolysats

Dann wird die erhaltene Aktivitat auf den Hb-Gehalt bezogen:

A*100/Hb [g/dl] = 1.U. /g Hb

3.4.1.5. Uberpriifung der Analysengenauigkeit

Der Intra-VK (=Variationkskoeffizient= (Standardabweichunng/ Mittelwert)* 100)
der Methode betrug 4,97%.

Es wurde an jedem Analysentag eine Probe in Doppelbestimmung analysiert
um die Analysengenauigkeit zu Uberprifen. Dazu wurden an jedem

Bestimmungstag Referenzproben analysiert. Die Kontrollprobe ist eine



36

Erythrozytensuspension, die vor Beginn der Analysen hergestellt und
eingefroren worden ist. Es konnte mittels der Kontrollproben der Inter-VK

berechnet werden, der 3,54% betragt.

3.4.2. Bestimmung der Superoxiddismutase in Erythrozyten

3.4.2.1. Prinzip

Diese Methode nitzt die Fahigkeit des Enzymes Superoxiddismutase (SOD),
die Autoxidation von Pyrogallol (1,2,3-Trihydroybenzol) zu hemmen.
[MARKLUND & MARKLUND, 1974] In wéassriger L6sung autoxidiert Pyrogallol
schnell unter Bildung eines gelben Farbstoffes, dessen Konzentration

photometrisch bestimmt werden kann.

Far die Reaktion ist die Anwesenheit von Superoxidanionen nétig. SOD hemmt

diese Autoxidation, bei der Superoxidanionen dismutiert werden:

SOD

205-+2H <«——* 02+H0,

Um die Aktivitdt von SOD zu bestimmen, versetzt man eine autoxidierende
Lédsung von Pyrogallol mit steigenden Mengen SOD-haltiger Probe. Man
ermittelt jene Probenkonzentration, bei der die Pyrogallolautoxidation zu 50%

gehemmt wird. (= internationale Einheit (. U.)).



3.4.2.2. Material und Gerate

Tabelle 6: Reagenzien fir die SOD - Bestimmung
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Reagenzien Hersteller Nummer
Pyrogallol Riedel de Haén 16040
Ethanol p.a. Merck 38122583748
Chloroform Merck 38408045805
Salzsaure 37% Riedel de Haén 30721
Na-EDTA Riedel de Haén 27285
Tris-HCI Merck 5196306936
Lésungen:

Die Pyrogallolldsung muss an jedem Analysentag frisch hergestellt werden.

Pyrogallol-Losung: 126,11 mg Pyrogallol + 82 ul 37 % ige Salzsaure mit

destillierten Wasser auf 100ml auffillen.

Tris-Puffer [1M]: 15,76 g Tris-HCI + 186 mg Natrium-EDTA in
destilliertem Wasser loésen. Den ph-Wert mithilfe

von 1N NaOH auf 8 einstellen und mit destilliertem

Wasser auf 100ml auffiillen.

Hamoglobinreagenz: siehe 5.4 Hdmoglobin-Bestimmung

Gerate:

UV/VIS Photometer ATI Unicam UV 4

Software : ATl Unicam Vision 2.11.
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Wasserbad
Zentrifuge

pH-Meter

3.4.2.3. Durchfiihrung

Es werden 300 pl Erythrozytensuspension mit 450 pl destillietem Wasser
verdinnt, um eine Hamolyse herbeizuflihren. Von diesen 750 ul werden 500 pl
entnommen und in ein Pyrexréhrchen pipettiert. Dazu figt man 1 ml Ethanol
p.a. und 600 pl Chloroform p.a.. Diese Lésung wird 60 Sekunden mittels
Vortexer gemischt, 2 Minuten lang stehen gelassen und danach bei 3000 U/min

zentrifugiert.

Der klare Uberstand des Pyrexrdhrchens wird fiir die anschlieBenden

Arbeitsschritte verwendet. Es wird nach folgendem Schema pipettiert:

Tabelle 7: Pipettierschema der SOD-Bestimmung, alle Proben + Leewerte (LW) in pl

Reagenz LW Probe1 Probe2 Probe3 Probe4 Probeb5

Tris-HCI- 100 100 100 100 100 100
Puffer

Aqua dest. 880 840 820 780 730 680

Probe 0 20 30 50 75 100

Die Proben werden gemischt und anschlieBend 10 Minuten bei 25°C inkubiert.
Erst unmittelbar vor jeder Messung werden 20 pl Pyrogallol-Lésung zu der
Probe gegeben, diese wird gut gemischt und sofort in das Photometer gestellt.
Der Extinktionsverlauf wird bei 320 nm Uber 2 Minuten gemessen, dabei

wurden Halbmikrokivetten (1cm Schichtdicke) verwendet.

Die Ermittlung der Hamoglobinkonzentration wird im Kapitel 3.5. beschrieben.

Messparameter:
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Wellenlange: 320 nm
Messtemperatur: 25°C
Messzeit: 180 s

3.4.2.4. Auswertung

Die SOD- Aktivitat wird durch lineare Regression aus den sechs
unterschiedlichen Probenkonzentrationen ermittelt. Aus der AE/min wird eine
Konzentrations-gerade erstellt. Die Probenmenge x [ml], bei der eine 50%ige
Hemmung der Pyrogallolautoxidation auftritt, wird mithilfe der allgemeinen
Geradengleichung ermittelt.

y= k*x+d

y = (AE/min)/2 des Probenleerwerts
k = Steigung der Konzentrationsgeraden einer Probe
x = Probenmenge bei 50%iger Hemmung der Pyrogallolautoxidation

d = Schnittpunkt der Konzentrationsgeraden einer Probe mit der y-Achse

Die erhaltene Probenmenge x wird in folgende Formel eingesetzt:

A= GV / (PV * x)

A = Enzymaktivitat

GV = Gesamtvolumen = 5,6 ml
PV = Probenvolumen = 0,5 ml

x = Probenmenge bei 50%iger Hemmung der Pyrogallolautoxidation

Da der Hamoglobingehalt fir die Berechnung berlcksichtigt werden muss,

verwendet man folgende Formel:

A *100/Hb [g/d]] = U/ g Hb

A = Aktivitat der SOD
Hb = Hamoglobin, bei einem eingesetzten Probenvolumen von 100 | ist Hb [g/l] = Extinktion * 7,354

U = Units ... Enzymmenge, bei der 50% der Pyrogallolautoxidation gehemmt werden



3.4.2.5. Uberpriifung der Analysengenauigkeit

Der Intra-VK der Methode betragt 5,14%.

Der Inter-Vk der Proben in Doppelbestimmung betragt 3,09%.

3.4.3. Bestimmung der Katalase in Erythrozyten

3.4.3.1. Prinzip

Die Katalase ist jenes Enzym, das die Verstoffwechselung

Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff katalysiert.

KAT
2H,0: » 2H,0 + O,
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von

Flr die vorliegende Arbeit wurde die Bestimmungsmethode nach Aebi (1974)

verwendet. Dabei wird die Wasserstoffperoxidabnahme gemessen,

proportional zur Reaktionsgeschwindigkeit ist. (Aebi, 1974)

3.4.3.1. Material und Gerate

Tabelle 8: Materialen flr die Katalase-Bestimmung

die

Reagenzien Hersteller Nummer
Dinatriumhydrogenphosphat Fluka 71640
Wasserstoffperoxid 30% Riedel de Haén 31642
Kaliumdihydrogenphosphat Riedel de Haén 30407
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Lésungen:

An jedem Analysentag muss die Wasserstoffperoxidlésung frisch hergestellt

werden.

H.0,-Lésung [30mM]: 0,34 mi Wasserstoffperoxid (30%) mit
Phosphatpuffer auf 100ml aufftllen.

Phosphatpuffer [50mM]: 4,3 g Dinatriumhydrogenphosphat in ca. 800 ml dest.
Wasser lésen. Ph 7 mit NaOH einstellen und bis

1000 ml mit dest. Wasser fillen.

Hamoglobinreagenz: siche 3.5. Bestimmung der Hamoglobin-

Konzentration

Geréte:

pH-Meter
UV/VIS Photometer ATI Unicam UV 4

Software : ATl Unicam Vision 2.11.

