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I. EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

Humane Tetrapyrrole - die Farben des Lebens. Lange Zeit eilte den Gallenpigmenten
und seinen Derivaten ein Ruf als toxische Abfallprodukte des menschlichen Organis-
mus voraus. Heute betrachtet man ihre Wirkung etwas differenzierter und misst ihnen

physiologische Bedeutung bei.

Waiahrend insbesondere das Bilirubin, in der Indischen und Traditionellen Chinesischen
Medizin schon vor tausenden von Jahren gezielt zur Therapie bestimmter Erkrankun-
gen eingesetzt wurde, galten Gallenpigmente in unseren Breiten lange Zeit als un-
brauchbare, toxische Him-Abbauprodukte. In der modernen westlichen Medizin wur-
den sie demnach eher als ursachlicher Faktor im Kontext mit Leberfunktionsstérungen
sowie angeborenen Stoffwechselerkrankungen (z.B.: Gilbert’s Syndrom) respektive

damit verbundenen Hyperbilirubindmien und (Neugeborenen-) Ikterus betrachtet.

,,Dosis sola facit venenum®- Paracelsus erkannte bereits 1538, dass toxischen Substan-
zen nicht grundsatzlich negative Wirkungen beizumessen sind. Im Gegenteil, ,,die Dosis
macht das Gift“. Dieser Erkenntnis zufolge riickten Gallenpigmente in den letzten Jahr-

zehnten auch in der modernen Medizin verstarkt ins Licht der Wissenschaft.

Heutzutage stellen Tetrapyrrole ein grofles und wichtiges Forschungsgebiet dar. So
konnten bisher wertvolle Erkenntnisse (iber ihre antioxidativen, antimutagenen, anti-
komplementaren, antiinflammatorischen, antiapoptotischen, antibakteriellen und an-
tiviralen Eigenschaften bei moderat erhohten Blutspiegeln gewonnen werden [Bulmer
et al. 2008a]. Besondere Bedeutung kommt diesen im Zusammenhang mit ihrer nach-
weislich protektiven Wirkung bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen und dem zentralen Ner-
vensystem in Verbindung mit oxidativem Stress zu. Auch antikanzerogene Wirksamkeit
wird den Gallenpigmenten nach heutigem Wissen zugeschrieben [Hunt et al. 2001; Liu

et al. 2006; Vitek et al. 2002].



Die Literatur bietet gegenwartig sowohl in vitro als auch in vivo eine Vielzahl an Unter-
suchungen im Zusammenhang mit physiologischen Wirkungsweisen der Gallenpigmen-
te und ihrer Derivate. Dennoch ist die Datenlage in manchen Belangen insbesondere
auf in vivo Ebene aullerst gering, was die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen

unabdingbar macht.

Die zentrale Fragestellung der vorliegenden Arbeit stellt eine kirzlich diskutierte anti-
kanzerogene Eigenschaft humaner Gallenpigmente und ihrer Derivate dar. Es handelt
sich bei dieser Thematik um ein relativ junges Forschungsgebiet, was dahingehend ein

sehr geringes Ausmald an Informationen mit sich bringt.

Das Ziel der vorliegenden in vitro Studie ist demnach, einen wertvollen Beitrag zur ak-
tuellen Datenlage zu leisten und weitere Fortschritte in der Beleuchtung des komple-
xen Systems der Krebserkrankungen und moglicher Therapeutika zu bringen. Mit Aus-
blick auf langerfristige Etablierung einer neuen Therapieform zur Behandlung von
Krebserkrankungen ist insbesondere die Untermauerung bereits bestehender Hypo-

thesen sowie die Erganzung durch neue Erkenntnisse gefragt.

Die Arbeit untersucht antikanzerogene Effekte der humanen Tetrapyrrole Bilirubin IXa,
Bilirubin Ditaurat, Protoporphyrin IX und Bilirubin Dimethylester auf die Leberkrebs-
zelllinie HepG2. Mit Ausnahme entsprechender Effekte des Bilirubins ist dieses The-

mengebiet bisher ganzlich unerforscht.

Ein Blick auf aktuelle Zahlen hinsichtlich der Mortalitdt und Inzidenz von Krebserkran-
kungen in Osterreich zeigt deutlich, welchen Stellenwert diese in der Gesellschaft be-
reits eingenommen haben. So stellen bosartige Tumorerkrankungen unmittelbar nach
Herz-Kreislauferkrankungen die zweithdufigste Todesursache dar.

Die Mortalitdt an Leberkrebs im Speziellen hat in den letzten 20-25 Jahren erheblich
zugenommen. Die Zahl der Neuerkrankungen hingegen hat sich in diesem Zeitraum

sogar verdoppelt [Statistik Austria 2012 a,b]. Die genannten Zahlen sprechen fiir sich



und machen die Notwendigkeit geeigneter PraventivmaBnahmen sowie erfolgreicher

Therapie- und Heilungsmoglichkeiten deutlich.

In Zusammenarbeit mit meiner Kollegin Barbara Pfleger, die sich in ihrer Arbeit mit
entsprechenden Effekte der genannten Tetrapyrrole auf die Darmkrebszelllinie Caco 2
beschaftigt, haben wir gemeinsam versucht einen weiteren wichtigen Schritt in der
Erforschung des antikanzerogenen Potenzials von humanen Tetrapyrrolen zu setzen.
Die folgenden Kapitel sollen einen fundierten Uberblick (iber den aktuellen Wissens-
stand zu Gallenpigmenten und ihren Derivaten geben. Die anschlieBende Diskussion
der Ergebnisse aus den in vitro Tests sollen den Grundstein fir viele folgende Arbeiten

legen.



Il. LITERATURUBERBLICK

1. Historischer Riickblick

Funktionelle Tetrapyrrole und ihre Derivate zur Heilung von Krankheiten einzusetzen
ist durchaus kein neuer Gedanke. In der Traditionellen Chinesischen Medizin (TCM) ist
insbesondere das Bilirubin schon seit mehr als 2000 Jahren fiir seine kurativen Fahig-
keiten bekannt [Qin 2008]. Publik unter dem Namen Calculus bovis (gleichbedeutend
dem chinesischen Niuhuang) stellt es auch heute noch eines der bekanntesten Natur-
heilmittel traditioneller und alternativer Medizin im chinesischen und asiatischen
Raum dar [Zang et al. 2008]. Der so bezeichnete Gallenstein des Bos taurus domesticus
Gmelin, einer asiatischen Rinderart, hat als natiirliche Form des Heilmittels seinen
Wert. Der Preis von nativem Calculus bovis ist etwa doppelt so hoch wie der von Gold.
Es wird daher heutzutage neben natirlicher Ziichtung hauptsachlich synthetisch her-

gestellt [Qin 2008].

Zusatzlich zu der Normalisierung der Gallenblasenfunktion werden Calculus bovis auch
beruhigende, fiebersenkende, schmerzlindernde, krampflésende, entziindungshem-
mende und immunregulierende Wirkungen sowie antikanzerogene Effekte zugeschrie-
ben [Zang et al. 2008]. lhre Verabreichung erfolgt in Form von getrockneten und meist
pulverisierten Gallensteinen unter anderem zur Therapie von Bronchitis, Asthma,
stressbedingten Hypersensitivitdten, Epilepsie, Fieber, Krampfen, gastrointestinalen
Stérungen, Gesichtswarzen sowie zur Verbesserung des Sehvermdogens. Darliber hi-
naus wird Calculus bovis auch als Abtreibungs- und Potenzmittel eingesetzt [Read

1976].

Mitte des 20. Jahrhunderts wurden erstmals antioxidative Effekte des Bilirubins in vivo

beobachtet, was das wissenschaftliche Interesse fiir physiologische Tetrapyrrole in



unseren Breiten maRgeblich starkte. Zahlreiche nachfolgende Studien widerlegen im-
mer wieder seinen Ruf als toxisches Stoffwechselprodukt und legen seine positiven
Wirkungsweisen dar. Sie geben Hinweise auf antikomplementare, antiinflammatori-
sche, antivirale, antiapoptotische sowie antimutagene Wirkungen der Gallenpigmente

und ihrer Derivate [Bulmer et al. 2008a].



2. Getestete Tetrapyrrole — Chemie und Eigenschaften

2.1 Bilirubin IXa

In seiner Rolle als ursachlicher Faktor fiir die Gelbfarbung von Haut und Skleren im
Rahmen einer Gelbsucht (lkterus), stellt Bilirubin IXa den wohl bekanntesten Vertreter
humaner Gallenpigmente dar [Tomaro und Batlle 2002]. Der gelblich-orange Farbstoff
entstammt als sekundares Abbauprodukt [Sedlak und Snyder 2004] dem Abbau des
Ham-Molekiils aus Hamoglobin und anderen Hamproteinen wie beispielsweise Myog-

lobin und Cytochrom p450 [Kapitulnik 2004].

Abb. 1: Chemische Struktur des Bilirubin IXa Molekiils.

Seiner chemischen Struktur zu Folge handelt es sich um ein lineares, offen gebautes
Tetrapyrrol aus einer Kette von 4 kovalent gebundenen Pyrrolringen [Tomaro und Batl-
le 2002]. Die Anwesenheit mehrerer polarer Substituenten, wie die beiden Propionyl-
Seitenketten und Aminogruppen, bedingen eine starke Hydrophobie dieses Molekiils

[Wang et al. 2006]. Als eine sehr stabile Substanz besitzt Bilirubin die Eigenschaft, rela-



tiv leicht zu kristallisieren. Unter aeroben Umstanden und zusatzlicher Einwirkung von

UV-Strahlen reagiert es jedoch photosensitiv [McDonagh 2010].

Unter physiologischen Bedingungen liegt der GroRteil des Bilirubins IXa (96 %) im Blut
in unkonjugierter (= nicht gekoppelter [Siegenthaler 1973] oder auch indirekter [Ko-
nigshoff und Brandenburger 2007]) Form vor [Wang et al. 2006]. Seine schlechte Was-
serloslichkeit (< 7nM [Brodersen 1979]) erfordert eine Bindung an das Plasmaprotein
Albumin, welches den Transport in die Leber zum Abbau und im weiteren Sinne seiner
Ausscheidung bewerkstelligt. Eine Eigenschaft, die fir den Stoffwechsel erhebliche
Nachteile hat. Einerseits auf Grund seiner toxischen Eigenschaften fiir eine Vielzahl an
Kérpergeweben, insbesondere seine Neurotoxizitdt und die erhéhte Neigung des Bili-
rubins zur Bildung von Gallensteinen. Vielmehr jedoch hinsichtlich der Notwendigkeit
einer Weitermetabolisierung, ohne die seine Ausscheidung unmoglich ware. Das wiir-

de eine Akkumulierung des toxischen Substrates zur Folge haben [Loffler et al. 2006].

Diese Tatsache wirft die nachstehende, grundlegende Frage auf: weshalb etablierte die
Natur im Laufe der Evolution den Abbauschritt von Biliverdin, einem wasserloslichen
und leicht ausscheidbaren Metaboliten zu Bilirubin, einem vollkommen wasserunlosli-
chen und noch dazu toxischen Stoffwechselprodukt [Liu et al. 2006] — ein Stoffwech-
selweg auf Kosten von Zellressourcen und zusatzlichem Energieaufwand [Sedlak und
Snyder 2004]? Vor allem weil diese Gegebenheiten absolut der natiirlichen Tendenz
des Organismus in Hinblick auf die Detoxifizierung widersprechen, aus weniger polaren
Metaboliten polare und wasserl6sliche zu machen, die so leicht eliminiert werden

kénnen [Ryter und Tyrrell 2000].

Die Erklarung daflir diirfte im stark antioxidativen Potential des Bilirubins begriindet
sein, was diesen potenziell zytotoxischen Metaboliten zu einem physiologisch sehr
Wertvollen macht [Sedlak und Snyder 2004]. Seine damit verbundenen zellprotektiven
Eigenschaften [Liu et al. 2006] und die Schutzwirkung vor diversen pathologischen Me-

chanismen im Zuge von kardiovaskuldren, hepatischen und neurologischen Erkrankun-



gen [Kapitulnik 2004] sowie Krebs und Diabetes Mellitus Typ Il machen samtliche nega-
tiven Assoziationen wieder wett. Neben seinen ebenso propagierten antiinflammatori-
schen und antimutagenen Eigenschaften besitzt es effektive Radikalfanger-Kapazitaten
[Zelenka et al. 2012] die gleichermaRen fiir die Immunoprotektion ein Rolle spielen

durften [Kapitulnik 2004].

Auch prooxidative Wirkungsweisen des Bilirubins zeigen im Zusammenhang mit huma-
nen Karzinomzellen glinstige Effekte. Durch darauf zurlickzuflihrende Zerstérung der
Krebszellen weisen Rao und Kollegen in ihrer Arbeit auf ein antikanzerogenes Potenzial

des Bilirubins hin [Rao et al. 2006].

Ein weiterer Aspekt konnte die Plazentagangigkeit des Bilirubins sein. Wahrend dieses
relativ einfach vom fetalen in den maternalen Blutkreislauf transferiert werden kann,
gestaltet sich der Austausch von Biliverdin wesentlich schwieriger [Sedlak und Snyder

2004].

Der menschliche Organismus produziert taglich etwa 300 mg Bilirubin [Stocker 2004].
Die molare Konzentration im Blut betragt 3-17 umol/l und Ubersteigt die des Albumins
(500-700 pmol/l) unter physiologischen Umstdanden nicht. Steigt jedoch die molare
Ratio Bilirubin:Albumin Gber 1 kommt es zur Akkumulierung von freiem Bilirubin
[Wang et al. 2006], welches die Fahigkeit besitzt mittels erleichterter Diffusion im Kor-
per verteilt zu werden und seine toxischen Eigenschaften zu entfalten [Ostrow und

Tiribelli 2003].

Bei Neugeborenen ist freies Bilirubin in der Lage die Blut-Hirn-Schranke zu Gberwinden
[Zhou et al. 2010]. Das Vorliegen einer Hyperbilirubindmie kann auf diese Weise zu
neurologischen Dysfunktionen fiihren, welche die Entwicklung einer Bilirubinenzepha-

lopathie (Kernikterus) zur Folge haben [Wang et al. 2006].

Im Normalfall liegt jedoch weniger als 0,1% der Blutplasmakonzentration in freier,

nicht-albumingebundener Form vor [Ostrow und Tiribelli 2003].



Erhohte Plasmabilirubinspiegel treten insbesondere in Form der neonatalen Hyperbili-
rubindmie (Neugeborenenikterus), sowie bei Patienten mit erworbenen oder angebo-
renen Defekten (Gilbert Syndrom, Crigler-Najjar Syndrom) in Hinblick auf Bilirubinspei-
cherung und —ausscheidung in Erscheinung. Der Schweregrad und seine mehr oder
weniger stark ausgepragten Symptome sollen gesondert in Kapitel 4 — Stérungen des

Tetrapyrrolstoffwechsels beleuchtet werden.

Milde Formen einer unkonjugierten Hyperbilirubindmie mit Plasmaspiegeln bis maxi-
mal 85 umol/I jedoch, kénnten im Sinne der bereits erwdhnten antioxidativen Wirkung
mit zellprotektiven Effekten [Wang et al. 2005] und dariiber hinaus einer geringeren
Pravalenz fur kardiovaskuldre Erkrankungen und Krebs einhergehen [Vitek et al. 2002;

Lin et al. 2006].

Unter diesem Aspekt werden die Salze des Bilirubins schon seit langer Zeit von Vertre-
tern der Traditionellen Chinesischen Medizin als Medikamente zur Heilung von Krank-
heiten und der Induktion von Apoptose und Nekrose in Leberkrebszellen eingesetzt

[Rao et al. 2006].

2.2 Bilirubin Konjugat (Ditaurat)

Das Schliisselmolekdil fir eine ausgeglichene Bilirubinbilanz im menschlichen Organis-
mus ist ohne Zweifel die konjugierte (= direkte [Kdnigshoff und Brandenburger 2007])
Form des Bilirubins, das sogenannte Bilirubin Konjugat [Bulmer et al. 2008b]. Jirsa und

Kollegen bezeichnen es auch als ,Taurobilirubin’ [Jirsa et al. 1995].

Durch Spaltung der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Propionyl- und den
Amino- und Lactamgruppen besitzt dieses Molekil den nétigen Grad an Wasserldslich-

keit um vom Korper entgiftet werden zu kdnnen [Wang et al. 2006]. Der Nachteil den



diese Polaritdt mit sich bringt, ist die Unfahigkeit des Bilirubin Konjugats durch Lipid-

membranen zu diffundieren [Bulmer et al. 2007].

Diese Glucuronidierungsreaktion, vermittelt durch die UDP-Glucuronyltransferase
(UGT1A1), bringt auf diese Weise entweder Bilirubin-Monoglucuronid (-Monotaurat)
oder aber Bilirubin-Diglucuronid (-Ditaurat) hervor und stellt somit einen essentiellen
Reaktionsweg fir den Entgiftungsprozess der Leber dar [Labori et al. 2009]. Mit einem
Anteil von etwa 80% ist in der menschlichen Leber, wie auch der der Ratte, bevorzugt

die Diglucuronid-Form vorhanden [Crawford et al. 1992].

i i
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Abb. 2: Chemische Struktur des Bilirubin Konjugats.

Unter normalen Umstanden liegen etwa 98-99% des Gesamtbilirubins in konjugierter
Form vor [Tomaro und Batlle 2002]. Den gréRten Kérperpool bilden dahingehend die

Galle und das Intestinum [Stocker und Ames 1987].

Die physiologische Bedeutung des Bilirubin Konjugats ist auf seine Fahigkeit der Elimi-
nierung von Peroxylradikalen zurilickzufiihren. Sein antioxidatives Potenzial dient im
Organismus dem Schutz vor Lipidperoxidation [Stocker und Ames 1987]. In vitro Stu-
dien geben Hinweise auf eine mogliche antimutagene Wirkung dieses Tetrapyrrols

[Bulmer et al. 2007].
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Bilirubin Ditaurat bezeichnet im eigentlichen Sinn ein synthetisch her- bzw. nachges-
telltes Tetrapyrrol. Da physiologisches Bilirubin-Diglucuronid unter in vitro Konditionen
eine sehr labile Verbindung darstellt, kann dieses fiir experimentelle Zwecke nicht ge-
nltzt werden. Davon abgesehen, ist auch ausschlielRlich das Synthetikum kommerziell

erhaltlich [Bulmer et al. 2008c].

2.3 Bilirubin Dimethylester

Durch Veresterung der Propionsauregruppen des Bilirubins mit Einfachzuckern wie
beispielsweise D-Glucose oder D-Xylose sowie mit Uronsdure entsteht sein Derivat, der
Bilirubin Dimethylester. Sehr wahrscheinlich wird der GroRteil des unkonjugierten Bili-
rubins mit B-D-Glucopyranuronsaure konjugiert, wobei zu einem geringen Teil auch die
Konjugierung mit komplexeren Oligosacchariden stattfinden kann. Esterasen und Glu-
curonidasen wandeln Bilirubin Dimethylester zu Bilirubin Konjugat um und bieten so
dem Stoffwechsel, neben Bilirubin Ditaurat, ein weiteres ausscheidbares Konjugatderi-

vat [Hutchinson et al. 1972].

Abb. 3: Chemische Struktur des Bilirubin Dimethylesters.

11



In das Blut werden Bilirubin Dimethylester-Konjugate in Form von Bilirubin 1-O-

Acylglucuroniden abgegeben [Muraca und Blankaert 1983].

Die physiologische Wertigkeit des Bilirubin Dimethylesters liegt in seinem antioxidati-
ven Potenzial und der Fahigkeit intermediar produzierte Peroxylradikale eliminieren zu

konnen [Chepelev et al. 2005].

Die synthetische Herstellung des Bilirubin Dimethylesters erfordert hinsichtlich der
Labilitdat von Bilirubin im sauren oder basischen Milieu besondere Sorgfalt und sollte
unter moglichst schonenden Bedingungen erfolgen. 1-Alkyl-3-p-tolyltriazen IV gewahr-
leistet dahingehend eine zligige und mengenmalig ausgiebige Veresterung der Carbo-
xylsduren. Dem Ergebnis einer Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie)
zufolge, ist diesbeziiglich das Vorkommen der Lactamkonstellation (= Amidbindung
zwischen einer Amino- und einer Carboxygruppe desselben cyclischen Molekils) am
Ring A und D seltener als jenes der Lactimform (= zyklische Stickstoffverbindungen mit

der funktionellen Gruppe (—N=C—OH-) [Hutchinson et al. 1972].

2.4 Protoporphyrin

Abb. 4: Chemische Struktur des Protoporphyrin IX.

12
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Der Protoporphyrin IX Makrozyklus fungiert als farbgebende Komponente des Hams
[Gossauer 1994]. Die Synthese erfolgt durch Entfernung des Eisen-Atoms aus einem
Hamatin-Molekil. Im Zuge einer Oxidation der a-Methenbriicke wiirde in einem nach-
sten Schritt, durch Offnung des Porphyrinrings und Verlust eines Kohlenstoffatoms,

das Gallenpigment Biliverdin entstehen [Klatskin 1961].

In Anwesenheit von molekularem Sauerstoff wird Protoporphyrin IX photooxidiert. Ein
pathologischer Aspekt, der im Zusammenhang mit einer genetisch bedingten Erkran-
kung eine grolRe Rolle spielt. Im Rahmen der erythropoietischen Protoporphyrie akku-
mulieren seine nicht-hamatischen Metallkomplexe in roten Blutkérperchen. Auf Grund
der extremen Lichtsensitivitat des Protoporphyrin IX vermoégen jene Ablagerungen die
Lipidmembranen der Erythrozyten zu zerstéren und bedingen so eine erhebliche Licht-

empfindlichkeit des Patienten [Cox und Whitten 1982].

Dennoch kann dieser Aspekt auch im positiven Sinne genutzt werden. Zawacka-Pankau
und Kollegen haben festgestellt, dass Derivate des Protoporphyrin IX wie beispielswei-
se 6-Aminolavulinsaure, bedingt durch eine abweichende Ham-Biosynthese, auch in
massiver Weise in Krebszellen angereichert werden. Dort binden sie an den Apoptose
auslésenden p53 Tumorsuppressor und stéren so die Interaktion zwischen diesem und
seinem negativen Regulator HDM2. Die Folge dessen, ist wiederum eine Anreicherung
des p53 und somit eine Verstarkung der pro-apoptotischen Aktivitat [Zawacka-Pankau

et al. 2007].

In diesem Sinne wird Protoporphyrin IX sehr erfolgreich in der photodynamischen
Diagnose und Therapie von Krebserkrankungen angewandt. Als alternative Heilungs-
methode wird sie insbesondere zur Behandlung von Krebsarten, welche Chemo- und

Strahlentherapie gegentliber resistent sind, eingesetzt [Zawacka-Pankau et al. 2007].

Zawacka-Pankau und Kollegen beobachteten diesen Effekt an Kolonkrebszellen, Bed-
narz und Kollegen kamen zu ahnlichen Ergebnissen im Zusammenhang mit Zervixkarzi-

nomzellen (HelLa-Zellen). Weitere Studien belegen die Fahigkeit des Protoporphyrin IX
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zelluldre Zerstdérungen auch ohne den Einsatz von Licht hervorzurufen [Bednarz et al.
2007]. Konzentrationen von 0,5-100 pg/ml des Tetrapyrrols zeigen die Hemmung der
Zellproliferation von Hela-Zellen auch in dunkler Umgebung [Koningsberger et al.

1995].
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3. Physiologie und Stoffwechsel humaner Tetrapyrrole

Das Schlisselmolekil fiir die Bildung humaner Gallenpigmente und seiner Derivate ist
das Ham. Seine Biosynthese und insbesondere sein Abbau reprasentieren die wesent-
lichsten Stoffwechselwege zur Bildung der in der vorliegenden Studie untersuchten,
Tetrapyrrole Bilirubin IXa, Bilirubin Konjugat (Ditaurat), Bilirubin Dimethylester und

Protoporphyrin IX.

3.1 Das Ham-Molekiil

HO

Abb. 5: Chemische Struktur des Him-Molekiils.

Chemisch gesehen gehort Ham der Familie der Metalloporphyrine an. Es handelt sich
um ein eben gebautes Komplexmolekil aus 4 Pyrrol-Ringen (Tetrapyrrol) — zyklisch
verbunden durch 4 Methinbriicken — und einem zentralen Fe?*-Atom. An jedem dieser

Ringe kdnnen maximal 2 Seitenketten substituiert sein, die unter anderem fiir die Bin-
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dung an Proteine von Relevanz sein kénnen [Wang et al. 2006; Ryter und Tyrrell 2000].
Dies ist besonders in Hinblick auf die hydrophobe Eigenschaft dieses Komplexes mit

eher geringem Molekulargewicht von Bedeutung [Ryter und Tyrrell 2000].

In seiner Funktion als O,-bindende Komponente wichtiger Schliisselproteine, stellt das
Ham-Molekiil ein lebensnotwendiges Substrat des menschlichen Stoffwechsels dar.
Die Rede ist von sogenannten Hamproteinen, fiir deren Synthese und Funktionalitat es
unerldsslich ist. Diese sind wesentlich an Prozessen des Sauerstofftransports, der Elekt-
ronenlbertragung innerhalb der mitochondrialen Atmungskette, der Steroid-Bio-
synthese, der Signaltransduktion und des Medikamenten-Metabolismus beteiligt. Ne-
ben Myoglobin und den diversen Cytochromen, Katalasen und Peroxidasen spielt Hdm
insbesondere fir die Synthese des Hamoglobins, eine groRe Rolle [Ryter und Tyrrell

2000].

3.2 Biosynthese des Hams

Die Synthese des Hams erfolgt in einer Kette von insgesamt 8 aufeinanderfolgenden
Reaktionen. Grundsatzlich kénnen diese in fast allen Geweben des menschlichen Kér-
pers ablaufen. Zum Uberwiegenden Teil (ca. 85%) erfolgt die Bildung des Ham-
Molekiils jedoch in den Mitochondrien und dem Zytoplasma des Knochenmarks und

der Leber (10-20%) [Konigshoff und Brandenburger 2007; Doenecke et al. 2005].

Initiiert wird diese Reaktionskette durch die Spontankondensation von Succinyl-CoA
mit der Aminosédure Glycin im Mitochondrium. Uber das Zwischenprodukt a-Amino-B-
Ketoadipat erfolgt die anschlieRende Decarboxylierung zu 6-Aminolavulinsaure (ALA).
Katalysiert wird dieser Reaktionsschritt, in Abhangigkeit vom Syntheseort, von zwei
Enzymen. Der 6-ALA-Synthase-2 in den Erythroblasten des Knochenmarks sowie der 6-
ALA-Synthase-1 in der Leber. Die Aktivitdt dieser beiden Enzyme wird Uber die Hdm-

Konzentration im Zytosol durch negative Feedback-Hemmung gesteuert. Diese erste
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Reaktionsphase ist demnach als geschwindigkeitsbestimmender Faktor der Synthese

des Hams von Bedeutung [Koolman und R6hm 1998].

Nach Verlassen der Mitochondrien fiihrt die asymmetrische Kondensation von zwei
Molekllen ALA im Zytoplasma zur Entstehung von Porphobilinogen. Vermittelt wird
diese Reaktion von der Porphobilinogen-Synthase, die in diesem Schritt ein Zwischenp-
rodukt hervorbringt, das bereits einen Pyrrol-Ring enthalt [Heinemann et al. 2008]. Es

bildet daher die Vorstufe aller Porphyrine [Doenecke et al. 2005].

Im nachsten Schritt erfolgt die Bildung der, fir Hdm und Porphyrine ganz allgemein
typischen, Tetrapyrrol-Struktur durch unmittelbare Vereinigung von 4 Molekilen Por-
phobilinogen [Konigshoff und Brandenburger 2007]. Unter Zusammenwirken der bei-
den Enzyme Porphobilinogen-Desaminase und Hydroxymethylbilan-Synthase erfolgt
zunachst die Abspaltung von 4 NH,-Gruppen. Durch Bindung des so entstandenen
Prauroporphyrinogens an einen weiteren Katalysator, die Uroporphyrinogen |lI-
Synthase, entsteht als nachstes Zwischenprodukt des Ham-Syntheseweges das Uro-

porphyrinogen Ill [Heinemann et al. 2008].

Nach Decarboxylierung seiner 4 Acetat-Seitenketten zu Methylgruppen durch die Uro-
porphyrinogen-Decarboxylase entsteht Koproporphyrinogen Ill. Dieses gelangt Uber
ein Transportermolekil zuriick in das Mitochondrium, wo schlieRlich auch seine Pro-

pionatseitenketten zu Vinylresten umgebaut werden [Heinemann et al. 2008].

Gewahrleistet wird diese Reaktion von der Koproporphyrinogen-Oxidase, die entweder
an oder in der Mitochondrien-Membran lokalisiert ist. Das Endprodukt dieses Synthe-
seschrittes ist Protoporphyrinogen IX. Die finale Seitenkettenkonstellation des spate-

ren Him-Molekdls ist an dieser Stelle bereits gegeben [Koolmann und R6hm 1998].

Aus Protoporphyrinogen IX wird letztendlich durch Oxidation mittels Protoporphyrino-

gen-Oxidase das direkte Vorlaufermolekil des Hams generiert, das Protoporphyrin IX.
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Im Zuge dieser Reaktion erhalt das Tetrapyrrol auch seine charakteristische rote Farbe

[Heinemann et al. 2008].

Die Fertigstellung des Ham-Molekiils erfordert nun noch einen letzten Reaktionsschritt
unter Mitwirkung der sogenannten Ferrochelatase. Mit dem Einbau von zweiwertigem
Eisen in den Ring und seiner komplexen Bindung an 4 Koordinationsstellen des Proto-
porphyrins ist die Biosynthese des Hams abgeschlossen. Das entstandene Fe-
Protoporphyrin IX [Koolmann und R6hm 1998] oder Protohdm [Heinemann et al.
2008], wie das Ham-Molekil auch bezeichnet wird, steht dem Organismus nun zur

Bildung der Hamproteine zur Verfligung [Doenecke et al. 2005].

Der Groliteil des auf diesem Weg synthetisierten Hdms wird im menschlichen Orga-
nismus fur die Synthese des Hamoglobins verwendet. Genau genommen sind es ca.
85% der Syntheseleistung, die flir das sauerstofftransportierende Protein und gleich-
zeitig auch fir die farbgebende Komponente des Blutes, genitzt werden [Wang et al.

2006; Silbernagl und Despopoulos 2003].
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3.3 Ham-Katabolismus

In der Literatur werden jene Stoffwechselwege des Ham-Katabolismus sehr gerne als
solche bezeichnet, die Farbe ins Leben wie auch die humane Biochemie bringen [Nel-
son und Cox 2008]. Die Vielfalt an Farben, die porphyrinogene Zwischenprodukte her-
vorbringen, kann in vivo sehr eindrucksvoll an der Heilung eines Hdmatoms beobachtet

werden [Koolman und Rohm 1998].

Neben den Hamproteinen Myoglobin, den diversen Cytochromen, Katalasen und Pero-
xidasen spielt insbesondere das Hamoglobin eine grolRe Rolle. Der lberwiegende Teil
des synthetisierten Hams im menschlichen Organismus stammt aus dem Abbau al-
ternder Erythrozyten, in welchen es eingebaut ist. Dieser Stoffwechselprozess stellt

demnach die ausgiebigste Him-Quelle dar [Ryter 2012].

Die mittlere Lebensdauer der Erythrozyten betrdagt etwa 120 Tage [Battersby 2000].
Seneszente Zellen werden groRteils in die Milz aber auch die Leber, Nieren und das
Knochenmark transportiert und dort von Makrophagen des retikuloendothelialen Sys-
tems abgebaut [Gossauer 1994]. Stiindlich erfolgt im menschlichen Koérper auf diese
Weise der Abbau von ca. 100 — 200 Millionen roter Blutkérperchen [Koolman und
Rohm 1998]. Die Eliminierung von 1g Hamoglobin fuhrt so zur Bildung von 35 mg Bili-
rubin [Loffler et al. 2006].