3.4.3.2. Ablauf

Es werden 100 pl Erythrozytensuspension mit 500 ul destillietem Wasser
gemischt, um eine Hamolyse zu erzielen. Kurz vor der Bestimmung wird dieses
Hamolysat verdinnt, indem auf 10 pyl Hamolysat 5 ml destilliertes Wasser
pipettiert werden. AnschlieBend erfolgt das Pipettieren nach folgender

Anleitung:

Tabelle 9: Pipettierschema fur die Katalasebestimmung

Chemikalien Leerwert [ml] Probe [ml]
Phosphatpuffer 1 -
Hamolysat 1: 500 2 2

H.O. —Lésung - 1
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Die Proben werden gut gemischt und sofort in Quarzklvetten tberflhrt, danach
erfolgt die Messung bei 240 nm und dauert 30 Sekunden. Es wird die
Extinktionsabnahme gemessen. Die Ermittlung der Hamoglobinkonzentration ist
im Kapitel 3.5 erklart.

3.4.3.3. Auswertung

Als direktes ManB far  die Enzymkonzentration kann die
Geschwindigkeitskonstante k, der dieser Analyse zugrunde liegenden Reaktion
1. Ordnung, herangezogen werden.

k=2,3/t*log E1/E2

k=Geschwindigkeitskonstante der Gesamtreaktion [ s-1]
t= Messzeit [ s]
E1 = Extinktion des Probenleerwerts (Zeitpunkt 0)

E» = Extinktion nach 30 Sekunden

Flr das daraus erhaltene Ergebnis muss noch die Hdmoglobin-Konzentration
berlcksichtigt werden. Man bekommt als Messgr6Be die Enzymaktivitat in k/g
Hb bzw 1.U./g Hb.

3.4.3.4. Uberpriifung der Analysengenauigkeit

Der Intra-VK der Methode ist 4,98 % und der Inter-VK aller Referenzproben
betragt 1,46 %.
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3.5. Bestimmung der Hamoglobin-Konzentration

Fir die finale Bestimmung der drei Enzyme SOD, Katalse und GSH-Px bendtigt
man die Hamoglobinkonzentration, da die Konzentration der Enzyme auf diese
bezogen wird.

3.5.1. Materialen und Gerate

Folgende Reagenzien werden zur Herstellung des Hamoglobinreagenz
bendtigt:

Tabelle 10: Reagenzien fir die Himoglobinbestimmung

Reagenzien Firma Nummer
Kaliumhexacyanoferrat Merck 4973
Kaliumcyanid Aldrich 20781-0
Aqua dest.
Lésungen:
Hamoglobinreagenz: 198 mg Kaliumhexacyanoferrat + 49 mg

Kaliumcyanid werden in destillertem Wasser
aufgel6st und auf 1000 ml aufgefallt.

Geréte:

UV/VIS Photometer ATI Unicam UV 4
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3.5.2. Durchfiihrung

Es werden 100 pl des Erythrozytenhdmolysat mit 5 ml Hamoglobinreagenz
gemischt. Diese LOsung lasst man mindestens 30 Minuten stehen, danach
erfolgt die photometrische Messung bei 546 nm.

3.5.3. Auswertung

Um den Hamoglobingehalt zu berechnen wird bei einem eingesetzten
Probenvolumen von 100 ul Erythrozytensuspension die erhaltene Extinktion auf
den Faktor 7,354 bezogen. Das ist ein Flnftel des in der Literatur fir ein
Probenvolumen von 20 pl angegebenen Verdiinnungsfaktors 36,77.

c [g/dl]l= E * 7,354

¢ [g/dl] = H&moglobin-Konzentration

E = Extinktion (gegen destilliertes Wasser gemessen)

3.5.4. Uberpriifung der Analysengenauigkeit

Der Intra-VK dieser Methode betragt 5,07%

Um die Analysengenauigkeit zu sichern wurden einzelne Proben im
Doppelansatz analysiert. Daflr ist jede flnfte Probe zwei Mal gemessen
worden. Fir die hier angewendete Methode erhélt man einen mittleren VK von
1,46%.

3.6. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mithilfe von SPSS fir Windows Version
17.0. durchgefihrt. Die Normalverteilung der Werte wurde mit dem
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Kolgomorov-Smirnov-Test bestatigt. Unterschiede zwischen zwei Gruppen
wurden mit dem T-Test fir unabhangige Stichproben gepruft.

Flr Unterschiede zwischen drei oder mehr Gruppen wurde die oneway ANOVA
verwendet und post hoc Unterschiede innerhalb der Gruppen wurden mit
Bonferroni Uberprift. Zusammenhange zwischen zwei Variablen wurden mit
dem Pearson Korrelationskoeffizient getestet und die Multiple lineare
Regression (stepwise, forward) diente zur Uberpriifung von Einfliissen

unabhéangiger Variablen auf die abhangige Variable.

Im Ergebnisteil sind alle Resultate als Mittelwerte + Standardabweichung (SD)
angegeben. Korrelationen wurden bei einem p-Wert <0.05 als signifikant
eingestuft, und sind nachfolgen mit einem * (<0.05) oder ** (<0.001) markiert.

4. Ergebnisse

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung des Einfluss von
moderat erhéhtem Bilirubins auf die Aktivitdten der antioxidativ wirkenden
Enzyme SOD, KAT und GSH-Px. Es sollen mdgliche Unterschiede der
Enzymaktvitaten zwischen Gilbert’s Syndrom und der Kontrollgruppe aufgezeigt
werden. Dabei soll die Hypothese untersucht werden, ob erhéhte Serum
Bilirubinwerte  Einfluss auf Vorgadnge des oxidativen Stresses in

Zusammenhang mit den genannten Enzymen haben.

Die Aktivitatsmessung aller drei Enzyme erfolgte mittels photometischer

Messung durch Farbumschlag.

GSH-Px katalysiert in Anwesenheit von Hydroperoxiden die Reaktion von
reduziertem zu oxidiertem Gilutathion. Dieses wird mit der Glutathionreduktase
in reduziertes Glutathion mit NADPH als Reduktionséquivalent verstoffwechselt.
Gemessen wird die Abnahme von NADPH, die der GSH-Px Aktivitat

proportional ist.



46

SOD kann die Autoxidation von Pyrogallol hemmen. Diese Eigenschaft wird bei
der Analyse genutzt, indem eine durch Pyrogallol autoxidierende Lésung mit
steigenden Mengen SOD-haltiger Proben versetzt wird. Man ermittelt jene

Probenkonzentration, bei der die Pyrogallolautoxidation zu 50% gehemmt wird.

Die Katalase baut Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff ab. Bei der
Bestimmung von KAT wird die H,O>-Abnahme gemessen, die proportional zur
Reaktionsgeschwindigkeit ist.

4.1. Studiencharakteristik

Nach Uberpriifung der Ein- und Ausschlusskriterien wurden 101 Personen in
die Studienpopulation aufgenommen.

Tabelle 11: Studiencharakteristik bei GS und Kontrolle, (MW + SD)

GS Kontrolle
Anzahl 45 39
Alter (Jahre) 33+13 3212
Frauen 10 16
Manner 35 23
UCB (pmol/l) 1,9+£0,83 0,5+0,19
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Tabelle 12: Enzymaktivitaten, Alter und UCB bei Frauen und Mannern, (MW + SD)

Manner (n=70) Frauen (n=30) p-Wert
GSH-Px (U/g) 243+75 25,4+ 6,1 0,460
KAT (U/g) 161,8 £ 33,4 168,5 + 32 0,345
SOD (U/g) 2053 + 229,7 2090+ 254 .4 0,509
Alter (Jahre) 31,112 32,8 +12 0,517
UCB (umol/l) 23,1 £ 16,1 14,3 +10,6 0,008**

Keines der drei Enzyme zeigt einen signifikanten Unterschied hinsichtlich des
Geschlechts. Hingegen wurden geschlechterspezifische Unterschiede bei UCB
gefunden, wobei das mannliche Studienkollektiv signifikant hdhere Werte
(23,05 + 16,07) als das weibliche (14,34 £ 10,65) zeigt. Auch Ergebnisse einer
amerikanischen Studie zeigten signifikant héhere Serum Bilirubin Level beim
mannlichen Studienkollektiv als bei den Frauen [ZUCKER et al., 2004].

4.2. Unterschiede zwischen GS und Kontrolle

Tabelle 13: Enzymaktivitaten bei GS und Kontrolle, (MW + SD)

GS (45) Kontrolle (39) p-Wert

GSH-Px (U/g) 249+7.8 243 +6,4 0,715
KAT (U/g) 160,8 £ 36,4 165,6 £ 29,6 0,505
SOD (U/g) 2042 £ 230,7 2104 + 253,2 0,249

Zwischen GS und der Kontrollgruppe konnte kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden. Auch in einer Studie von Bulmer et al. wurden die
Enzymaktivitaten bei GS und einer Kontrollgruppe gemessen, allerdings konnte
auch dort kein Unterschied gezeigt werden [BULMER et al. 2008].
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Der Vergleich der Aktivitdten der GSH-Px (24,6 £ 7,1 U/g) und Katalase (163,8
+ 33 U/g) mit den Referenzbereichen (GSH-PX: 28,1 + 74,9 U/g), (KAT:
147+18,1 U/g) zeigt, dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit den
Referenzwerten zusammenpassen. Die SOD-Aktivitat (2064 + 236,3 U/g) liegt
leicht Uber dem Referenzbereich (884,2 + 2119 U/g) [BOGDANSKA et al.,
2003].

Ursache kénnte die Empfindlichkeit der Enzyme bei der Analyse aber auch
andere Faktoren sein. Neben individuellen Differenzen bei der Genexpression
hangt die Héhe der Enzymaktivitaten von Alter, Geschlecht, Lebensstil wie z.B.
Rauchen, Stress, Erndhrungsweise und Umweltfaktoren wie z.B. Autoabgase
ab [ANDERSEN et al., 1997].

4.3. Einfluss von Alter und Geschlecht

Besonders Alter und Geschlecht kénnen Einflisse auf Studienergebnisse
haben. Aufgrund unseres Alterspektrums von 20 bis 65 Jahren, wurden 2
Altersgruppen (<30 Jahre; >30 Jahre) gebildet. Eventuelle

Geschlechtsunterschiede wurden ebenfalls Gberprift.

Tabelle 14: Enzymaktivitatsvergleiche zwischen <30 Jéhrigen (n=61) und =30 Jahrigen
(n=39) Studienteilnehmern, (MW % SD)

<30 Jahre >30 Jahre p-Wert

GSH-Px (U/g) 24,5 + 6,1 24,8 £8,6 0,876
KAT (U/g) 159,9 + 34 169,9 + 31 0,135
SOD (U/g) 2042 + 204 2099 + 281 0,247

Die beiden Altersgruppen zeigen keine signifikanten Unterschiede der
gesamten Enzymaktivitdten. Man kann daher annehmen, dass die
Enzymaktivitat im Alter fir die Studienpopulation weder erhéht noch erniedrigt
ist (Tabelle 15).
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In der vorliegenden Arbeit partizipierten hauptsachlich Probanden im Alter von
20-40, was Einfluss auf die H6he der Aktivitat Ubt, da die Enzymaktivitdten mit
dem Alter abnehmen kénnen. Laut einer franzésischen Studie beginnt
besonders ab dem 65. Lebensjahr die Abnahme der Konzentrationen der
Enzyme [GUEMOURI et al., 1991]. In der vorliegenden Arbeit nahmen wenige
Studienteilnehmer UGber 60 Jahre teil. Daher zeigt sich kaum ein Unterschied

bei der Enzymaktivitat zwischen den beiden Altersgruppen.

Tabelle 15: Enzymaktivitdtsunterschiede zwischen mannlichen und weiblichen
Studienteilnehmern, (MW £ SD)

Manner Frauen p-Wert

GSH-Px (U/g) 243+75 25,4 + 6,1 0,460
KAT (U/g) 161,8 + 33,4 168,5 £ 32 0,345
SOD (U/g) 2053 + 229,8 2090 £ 254,4 0,509

Beim Geschlechtervergleich konnten keine signifikanten Unterschiede der

Enzymaktivitaten festgestellt werden.

In einer franzésischen Studie konnte eine signifikant héhere Aktivitat der GSH-
Px bei Frauen im Vergleich zu den Mannern gefunden werden. Jedoch nicht bei
den anderen beiden Enzymen [GUEMOURI et al., 1991]. Leicht héhere Werte
konnten bei der weiblichen Studienpopulation in einer déanischen
Forschungsarbeit entdeckt werden. Es wird angenommen, dass die
geschlechterspezifischen Differenzen durch den gesiinderen Lebenswandel der
Frauen wie z.B. niedrigerer Alkoholkonsum, weniger Rauchen, gesunde
Erndhrung begrindet ist [ANDERSEN et al., 1997]. Die Resultate lassen
vermuten, dass die in dieser Arbeit vorliegenden leicht héheren, aber nicht
signifikanten Enzymaktivitaten bei den Frauen einen Hinweis in diese Richtung

geben.



50

4.4. Enzymaktivitaten bei den verschiedenen Bilirubin Tertilen

Das gesamte Studienkollektiv ist in Bilirubin-Tertilen eingeteilt worden, um
Einflisse unterschiedlicher UCB-Bereiche zu testen. Tertile 1 mit niedrigen
Bilirubinwerten 0,24-0,65 mg/dl, Tertile 2 mit mittleren Bilirubinwerten 0,66-1,21
mg/dl und Tertile 3 mit hohen Bilirubinwerten 1,22-4,3 mg/dl.

Tabelle 16: Enzymaktivitdten von SOD, KAT und GSH-Px, Alter und UCB bei Bilirubin
Tertilen, (MW + SD)

Tertile 3:

Tertile 1: Tertile 2: p-Wert
1,22-4,3 (ANOVA)
0,24-0,65 mg/dl 0,66-1,21 mg/di mg/di
UCB (umol/l) 7620 15,4 + 3,2 38,5+12,7 0,001
Alter (Jahre) 30,6 +11,3 30+10,5 34,4 +13,3 0,256
GSH-Px (U/g) 24,2 + 6,1 25175 246 +7,1 0,859
KAT (U/g) 169 + 29,7 161,3 + 37 161,4 + 32,3 0,565

SOD (U/g) 2066 + 237,4 2082 + 231 2042 +246,4 0,781

Die GSH-Px, KAT und SOD-Aktivitat zeigen keine signifikanten Differenzen bei
den drei Bilirubin Tertilen. Die vorliegenden Ergebnisse weisen darauf hin, dass
unkonjugiertes Bilirubin  wahrscheinlich keinen konzentrationsabhangigen
Einfluss auf die Enzyme ausubt.

4.5. Unterschiede GS/K <30 mit GS/K =30

In diesem Kapitel werden die Unterschiede der Enzyme zwischen GS und der
Kontrollgruppe bei den <30 und =30 jahrigen Studienteilnehmern gezeigt. Es
wird ein mdglicher Einfluss des Alters auf die Enzymaktivitadten bei GS und

Kontrolle diskutiert.
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Tabelle 17: Enzymaktivitaten in Abhangigkeit von Alter und Bilirubinlevel (MW + SD)

p-Wert
GS<30 K<30 GS 230 K>30 Pova)
UCB

moyy 317139 8834  349+148 9.4 +3.1 0,00
Alter /6426 245422 448+125 43,6 + 10,2 0,00

(Jahre)

G(SU"/';)”‘ 247+68 249+48  252+92 235483 0915
KAT 168,5 + .
U 1472%3 o 1795+331  1615+275 0,009
SOD 54954000 2083+220 2056 £276  2137+303 0,599
(U/g) - - - - ’

Tabelle 18: Posthoctest der Katalase (KAT)

GS<30 Kontrolle<30

p-Wert GS<30 GS=30
(posthoc) Ko:;r(c)) lle GS =30 Kogzt;rc;)lle Kontrolle =30
KAT 0,125 0,007 1,000 0,588

Die GSH-Px Aktivitat zeigt keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Bei den <30 Jahrigen konnte zwischen GS und Kontrolle kein
Unterschied festgestellt werden, allerdings weist die GS Gruppe =30 Jahre eine
leicht héhere (n.s.) GSH-Px Aktivitat (25,2 + 9,2) auf, als die entsprechende
Kontrollgruppe (23,5 + 8,3). Die altere GS Gruppe (n.s.) zeigt auch gegeniber
beiden jungeren (GS und Kontrolle) die héchsten Werte. Das kdnnte darauf
hinweisen, dass Personen mit chronisch erhéhtem Bilirubin (GS =30 Jahre) in
der Lage sind die GSH-Px Aktivitat zu erh6hen. Ob die Ursache daflir erhdhtes
Bilirubin ist, misste in weiteren Studien geklart werden.