Freies Himoglobin sowie Him aus dem Abbau von Methamoglobin zirkulieren im Blut,
liegen dort jedoch an Proteine gebunden vor. In dieser Form werden auch diese zur
Leber transportiert und durchlaufen dort den Ublichen Abbauprozess. Das Schliisselen-
zym, die Ham-Oxygenase, wird allerdings auch in allen anderen Kérpergeweben expri-
miert, sodass der Abbau nicht zwingend in der Leber stattfinden muss. Die lokale Hei-
lung eines Hamatoms stellt auch diesbezliglich wiederum ein anschauliches Beispiel

dar [Ryter und Tyrrell 2000].
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Zusammengefasst werden kann der Katabolismus des Hams in 3 Phasen, die im Fol-

genden in eigenen Kapiteln besprochen werden sollen:
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3.3.1 Prdhepatische Phase des Himabbaus

In dieser ersten Reaktionsphase beginnt mit der Abtrennung des Proteinanteils von
Hamoglobin der Abbau des rot gefarbten Hams-Molekiils [Koolman und Rohm 1998].
Unter Katalyse der Hdm-Oxygenase und der Mitwirkung von Sauerstoff und NADPH
erfolgt in einem ersten Reaktionsschritt die oxidative Offnung des Metalloporphyrin-
Ringes selektiv an der a-Methinbriicke. Auf diesem Weg werden Kohlenmonoxid und
ein instabiler Fe3+-KompIex frei [Stocker 2004]. Eisen wird zu Ferritin rezykliert das in
weiterer Folge fiir eine neuerliche Biosynthese von Ham zur Verfligung steht [Gossauer

1994].

Das so entstandene griine Biliverdin IXa wird in einer nachsten Reaktion unter katalyti-
scher Wirkung der sogenannten zytoplasmatischen Biliverdin-Reduktase zu Bilirubin
IXa reduziert. Ein stark lipophiles, rot-orange gefarbtes Stoffwechselprodukt [Loffler et
al. 2006] mit sowohl physiologischen als auch pathologischen Stoffwechseleigenschaf-

ten im menschlichen Organismus [Kapitulnik 2004].

3.3.2 Intrahepatische Phase des Himabbaus

Die folgenden Schritte des Bilirubinabbaus werden in der Leber fortgefihrt. Jene Men-
gen des Gallenpigments die nicht direkt dort, sondern in anderen Geweben syntheti-
siert wurden, missen demnach erst lGber den Blutweg in die Leber transferiert wer-
den. Die duRerst schlechte Wasserloslichkeit des Bilirubins erfordert dafiir die Bindung
an ein Transportprotein, das Albumin. Die Komplexbildung erfolgt in einem molaren

Verhaltnis Bilirubin zu Albumin von 1:1 [Tomaro und Batlle 2002].

Nach Dissoziation des unkonjugierten Bilirubins von seinem Tragermolekil im soge-
nannten Dissé-Raum erfolgt die Aufnahme in die Leber. Diese wird durch Diffusion und
teilweisen Peptid-Cotransport durch die sinusoidale Oberflichenmembran der Hepa-

tozyten gewadhrleistet. Um das lipophile Pigment auch im Zytosol der Leber in Loésung
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zu halten wird es intrahepatisch an Ligandin bzw. Protein-Z gebunden und ins Endop-

lasmatische Retikulum (ER) Gberfiihrt [Kamisako et al. 2000].

Hier erfolgt die Konjugierung einer oder gar beider seiner Propionyl-Seitenketten mit
Glucuronat (Glucuronsaure, Glucose oder Xylose) [Stocker 2004]. Unter Katalyse der
UDP-Glucuronyltransferase wird Bilirubin in sein gut wasserlosliches Derivat Bilirubin
Konjugat (Bilirubin Ditaurat) verstoffwechselt [Bulmer et al. 2008]. Die Konjugierung
stellt jenen nicht vernachlassigbaren Stoffwechselschritt dar, der fiir die Polaritat des
Bilirubins und infolgedessen auch fiir die Moglichkeit seiner Ausscheidung essentiell
ist. Einer Akkumulierung des Pigments, dem Erreichen pathologischer Serumkonzent-
rationen sowie der damit verbundenen Stoffwechselstorungen wird somit entgegen-

wirkt [Gossauer 1994].

In einer ATP-abhdngigen Transportreaktion verlasst dieses Bilirubin Konjugat die Leber
entweder in Form eines Mono- oder Diglucuronids und geht unmittelbar in die post-

hepatische Phase des Himabbaus tber [Loffler et al. 2006].

3.3.3 Posthepatische Phase des Himabbaus

Bilirubin-Konjugat gelangt Uber den erwdhnten aktiven Transport in die Gallenkanal-
chen und wird so mit der Galle lber den Gallengang in den Diinndarm ausgeschieden.
Anaerobe Bakterien der intestinalen Flora des Dickdarms bauen dieses schrittweise
weiter ab. Sie enthalten B-Glucuronidasen die in erster Instanz die Glucuronatreste
abtrennen und so das Pigment dekonjugieren [Bulmer et al. 2008]. Uber die farblosen
Zwischenprodukte Mesobilirubin und in fortgeschrittenerem Stadium Stercobilinogen
und Urobilinogen entstehen als Stoffwechselendprodukte Urobilin und Stercobilin
[Loffler et al. 2006]. Ihre gelblich-orange Farbe ist fir die Farbgebung humaner Aus-

scheidungsprodukte verantwortlich [Koolman und Rohm 1998].
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Wahrend Stercobilin mit den Fazes ausgeschieden wird, verldsst Urobilin als Bestand-
teil des Urins den menschlichen Organismus. Urobilin resultiert aus einem geringen
Teil der im Darm aus Bilirubin entstandenen Metaboliten (ca. 20%), die riickresorbiert
und Uber den enterohepatischen Kreislauf erneut ausgeschieden werden. Eine eher
geringe Menge gelangt dabei (iber das Blut in die Nieren und wird so zu Urobilin ver-
stoffwechselt. Insgesamt werden im menschlichen Organismus taglich anndhernd
4mg/kg Korpergewicht Bilirubin gebildet und entsprechend ausgeschieden [Wang et
al. 2006]. Diese Menge setzt sich wie folgt aus ca. 100-200 mg Stercobilin und durch-
schnittlich etwa 0,64 mg, jedoch maximal 4 mg/24-h-Urin, Urobilin zusammen [Loffler

et al. 2006].

Bei Storungen der Leberfunktion bzw. des Hamabbaus kénnen diese Werte je nach
dem zu Grunde liegenden Pathomechanismus sowohl erhéht als auch erniedrigt sein

[Siegenthaler 1973].
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4. Storungen des Tetrapyrrolstoffwechsels
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Abb. 8: Diagnostische Kriterien von Hyperbilirubinidmien. Die Abbildung gibt einen Uberblick iiber bekannte Hyper-
bilirubindmien, ihre ursdchlichen Faktoren und zu Grunde liegende Pathomechanismen [Strassburg 2010].

4.1 Toxizitat pathologisch erhohter Bilirubinspiegel

Generell werden im erwachsenen menschlichen Organismus Gesamtbilirubinspiegel
>34 umol/l im Plasma als erhdht betrachtet. Eine vermehrte Bildung des Gallenpig-
ments Ubersteigt die Albuminbindungs- und Ausscheidungskapazitdt des Stoffwechsels
und fuhrt so zu einer Gewebsakkumulierung des Bilirubins. Die Gelbfarbung von Haut

und Skleren im Rahmen einer Gelbsucht (=lkterus) ist die Folge [Loffler et al. 2006].
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Diese sogenannte Hyperbilirubindmie kann unterschiedlicher Herkunft sein. Entspre-
chend dem zu Grunde liegenden Pathomechanismus kann diese in eine pra-, intra- und

posthepatische unterteilt werden [Wiwanitkit 2007].

Sehr hohe bzw. chronisch erhéhte Konzentrationen des Bilirubins im Plasma vermoégen
durchaus schwerwiegende Schadigungen im Organismus hervorzurufen. Neben Initiie-
rung einer Zellapoptose in verschiedensten Korpergeweben [Ostrow und Tiribelli 2003]
kann eine Hyperbilirubindmie, je nach Schweregrad, akute oder chronische neuronale
Dysfunktionen und irreversible Schadigungen des Gehirns mit sich bringen [Bulmer et

al. 2008a].

4.2 Erworbene Hyperbilirubinamie

Erworbene Hyperbilirubindmien gehen vorwiegend mit dem vermehrten Abbau von
Erythrozyten einher. Die erh6hte Himolyseneigung flihrt zu einer gesteigerten Bildung
von Bilirubin, die letztlich fir die Entstehung eines prahepatischen Ikterus verantwort-
lich ist [Loffler et al. 2006]. Ursachlich dafiir kann beispielsweise der Abbau von Blutan-
sammlungen und Hamatomen sein. Diese sind grundsatzlich mit einem erhéhten Spie-

gel des unkonjugierten Bilirubins im Plasma verbunden [Wiwanitkit 2007].

Erhdhte Plasmaspiegel des konjugierten Bilirubins kénnen durch den Verschluss der
ableitenden Gallenwege und damit verbundener, gestorter Bilirubinausscheidung be-
dingt sein (= posthepatischer Ikterus). Intrahepatische Stérungen kénnen sowohl durch
konjugiertes als auch unkonjugiertes Bilirubin hervorgerufen werden. Diese sind mit
einer Fehlfunktion der Bilirubinkonjugation oder —ausscheidung assoziiert. Leberfunk-
tionsstorungen wie beispielsweise eine infektidose Hepatitis, Alkohol und Wechselwir-

kungen von Medikamenten spielen dahingehend eine Rolle [Wiwanitkit 2007].
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Bekanntester Vertreter dieser Gruppe ist der Neugeborenenikterus. Durch verstarkte
Hamolyse unmittelbar nach der Geburt und der Unreife des neonatalen Organismus
kommt es in den ersten Lebenstagen zu einem physiologischen lkterus. Die Plasmabili-
rubinspiegel erreichen Werte von >200 umol/l, wobei sich diese durch stetige Reifung
der Abbauprozesse innerhalb einer Woche auf etwa 20 umol/l normalisieren [Kapitul-

nik 2004; Stevenson und Wong 2010].

Steigt jedoch der Plasmaspiegel auf >340 umol/I an, resultiert daraus sehr schnell eine
pathologische Hyperbilirubindamie mit der Gefahr der Entwicklung einer Bilirubinenze-
phalopathie (Kernikterus) und damit einhergehenden Entwicklungsbeeintrachtigung

und Schadigungen des Gehirns sowie schlimmstenfalls des Todes [Zhou et al. 2010].

4.3 Angeborene Hyperbilirubinamien

Entsprechend des Schweregrads, steht an unterster Stelle der ,Hirarchie der angebo-
renen Hyperbilirubinamien” das sogenannte Gilbert’s Syndrom (GS) oder Morbus
Meulengracht, wie es auch genannt wird. Ihm liegt eine gestorte Konjugationskapizitat
des Bilirubins in der Leber zu Grunde. Diese ist auf einen genetischen Defekt in der
Promotorregion der UDP-Glucuronyltransferase (UGT1A1) zuriickzufihren, die bei Pa-
tienten mit GS etwa 30% der physiologischen Aktivitat besitzt [Strassburg 2010]. Dieses
Krankheitsbild verursacht im Normalfall eine nur leichte Erhéhung des unkonjugierten
Bilirubins, meist ohne in Form etwaiger Symptome in Erscheinung zu treten. Die Diag-
nose erfolgt daher sehr oft per Zufall im Rahmen routinemaRiger Blutuntersuchungen

[Radu und Atsmon 2001].

Der Blutplasmaspiegel erreicht dabei im Mittel Konzentrationen zwischen 18 umol/I
und 50 pumol/l [Burchell und Hume 1999] maximal aber 84 pmol/l [Kamisako et al.

2000]. Etwa 3-10% der weltweiten Bevdlkerung sind von diesem Krankheitsbild betrof-
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fen, wobei das Vorkommen bei Mannern haufiger zu beobachten ist als bei Frauen

[Radu und Atsmon 2001].

Jene milde Hyperbilirubindmie, wie sie im Gilbert’s Syndrom beobachtet wird, dirfte
im Sinne einer zytoprotektiven Wirkung beinahe schon wieder physiologisch sein. Eine
Vielzahl an Arbeiten hat gezeigt, dass moderat erhdhte Bilirubinkonzentrationen im
Blut mit einer erniedrigten Pravalenz fiir kardiovaskulare Erkrankungen und Krebs as-
soziiert sein koénnten. Diverse Studien konnten diese Hypothese bestatigen [Vitek et al.
2002; Bulmer et al. 2008b; Horsfall et al. 2011]. Auch die Framingham Heart Study

konnte diesbeziigliche Zusammenhange beobachten [Strassburg 2010].

Das Crigler-Najjar-Syndrom ist dem Gilbert’s Syndrom hinsichtlich des zu Grunde lie-
genden Pathomechanismus ident, jedoch mit wesentlich hoheren Blutbilirubinkon-
zentrationen verbunden. Es werden dahingehend zwei Formen (I und Il) unterschieden

[Kamisako et al. 2000]:

Typ | ist eine extrem seltene autosomal rezessiv vererbte Erkrankung mit mehr oder
weniger ausgeldschter UGT1A1-Aktivitat (<1%) [Bosma 2003; Strassburg 2010]. Betrof-
fene Patienten sind also nicht in der Lage unkonjugiertes Bilirubin zu konjugieren und
auszuscheiden [Zhou et al. 2010]. Dementsprechend hoch sind die Plasmakonzentra-
tionen im Blut zwischen 428umol/l und 769 umol/I. Eine Therapie ist in solchen Fallen
so gut wie nicht moglich, weshalb betroffene Kinder letztlich an einem Kernikterus

versterben [Loffler et al. 2006].

Typ Il hingegen unterliegt einer autosomal-dominanten Vererbung und kann in die
Kategorie der moderaten Hyperbilirubinamien eingeordnet werden. Die Enzymaktivitat
betragt etwa 10% seiner physiologischen Norm [Bosma 2003; Strassburg 2010] und
bedingt Blutbilirubinkonzentrationen zwischen 85umol/l und 339 umol/I [Kamisako et

al. 2000]. Entgegen der Tatsache, dass im gesunden Organismus der GroRteil des Bili-
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rubins als Diglucuronid ausgeschieden wird, stellt bei Crigler-Najjar-Syndrom Typ Il das

Monoglucuronid das Hauptausscheidungsprodukt dar [Loffler et al. 2006].

Der Vollstandigkeit halber missen in diesem Zusammenhang noch zwei weitere
Krankheitsbilder erwdhnt werden, die in ihrer Erscheinungsform und ihren Eigenschaf-
ten sehr dhnlich sind. Das Dubin Johnson-Syndrom und das Rotor-Syndrom treten eher
seltener in Erscheinung und sind bedingt durch Mutationen im MRP2-Gen, welches
den Transportmechanismus des Bilirubins durch die Hepatozyten gewabhrleistet. Infol-
ge dessen, kommt es ist im Fall des Dubin-Johnson Syndroms zu chronisch erhéhten
Plasmaspiegeln sowohl des konjugierten als auch des unkonjugierten Bilirubins. Diese
bewegen sich im Bereich zwischen 50 umol/l und 100umol/l, kdnnen aber durchaus
den Wert von 400 pumol/l Gberschreiten. Wohingegen beim Rotor-Syndrom eine chro-
nische Hyperbilirubinamie lediglich durch die konjugierte Form bedingt ist. Auch diese

beiden Syndrome folgen einem autosomal-rezessiven Erbgang [Strassburg 2010].