In einer Studie von Noriega et al. konnte der Einfluss von Bilirubin auf GSH-Px,
KAT und SOD gezeigt werden. Dabei wurde eine Gruppe von Ratten mit
Bilirubin supplementiert (5 mmol/kg Kérpergewicht), eine andere mit 5-
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Aminolavulinsaure-gruppe (ALA) und weiters gab es eine kombinierte Gruppe,
der sowohl ALA als auch Bilirubin verabreicht wurde, ebenfalls wurde eine
Kontrollgruppe verwendet. ALA flhrt im Kdérper zu erhdhten oxidativen Stress,
wobei man testen wollte, ob Bilirubin in der Lage ist vor Oxidationsprozessen zu
schitzen. Die Bilirubingruppe zeigte die hdchsten Enzymaktivitditen im
Vergleich zu den anderen Gruppen. In der ALA-Gruppe waren die Werte
signifikant geringer als in der Kontrollgruppe. In der Bilirubin und ALA-Gruppe
waren die Enzymaktivitaten etwas niedriger als die der Kontrollgruppe. Die
Forscher ziehen aus diesen Resultaten den Schluss, dass Bilirubin vor
oxidativen Schaden schitzen kdnnte [NORIEGA G.O et al., 2003]. Die Studie
zeigt den antioxidativen Einfluss von Bilirubin auf die Enzymaktivitdt und
bestéatigt das Ergebnis der vorliegenden Arbeit.

Die Enzymaktivititen von SOD weisen keine signifikanten Unterschiede auf.
Andersen et al. untersuchten 220 Personen zwischen 20 und 89 Jahren und
erhielten eine Abnahme der Cu-Zn SOD einhergehend mit dem Alter. Ein
Tierversuch zeigte eine hohe Konzentration an Superoxidradikalen in
Rattengehirnen mit steigenden Alter, was die niedrigen Aktivitdten im Alter

begriindet kénnte [TSAY et al., 2000]. Die genannten Studienergebnisse

kénnen in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden. Mdglicherweise

aufgrund der niedrigeren Teilnehmerzahl von &lteren Personen.

Die Aktivititen der Katalase zeigen zwischen den Gruppen signifikante
Unterschiede. Die 230 Jahrigen der Kontrollgruppe haben einen Mittelwert von
161,51 1.U./g Hb, wahrend die =30 Jahrigen der GS-Gruppe eine Aktivitat von
179.46 |. U./g Hb aufweisen, was der héchsten KAT Aktivitat von allen Gruppen
entspricht. Ein signifikanter Unterschied konnte jedoch nur zwischen den GS-
Gruppen <30 und >30 Jahre gezeigt werden. Diese Unterschiede sind in Abb.
8 zu sehen. Die erhaltenen Werte fir das Kontrollkollektiv > 30 Jahre kénnen
durch andere Studien bestéatigt werden, allerdings wurden widersprtchliche
Ergebnisse in der Literatur gefunden.

Im Gegensatz zu den erhaltenen Ergebnissen zeigen Studienresultate von Goth
et al. einen Rickgang der Aktivitat mit zunehmenden Alter, jedoch nur bei dem
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mannlichen Studienkollektiv und bei Messung der KAT im Serum [GOTH 1989].
Dieses Studienresultat bestatigt das in dieser Arbeit erhaltene Ergebnis der
Kontrollgruppe.

In einer tlrkischen Forschungsarbeit sind 176 gesunde Personen zu
altersbezogenen Veranderungen der Enzymaktividten und der Lipidperoxidation
untersucht worden. Das gesamte Studienkollektiv ist in funf Altersgruppen
geteilt worden. Die alteste Gruppe (41-69 Jahrigen) zeigte signifikant héhere
Katalase Aktivitaten als die anderen Gruppen [INAL et al., 2001].

Im Tierversuch wurden héhere Konzentrationen an Superoxidradikalen in
Rattengehirnen mit steigendem Alter festgestellt. Méglicherweise fihrt das zu
den niedrigeren KAT und SOD Konzentrationen, die bei den &ltesten Ratten

gefunden wurden [TSAY et al., 2000].

Eine franzésische Studie mit 1782 gesunden Probanden hat bei der
Altersgruppe der 65-97 Jahrigen festgestellt, dass die Aktivitdt von KAT mit
voranschreitendem Alter sank, speziell ab dem 65. Lebensjahr [GUEMOURI et
al., 1991].

Andersen et al. untersuchten 220 gesunde Personen zwischen 20 und 89
Jahren und konnte keine Anderungen bei der Katalase Konzentration mit
steigendem Alter feststellen.

Die Anderung der Enzymaktivitaten vor allem fir KAT, aber auch fiir GSH-Px
und SOD im Alter hdngt vermutlich mit Anderungen des Stoffwechsels im Alter
und mit vermehrten Oxidationsvorgadngen zusammen. Die unterschiedlichen
Studienergebnisse  unterstreichen die  Empfindlichkeit der Enzyme.
[ANDERSEN et al., 1997].

Der GroBteil der oben genannten Studien zeigt, dass im Laufe des Alters die
Katalase Aktivitdt abnimmt. Diese Ergebnisse stimmen mit jenen der
Kontrollgruppe tberein und lassen den Schluss zu, dass erhéhtes Bilirubin zu
einem Anstieg der Katalase Aktivitat fihren kann, da diese beim
Studienkollektiv mit GS héher ist. Mdglicherweise sind Personen mit Gilbert’s
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Syndrom besser vor oxidativer Schadigung geschitzt. Der genaue
Mechanismus musste aber erst geklart werden.

4.6. Korrelationen

4.6.1. Korrelationen mit der Glutathion-Peroxidase

4.6.1.1. GSH-Px und UCB

Die GSH-Px zeigt keine Korrelationen mit UCB bei der gesamten
Studienpopulation (r=0,013, p=0,902).

4.6.1.2.GSH-Px und Triglyzeride

Tabelle 19: Korrelationen der GSH-Px mit Triglyzeriden bei GS, Kontrolle, Alter,
Geschlecht, gesamter Studienpopulation (g. SP) * (p<0,05); ** (p <0,01)

Triglyzeride p-Wert
g. SP -0,299** 0,003
GS -0,304* 0,045
Kontrolle -0,496** 0,002
<30 -0,203 0,123

=30 -0,419** 0,009
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Abbildung 8: Korrelation der GSH-Px von Triglyzeriden (gesamte Studienpopulation)
(r=-0,299**, p=0,003)

In der vorliegenden Arbeit konnte bei der gesamten Studienpopulation, als auch
bei den Subgruppen eine signifikant negative Korrelation zwischen TG und der
GSH-Px beobachtet werden. Daraus kann geschlossen werden, dass bei einer
Steigerung der GSH-Px Aktivitédt die Serumkonzentration an TG sinkt (Tabelle
19)

Mezzetti et al. konnte einen signifikanten positiven Zusammenhang zwischen
der GSH-Px Aktivitat und Triglyzeriden bei 40 mannlichen Probanden finden.
Die Verfasser vermuten, dass die erhaltene Korrelation mit der
Lipidperoxidation zusammenhangt, da in anderen Studienergebnissen
Zusammenhange zwischen Lipidperoxiden, Triglyzeriden und Cholesterin
gefunden werden konnte [MEZETT] et al., 1992].

Es ist daher anzunehmen, dass die GSH-Px an der Lipidperoxidation beteiligt
ist um TG vor Oxidation zu schiitzen.
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Tabelle 20: Korrelationen mit GSH-Px des gesamten Studienkollektivs (g. SP), bei GS
und Kontrolle, * (p<0,05); ** (p<0,01)

g.-SP p-Wert GS p-Wert Kontrolle p-Wert

Triglyzeride -0,299* 0,003 -0,304* 0,045 -0,496™ 0,002
(mmol/l)

Chol/HDL -0,048 0,637 0,137 0,369 -0,320* 0,050

HDL (mmol/l) 0,106 0,295 -0,011 0,944 0,358* 0,027
ox. LDL (U/l) 0,088 0,388 0,177 0,246 0,061 0,714
ox.LDL/LDL 0,157 0,121 0,084 0,583 0,306 0,062

Apolipoprotein
A (mg/dl)

0,086 0,397 -0,039 0,802 0,312 0,056

4.6.1.3. GSH-Px und Cholesterin/HDL-C und HDL-C

Einen signifikant negativen Zusammenhang mit dem Verhéltnis aus
Cholesterin/HDL-C weist die Kontrollgruppe auf, wahrend fir die GS-Gruppe
keiner besteht. Der Quotient gibt Auskunft Gber das Risiko flr kardiovaskulare
Krankheiten. Je héher der Wert ist, desto eher ist die Wahrscheinlichkeit einer
Erkrankung gegeben. High Density Lipoproteine bestehen aus einem hohen
Protein- und einem geringen Cholesterinanteil. HDL-C besitzt antiatherogenes
Potential und steigende Werte sind somit als positiv zu betrachten [THEWS et
al., 1999].

Eine signifikant positive Korrelation der GSH-Px mit Gesamtcholesterin und
LDL-C konnte in einer Studie mit 40 mannlichen Probanden, die sich einer
koronaren Revaskularisierung unterzogen, entdeckt werden. Weiters ist eine
signifikant positive Korrelation mit HDL-C bei Messung des Blutes von der
Hauptschlagader und signifikant negative nach Messung der Arterie festgestellt
worden. Die Verfasser vermuten, dass der Zusammenhang der GSH-Px mit
Gesamtcholesterin und LDL-C durch die Aktivitat der GSH-Px gegen
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Abfallprodukte der Lipidperoxidation wie organische Hydroperoxide und
Hydroxyalkenale besteht. Ein mdéglicher Grund fir die Korrelationen mit HDL-C
kénnte die kompensatorische Wirkung einer héheren Aktivitat der GSH-Px in
der Anwesenheit von geringeren HDL-Konzentrationen sein [MEZETTI et al.,
1992]. Ergebnisse einer anderen Humanstudie mit 23 gesunden Personen
zeigten, dass hohe Konzentrationen der GSH-Px mit niedrigeren
Konzentrationen an LDL Cholesterol assoziiert sind [LUOMA et al., 1990].

Die angeflihrten Studien bekraftigen die Annahme, dass die GSH-Px bei der
Lipidperoxidation eine wesentliche Rolle spielt. Zusammenfassend kann
angenommen werden, dass die GSH-Px fir die Detoxifikation der
Abfallprodukte der Lipidperoxidation wie organische Hydroperoxide und
Hydroxyradialkenale zustandig ist. Diese Verbindungen haben ihren Ursprung
beim peroxidativen Abbau mehrfach ungesattigter Fettsauren, wie
Archidonsaure oder Linolsdure [THOMAS et al., 1990]. Vermutlich ist aufgrund
der Aktivitat der GSH-Px gegen diese Verbindungen eine Korrelation mit
Chol/HDL-C gesehen worden. Die GSH-Px korreliert méglicherweise mit HDL-
C, da die GSH-Px kompensatorisch zu HDL-C wirkt.

4.6.1.4. GSH-Px und ox LDL/LDL-C

Die GSH-Px weist keine Korrelationen mit oxidiertem LDL-C auf, jedoch eine
positive Korrelation mit dem Ratio von oxidiertem LDL/LDL-C bei der
Kontrollgruppe, die nicht signifikant ist.

Oxidiertes LDL-C entsteht aus LDL-C durch oxidative Veranderungen von LDL-
C und ist hauptsachlich fir den Transport von Cholesterin und der
Cholesterinester zustandig [THEWS et al. 1999]. Oxidiertes LDL-C ist einer der
Risikofaktoren fir  Arteriosklerose und GefaBwandveranderungen
[ASSADPOOR-PIRANFAR et al., 2009].

In einer brasilianischen Querschnittstudie mit 160 gesunden Probanden zeigten

jene Personen mit hohen Konzentrationen an oxidiertem LDL-C gleichzeitig
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signifikant hdéheren Aktivitaten der GSH-Px. Die GSH-Px war ein positiver
Pradiktor flr zirkulierende Konzentrationen von ox. LDL-C. Die Verfasser
vermuten, dass diese Korrelation aufgrund der antioxidativen Eigenschaften der
GSH-Px besteht, da es durch das oxidierte LDL-C zu einer erhdhten Bildung
von ROS kommt und dadurch ein Anstieg der GSH-Px erfolgt [BARBOSA et al.,
2011].

Ein Anstieg der Aktivitdt der GSH-Px bei Vorhandensein von ox. LDL-C in
Makrophagen konnte in einer experimentellen Studie ermittelt werden. Jedoch
gab es keine Anderung der Aktivitit der GSH-Px bei mit LDL behandelten
Makrophagen. Die Forscher erklaren dieses Resultat damit, dass die
Basiskonzentrationen der GSH-Px und KAT ausreichend sind um
Oxidationsprodukte von LDL zu beseitigen und die erhéhten GSH-Px- und KAT-
Aktivitdten durch das oxidierte LDL induziert werden, bei erh6htem oxditativen
Stress der Makrophagen [HULTEN et al., 2005].

In der vorliegenden Arbeit zeigt sich ein Anstieg der GSH-Px Aktivitat, die mit
einer Abnahme des Verhaltnisses ox. LDL/LDL-C einhergeht. Schlussfolgernd
kann durch die Resultate der Studien von Barbosa et al. und Hultén et al. die
Hypothese aufgestellt werden, dass die GSH-Px beim Abbau von ox. LDL-C
und dessen Oxidationsprodukten beteiligt ist. Der genaue Ablauf ist jedoch

noch nicht erforscht worden.

4.6.1.5. GSH-Px und Apolipoprotein A1

Die Kontrollgruppe zeigt einen positiven Zusammenhang mit Apolipoprotein A;.
Jeglicher Anstieg der GSH-Px flihrt zu einer Erhéhung der Konzentration an
Apolipoprotein Ai. Bei der GS-Gruppe konnte keine signifikante Korrelation
gefunden werden. Eine Zunahme der GSH-Px fihrt zu einer Abnahme der
Apopiloproteine A bei GS.

Apolipoproteine sind Proteine, die in den Lipoproteinen enthalten sind.
Apolipoprotein Ay findet man vor allem in den HDL, weshalb hohe

Apolipoprotein A; - Werte flr ein niedriges Arterienverkalkungsrisiko stehen
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[KASPER et al., 2009]. In einer Humanstudie mit 23 gesunden Probanden
konnten bei hohen Konzentrationen an GSH-Px niedrige Levels an
Apolipoprotein B und Apolipoprotein B/A-l Ratio gefunden werden [LUOMA et
al., 1990]. Die Resultate der Studie von KASPER et al. sind zu denen der

Kontrollgruppe kontrar.

Die GSH-Px ist stark mit der Lipidperoxidation vernetzt. Daher korreliert GSH-
Px auch mit Apolipoprotein A;. Mdglichweise hat dieser Zusammenhang auch
eine Verbindung zu der Korrelation der GSH-Px mit HDL-C, da dieses aus

Apolioprotein Ay besteht.

4.6.2. Korrelationen mit der Katalase

4.6.2.1. Katalase und UCB

Die Katalase zeigt keine Korrelation mit UCB (r=-0,123, p=0,224) beim
gesamten Studienkollektiv. Jedoch herrscht bei den <30 Jahrigen ein signifikant
negativer Zusammenhang (r=-0,257*, p=0,046) vor, der bei den =30 Jahrigen
(r=0,039, p=0,814) nicht zu finden ist.

4.6.2.2. Katalase mit Albumin und Eisen

Tabelle 21: Korrelationen von KAT mit Albumin und Eisen in allen Gruppen, * (p<0,05);
** (p<0,01)

Albumin Eisen
Signifikanz p-Wert Signifikanz p-Wert
g. SP -0,271** 0,006 -0,220" 0,029

GS -0,365* 0,014 -0,321* 0,034
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Kontrolle -0,089 0,592 -0,095 0,566
<30 Jahre -0,169 0,193 -0,217 0,093
230 Jahre -0,363* 0,023 -0,186 0,264
Méanner -0,304* 0,010 -0,111 0,364
Frauen -0,167 0,378 -0,431* 0,017

Die Katalase korreliert signifikant negativ mit Albumin bei GS und hoch
signifikant negativ (r=-0,486**, p=0,004) bei der 3. UCB Tertile. Somit ist eine
Zunahme der Katalase Aktivitat mit einer Abnahme der Konzentration von

Albumin assoziiert, dies gilt nur fir Personen mit UCB-Spiegeln >1,22 mg/d.

Albumin zahlt zu den globuldren Proteinen und kommt im Blut vor. Neben der
Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Drucks ist der Transport hydrophober
Stoffe wie z.B. von Bilirubin und Hormonen die Hauptaufgabe von Albumin
[THEWS et al., 1999]. Albumin besitzt selbst antioxidative Eigenschaften.

Mégliche Ursachen fir den Zusammenhang der KAT mit Aloumin bei Personen
mit moderat erhdhtem Bilirubin sind fraglich. Fakt ist, das Albumin und KAT

antioxidative Eigenschaften besitzen.
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Abbildung 9: Korrelation der Katalase mit Eisen bei Mannern (r=-0,111, p=0,364) und
Frauen (r=-0,431*, p=0,017).