4.4 Hepatische Porphyrien

Porphyrien bezeichnen Erkrankungen die durch Akkumulierung von Porphyrinen cha-
rakterisiert sind. Sie sind bedingt durch teilweise vererbbare Enzymdefekte welche die
Biosynthese des Hams beeintrachtigen. In Hinblick auf ihre klinischen Symptome un-
terscheidet man hepatische von erythropoietischen Porphyrien. Wahrend hepatische
besonders durch Bauchschmerzen, neuropsychiatrische Symptome und Neuropathien
gekennzeichnet sind, erscheinen erythropoietische eher in Form von photosensitivem
Hautausschlag. Letztere konnen zusatzlich mit Schadigungen der Leber und/oder ver-
mehrter Hamolyse assoziiert sein [Simon und Herkes 2011]. Abbildung 9 zeigt bekann-

te Porphyrien und ihre zu Grunde liegenden Enzymdefekte.
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5. Physiologische Bedeutung humaner Tetrapyrrole

In Anbetracht ihrer Vielfalt an physiologischen Eigenschaften wird die Bedeutung hu-
maner Gallenpigmente und ihrer Derivate als Zellprotektor im menschlichen Organis-
mus deutlich. Die verfligbare Literatur berichtet von einer Vielzahl an Assoziationen
moderat erhohter Bilirubinspiegel und ihren positiven Auswirkungen innerhalb diver-
ser Pathomechanismen und Krankheitsbilder. Vitek erwahnt in einem Kommentar im
Pediatrics beispielhaft nur einige: Herzerkrankungen, Atopische Dermatitis, mentale
Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, Meningitis. Des Weiteren diirften im umgekehr-
ten Sinn erniedrigte Blutspiegel mit einem erhohten Risiko insbesondere fiir jene Er-

krankungen verbunden sein, die durch oxidativen Stress bedingt sind [Vitek 2005].

Besondere Bedeutung kommt der Schutzwirkung des Bilirubins im entwickelnden Ge-

hirn von Neugeborenen zu [Nelson und Cox 2008].

5.1 Antioxidatives Potenzial

Oxidativer Stress ist gekennzeichnet durch vermehrte Bildung von freien Radikalen im
Organismus. Diese sind in der Lage Schadigungen der DNA sowie im weiteren Sinn von
Proteinen und Lipiden hervorzurufen. Demnach spielen sie fiir die Entstehung stress-
bedingter Erkrankungen wie Krebs, chronischen Entziindungen, Herzerkrankungen und
Infektionen ebenso wie in der Tumorgenese und dem Alterungsprozess eine wichtige

Rolle [Betteridge 2000].

Bilirubin ist in unkonjugierter wie auch konjugierter Form das h&ufigste Antioxidans in
Kérpergeweben und ist fir den grofRten Teil der oxidationshemmenden Aktivitdat im
Serum verantwortlich [Frei et al. 1988; Nelson und Cox 2008]. Es fungiert als physiolo-

gischer Peroxylradikal-Fanger und schiitzt so die Lipidmembranen der Kérperzellen vor
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oxidativen Angriffen und in weiterer Folge dem Zelltod. Des Weiteren ist (konjugiertes)
Bilirubin ebenso in der Lage andere Radikalspezies wie beispielsweise Hypochlorsaure,
Quinone, Singulett-O, und Nitroxylradikale einzufangen und unschadlich zu machen

[Stocker 2004].

In einer in vitro Studie an Neuronalzellen von Ratten wurde gezeigt, dass bereits das
Vorhandensein einer nanomolaren Konzentration von Bilirubin (10 nM) die Zellen vor
einer 10.000-fach hoéheren Konzentration an Hydrogenperoxiden schitzt [Doré et al.

1999].

Die erwdhnte antiapoptotische Wirkung des Bilirubins wurde in diesem Zusammen-
hang bereits in vitro an Hepatozyten beobachtet. Relevant dirfte diese Eigenschaft in
vivo bei bestehender Lebererkrankung (z.B.: Cholestase) sein, fur die auf Grund gestei-
gerter Schadigung von Hepatozyten eine erhohte Apoptoserate typisch ist [Granato et

al. 2003].

Antioxidative Effekte des Bilirubins sind bereits seit langerer Zeit bekannt. Eine erste
Publikation erfolgte im Jahr 1954 von Bernard und Kollegen, die in einer in vivo Unter-
suchung erstmals seine protektive Wirkung fiir Vitamin A vor Oxidation im Darmlumen
entdeckt haben [Bernard et al. 1954]. Etwa 20 Jahre spater, im Jahr 1987, konnten
Stocker und Kollegen in vitro das stark antioxidative Potenzial des Bilirubins hinsichtlich
einer Schutzwirkung vor Oxidation von Lipiden [Stocker et al. 1987a; Frei et al. 1988;
Neuzil und Stocker 1994; Hulea et al. 1995] und Proteinen [Neuzil und Stocker 1993;
Minetti et al. 1998; Thomas et al. 1998], insbesondere des Low Density Lipoprotein

(LDL), im menschlichen Korper belegen [Wu et al. 1996].

Diese protektive Wirkung kommt sowohl Zellen verschiedenster Kérpergeweben zugu-
te, als auch freien Fettsauren die im Blut, gebunden an Albumin, transportiert werden.
Das Transportprotein selbst profitiert dahingehend ebenso von der protektiven Eigen-

schaft des Bilirubins [Stocker et al. 1987b]. Stocker leistete mit dieser Untersuchung
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Pionierarbeit auf dem Sektor der physiologischen Bedeutung humaner Gallenpigmen-

te.

Zahlreiche Untersuchungen in vivo untermauern bisherige Ergebnisse aus vorliegenden
in vitro Modellen [Sedlak und Snyder 2004]. Dennery und Kollegen berichten dahinge-
hend von erniedrigten Plasmaspiegeln der Lipidhydroperoxide nach dreitdgiger Be-
handlung mit Sauerstoff (295%) bei Ratten mit Hyperbilirubindmie verglichen mit ihren

»gesunden” Nachkommen [Dennery et al. 1995].

Neben diversen Tierstudien in denen erhohte Aktivitdat der Himoxygenase nach Stress-
induktion mittels bestimmter Metallionen [Maines und Kappas 1977], Selen [Reiter
und Wendel 1983] oder Sulfhydryl-reaktiver Agentien [Kikuchi und Yoshida 1983] beo-
bachtet wurde, bieten auch Humanstudien indirekte Evidenz fiir antioxidative Effekte
des Bilirubins [Stocker 2004]. Neugeborene stellen dahingehend eine bevorzugte Stu-
dienpopulation dar, da sie in den ersten Tagen des Lebens natiirlicherweise erhéhte
Bilirubinspiegel aufweisen. Wiedemann und Kollegen fanden Korrelationen zwischen
Serumbilirubinspiegeln von Neugeborenen und ihrer totalen antioxidativen Kapazitat
(TAK). Mogliche Riickschlisse von dieser auf TAK werden diesbezliglich in der Literatur

diskutiert [Wiedemann et al. 2003].

An Neugeborenen mit Vorliegen von Erkrankungen, die mit vermehrter Radikalproduk-
tion einhergehen, konnte ein geringerer Anstieg des Bilirubins im Plasma als in einer
untersuchten Kontrollgruppe beobachtet werden. Zuriickzufiihren ist diese Beobach-
tung auf die erhohte antioxidative Aktivitat des Bilirubins um die vermehrte Radikalbil-
dung abzufedern [Benaron und Bowen 1991; Hegyi et al. 1994]. Die Literatur berichtet
von diesem Phanomen auch bei Erwachsenen im Zusammenhang mit Amyotropher
Lateralsklerose (ALS) [llzecka und Stelmasiak 2003], Sepsis [Otani et al. 2001] — alles
Erkrankung mit Beteiligung oxidativer Stressoren — und der Verschlechterung einer

atopischen Dermatitis [Tsukahara et al. 2003].
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Im Zuge des Alterungsprozesses und damit assoziierten Erkrankungen geht ebenso ein
vermehrtes Vorhandensein von Radikalen mit geringeren Bilirubinspiegeln einher, was
jedoch zum Teil auf eine altersbedingte Aktivitdtsminderung der Biliverdin-Reduktase
zuriickzufiihren ist. Kim und Park diskutieren dahingehend eine mogliche Option Bili-
rubin kinftig fur Anti-Aging-Produkte und therapeutische Zwecke einzusetzen [Kim

und Park 2012].

Als neurologischer Schutzfaktor im Sinne seiner antioxidativen Kapazitat kdnnte Biliru-
bin auch in Bezug auf neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Alzheimer eine

Rolle spielen [Snyder und Baranano 2001].

5.2 Vasoprotektive Eigenschaften

Basierend auf der antioxidativen Schutzwirkung des Bilirubins auf LDL-Molekiile im
menschlichen Organismus, dirfte dieses im weiteren Sinne ein reduziertes Risiko fiir
die Atherogenese darstellen [Wu et al. 1996; Bulmer et al. 2008b]. Eine Metaanalyse
aus 11 inkludierten Studien zeigt dahingehend eindeutige Zusammenhange der Biliru-
binspiegeln und dem Schweregrad einer Atherosklerose bei Mannern [Novotny und

Vitek 2003].

Schwertner und Kollegen diskutierten 1994 erstmals die Assoziation erhohter Gesamt-
bilirubinspiegel mit einem geringeren Risiko fir koronare GefdalRerkrankungen. Die
Starke dieser Zusammenhange ist vergleichbar mit jenen zwischen Rauchen, erhéhtem
Blutdruck und HDL-Cholesterin-Werten [Schwertner et al. 1994; Hopkins et al. 1996;
Madhavan et al. 1997].

Eine Vielzahl an epidemiologischen Studien untersuchte den Zusammenhang zwischen
Bilirubin und kardiovaskuldaren Erkrankungen und kam Ubereinstimmend zu dem Er-

gebnis, dass erhdhte Bilirubinspiegel negativ mit dem Risiko fiir diverse Krankheitsbil-
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der dieser Kategorie assoziiert werden kénnen [Schwertner und Vitek 2008]. So zeigte
eine prospektive Studie an knapp 8000 mannlichen Briten negative Korrelation mit
ischamischen Herzerkrankungen [Breimer et al. 1995]. Ergebnisse aus der Framingham
Offspring Studie an 4300 Individuen dokumentieren Zusammenhangen in Bezug auf
jegliche Art an Kardiovaskularer Herzerkrankung (Herzerkrankungen aller Art, konges-
tive Herzinsuffizienz, Schlaganfall) und koronare Todesfélle [Djousse et al. 2001].
Djousse et al. fanden ebensolche Ergebnisse im Zusammenhang mit Myokardinfarkten
[Djousse et al. 2003]. Temme berichtet sogar von geringerer, jedoch nicht signifikanter,

kardiovaskuldrer Mortalitat in diesem Kontext [Temme et al. 2001].

Diese Beobachtungen wurden vermehrt an Patienten mit Gilbert’s Syndrom unter-
sucht. Dieses Krankheitsbild ist auf Grund seiner moderat erhohten Bilirubinspiegel
negativ mit der Pravalenz von koronaren Herzerkrankungen [Hunt et al. 2001] und
kardiovaskularen Erkrankungen im Allgemeinen assoziiert [Vitek et al. 2002; Horsfall et

al. 2011].

Man hat herausgefunden, dass auch Menschen, die Trager des UGT1A1*28 Allels sind,
erhohte Blutspiegel an Bilirubin aufweisen. Diese Personen konnten demnach glei-
chermalien von dieser patho-physiologischen Erscheinung profitieren und einen schiit-
zenden Mechanismus gegen koronare Herzerkrankungen in sich tragen [Lin et al. 2006;

Hunt et al. 2001].

Interessanterweise wurden bei Patienten mit beeintrachtigter Glukosetoleranz, Diabe-
tes [Ko et al. 1996; Cheriyath et al. 2010], Ubergewicht [Lin et al. 2009], Metaboli-
schem Syndrom [Choi et al. 2011] und/oder Bluthochdruck [Papadakis et al. 1999] —
allesamt Pathologien, die sehr eng mit der Entstehung von Atherosklerose assoziiert
sind - erniedrigte Bilirubinspiegel im Blut festgestellt. Diese Beobachtung deckt sich in
Hinblick auf Hypertonie mit den Ergebnissen einer Untersuchung in der koreanischen

Bevolkerung [Chin et al. 2009].
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5.3 Antiinflammatorisches Potenzial

Gleichermalien ausgehend von seiner ausgesprochen starken antioxidativen Kapazitat,
wird Bilirubin auch antiinflammatorische Wirksamkeit zugesprochen. Studien an Rat-
ten belegen seine effektive Wirksamkeit akute sowie chronische Autoimmunerkran-
kungen zu unterdriicken in vivo. Liu und Kollegen konnten diese Eigenschaft an Tieren
mit autoimmuner Enzephalomyelitis, dem experimentellen Pendant zu humaner Mul-
tipler Sklerose (MS) in Ratten, beobachten. Sogar die Behandlung der Tiere mit Biliru-
bin unmittelbar nach Auftreten der Erkrankung fihrte zu einer Unterdriickung der kli-

nischen Symptome [Liu et al. 2003; Liu et al. 2008].

Eine kirzlich publizierte Humanstudie an MS-Patienten untersuchte Zusammenhange
zwischen Serumbilirubinspiegeln und dieser Erkrankung. Auch die Ergebnisse dieser
Untersuchung geben Hinweise auf ein antiinflammatorisches Potenzial des Bilirubins —
sowohl in konjugierter als auch unkonjugierter Form. So zeigten MS-Patienten wesent-

lich niedrigere Serumspiegel als gesunde Kontrollen [Peng et al. 2011].

Ein Report der Krankheitsgeschichte eines Patienten mit idiopathischer Pulmonalfibro-
se und zusatzlich vorliegender Hyperbilirubindamie dokumentiert die wichtige Rolle des
Bilirubins im Zuge dieser Erkrankung das Gewebe vor inflammatorischer Schadigung zu
schitzen. Die Autoren diskutieren dahingehend eine mogliche Schliisselrolle des Bili-
rubins in der Therapie von Erkrankungen, die mit entziindlichen Vorgangen im Korper
einhergehen. Insbesondere fiir die Behandlung einer Pulmonalfibrose kdnnte dies von

Relevanz sein [Ohrui et al. 2001].

5.4 Antikanzerogene Aktivitat

Die Erforschung antikanzerogener Effekte humaner Gallenpigmente und ihrer Derivate

ist ein noch relativ junges Gebiet. Dennoch gibt es zum gegenwartigen Zeitpunkt Hin-
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weise auf einen protektiven Effekt erhdhter Bilirubinspiegel in Zusammenhang mit der

Kanzerogenese.

In vitro konnte ein antikanzerogener Effekt von Bilirubin durch eine diesbeziigliche
Behandlung von humanen Kolonkrebszellen beobachtet werden. Durch gezielte Aufl6-
sung der mitochondrialen Membran innerhalb der Karzinomzellen bewirkte das Gal-

lenpigment deren Apoptose [Keshavan et al. 2004].

Eine Untersuchung von Rao und Kollegen an humanen Leberkrebszellen HepG2 und
Magenkrebszellen TMK-1 zeigte dahnliche Ergebnisse, jedoch mit einem offensichtlich
2-seitigen Wirkmechanismus des Bilirubins. In Zusammenhang mit TMK-1-Zellen fun-
gierte es als Prooxidant und induzierte eine Apoptose der Zellen. Bei Einwirken auf
HepG2-Zellen hingegen, entfaltete es sein antioxidatives Potenzial und erbrachte somit
nicht den erwarteten antikanzerogenen Effekt. Diese Tatsache diirfte moglicherweise
durch die Abhadngigkeit dieser Wirkung von der beteiligten Zelllinie begriindet sein
[Rao et al. 2006].

Antiproliferative Effekte des Bilirubins konnte in vitro an einer Karzinomzelllinie beo-

bachtet werden, die zu einer Entstehung von Brustkrebs flihrt [Zucker et al. 1999].

Eine Assoziation erhohter Bilirubinspiegel mit dem Risiko fir Krebserkrankungen wur-
de auch bereits in vivo evaluiert. Eine 11-jahrige Follow-up Studie an 17.000 gesunden
Mannern ohne vorhandener Krebsanamnese bei Studienbeginn weist dahingehend auf
ein geringeres Risiko flir Krebserkrankungen bei jenen Personen mit erhdhten Biliru-
binspiegeln hin [Wei et al. 2000]. Weitere Arbeiten diskutieren selbiges Ergebnis in
Hinblick auf Kolonkrebs [Ko et al. 1994], Kolorektalkrebs [Zucker et al. 2004] und Lun-

genkrebs [Horsfall et al. 2011] im Speziellen.

An einer Kohorte von 10.000 belgischen Mannern und Frauen fand man geringere
Krebsmortalitat (insbesondere Krebsarten die nicht die Lunge betreffen) bei Menschen

mit héheren Bilirubinspiegeln im Blut [Temme et al. 2001].
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Wie eine Bedeutung des UGT1A1*28 Allels bereits schon im Zusammenhang mit der
vasoprotektiven Eigenschaft des Bilirubins erwahnt wurde, spielt auch hier sein Vor-
handensein eine grolRe Rolle. Trager dieser Auspragung dirften auch im Kontext mit
Krebs ein geringeres Erkrankungsrisiko aufweisen. Umgekehrt, ist das Risiko fiir Perso-

nen mit niedrigen Bilirubinspiegeln entsprechend erhoht [Jirdskova et al. 2011].

Neben Bilirubin wurden auch in Protoporphyrin, seinem Vorlaufermolekil, antikanze-
rogenes Potenzial, sowie antiproliferative Effekte durch prooxidativ induzierte Apopto-
se an Zervixkarzinomzellen (Hela) in vitro festgestellt [Koningsberger et al. 1995; Za-

wacka-Pankau et al. 2007; Bednarz et al. 2007].

Antikanzerogene Effekte in vitro bzw. die Anti-Tumor Wirksamkeit in vivo konnten bei
einer Behandlung humaner Kolonkrebszellen bzw. Mausen mit Tumoren mit dem Deri-
vat Zink-Protoporphyrin beobachtet werden [Fang et al. 2003].

Diese Eigenschaften sowie die zusatzliche Lichtsensibilitat dieses Tetrapyrrols werden
in der photodynamischen Therapie bestimmter Krebsarten ausgenitzt [Hovhannisyan

et al. 2005].

5.5 Antimutagenes Potenzial

Gallenpigmente sind in der Lage gentoxische Effekte einer Vielzahl von bekannten Mu-
tagenen zu unterbinden. Von allen weist Bilirubin im Salmonella Ames Test das stark-
ste antimutagene Potenzial auf [Bulmer et al. 2007; Moélzer et al. 2012]. Diese Eigen-
schaften konnte in vitro bereits im Zusammenhang mit Benzo(a)Pyren [Arimoto et al.
1995; Bulmer et al. 2007], 2-Nitrofluoren, 1-Nitropyren und 3-Nitrofluoranthen [Tang
und Edenharder 1997], 4-Nitroquinolin-1-Oxid und Zigarettenrauch-Kondensaten
[Ames et al. 1975; De Flora et al. 1997], 2,4,7 Trinitrofluorenon und 2-Aminofluoren
beobachtet werden. An den letzten beiden Mutagenen wurden auch antimutagene

Effekte des Bilirubin Ditaurats entdeckt [Bulmer et al. 2007].
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Obwohl solche Tests in vivo nicht durchgefiihrt werden kdnnen, untermauern sie bis-
herige Erkenntnisse bezlglich antimutagener und antikanzerogener Eigenschaften
humaner Gallenpigmente auf Basis ihrer antioxidativen Fahigkeiten [Bulmer et al.

2007].

5.6 Antivirale Eigenschaften

Fir antivirale Wirkmechanismen humaner Gallenpigmente gibt keine Evidenz. Den-
noch gibt es, mit Vorsichtig publizierte, Hinweise auf ihre Existenz. McPhee und Kolle-
gen beobachteten bereits 1996 in vitro, dass Bilirubin in geringen micromolaren Kon-
zentrationen in der Lage ist, die Proteasen des Human Immodeficiency Virus (HIV)
kompetitiv zu hemmen. Tests an einer Zellkultur konnten diese Wirkung zwar nicht
bestadtigen, zeigten stattdessen jedoch eine weitere: die Hinderung infektioser viraler

Partikel am Eintritt in die kultivierten Zellen [McPhee et al. 1996].

Eine kirzlich publizierte Arbeit berichtet von der Eigenschaft des Bilirubins, die Infekti-
vitdt eines Herpes- (HSV-1) sowie eines Enterovirus (EV71) an inkubierten Hep-2- und
Vero-Zellen herabzusetzen. Des Weiteren vermag Bilirubin die virale Replikation zu
hemmen. Diese Erkenntnisse bringen zwar nur indirekte klinische Evidenz hervor,
kénnten jedoch bei Vorliegen einer Hyperbilirubinamie eine mdgliche protektive Rolle

im Zusammenhang mit viralen Erkrankungen spielen [Santangelo et al. 2012].
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lll. MATERIAL UND METHODEN

1. Studiendesign

Die vorliegende Arbeit reprasentiert eine Teilstudie eines internationalen Projekt‘s mit
dem Titel ,, The Physiological Relevance of Bile Pigments”. Es handelt sich um eine in
vitro Untersuchung antikanzerogener Effekte ausgewahlter physiologischer Tetrapyrro-
le an der humanen Leberkrebszelllinie HepG2.

Die experimentelle Bestimmung erfolgte anhand der Evaluierung induzierter DNA-
Schadigungen an der Zellkultur. Die Tetrapyrrole Bilirubin IXa, Bilirubin Ditaurat, Biliru-
bin Dimethylester und Protoporphyrin IX wurden dahingehend in drei physiologischen
Konzentrationen (0,5 uM, 5 uM, 17 uM) gegen eine Positiv- (t-BOOH) sowie eine Nega-
tivkontrolle getestet. Zusatzlich wurde ein Teil der Zellen mit einem Prooxidans (t-
BOOH) gestresst.

Nach 24-stlindiger Tetrapyrrol-Inkubation der Zellkultur wurden DNA-Schaden mittels
Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE)-Verfahren (Comet Assay) quantitativ erfasst und
als prozentueller Anteil der ,tail-DNA“ dokumentiert. Alle Tests wurden in Doppelbe-

stimmung durchgefihrt.

2. Vortestphase

Eine Vortestphase diente der Optimierung diverser Arbeitsvorgdange im Zusammen-
hang mit der Zellkultur und experimentellen Durchfiihrung sowie der Ermittlung einer
adaquaten Konzentration des verwendeten Prooxidans (t-BOOH). In einer anndhe-
rungsweisen experimentellen Analyse wurde jene Konzentration (300 uM) des t-BOOH
ermittelt, die quantitativ signifikante DNA-Schadigungen an den Krebszellen verglichen
zur Negativkontrolle, verursachte und so seine Verwendung im Sinne einer Positiv-

kontrolle gewahrleistete.
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3. Verwendete Materialien und Laborausriistung

3.1 HepG2- Zellproben

Fir die experimentellen Bestimmungen wurden Leberkrebszellen der Zelllinie HepG2
(human hepatocarcinoma cells) verwendet. Diese stammten aus der Zellbank der
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ). Die Zellprobe
wurde urspriinglich 1975 aus dem Tumorgewebe eines 15-jahrigen argentinischen
Jungen isoliert [Aden et al. 1979]. Die Liefereinheit der Probe entstammte dem Passa-
gedurchgang mit der Nummer 90. Nach Auftauen der Zellen wurden diese 4 Wochen

lang bis zur Konfluenz kultiviert, ehe sie in die Testphase Gbernommen wurden.

HepG2 sind flache, epitheldhnliche, adharent wachsende Zellen mit einer durchschnitt-
lichen GrofRe von 12 - 19 um [Ballet et al. 1984]. Diese Zelllinie ist physiologischen He-
patozyten im menschlichen Organismus noch sehr dhnlich und besitzt deshalb viele
ihrer Funktionen. HepG2-Zellen sind demnach in der Lage eine Reihe verschiedenster
humaner Proteine wie beispielsweise Albumin, a-Fetoprotein und unterschiedliche
Apolipoproteine zu bilden [Knowels et al. 1980]. Des Weiteren besitzen sie in vitro, bei
Vorhandensein ausreichender Mengen an Glukose im Nahrmedium, die Fahigkeit Gly-

kogen zu synthetisieren [Bouma et al. 1989].

Auf Grund ihrer besonders guten Wachstumseigenschaften und die Verfiigbarkeit Gber
Phase | und lI-Enzyme, die Ublicherweise bei der Kultivierung in vitro verloren gehen,
eignen sich HepG2-Zellen besonders gut fir Zyto- und Genotoxizitatstests [Uhl et al.

2000; Shear et al. 1995].
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3.2 Chemikalien

Accutasesolution Sigma Life Science A6964
DMSO: Dimethylsulfoxide Sigma Life Science D4540
Dulbecco’s PBS without Ca**/Mg** PAA — The Cell Culture Company H15-002
Ethanol VWR International 070205
Ethylendiaminetetraaceticacid (EDTA) Sigma Life Science E6758
Fetal Bovine Serum PAA —The Cell Culture Company A15-101
MEM with Earl’s Salts with L-Glutamine PAA — The Cell Culture Company E15-825
Penicillin — Streptomycin Sigma Life Science P4333
Sodiumhydroxidepellets SIGMA-ALDRICH 1310-73-2
Sodiumpyruvate Sigma Life Science S8636
Tert-Butyl hydroperoxid Merck $4990706811
Triton X-100 Sigma Life Science X100
Trizmabase Sigma Life Science 93350
Trypan Blue Stain 0,4% invitrogen 761 866
Ultra Pure LMP Agarose invitrogen 16520-050
Ultra Pure Agarose invitrogen 16500-100
Tab. 1: Chemikalien. Auflistung aller im Zuge der Experimente verwendeten Chemikalien.
3.3 Tetrapyrrole

e T
Bilirubin (alpha) Frontier Scientific L1010-3777
Bilirubin Konjugat (Ditaurat) Frontier Scientific JH10-3486
Bilirubin Dimethylester Frontier Scientific 41488
Protoporphyrin IX Frontier Scientific LY09-1626

Tab. 2: Tetrapyrrole. Auflistung der mittels Comet Assay untersuchten Tetrapyrrole.
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3.4 Laborzubehor

6 well with Lid well IWAKI 3810-006
Cell Scrapers PAA - The Cell Culture Company PAAS0020X
ConicalCentrifugeTubes 15ml PAA - The Cell Culture Company PAA50015
ConicalCentrifugeTubes 50ml PAA - The Cell Culture Company PAA50050
Deckglaser (20x20mm) VWR 631-1568
Latexhandschuhe MICROFLEX D3578
Micro Centrifuge Tubes for high VWR 211-0016
G-force

Micro Centrifuge Tubesl,5ml| Natu- | STARLAB $1615-5500
ral Flat Cap

Nitrilhandschuhe MICROFLEX D6319
Objekttrager Assistent 2406/1
Pasteurpipetten Assistent 567/2
Pasteurpipetten Plastik Brand 7477 60
Polystrene Round-Bottom Tube 5ml | FALCON 352058
Reaktionsgefille 0,6mlfarblos Biozym Scientific GmbH 710300
Universal blue tips VWR 612-5756
Universal yellow tips VWR 612-5755

Tab. 3: Laborzubehér. Auflistung aller verwendeten Laborutensilien und Hilfsmittel.

3.5 Labortechnik und verwendete Gerate

Countess automated cell counter Invitrogen C10227
Elektrophoresekammer VWR 730-1796
Elektrophoresis Power Supply peqlab EV231P
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Fluoreszenzmikroskop ZEISS 038-03241

CO, Inkubator Heraeus INSTRUMENTS 95106058
Mikroskop Hund WILOVERTS 1018306
Mikrowelle Elta 17MX51
pH-Meter Metrohm 1827001025358
Ultraschallbad TYP RK100 Bandelin electronic 100063

Vortex Heidolph 89447364
Waage Type AT201 METTLER L44443
Warmeplatte MR 3001K Heidolph 109409439
Wasserbad Miiller-Schlerr 1067399%4e

Tab. 4: Labortechnik und Gerate. Auflistung der verwendeten technischen Gerdte sowie sémtlicher Labortechnik.
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4. Herstellung der benétigten Losungen und Reagenzien

4.1 Nahrmedium zur Kultivierung der Zellen

Zusatzstoffe fur 500 ml Medium:

50ml  FBS

5ml nicht essentielle Aminosauren
5 ml Antibiotikum mit Neomycin
1ml Natriumpyruvat

1 ml L-Glutamin

Als Basis des Nahrmediums fir Leberkrebszellen HepG2 wurde sogenanntes MEM (Mi-
nimum Essential Medium) verwendet. Fir optimale Wachstums- und Vermehrungsbe-
dingungen der Zellen musste diese Nahrlésung durch die oben angefiihrten Zusatzstof-
fe in den entsprechenden Mengen erganzt werden. MEM-Medium ist Ublicherweise in
500 ml Einheiten verfligbar, es mussten daher vor Zugabe der Zusdtze 50 ml entnom-

men werden.

Gut verschlossen, konnte das Nahrmedium im Kihlschrank 2-3 Wochen gelagert wer-
den. Sein Gebrauch erforderte jedenfalls sterile Bedingungen und eine Erwdrmung auf
37°C. Bei Auftreten von Triilbungen und/oder Farbveranderungen war keine Verwen-

dung mehr moglich.

4.2 Stocklosungen der Gallenpigmente

Pigmentmenge fir 200 pl Stocklésung (17mM):

2,01 mg Bilirubin
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2,1mg Bilirubin Ditaurat
2,08 mg Bilirubin Dimethylester
1,91 mg Protoporphyrin

Die Losung der kristallinen Tetrapyrrole in 200 pul DMSO bedurfte auf Grund ihrer lipo-
philen Eigenschaften einer Kombination aus 3 Homogenierungsschritten — das Mischen
am Vortex, 5-minitige Erwdarmung im 37°C heiBen Wasserbad und schlie8lich noch 3-
mindtige Inkubation im Ultraschallbad. Gegebenenfalls war dieser Vorgang bis zur voll-

standigen Loésung der Substanz 2-3 Mal zu wiederholen.

Die Pigment-Stocklésungen sind nicht lagerfahig und mussten daher unmittelbar vor
Gebrauch frisch zubereitet werden. Sie wurden jeweils in einer Konzentration von 17
mM hergestellt. Alle weiteren Konzentrationen wurden aus diesen Lésungen verdiinnt
(Tab.: 5). Ihre Lichtsensibilitdt erforderte die Durchfiihrung aller Arbeitsschritte im

Dunkeln.

Stockldsung Konzentration ‘ DMSO

200ul  + Einwaage BR/BRDT/BDME/PRO

5mM 141l + 59 ul Stocklésung 1

0,5 mM 180+ 20 pl Stocklésung 2

Tab. 5: Verdiinnungsschema der Tetrapyrrol-Stocklésungen. Die Herstellung der drei Tetrapyrrol-Stockl6sungen
erfolgt nach dem dargestellten Verdiinnungsschema. Stocklésung 2 und 3 werden aus Lésung 1 verdiinnt.

4.3 Agarosegele

Im Zuge der Experimente wurden zwei Agarosegele verwendet, die sich in Hinblick auf
ihren Schmelzpunkt unterscheiden. Normal Melting Agarose (NMA), die ausschlieflich
als Tragerschicht auf Objekttragern verwendet wurde (siehe Kapitel 6.3 Beschichtung

der Objekttriger) sowie Low Melting Agarose (LMA), die der Einbettung und Fixierung
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der Zellen auf diesen Objekttrdgern diente (siehe Kapitel 7.1 Auftragen der Zellsuspen-

sion).

Die Herstellung einer 1 %-igen Losung erfolgte durch Aufkochen von 800 mg des jewei-
ligen Agarosepulvers mit 80 ml destilliertem Wasser in einem Becherglas (100 ml). Die
klare Losung war im Kihlschrank gut abgedichtet einige Wochen haltbar. Um ihre Ge-
lierfahigkeit zu behalten, sollte diese jedoch nicht 6fter als 3-4 Mal aufgekocht und

verwendet werden.

4.4 Lésungen und Reagenzien fiir den Comet Assay-Test

Tertiarbutylhydroperoxid (t-BOOH) — Stresslosung

Teritarbutylhydroperoxid ist ein starkes Oxidationsmittel, das in der Lage ist die DNA
von Zellen erheblich zu schadigen. Bereits das Einatmen dieser leicht fliichtigen Subs-
tanz kann zu Veratzungen der Schleimhaute von Luft- und Atemwegen sowie der Au-
gen flhren. Die oxidative Eigenschaft des t-BOOH wurde in der vorliegenden Arbeit
ausgenutzt um die Krebszellen zu stressen und so Schadigungen ihrer DNA hervorzuru-
fen (siehe Kapitel 7.2 Zellstressung). Im Sinne einer Positivkontrolle sollte diese eine

Vergleichsvariable fiir alle weiteren Proben bieten.