Der Zusammenhang der KAT mit Eisen bei der weiblichen Studienpopulation
kann méglicherweise durch den Mehrbedarf an Eisen in Folge der monatlichen
Blutung und der niedrigeren Eisenwerte sein [COAD und CONLON, 2011]. Die
Katalase ist ein eisenhaltiges Hamprotein, das aus 4 Protein-Untereinheiten
besteht [VALKO et al., 2006].

Die Katalase korreliert hoch signifikant negativ mit Eisen (r=-0,486**, p=0,005)
bei der 3. UCB Tertile. Die Korrelation der KAT mit Eisen bei Personen mit
UCB-Spiegeln > 1,22 mg/dl besteht vermutlich, da die Fe - Werte bei Personen
mit GS erhdéht sind und Eisen auch beim Katalaseaufbau beteiligt ist (siehe
2.3.3.). Alle in Tabelle 21 angefuhrten Korrelationen mit Eisen sind negativ, was
bei einer Vermehrung der KAT zu einer Verminderung des Eisens fihrt. Daher
ist der Schluss naheliegend, dass die Katalase das Eisen fiir den eigenen
Aufbau benétigt und es daher bei Anstieg der Katalase sinkt.
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In einer Studie von Fisher et al. konnte ein Zusammenhang zwischen Eisen und
der Katalase ermittelt werden. Die Katalase-Aktivitdt stieg mit ansteigender
Eisensupplementierung [FISHER und SCOTT 1999]. Diese Studie zeigt die
Abhangigkeit der KAT-Aktivitat von Eisen.

Eine tlrkische Fall-Kontrollstudie mit 38 gesunden und 42 Probanden mit
kutaner Leishmaniose zeigt bei den Betroffenen verminderte Konzentrationen
an Se, Zn, Cu und Fe. Die Aktivitat der KAT war aufgrund der gesunkenen
Verfagbarkeit von Eisen niedriger. Die Forscher folgern, dass ein Mangel an Fe
zu einer verminderten Konzentration der Katalase fihrt [KOCYIGIT et al., 1998].
Einen Anstieg der SOD- und KAT-Aktivitaten bei Supplementierung mit Eisen
konnte eine Forschergruppe bei Listeria monocytogenes ermitteln. Diese Studie
untermauert die Abhangigkeit der Katalase von Eisen [FISHER et al. 1999].

In einem Tierversuch mit 40 Ratten ist die Wirkung erhéhter Konzentrationen
von Eisen auf den antioxidativen Status bei Ratten untersucht worden. Die
Versuchstiere sind mit zwei verschiedenen Olen gefiittert worden. Die Aktivitat
der Katalase war bei jenen Tieren héher, die hdhere Konzentrationen an Eisen
erhielten unabhangig vom verabreichten Fett. Die Forscher vermuten, dass der
Anstieg der KAT-Konzentration durch die Abhangigkeit der KAT von Eisen-
Status verursacht wird [BRANDSCH et al., 2002].

Die genannten Studien untermauern den Zusammenhang der Katalase mit
Eisen. Personen mit GS haben hdhere Eisenkonzentrationen als die
Kontrollgruppe, da das Fe beim Abbau von Hamoglobin frei wird.
Méglicherweise kann das vermehrte Eisen bei Personen mit héheren UCB
Spiegeln dazu dienen die Katalase-Aktivitat zu erhéhen, was eine wichtige
Verwertung des freiwerdenden Eisens beim Hamabbau darstellen wirde.
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4.6.2.3.Katalase und Folsaure

Tabelle 22: Korrelationen der Katalase mit Folsaure (Erythrozyten=Ery) der gesamten
Studienpopulation (g. SP) bei den Subgruppen, * (p<0,05); ** (p<0,01)

Folsaure (Ery, ng/ml) p-Wert
g. SP -0,286** 0,005
GS -0,360* 0,016
Kontrolle -0,166 0,340
<30 Jahre -0,320* 0,013
=30 Jahre 0,062 0,725
Manner -0,240 0,052
Frauen -0,444* 0,018
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Abbildung 10: Korrelation der Katalase mit Folsaure (Erys) bei Mannern (r=-0,240,
p=0,052) und Frauen (r=-0,444*, p=0,018)
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Folsaure zahlt zu den wasserldslichen Vitaminen und ist chemisch als freie
Form ein Pteroylmonoglutamat und als Nahrungsfolat ein Pteroylpolyglutamat.
Sie kommt vor allem in Hulsenfrichten, Spargel, Leber und griinem
BlattgemuUse vor [ELMADFA | 2003].

Die GS-Gruppe zeigt einen signifikanten negativen Zusammenhang mit
Folsaure. Alle in Tabelle 22 angefiihrten Korrelationen der Katalase mit
Folsaure sind negativ und signifikant. Das bedeutet, dass bei einer Zunahme

der Folsaure gleichzeitig eine Abnahme der KAT beobachtet werden kann.

SINGH et al. beobachteten im Tierversuch einen Anstieg der KAT- und SOD-
Aktivitat bei jener Gruppe von Ratten die Folsauresupplemente erhielt.

Die genannte Studie ist kontrar zu den Resultaten der vorliegenden Arbeit. Eine
eindeutige Erklarung fir den Zusammenhang gibt es noch nicht dazu fehlen
Studien.

Tabelle 23: Korrelationen von der KAT bei der gesamten Studienpopulation (g. SP),
GS und Kontrolle, * (p<0,05); ** (p<0,01)

g. SP p-Wert GS p-Wert Kontrolle p-Wert

Glutathion

0,080 0,434 0,326* 0,029 -0,158 0,344
(mg/dl)

Es zeigt sich ein signifikant positiver Zusammenhang von Glutathion mit der
Katalase (r=0,326", p=0,029). Die Katalase korreliert positiv mit Glutathion bei
Personen mit Gilbert’s Syndrom, die Korrelation ist in der 3 UCB Tertile am
starksten (r=0,466*, p=0,006).

Die Korrelationen mit der Katalase und den unterschiedlichen Parametern im
Plasma oder Erytrozyten kénnen vor allem mit der GS-Gruppe in Verbindung
gebracht werden, nicht aber mit der Kontrollgruppe, was méglicherweise auf die
Stoffwechselunterschiede bei Personen mit GS hinweisen kdénnte. Die exakten
Regulationsmechanismen im Stoffwechsel von Gilbert’s Syndrom sind

allerdings noch zu wenig erforscht.
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4.6.3. Korrelationen mit der Superoxiddismutase

4.6.3.1. SOD und UCB

SOD zeigt mit UCB beim gesamten Studienkollektiv keine Korrelation(r=-0,097,
p=0,343). Ein signifikant positiver Zusammenhang von SOD mit UCB zeigt sich
bei der Kontrollgruppe (r=0,354*, p=0,029). Die GS-Gruppe weist keine
Korrelation auf (r=-0,124, p=0,422).

4.6.3.2. SOD und Ratio ox LDL/LDL-C

Tabelle 24: Korrelationen von SOD mit ox LDL/LDL-C, * (p<0,05); ** (p<0,01) bei der
gesamten Studienpopulation (g. SP) und den Subgruppen

Korrelation p-Wert
g. SP -0,324** 0,001
GS -0,338* 0,025
Kontrolle -0,349* 0,032
<30 Jahre -0,172 0,186
>30 Jahre -0,465** 0,004
Manner -0,374** 0,001

Frauen -0,243 0,213
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Abbildung 11: Korrelation von SOD mit ox LDL/LDL-C (r=-0,324**, p=0,001)
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Abbildung 12: Korrelation von SOD bei den <30 (r=-0,172, p=0,186) und =30 r=-

0,465**, p=0,004) Jahrigen

SOD korreliert bei der 2. UCB Tertile hoch signifikant negativ (r=-0,466"*, p=
0,006) und bei der 3. Tertile negativ (r=-0,349*, p=0,050) mit dem Verhaltnis

von oxidierten LDL/LDL-C.

In einer iranischen Fall-Kontrollstudie ist bei 70 Probanden mit Bluthochdruck

und 70 gesunden Kontrollen der Level an oxidiertem LDL-C und die Aktivitat

von SOD untersucht worden. Die Konzentration von SOD im Serum war in der
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Kontrollgruppe héher als bei den Fallen. Die Forscher vermuten, dass aufgrund
des erhdhten oxidativen Stresses bei den Fallen die Aktivitdt von SOD
verringert ist, da SOD die erste enzymatische antioxidative Abwehr gegen
oxidativen Stress und ox. LDL-C ist [ASSADPOOR-PIRANFAR et al., 2009].