Chemikalien fiir 250 pl Stocklésung (300 mM):

9,7 ul t-BOOH
240,3 pl destilliertes Wasser

Von 100 pul der t-BOOH-Stocklésung aus oben genannten Reagenzien wurde unmittel-

bar vor Gebrauch mit 100 ml destilliertem Wasser eine 300 uM Stresslosung herges-

tellt. Die Glaskammer in der sich die Losung befand, musste jedenfalls mit einem De-
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ckel verschlossen werden. Die Stocklosung selbst war im Kihlschrank langstens eine

Woche haltbar.

Lyselosung

Chemikalien fir 2 Liter LOsung:

292,2g 2,5M NaCl

58,4 ¢ 0,1 M Ethylendiaminetetraacetic acid (EDTA)
2,422 g 10 mM Trizma base (Tris)

ca. 40 ml 10 M NaOH-Lésung

2ml Triton X-100

destilliertes Wasser

Fiir die Herstellung der Lyselosung war es wichtig eine Reihenfolge bei der Zugabe der
Reagenzien zu beachten. EDTA und 30 ml des NaOH durften erst nach Vermengen des

NaCl und Tris mit ca. 1 Liter destilliertem Wasser zugegeben werden.

Die verbleibende NaOH-Lésung wurde anschliefend fiir die Einstellung des pH-Werts
durch tropfchenweise Zugabe am Magnetriihrer verwendet. Dieser musste exakt 10
betragen. In einem abschlieBenden Schritt musste die Losung in einen Messkolben
(2000 ml) Uberfiahrt und bis zur Markierung mit destilliertem Wasser aufgefillt wer-
den. Bei Lagerung in dunklen Flaschen war diese, dennoch unfertige, Losung im Kihl-

schrank mehrere Wochen haltbar.

Die Fertigstellung durfte erst unmittelbar vor Gebrauch erfolgen. 200 ml dieser Lyselo-
sung wurden dann unter Riihren mit 2 ml Triton X-100 versetzt. Die Losung konnte

verwendet werden sobald sie klar geworden war.
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Elektrophoreselosung

Chemikalien fir 2 Liter Losung:

24g 0,3 M NaOH
0,58 g 0,001 M Ethylendiaminetetraacetic acid (EDTA)

destilliertes Wasser

Nach vollstandigem Ldsen der angefiihrten Reagenzien in 1 Liter destilliertem Wasser
erfolgte die Uberpriifung des pH-Werts. Dieser sollte jedenfalls groRer als 13 sein,
konnte jedoch gegebenenfalls durch vorsichtige Zugabe von NaOH modifiziert werden.
Auch diese Losung wurde abschlieSend in einen Messkolben (2000 ml) (berfiihrt und

mit destilliertem Wasser aufgefiillt.

Die Elektrophoresel6sung war grundsatzlich etwa eine Woche haltbar, wurde jedoch
erst einen Tag vor Versuchsdurchlauf — in jedem Fall immer zur gleichen Zeit — frisch
zubereitet. Die Losung musste bei Verwendung kiihl sein, es empfahl sich daher eine

Aufbewahrung im Kihlschrank.

Neutralisationspuffer

Chemikalien fir 1 Liter Losung:

48,44 g 0,4 M Trizma base (Triz)
ca. 45 ml 37%ige HCI

destilliertes Wasser

Der Neutralisationspuffer wurde durch Vermengen der angefiihrten Chemikalien in ca.

800 ml destilliertem Wasser hergestellt. Der pH-Wert dieser Losung muss exakt 7,5

betragen, was einer vorsichtigen Verdiinnung mit HCl bedurfte. Anschlieende Ergan-
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zung von destilliertem Wasser in einem Messkolben (1000 ml) beendete die Fertigung

der Losung.

Bei Lagerung in einem dunklen Behalter war der Neutralisationspuffer im Kihlschrank

mehrere Wochen haltbar.

4.5 Ethidiumbromid-Fluoreszenzfarbreagens

Ethidiumbromid ist eine toxische Substanz mit der Eigenschaft sich in die DNA einzula-
gern und dadurch zu schadigen. Die Zubereitung eines Fluoreszenzfarbreagens daraus
erforderte daher das Tragen von Handschuhen und Schutzbrille sowie eines, aus-
schlieBlich fiir diesen Zweck vorgesehenen Schutzmantels. Des Weiteren durfte diese

ausschlieBlich unter einem chemischen Abzug vorgenommen werden.

10 pl Ethidiumbromid-Stocklésung (10 mg/ml) wurden dahingehend in die Vorlage von
5 ml destilliertem Wasser in einem gut verschlieBbaren Flaschchen Gberfihrt. Die fer-
tige Losung hatte eine Konzentration von 20 pg/ml. lhre Lagerung musste in einem,
speziell fur toxische Substanzen vorgesehen, Kihlschrank erfolgen. Dort war das Farb-

reagens einige Monate haltbar.
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5. Zellkultur

I e e e M e

Zellpassage | Medien- | Zellpassage | Medien- | Zellpassage Ruhepause

wechsel wechsel

Tab. 6: Zellkulturzyklus. Die Kultivierung der Zellen erfordert regelmdfSige Zellpassage sowie Erneuerung des Néhr-
mediums. Diese Schritte erfolgen in einem festgelegten Zyklus kénnen jedoch bei Verdnderungen im Stoffwechsel
und der Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen eine Verschiebung erfordern.

Flir optimale Wachstums- und Vermehrungsbedingungen der HepG2-Zellkultur ist eine
Aufbewahrung im Inkubationsschrank bei konstanten Bedingungen von 37°C und 5 %
CO, erforderlich. Ein stiandiger Uberblick Giber den Zustand der Zellen sowie die Kont-
rolle etwaiger Veranderungen sind wichtige Grundvoraussetzungen fir ihre Kultivie-
rung. Ebenso wie eine regelmalige Zellkulturpflege, die im Detail in Tabelle 6 darges-

tellt ist.

Der Umgang und die Arbeit mit
Zellen in Kultur erforderten stets
keimfreie Bedingungen. Samtliche
Arbeitsschritte wurden daher un-
ter der Sterilbank (Abb. 10) durch-
gefiihrt. Die verwendeten Labor-
utensilien, die notwendigen Rea-

genzien sowie die Zellflaschchen

selbst mussten vor jeder Verwen-

. . L Abb. 10: Sterilbank. Die Sicherheitswerkbank fiir die Arbeit mit
dung nach Méglichkeit sterilisiert  zejuituren bietet durch ihr Gehduse und ausreichende Beliiftung

. o Schutz vor Kontaminationen sowie dem Ausdringen von Mikroorga-
oder mit Alkohol desinfiziert wer- | ismen.

den. GleichermaBen waren Hande bzw. Handschuhe nach jedem Kontakt mit der Um-

gebung so gut wie moglich keimfrei zu machen.
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5.1 Zellen auftauen

Die Konservierung von Zellen erfolgt lblicherweise tiefgefroren in Cryocups. Fiir eine
Kultivierung mussten diese daher aufgetaut werden. Nach ,Herauswaschen” des Ge-
frierschutzmittels (DMSO) durch 5-minitiges Zentrifugieren bei 600 RPM und anschlie-
Rendem Spulen mit 2 ml PBS konnten die Zellen, entsprechend einer gewiinschten
Zellzahl, in Nahrmedium resuspendiert werden. Diese Zellsuspension wurde dann in

einer Kulturflasche (40 ml) in einer Vorlage von 8 ml Nahrmedium ausgesat.

5.2 Kryokonservierung (Zellen einfrieren)

Die Vorbereitung der Zellen zum Einfrieren, erfolgte im Anschluss an eine Zellpassage.
Die Zellsuspension wurde dazu in eine Zellkulturflasche ausgesat und bis zur Konfluenz
kultiviert. Entsprechend den Arbeitsschritten einer Zellpassage wurden die Zellen erst
mit 5 ml PBS gewaschen und anschlieRend mit 4 ml Akkutase-Enzymlésung bzw. 8 ml

Ndhrmedium abgel6st (siehe Kapitel 5.4 Zellpassage).

Pro Zelleinheit die konserviert werden sollte, wurden dem abzentrifugierten Zellpellet
5 ml PBS zu zugefiigt. 5 ml der Zellsuspension konnten so in einer Vorlage von 400 pl
FBS im Cryocup eingefroren werden. Eine kurzfristige Lagerung erfolgte bei einer Tem-
peratur von -80°C, fir langere Konservierung (Monate bis Jahre) wurde die Suspension

in flissigem N, bei -196°C eingefroren.

5.3 Medienwechsel (,,Zellen fiittern®)

Die Nahrstoffreserven des Nahrmediums sind, in Abhangigkeit von der Geschwindig-

keit des Zellzyklus, nach ca. 24 — 48h nahezu aufgebraucht. Um Wachstum und Ver-
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Abb. 11: Zellkulturfldschchen. Am Boden des Kultur-
fldschchens befindet sich der Zellrasen, der von
Ndhrmedium (rosa Fliissigkeit) umgeben ist. Die
Zellkultur ist eindeutig mit Namen der Zellinie und
Passagezahl gekennzeichnet (Oberkante des Fldsch-
chens).

5.4 Zellpassage

mehrung der Zellen aufrecht zu erhalten
musste demnach taglich ein Medienwech-

sel erfolgen.

Dazu wurde das alte, ndhrstoffarme Me-
dium aus dem Kulturflaschchen abgesaugt
und durch 8 ml frisches ersetzt. Das Nahr-
medium sollte bei Zugabe zu den Zellen
warm sein und musste daher vor Gebrauch

im Wasserbad auf 37°C erwarmt werden.

Durch stetiges Wachstum der Zellen nahern sich die Zellinseln mit der Zeit einander an.

Um einem Absterben der Zellkultur aufgrund von Platzmangel entgegenzuwirken, ist

die Passage (Uberfiihrung) eines Zellaliquots in ein neues Flaschchen erforderlich.

Dafiir wurden die Zellen nach Entfernung des alten, verbrauchten Mediums durch Zu-

gabe von 2 ml PBS gewaschen und anschlieBend an das Absaugen der Waschlésung,

flr 5 Minuten mit 1 ml einer Akkutase Enzymldsung bei 37°C inkubiert. Die Ablésung

vom Flaschchenboden erfolgte durch vorsichtiges Klopfen bzw. Spilen mit 4 ml Me-

dium. Nach Bestimmung der Zellzahl (siehe Kapitel 5.5 Bestimmung der Zellzahl) wurde

jene Menge der Suspension, die ca. 1 Million Zellen beinhaltete in eine neues Flasch-

chen mit Vorlage von 8 ml Nahrmedium ausgesat.
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5.5 Bestimmung der Zellzahl (Trypanblau-Test)

Die Zellzahl der Probe wurde mit einem auto-
matisierten Zahlgerat, der sogenannten Coun-
tess©, gemessen. Dazu wurden 20 pl der zu
messenden Zellsuspension in einem Cup mit 20
ul Trypanblau-Farbstoff vermischt und in einen,
speziell fiir die Countess hergestellten, Objekt-
trager eingebracht. Die Messung lieferte einen
Wert flr die Anzahl an lebenden Zellen in der
Probe (,Cells live“), aus dem der Verdiinnungs-
faktor fur eine gewiinschte Zellmenge in der

Suspension errechnet werden konnte.
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Abb. 12: Countess. Die zu bestimmende Probe
wird mittels Objekttrdger in die dafiir vorgese-
hene Offnung (siehe mittig der roten Begren-
zung) gesteckt. Das Ergebnis kann anschlie-
fend am Display abgelesen werden.



6. Testvorbereitung

Die folgenden Arbeitsschritte beziehen sich auf die Vorbereitung der Hep-G2-Zellen fir
den Comet Assay-Test. Diese erfolgte an drei aufeinander folgenden Tagen, wobei Tag

3 gleichzeitig Testtag und Beginn des nachsten Vorbereitungszyklus war (Tab. 7).

Tetrapyrrol- Comet  Assay-
Zellen aussden Inkubation Test
Tetrapyrrol- Comet Assay-
Zellen aussaen Inkubation Test

Tab. 7: Testzyklus. Die Darstellung zeigt die wdchentliche Abfolge der Zellvorbereitung fiir den folgenden Comet
Assay-Test. Dieser Zyklus wurde wdhrend der Dauer der Testreihe exakt eingehalten.

6.1 Zellen aussden

Das Aussden der Zellen in einer 6-Well-
Platte erfolgte immer montags und mitt-

wochs im Anschluss an die Zellpassage.

Die 4 Vertiefungen (Wells) wurden dazu
mit je 3 ml Nahrmedium sowie einer Sus-
pension aus ca. 300.000 Zellen befiillt.

Verschlossen mit einem Deckel mussten

Abb. 13: Well-Platte mit 6 Vertiefungen. In den Wells  die Zellen im Inkubator 24 Stunden an-
befinden sich die Zellen, umgeben von Ndhrmedium. Ent- )
sprechend der Beschriftung wurden sie darin mit Tetra- wachsen ehe weitere Vorbereitungen fol-

pyrrol-Lésungen inkubiert.
gen konnten.
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6.2 Tetrapyrrol-Inkubation

Nach Ablauf dieser 24 Stunden folgte die Inkubation der Zellen mit einem der zu tes-
tenden Tetrapyrrole. In einem ersten Schritt erfolgte die Verdiinnung der Stocklésun-
gen mit den Konzentrationen 17 mM, 5 mM und 0,5 mM. Dazu wurden je 4,5 pl der 3
Konzentrationen in jeweils dafiir vorbereitete Rohrchen mit 4,5 ml Medium Uberfiihrt
und gemischt. Fiir eine Negativkontrolle wurde dieselbe Menge DMSO an Stelle der
Tetrapyrrol-Losung verwendet. Das ,alte” Medium in den Vertiefungen der 6-Well-
Platte wurde anschliefend durch die Losungen ersetzt. Die Inkubationszeit im Inkuba-
tor betrug exakt 24 Stunden und bedingte den Beginn der Probenaufbereitung pink-

tlich nach Ablauf dieser Zeit.

Auf Grund der Lichtsensibiltat der Tetrapyrrole wurden die genannten Arbeitsschritte

im Dunkeln durchgefihrt.

Konzentration der Stocklosung | Finale Konzentration/Well

17 mM 17 uM
5mM 5uM
0,5 mM 0,5 uMm

Tab. 8: Finale Konzentration der Inkubationslésung. Aus der Verdiinnung der Tetrapyrrol-Stocklésungen um eine
Faktor 1000 resultiert eine finale Konzentration der Inkubationslésung im uM-Bereich.

6.3 Beschichtung der Objekttrager

Beschichtete Objekttrager stellen in ihrer Funktion als Tragermaterial der Zellgele ein

unverzichtbares Zubehor fiir den Comet Assay-Test dar. lhre Herstellung benétigte
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Normal Melting Agarose (NMA)-Lésung, die in der Mikrowelle aufgekocht und so ver-

flissigt wurde.

Herkommliche Objekttrager wurden dazu durch Eintauchen in die dinnfllssige Agaro-
seldsung an ihrer Oberseite mit einer diinnen Gelschicht beschichtet. Diese mussten
Uber Nacht auf Zellstoff getrocknet werden und waren anschlieBend nahezu unbeg-
renzt haltbar. Es war daher nicht notwendig sie unmittelbar vor jedem Testdurchlauf
frisch herzustellen. Die beno6tigte Menge konnte so in einer einmaligen ,,Massenpro-

duktion” gefertigt werden.

6.4 Probenaufbereitung fiir den Comet Assay-Test

Anders als bei der Zellpassage wurde fiir die Probenaufbereitung die Medium-
Tetrapyrrol-Losung aus den Vertiefungen der 6-Well-Platte nicht abgesaugt, sondern in
Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt. Nachdem der Zellrasen, welcher in den Wells zuriick-
blieb, mit 2 ml PBS gewaschen wurde, erfolgte die Ablosung mit 250 ul Akkutase sowie
1 ml Nahrmedium pro Well. Die 3 unterschiedlich stark inkubierten Zellsuspensionen,
sowie jene der Negativkontrolle wurden ihrer Konzentration entsprechend den vorab
abgenommenen Medium-Tetrapyrrol-Losungen zugefiihrt. Es folgten 3 Zentrifugati-

ons- (600 RPM; 7 min, 5 min, 5 min) und dazwischen 2 Waschschritte mit je 1 ml PBS.

AnschlieBend an den letzten Zentrifugationsdurchgang wurden die Zellpellets in je 270
pl PBS gelost und die Zellzahl fiir jedes Rohrchen bestimmt. Die Verdliinnung der Sus-
pensionen erfolgte gemall der Berechnung des Verdinnungsfaktors fiir ca. 300 000
Zellen pro ml. Zur Kihlung wurden die Rohrchen auf Eis gestellt und unmittelbar auf

die Objekttrager fir den Comet Assay-Test aufgetragen.
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7. Comet Assay

Der Comet Assay — auch bekannt als “Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE)” bzw.
»Microgel Electrophoresis (MGE)“ — beschreibt ein Testverfahren zur direkten Erfas-
sung der DNA-Schadigung verschiedenster eukaryotischer Zellen. Etabliert wurde diese
Methode von Ostling und Johanson im Jahr 1984 zur Detektion von DNA-Doppel-
strangbriichen [Fairbairn et al. 1995]. Singh (1988) und Olive (1990) modifizierten den
Comet Assay in den folgenden Jahren so weiter, dass auch die Erfassung von Einzel-

strangbriichen moglich wurde [Choucroun et al. 2001].

Auf Grund seiner sehr einfachen Methodik wird dieses Verfahren mittlerweile sehr oft
flir Genotoxizitatstests unterschiedlichster Substanzen verwendet [Choucroun et al.
2001]. Eine geringe Menge an Zellen wird dahingehend auf ein diinnes Agarosegel an
einem Objekttrager aufgebracht, einer Lyse sowie einer anschliefenden Elektrophore-
se unterzogen und mit einem DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoff gefarbt [Fairbairn
et al. 1995]. Unter dem Fluoreszenzmikroskop kann folglich das AusmaR an Zellschadi-
gung hinsichtlich der Parameter ,head-DNA”, ,tail-DNA“, ,tail-length” und ,tail mo-

ment” beurteilt werden [Choucroun et al. 2001].

= ,head-DNA“: Prozentueller Anteil der DNA, die im Zellkern (,,Kopf“) verblieben also
nicht gewandert ist.

= tail-DNA“: Prozentueller Anteil der DNA, die aus dem Zellkern gewandert ist und
nun einen Schweif bildet.

= tail-Length”: Lange des Kometenschweifs

= tail moment” (TM): Produkt aus “tail-length” x “tail-DNA”

Das Grundprinzip dieses Testverfahrens basiert auf der Wanderung von DNA-

Fragmenten im elektrischen Feld. Diese resultieren aus einer Schadigung der DNA in
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Form von Einzel- oder Doppelstrangbriichen und sind in der Lage sowohl den Zellkern
als auch die Zellwand zu durchdringen. Auf Grund ihrer negativen Ladung werden sie
regelrecht aus dem Zellkern zum Pluspol hingezogen. Kleinere Bruchstiicke wandern
dabei weiter als groRe. Je groRer also das Ausmald der DNA-Schadigung und je kleiner
die Bruchstiicke desto ausgepragter erscheint die DNA Wolke unter dem Fluoreszenz-

mikroskop [Choucroun et al. 2001].

Als ,Comets” werden typischerweise jene Zellen bezeichnet, die auf Grund eines ho-
hen Ausmalies an Schadigung eine regelrechte Wolke aus DNA Bruchstiicken aufwei-
sen. Sie gleichen somit dem Bild eines Kometenschweifes, der ihnen dahingehend ih-
ren Namen gibt. Intakte Zellen bzw. Zellkerne erlauben keine Wanderung ihres Erbguts
und erscheinen demnach auch nach der Elektrophorese in ihrer Gblichen kugelférmi-

gen Gestalt [Fairbairn et al. 1995].

A

Abb. 14: Beurteilung des Grades einer DNA-Schadigung. Die Abbildungen A und B zeigen Bilder von gefdrbten
Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop. Bei einer intakten Zelle (A) befindet sich die DNA im Zellkern und kann die-
sen nicht verlassen. Sie erscheint in ihrer (blichen Kugelform. Eine Zelle mit DNA-Schédden hingegen (B), zieht einen
regelrechten Schweif an DNA-Bruchstiicken hinterher und gleicht so dem Bild eines Kometen.

7.1 Aufbringen der Zellsuspension

Das Aufbringen der Zellsuspensionen auf die beschichteten Objekttrager erfolgte auf
einem gekihlten Tablett um die Zellen nicht zusatzlich zu schadigen und die Ergebnisse
dadurch zu verfalschen. Diese Tatsache erforderte zligiges Arbeiten da das Ausharten

der Zellgele auf diese Weise beschleunigt wurde.
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Von der Mischung aus 140 pl flissiger Low Melting Agarose und 30 pl Zellsuspension
wurden 2 Spots zu je 70 ul auf einen Objekttrager (Slide) aufgetragen und unmittelbar
mit je einem Deckglas bedeckt. Die auf diese Weise gewonnenen diinnen, quadrati-
schen Gele in GroRe der Deckglaser sollten nach Moglichkeit eben sein und keine Luft-
blasen einschliefen. Nach einer 10-minitigen Abkuihl- und Hartungsphase im Kihl-
schrank wurden die Deckglaser entfernt und ein Teil der Proben einer Zellstressung

unterzogen.

Slides Probe Slides fiir Zellstressung

Probe 17 uM 2X 2x

Probe5 pM 2x 2x

Probe 0,5 uM 2x 2x

Neg.-Kontrolle 2x 2%

Pos.-Kontrolle

Tab. 9: Probenschema fiir die Gelelektrophorese. Aus jeder der aufbereiteten Zellproben sowie der Negativkontrol-
le wurden 4 Objekttriger mit je 2 Zelllgelen gefertigt. Jeweils die Hdlfte dieser Slides wurde einer Zellstressung un-
terzogen. Jene beiden der Negativkontrolle fungierten nach dieser Behandlung als entsprechende Positivkontrolle fiir
die Auswertung.

7.2 Zellstressung

Als oxidativer Stress wird grundsatzlich eine Stérung der Balance zwischen der Produk-
tion freier Radikale und dem antioxidativen Abwehrsystem eines Organismus verstan-
den. Seine grundlegendste Eigenschaft ist es, Kérperzellen aller Art und somit auch
ihre DNA zu schadigen [Betteridge 2000]. Stressung von Zellen bedeutet also ihre Be-
handlung mit einem starken Oxidationsmittel. In unserem Fall handelte es sich um Ter-

tidarbutylhydroperoxid (t-BOOH) in einer Konzentration von 300 uM.

60



Diese Eigenschaft wurde in der vorliegenden Arbeit ausgeniitzt, um einen moglichen
antikanzerogenen Effekt humaner Tetrapyrrole auf die Krebszellen zu beurteilen. Die
gestressten Zellen dienten dahingehend einerseits als moglicher Verstarkungsfaktor
der getesteten Tetrapyrrole, andererseits als Positivkontrolle zu jenen Zellen die aus-
schlieflich mit Tetrapyrrolen behandelt wur-
den. Beobachtete Effekte konnten so in Rela-

tion gesetzt und beurteilt werden.

Die Inkubation jener Slides, die fir die

Zellstressung vorgesehen waren erfolgte fir 5
Minuten in einer Glaskammer, welche mit der  Abb. 15: Zellstressung. Durch Einschieben der
. . . Objekttrdger in die dafiir vorgesehenen Abteilun-
Stresslosung beflllt war. Nach Ablauf dieser  gen (Bild rechts) war die Erreichbarkeit der Stress-
. . . . . 16sung fiir alle Zellgele gleichermafen gewdbhrleis-
Zeit erfolgte eine Spllung mit destilliertem  tet.
Wasser und die sofortige Uberfiihrung der

Zellgele in die Lyselosung.

7.3 Lyse

Eine Zelllyse beschreibt jenen aktiven Vorgang, der die Kern- und Zellmembranen ent-
sprechend briichig macht, sodass DNA-Fragmente, sofern vorhanden, austreten kon-

nen. Im Zuge dessen werden auch Proteine und Lipide entfernt.

Die Lysebehandlung der HepG2-Zellen erfolgte fiir gestresste und nicht gestresste Zel-
len in zwei Glaskammern getrennt voneinander. Nach Fertigstellung der Lyselésung
wurden die Zellgele darin genau 1 Stunde lang in kiihler und dunkler Umgebung inku-

biert.
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7.4 Elektrophorese

Das Kernstiick des Comet Assay-Tests stellt die anschlieRende Gelelektrophorese dar.

Die notwendigen Apparaturen dafiir wurden bereits gegen Ende des Ablaufs der Lyse-

zeit im Kihlraum aufgebaut.

Nach Einschlichten der Objekttrager in die Elektrophoresekammer — frei gebliebene

Platze wurden mit leeren Slides aufgefiillt — erfolgte die Beflillung der Kammer mit der

vorbereiteten Elektrophoresel6sung. Luftbla-
sen unterhalb der Objekttrager wurden wei-
testgehend entfernt bevor die Kammer ver-
schlossen und die Zellgele einer 20 minutigen
Ruhephase (,unwinding phase”) unterzogen
wurden. Die DNA der Zellen wird in dieser
Phase entspiralisiert und in ihre Einzelstrange
aufgetrennt. Alkalilabile Stellen werden dabei
als Einzelstrangbriichen sichtbar gemacht und
bedingen so kleinere DNA-Fragmente, die in

der Elektrophorese leichter wandern kdénnen.

Im Anschluss an diese Ruhephase wurde die

PR

Abb. 16: Elektrophoresekammer. Die Objekttrd-
ger miissen alle gleich in die Kammer einge-
schlichtet werden (Bild oben), der frei gebliebene
Platz ist mit leeren Slides zu fiillen. Das Bild unten
zeigt den komletten Aufbau der erforderlichen
Aparaturen.

Kammer an die Stromquelle angeschlossen und die bendétigten Einstellungen wie folgt

vorgenommen:

=  Spannung: 25V

= Stromstdrke (mA): Maximum
= Leistung (W): Maximum

= Zeiteinheit: h

=  Dauer: 30 min
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Die Stromstarke wurde auf 300 + 10 mA durch Zugabe bzw. Entfernung von Elektro-
phoreseldsung eingestellt. Die Elektrophorese dauerte 30 Minuten, der Vorgang wurde
nach Ablauf dieser Zeit von der Stromquelle automatisch beendet. Vor Offnung des
Deckels und Entfernung der Objekttrager aus der Kammer musste jedenfalls die

Stromzufuhr unterbrochen werden.

7.5 Neutralisation

Als letzter Arbeitsschritt im Zuge des Comet Assay-Tests erfolgte die Neutralisation der
Zellgele fiir je 5 Minuten in einem Neutralisationspuffer sowie destilliertem Wasser.
Durch anschlieBendes Trocknen (iber Nacht wurden die Gele auf den Objekttragern
fixiert und konnten so beliebig lange, in einer Box im Kiihlschrank, aufbewahrt werden.

Die Auswertung der Zellgele war von diesem Zeitpunkt an jederzeit moglich.
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8. Weitere Tests

Im Zuge des Projekts , The Physiological Relevance of Bile Pigments” wurden von einer

weiteren Studiengruppe Flow-zytometrische Analysen mit Relevanz fiir diese Arbeit

durchgefiihrt. Jene Untersuchungsergebnisse, die in die statistische Auswertung dieser

Studie miteinbezogen wurde, sollen im Folgenden kurz erwdahnt werden.
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Apoptose/Nekrose Assay

Die Apoptose- und Nekroseraten der HepG2-Zellen wurden mittels Annexin V-
Markierung und anschlieBender Flow-zytometrischer Messung erfasst. Annexin
besitzt hohe Affinitdt zu Phosphatidylserin, das bei intakten Zellen auf der In-
nenseite der Zellmembran lokalisiert. Auf diese Weise ist es fur Annexin nicht
zuganglich und liefert dahingehend ein negatives Testergebnis. In apoptoti-
schen Zellen wird Phosphatidylserin an die AuRenmembran transloziert, sodass
Annexin daran binden und ein positives Testergebnis hervorbringen kann.

Die Zellnekrose wurde durch direkte Anbindung von 7-Aminoactinomycin-d (7-
AAD) an Cytosin und Guanin Basen detektiert. Wahrend dieser Farbstoff in
nekrotische Zellen aufgrund ihrer perforierten Zellmembranen eintreten kann,
nehmen intakte Zellen diesen nicht auf und liefern wiederum ein negatives

Testergebnis.

Bestimmung intrazelluldrer Superoxide und Hydroperoxide

Zwei Reagenzien wurden fir die Messung der intrazellularen vorhandenen Su-
peroxide und Hydroperoxide herangezogen. Einerseits Dihydroethidium (DHE),
das Zellmembranen durchdringen kann und intrazelluldr mit O, reagiert. Das
resultierende Oxyethidium ist in der Lage mit Nukleinsduren zu interagieren,
was seine rote Fluoreszenz, die zytometrisch erfasst werden kann, zur Folge
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Andererseits wurde Dihydrofluorescein Diazetat (DCFH-DA) verwendet, wel-
ches ebenso die Fahigkeit besitzt ins Zellinnere zu gelangen um dort von Pero-

xiden zu fluoreszierendem 7‘-Dichlorodihydrofluorescin zu werden.

Zellzyklus Assay:

Dieses Testverfahren erlaubt sowohl Aussagen Uber die Menge an Zellen die
sich in einer bestimmten Phase des Zellzyklus (GO/1, S, G2, M) bzw. in Zellzyk-
lusarrest befinden als auch jene die sich in einer Apoptosephase befinden. In
Abhangigkeit von der Anzahl an DNA-Kopien im Zellkern, werden unterschiedli-
che Intensitdten fluoreszierender Komponenten erfasst und kdnnen so ent-
sprechenden Zyklusphasen zugeordnet werden. Die dazu nétige Farbung und

Detektion erfolgte mittels Propidiumiodid (PI).
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9. Auswertung

Die Auswertung der Zellgele erfolgte durch Farbung mit toxischem Ethidiumbromid-
Fluoreszenzfarbstoff sowie anschlieBender fluoreszenzmikroskopischer Messung der
durchschnittlichen prozentuellen DNA-Schadigung (,,damage”) der Zellen pro Gel. Die-

se erfolgte computerunterstiitzt anhand der Software Comet 5.5.

Das Fluoreszenzmikroskop, welches an ein Computersystem gekoppelt ist sowie alle
bendtigten Laborutensilien befanden sich an einem vom restlichen Labor abgetrenn-
ten Arbeitsplatz, der deutlich als ,Toxic-Bereich” gekennzeichnet war. Dieser durfte
aus Sicherheitsgriinden nur mit einem dafiir vorgesehenen Labormantel und Hand-
schuhen betreten und in Betrieb genommen werden. Vor Verlassen dieses Bereiches

musste die Schutzkleidung abgelegt werden.

9.1 Farben der Zellgele

Ethidiumbromid ist eine toxische Substanz, die mit der DNA interkaliert und auf diese
Weise sowohl intaktes Material als auch Bruchstiicke markiert. Unter dem Fluores-
zenzmikroskop konnen auf diese Weise DNA-Schadigungen ebenso wie Zellkern-DNA

sichtbar gemacht werden.

Das Farben der Zellgele erfolgte unmittelbar vor dem Auszdhlen der Gele mit 30 pl
Ethidiumbromid-Farbreagenz (20 pug/ml) pro Zellgel. Vor dem Einlegen der Objekttra-

ger wurden die Gele mit einem Deckglas bedeckt.
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9.2 Auszdhlen der Zellgele

Abb. 17: Elektronische Datenauswertung.