In der vorliegenden Arbeit sind alle Korrelationen mit ox. LDL/LDL-C negativ
assoziiert. Daraus lasst sich schlieBen, dass ein Anstieg von SOD gleichzeitig
eine Abnahme des Verhaltnisses von oxidierten LDL/LDL-C fihrt. Mit
oxidiertem LDL-C bzw. LDL-C alleine konnten keine Zusammenhange
gefunden werden. Der Zusammenhang besteht far die gesamte
Studienpopulation und ist gleichermaBen auch in GS und Kontrolle
wiederzufinden. Die beiden Gruppen zeigen daher keinen Unterschied bei der
Korrelation von SOD mit ox. LDL/LDL-C.

Dieses Resultat und die Folgerung von Assadpoor-Piranfar weisen darauf hin,
dass SOD madéglicherweise bei der Detoxifikation von oxidiertem LDL-C eine
Rolle spielt. Dieser Regelkreis ist aber noch kaum erforscht und es fehlen noch

aussagekraftige Humanstudien.

4.6.3.3. SOD und Lipoprotein (a)

Tabelle 25: Korrelation von SOD mit Lipoprotein (a) bei der gesamten
Studienpopulation (g. SP) und den Subgruppen, * (p<0,05); ** (p<0,01)

Lipoprotein (a)

Korrelation (r-Wert) p-Wert

g.SP 0,237* 0,019
GS 0,335* 0,028
Kontrolle 0,136 0,415
Manner 0,369™* 0,002

Frauen -0,045 0,821
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Lipoprotein (a) wird in der Leber gebildet. Es setzt sich aus LDL, welches als
Proteinkomponenten Apo- (a) und Apo-B-100 enthalt, zusammen. Lipoprotein
(a) ist das Lipoprotein mit dem héchsten Atherosklerosepotential [THEWS et al.,
1999]. Die physiologische Wirkweise von Lipoprotein (a) ist weitgehend
ungeklart. Hohe Konzentrationen von Lipoprotein (a) hangen mit einem hohen
kardiovaskularen Risiko zusammen [KASPER et al., 2009].

Die Gilbert’'s Syndrom Gruppe zeigt einen signifikant positiven Zusammenhang
mit Lipoprotein (a) (r=0,335*, p=0,028). Dieser Zusammenhang ist starker fr
Méanner in der gesamten Studienpopulation (r=0,369**, p=0,002). Vor allem
zeigt die 3. UCB Tertile eine mittelstarke positive Korrelation von SOD mit
Lipoprotein (a) (r=0,505**, p=0,004).

Die Korrelationen zeigen einen Anstieg von SOD Konzentrationen bei
steigenden Lipoprotein (a) Leveln, was einen Regulationsmechanismus vor
allem in Personen mit erhdéhten UCB Spiegeln und beim ménnlichen
Geschlecht bedeuten kann. SOD wird aufreguliert um gegen das atherogene
Potential von Lipoprotein (a) zu wirken. Mdglicherweise ist der Stoffwechsel im
GS eher in der Lage gegen atherosklerotische Veranderungen zu wirken, dazu
bedarf es aber noch weitere Forschung, die vor allem den Mechanismus

solcher Regulationssysteme im GS klart.

Die Zusammenhange mit den Fettstoffwechselparametern kdénnten durch die
starke Vernetzung von SOD mit oxidativen Vorgangen im Korper, besonders

bei Betrachtung der Lipide begriindet sein.

Bei vorherrschender steigender Lipidperoxidation kommt es laut einer
iranischen Studie zu einer verminderten SOD-Aktivitdit gemessen in den
Erythrozyten. Dieses Ergebnis konnte bei 71 mit kardiovaskularen Krankheiten
diagnostizierten und 63 gesunden Probanden gezeigt werden. Die Forscher
nehmen an, dass die Abnahme der SOD Aktivitat durch die steigende Anzahl
an O,” Konzentrationen verursacht ist [KARAJIBANI et al., 2009].

Ahnliche Resultate erhielten Forscher einer tirkischen Humanstudie mit 47
Probanden, von denen 13 an koronaren Herzerkrankungen (Gruppe 1) litten, 18
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Bluthochdruck (Gruppe 2) hatten und 16 gesunde (Gruppe 3) Kontrollen waren.
Die SOD Aktivitat war bei Gruppe 1 und 2 niedriger im Vergleich zu Gruppe 3.
Gruppe 2 zeigte verminderte SOD-Werte bei steigendem Gesamtcholesterin,
LDL-Cholesterin und Triglyzeriden. Es wird vermutet, dass die SOD-Aktivitat
durch die erhéhten Konzentrationen von Oy" durch den vermehrten oxidativen
Stress bei Gruppe 1 und 2 verursacht ist [SOZMEN et al., 1998].

Der genaue Vorgang von SOD bei der Lipidperoxidation ist noch nicht
vollstandig geklart. Man kann davon ausgehen, dass SOD eine wichtige Rolle
beim Abbau von Oy spielt und daher bei allen oxidativen Vorgangen im Kérper
beteiligt ist.

4.6.3.4. SOD und MPO

Tabelle 26: Korrelation von SOD mit MPO bei der gesamten Studienpopulation (g. SP)
und den Subgruppen, * (p<0,05); ** (p<0,01)

Korrelation p-Wert
gesamte SP -0,250* 0,016
GS -0,307 0,051
Kontrolle -0,247 0,153
<30 Jahre -0,127 0,339
>30 Jahre -0,394* 0,023
Manner -0,279* 0,024
Frauen -0,159 0,429

SOD korreliert signifikant negativ mit MPO beim gesamten Studienkollektiv (r=-
0,250%, p=0,016), bei den =30 Jahrigen (r=-0,394*, p=0,023), bei den Mannern
(r=-0,279*, p=0,024) und negativ bei der Studienpopulation mit GS (r=-0,307,
p=0,051).
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In einer tlrkischen Studie mit 109 gesunden Probanden konnte ein negativer
Zusammenhang von SOD und KAT mit MPO und eine signifikant positive
Korrelation von MPO mit GSH-Px bei der gesamten Studienpopulation
festgestellt werden. Die Forscher begrinden diesen Zusammenhang damit,
dass sowohl die GSH-Px, als auch MPO H,O. katalysieren. Sie nehmen an,
dass die Enzymaktivitaten von SOD, MPO, GSH-Px und KAT durch Hormone,
Gewicht, Blutdruck beeinflusst werden. Der Grund fir die Korrelation von SOD
mit MPO wird nicht diskutiert [SARAYMEN et al., 2003].

Die Mpyeloperoxidase ist ein Enzym, das im menschlichen Ko&rper in
neutrophilen  Granulozyten und  Monozyten vorkommt. Es  baut
Wasserstoffperoxid ab z.B. mit Chlorid.

H202 + C| —_—> Hgo + OC|

Die Superoxiddismutase katalysiert die Umwandlung des Superoxidradikals zu
Wasserstoffperoxid und Sauerstoff [SARAYMEN et al., 2003]. Méglicherweise
korreliert SOD mit MPO, da SOD die Umwandlung zu H»O, katalysiert und
diese Verbindung von MPO abgebaut wird.
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5. Schlussbetrachtung

Zahlreiche Forschungsergebnisse belegen, dass erhdhtes Bilirubin protektiv bei
Krebs und kardiovaskularen Erkrankungen wirkt. Die Vermutung liegt daher
nahe, dass Bilirubin als endogenes AO im Kdrper gegen oxidativen Stress wirkt.
Die Untersuchung der antioxidativen Enzyme GSH-Px, KAT und SOD im
Zusammenhang mit erhdhtem Bilirubin ist notwendig, da diese groBen Einfluss
auf Vorgange des oxidativen Stresses haben.

Zwischen GS und der Kontrollgruppe gibt es keinen signifikanten Unterschied
der Enzymaktivitdten von GSH-Px, KAT und SOD. Erst nach Unterteilung in die
altersabhangigen Subgruppen zeigt sich ein signifkanter Unterschied mit
niedrigeren Katalase Aktivitaten in der Kontrollgruppe. Die erhdhte Katalase
Aktivitat bei Personen mit GS deutet darauf hin, dass die Abwehrreaktion im
Alter verbessert wird, wenn chronisch moderat erhéhte UCB Levels vorhanden
sind.

Es konnte kein Einfluss von Alter und Geschlecht auf die Aktivitat der
antioxidativen Enzyme GSH-Px und SOD gefunden werden.

GSH-Px zeigt negative Korrelationen mit Fettstoffwechselparametern. Je héher
die Triglyzerid Level im Serum, desto niedriger ist die Aktivitdt der GSH-Px, was
auf einen Verbrauch der GSH-Px bei der Verhinderung der Bildung von
Lipidperoxidation hinweisen kdnnte. Ebenso zeigt die Korrelation bei der
Kontrollgruppe mit HDL-C, ox. LDL/LDL-C und Chol/HDL-C den Einfluss GSH-
Px auf Fettstoffwechselparameter, der mdéglichweise durch die Aktivitat des
Enzyms gegen Produkte der Lipidperoxidation wie organische Hydroperoxide
und Hydroxyradialkale erklart werden kann.

Bei der Katalase zeigen sich Korrelationen mit Eisen, Folsaure, Glutathion und
Albumin in der GS-Gruppe. Bilirubin steht in Zusammenhang mit Eisen und
Albumin im Blut, was die Korrelation gerade fir GS erklaren kann, da Albumin
Bilirubin transportiert und Eisen beim Ham-Abbau frei wird, also vermehrt bei
GS.
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Ein moglicher Einfluss Bilirubins zeigt sich bei SOD aufgrund der positiven
Korrelation mit Lipoprotein (a) in der GS-Gruppe und der ebenfalls positiven bei
der héchsten UCB Tertile. Je héher Lipoprotein (a) desto mehr SOD-Aktivitat ist
zu verzeichnen. SOD korreliert mit ox. LDL/LDL-C bei der gesamten

Studienpopulation, GS, Kontrolle, Mannern und =30 Jahrigen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass UCB und das Geschlecht keinen
direkten Einfluss auf die Enzymaktivitadten haben. Allerdings konnte ein Einfluss
von Bilirubin auf die Enzymaktivititen bei den =30 Jahrigen mit GS gezeigt

werden.
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6. Zusammenfassung

Die Durchfihrung der Laborarbeit erfolgte im Zuge des Projekts ,Physiological
relevance of Bilirubin® am Department far Erndhrungswissenschaften an der
Universitat Wien. Ziel dieser Arbeit war zu erforschen, ob maBig erhéhte
Serumbilirubinspiegel bei Personen mit Gilbert Syndrom verminderten
oxidativen Stress, Entziindungsmarker und oxidative Schaden im Vergleich zur
Kontrollgruppe zeigen. Diese Hypothese wurde aufgestellt, da bereits
epidemiologische Studien zeigen, dass Bilirubin antioxidative Eigenschaften
besitzt und vor kardiovaskularen Erkrankungen und Krebs schitzen kann.

Die Studie war eine Fall-Kontroll Studie im Querschnittsdesign, die durch die
Ethikkommission des Allgemeinen Krankenhauses Wien (Nr. 274/2010)
genehmigt worden ist. Nach Uberpriifung der Ein- und Ausschlusskriterien
mittels  Blutproben und  Fragebégen wurden die verbleibenden
Studienteilnehmer in zwei Gruppen geteilt. Die Gilbert’'s Syndrom-Gruppe,
bestehend aus Personen mit leicht erhéhtem unkonjugierten Bilirubin (>1mg/dl)
und die Kontrollgruppe mit Personen ohne Erkrankungen und Leberenzymen im
Normalbereich.

Zur Analyse der Aktivitat der antioxidativen Enzyme GSH-Px, KAT und SOD

wurde eine photometrische Messung verwendet.

Die aufgestellte Hypothese, dass maBig erhéhtes UCB generell zu einer
Verbesserung der antioxidativen Enzymaktivitaten flhrt, konnte nicht bestétigt

werden.

Allerdings konnte gezeigt werden, dass Bilirubin zu einem Anstieg der Katalase-
Aktivitat bei den =30 Jahrigen flhrt. Was bedeutet, dass chronisch erhéhte
UCB-Level zu einer Verbesserung der AO-Aktivitdt im Korper flhren. Die
Zusammenhénge der KAT mit Eisen, Albumin, Folsdure und Glutathion bei der
GS-Gruppe zeigt, dass mdglicherweise chronisch moderat erhdhtes Bilirubin
eine Wirkung auf diese hat.
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Auffallend bei der GSH-Px sind die Korrelationen mit den
Fettstoffwechselparametern HDL-C, Chol/HDL-C, ox.LDL/LDL-C,
Apolipoprotein A1 und den Triglyzeriden. Md&glicherweise bestehen diese
Zusammenhange durch die Aktivitdt des Enzyms gegen Produkte der

Lipidperoxidation.

Der Zusammenhang von SOD mit ox.LDL/LDL-C beim gesamten
Studienkollektiv, GS, der Kontrollgruppe, der mannlichen Studienpopulation und
den =30 Jahrigen lasst den Schluss zu, dass SOD beim Abbau von oxidiertem

LDL-C eine wesentliche Rolle spielt.

Ein mdglicher Einfluss moderat erhdhten Bilirubins konnte bei SOD aufgrund
der positiven Korrelation mit Lipoprotein (a) in der GS-Gruppe und der 3. UCB
Tertile gezeigt werden. Der Schluss ist nahe liegend, dass SOD aufreguliert

wird um gegen das atherogene Potential von Lipoprotein (a) zu wirken.

Eine positive Korrelation von SOD mit MPO beim gesamten Studienkollektiv
und eine negative Korrelation bei den <30 Jahrigen wurde beobachtet.
Méglicherweise da SOD die Verstoffwechselung zu H.O, katalysiert und dieses
von MPO abgebaut wird.

Bis dato gibt es Uber den Einfluss von Bilirubin auf die antioxidativen Enzyme
GSH-Px, KAT und SOD kaum Forschungsergebnisse. Weitere Studien, die
einen moglichen Einfluss von Bilirubin auf die Aktivitat der Enzyme zeigen, sind
daher nétig. Die vorliegenden Ergebnisse haben bereits erhdhte Aktivitat der
Enzyme bei Personen mit GS =30 Jahre gezeigt. Daher waren vor allem
Untersuchungen an alteren Personen notwendig, bei denen es altersbedingt zu

erhdhtem oxidativen Stress kommen kann.



75

7. Summary

The thesis at hand was carried out in the course of the project “Physiological
relevance of Bile Pigments” at the Department of Nutritional Sciences of the
University of Vienna. The focus of this work was to evaluate if a moderately
increased level of serum bilirubin from subjects with Gilbert’s Syndrom leads to
less oxidative stress, inflammatory markers and oxidative stress in comparison
to a control group. This hypothesis was established on the basis of existing
epidemiological studies that show that bilirubin possesses antioxidative
properties and can protect against cardiovascular diseases and cancer.

This study was a cross sectional case-control study, which was approved by the
Ethics Committee of the Vienna General Hospital (Nr. 274/2010). After
validation of the inclusion- and exclusion criteria based on blood samples and
questionnaires the study participants were separated into two groups. The
Gilbert’'s Syndrom group, consisting of individuals with light increased
unconjugated bilirubin (>1mg/dl) and the control group with subjects of less than

1mg/dl Bilirubin, no diseases and liver enzymes in the normal range.

The analysis of the activity of the antioxidative enzymes GSH-Px, CAT and

SOD was carried out using photometric measurement.

The hypothesis that moderate increased UCB improve the antioxidative enzyme
activity couldn’t be confirmed.

However, it could be proven that bilirubin is linked to increases catalase (CAT)
activity in the group of the =30 years old participant’s. This means that chronic
increased UCB-levels lead to an improved AO-activity. The link of CAT with
iron, albumin, folic acid and glutathione show that possibly chronic moderate
elevated bilirubin has an effect on these parameters.

Remarkable are the correlations of GSH-Px with the fat metabolism parameters
HDL-C, Chol/HDL-C, ox.LDL/LDL-C, apolipoprotein A; and the triglycerides. It
might be the case that these correlations exist due to a link with lipid oxidation
products.
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The link between SOD and the ratio of oxidized LDL/LDL-C of the whole
population group, GS, the control group, the male and the =30 year old
participants leads to the conclusion that SOD plays a crucial role during the

detoxification of oxidized LDL.

A possible influence of moderate increased bilirubin could exist due to the
positive correlation with lipoprotein (a) in the GS-group and the 3. UCB tertile. It
could be concluded that increased SOD act against the atherogenic potential of

lipoprotein (a).

Another positive correlation could be observed between SOD and MPO in the
whole study population and a negative correlation of the <30 years old
participants. This might be due since SOD catalyses the formation of H,O,,
which is reduced by MPO.

There are almost no results in literature on the influence of bilirubin on the
antioxidative enzymes GSH-PX, CAT and SOD. For that reason further studies
in this field would be necessary. The present findings of this work show an
increased activity of the enzymes of subjects with GS >30 years. Therefore
further studied on elderly persons, which have an age related increase in
oxidative stress are needed.
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