Das sogenannte Auszdhlen der Zellgele erfolgte
mit einer speziell dafur entwickelten Computer-
software, ,,Comet 5.5“. Die Kopplung des Mik-
roskops mit dem Computersystem ermoglichte
die Projektion der Mikroskopeinstellungen auf
den Computerbildschirm, wo Zellen per Maus-

klick ausgewahlt und direkt von der Software

Die Abbildung Zeigt die Bildschirmmaske der ~ hinsichtlich ihrer ,tail-DNA“-Werte untersucht

Comet 5.5-Software. Die rechte Seite des

Bildschirms mit den orangen Punkten zeigt wurden.

die eingestellte Aufnahme der Zellen im
Mikroskop. Linksseitig kénnen diverse Be-

rechnungen sowie die ,tail-DNA“-Werte der ~ Pro Zellgel wurden 50 Zellen zufallig ausgewahlt

ausgewdhlten Zellen abgelesen werden.

und vermessen. Es wurde dabei nach folgen-

dem, eigens entwickelten, Zdahlschema (Abb. 18) vorgegangen:

Der Beginn erfolgte im linken oberen Eck des Gels, wobei an seinem Rand auf jeder

Seite ca. 1 mm ausgespart wurde. In einem imaginaren Schlangenliniensystem wurden

in 10 Reihen je 5 Zellen gezahlt. Das entsprach — je nach Zelldichte — etwa jeder 25. -

30. Zelle. Von jeder Probe wurden so
insgesamt 6 Gele ausgezahlt, wobei je
drei von gestressten und nicht ge-
stressten Zellen stammten. Von der
Negativ- und Positivkontrolle wurden
ebenso je 3 Gele ausgezahlt. Fir jede
Probe verblieb so ein Ersatzgel, das
gegebenenfalls zur Auswertung heran-

gezogen werden konnte.

i
f
|

.
£

Abb. 18: Zahlschema fiir die Auswertung der Zellgele.
Entsprechend dem dargestellten Schlangenliniensystem
wurden die Zellgele ausgezdhlt. Pro Reihe wurden 5 Zellen
gewertet (griine Punkte). Insgesamt wurden imagindr 10
Reihen gebildet.
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Tabelle 10 zeigt einen schematischen Uberblick iiber die Gesamtheit der ausgewerte-
ten Proben. Da die Versuchsreihe in Doppelbestimmung durchgefiihrt wurde, sind die

Gesamtzahlen in doppelter Menge zu verstehen.

Protoporphyrin

17 uM (nur Lyse) 3 Gele
W 3 Gele 3 Gele 3 Gele 3 Gele
0,5 UM (nur Lyse) 3 Gele 3 Gele 3 Gele 3 Gele
W 3 Gele 3 Gele 3 Gele 3 Gele
17 uM (+ t-BOOH) 3 Gele 3 Gele 3 Gele 3 Gele
5 UM (+ t-BOOH) 3 Gele 3 Gele 3 Gele 3 Gele
W 3 Gele 3 Gele 3 Gele 3 Gele
 Positiv Kontrolle  [EXD 3 Gele 3 Gele 3 Gele
24 Gele 24 Gele 24 Gele 24 Gele
S _

Gesamt YT

96 Zellgele

Tab. 10: Schematische Darstellung der Probenauswertung des Comet Assay-Tests. Die Anzahl der ausgezéhlten
Zellgele pro Tetrapyrrol aufgeteilt auf Zellproben mit Stressung und ohne betréigt insgesamt 96. Die Beriicksichti-
gung der Durchfiihrung in Doppelbestimmung ergibt eine Gesamtzahl von 192 Gelen.

9.3 Datenauswertung

Beim Datenoutput aus der Comet 5.5-Software handelte es sich um ein Datenset aus
genau 50 Prozentwerten fiir die ,tail-DNA” jedes Zellgels. Durch den Export dieser Da-
ten in eine MS Excel-Datei konnte aus diesen Einzelwerten der Mittelwert der prozen-

tuellen DNA-Schadigung (,tail-DNA“) fiir jedes Gel berechnet werden. Jene 3 Mittel-
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werte die so fur jede Probe ermittelt wurden, wurden im Anschluss in die Statistik-

software SPSS 17.0 eingegeben und einer statistischen Auswertung unterzogen.

9.4 Statistische Auswertung

Die Statistische Auswertung der Daten aus dem Comet Assay wurde mittels SPSS 17.0
durchgefihrt. Das Signifikanzniveau wurden mit P <0,05 angenommen. Nach Berech-
nung deskriptiver Parameter innerhalb der Gruppen (nur Lyse bzw. mit t-BOOH) fir
jedes der 4 Tetrapyrrole war auf Grund der teilweise relativ hohen Standardabwei-

chung die Durchfiihrung einer AusreiBerbereingung erforderlich.

Es folgte die Uberpriifung einer Normalverteilung der Daten innerhalb der genannten
Gruppen mittels Kolmogorov-Smirnoff-Test. Hinsichtlich der Strenge dieses Tests wur-

de zusatzliche eine grafische Darstellung der Daten in Form von Histogrammen erstellt.

Die Tatsache, dass die Daten nicht in jeder Gruppe Normalverteilung aufwiesen mach-
te die Durchfiihrung eines Mittelwertvergleichs mit ANOVA (T-Test) nicht moglich. Da-
her wurde zum Vergleich der Probenmittelwerte eine einfaktorielle ANOVA mit Post-

Hoc-Test (Tamhane) berechnet.

Des Weiteren wurden bivariate Korrelationen mit Sekundardaten aus einem Apopto-
se/Nekrose Assay, Zellzyklus Assay und einem Test zur Erfassung der intrazelluldren

Superoxide und Hydroperoxide durchgefiihrt.
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IV. ERGEBNISSE

1. Bilirubin

HepG2 - BR

30

25

20

—
—H
—

15

H Lyse

10 T I
id t-BOOH

damage [% DNA in tail]

17uM 5uM  0,5uM Neg Pos

Konzentration [uM]

Abb. 19: Mittlere prozentuelle DNA-Schadigung durch das Tetrapyrrol Bilirubin. Die Grafik zeigt die Mittelwerte
der prozentuellen DNA-Schédigung (damage [% DNA in tail]) in HepG2-Zellen die durch Inkubation mit dem Tetra-
pyrrol Bilirubin in den Konzentrationen 17 uM, 5 uM und 0,5 uM hervorgerufen wurden. Es werden sowohl die Werte
fiir Positiv- und Negativkontrolle (dunkel- bzw. hellgrau), als auch jene fiir gestresste (hellrot) und ungestresste
Zellen (dunkelrot) abgebildet.

BR Lyse 17 pM 5 puM 0,5 pM Neg Pos

Neg 1 1 0,907 0,006
Pos 0,004 0,003 0,007 0,006

BR t-BOOH 17 pM 5 pM 0,5 pM Neg Pos

Neg 0 0 0,002 0,006
Pos 0,987 0,985 1 0,006

Tab. 11: Signifikanz der Mittelwerte fiir Bilirubin-induzierte DNA-Schadigung. Die Tabelle listet jene Signifikanz-
werte, die im Mittelwertvergleich mittels einfaktorieller ANOVA fiir die DNA-Schédigung der gestressten sowie der
nicht gestressten Zellen durch Bilirubin, ermittelt wurden. Rot gedruckt sind jene Werte, die auf dem Niveau p<0,05
signifikant sind.
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Das Ausmal an DNA-Schadigung der HepG2-Zellen in der Positivkontrolle unterschei-
det sich von der Negativkontrolle wie erwartet durch etwa 14 %. Dies entspricht in
etwa jener Differenz, die in der Vortestphase erprobt wurde. Der statistische Test zeigt

einen signifikanten Unterschied zwischen dieser beiden Werte (Tab. 11).

Bilirubin per se zeigt weder bei ungestressten noch bei gestressten Zellen ein erhéhtes
Ausmal an DNA-Schadigung. Diese liegen sowohl bei t-BOOH-behandelten Zellen als
auch bei jenen, die nur einer Lyse unterzogen wurden, auf demselben Schadigungsle-

vel wie entsprechend die Positiv- bzw. Negativkontrolle.

Lediglich die Behandlung gestresster Zellen mit Bilirubin in einer Konzentration von 5
MM zeigt eine leichte Tendenz einer erhdhten Schadigungsrate von etwa 2 Prozent-
punkten, die jedoch im Test nicht signifikant ist (Tab. 11). Ebenso nicht signifikant aber
auffallend, ist die Tendenz der 17 uM Konzentration, einer geringfligigeren Schadigung
als die Positivkontrolle. Das kdnnte im Falle eines signifikanten Unterschieds auf das

antioxidative Potenzial des Bilirubins im Zusammenhang mit HepG2-Zellen hindeuten.

Damage (nur Lyse)

[% DNA in tail]

Damage (nur Lyse)

[% DNA in tail]

Intrazelluldre Superoxide

[%]

Abb. 20: Korrelation der DNA-Schadigung durch Bilirubin in ungestressten Zellen und dem Vorhandensein intra-
zelluldrer Superoxide. Der Korrelationstest in SPSS zeigt einen mittleren Zusammenhang zwischen der DNA-
Schddigung der HepG2-Zellen durch das Tetrapyrrol Bilirubin und dem prozentuellen Anteil an intrazellulér vorhan-
denen Superoxiden. Die Korrelation ist nicht signifikant (p= 0,055).
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Damage (nur Lyse)

[% DNA in tail]
Damage (nur Lyse)

[% DNA in tail]

Intrazelluldare Hydroperoxide

[%]

0,932**

Abb. 21: Korrelation der DNA-Schadigung durch Bilirubin in ungestressten Zellen und dem Vorhandensein intra-
zelluldrer Hydroperoxide. Der Korrelationstest in SPSS zeigt einen starken Zusammenhang zwischen der DNA-
Schddigung der HepG2-Zellen durch das Tetrapyrrol Bilirubin und dem prozentuellen Anteil an intrazellulér vorhan-
denen Hydroperoxiden. ** Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant.

Damage (t-BOOH)
[% DNA in tail]

Damage (t-BOOH)

[% DNA in tail]

Intrazelluldare Hydroperoxide

[%]

Abb. 22: Korrelation der DNA-Schadigung durch Bilirubin in gestressten Zellen und dem Vorhandensein intrazellu-
larer Hydroperoxide. Der Korrelationstest in SPSS zeigt einen mittleren Zusammenhang zwischen der DNA-
Schédigung der HepG2-Zellen durch das Tetrapyrrol Bilirubin in Verbindung mit t-BOOH-Stressung und dem prozen-
tuellen Anteil an intrazelluldr vorhandenen Hydroperoxiden. * Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig)
signifikant.

Die Korrelationstests zeigen positive Zusammenhange zwischen dem Grad der DNA-
Schadigung nach Bilirubinbehandlung und der prozentuellen Menge an intrazellular
vorhandenen Hydroperoxiden. Superoxide korrelieren nur in ungestressten Zellen und
zeigen lediglich einen schwachen, mittleren Zusammenhang, der im statistischen Test,

zwar nur knapp aber dennoch, keine Signifikanz aufweist (p= 0,055).

Hydroperoxide hingegen zeigen bei nicht gestressten Hep-G2-Zellen einen sehr star-
ken, hochsignifikanten und bei gestressten immerhin einen mittleren Zusammenhang,

der auf dem Niveau p<0,05 signifikant ist.
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Damage (nur Lyse)

[% DNA in tail]
Damage (nur Lyse)

[% DNA in tail]

Zellen in GO/1 Phase (Zellzyk-
0,714**
lus Arrest) [%]

Abb. 23: Korrelation der DNA-Schidigung durch Bilirubin in ungestressten Zellen dem Zellzyklus (GO/1-Phase).
Der Korrelationstest in SPSS zeigt einen starken Zusammenhang zwischen der DNA Schédigung der HepG2-Zellen
durch das Tetrapyrrol Bilirubin und der prozentuellen Menge an Zellen in GO/1 Phase des Zellzyklus (Zellzyklus Ar-
rest). ** Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant.

Damage (nur Lyse)
[% DNA in tail]

Damage (nur Lyse)

[% DNA in tail]

Zellen in S Phase (Synthese)
[%]

Abb. 24: Korrelation der DNA-Schddigung durch Bilirubin in ungestressten Zellen und dem Zellzyklus (S-Phase).
Der Korrelationstest in SPSS zeigt einen mittleren Zusammenhang zwischen der DNA Schddigung der HepG2-Zellen
durch das Tetrapyrrol Bilirubin und der prozentuellen Menge an Zellen in der S-Phase des Zellzyklus (Zellzyklus Ar-
rest). Die Korrelation ist nicht signifikant (p= 0,064).

Ebenso konnte ein Zusammenhang zwischen Bilirubin-induzierter DNA-Schadigung und
dem prozentuellen Anteil an Zellen in der GO/1- Phase bzw. S-Phase des Zellzyklus in

Bezug auf Zellzyklus Arrest gefunden werden.

Jener Anteil an Zellen, in der GO/1-Phase zeigt eine starke hochsignifikante positive
Korrelation mit dem Ausmalf’ an Schadigungen der DNA im Comet Assay Test. Die pro-
zentuelle Menge an Zellen in der S-Phase des Zellzyklus hingegen weist einen mittle-
ren, negativen Zusammenhang auf. Je héher das zu beobachtende Ausmall an DNA-
Schadigungen der Zellen, desto geringer dirfte der Anteil jener Zellen sein, die die S-
Phase des Zellzyklus Uberhaupt erreichen. Dieser Zusammenhang zeigt jedoch keine

statistische Signifikanz.
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2. Bilirubin Ditaurat

HepG2 - BRDT

25

20

1s T 1 | I

10

I I I I id Lyse

L1 t-BOOH

damage [%-DNA in tail]

17uM 5uM  0,5uM Neg Pos

Konzentration [uM]

Abb. 25: Mittlere prozentuelle DNA-Schadigung durch das Tetrapyrrol Bilirubin Ditaurat. Die Grafik zeigt die Mit-
telwerte der prozentuellen DNA-Schddigung (damage [% DNA in tail]) in HepG2-Zellen die durch Inkubation mit dem
Tetrapyrrol Bilirubin Ditaurat in den Konzentrationen 17 uM, 5 uM und 0,5 uM hervorgerufen wurden. Es werden
sowohl die Werte fiir Positiv- und Negativkontrolle (dunkel- bzw. hellgrau), als auch jene fiir gestresste (hellgriin)
und ungestresste Zellen (dunkelgriin) abgebildet.

BRDT Lyse 17 pM 5 uM 0,5 pM Neg Pos

Neg 0,927 0,99 0,992 0,001
Pos 0,003 0,002 0,003 0,001

BRDT t-BOOH 17 pMm 5 uM 0,5 pM Neg Pos

Neg 0,009 0,03 0,017 0,001
Pos 0,998 1 1 0,001

Tab. 12: Signifikanz der Mittelwerte fiir Bilirubin Ditaurat-induzierte DNA-Schadigung. Die Tabelle listet jene Signi-
fikanzwerte, die im Mittelwertvergleich mittels einfaktorieller ANOVA fiir die DNA-Schddigung der gestressten sowie
der nicht gestressten Zellen durch Bilirubin Ditaurat, ermittelt wurden. Griin gedruckt sind jene Werte, die auf dem
Niveau p<0,05 signifikant sind.

Auch Bilirubin Ditaurat zeigt sowohl in der graphischen Darstellung der mittleren DNA-

Schadigung in Hep G2-Zellen wie auch im statistischen Mittelwertvergleich keine signi-
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fikanten Unterschiede. Diese Datenlage lasst demnach auf keine DNA-schadigende
Wirkung des Bilirubin Ditaurats selbst schlieBen. Diesbezlglich zeigt auch in diesem
Fall nur die Zellstressung mit Tertidarbutylhydroperoxid einen deutlichen Effekt, wie

man wiederum am Vergleich der Positiv- und Negativkontrolle beobachten kann.

Einen starken Zusammenhang weist die DNA-Schadigung der Zellen mit der Apoptose-
rate auf (Abb. 26). Die hochsignifikante Korrelation konnte einen Hinweis auf erhdhte

Apoptoseneigung der Zellen durch Behandlung mit Bilirubin Ditaurat geben.

Damage (nur Lyse)

[% DNA in tail]

Damage (nur Lyse)

[% DNA in tail]

Zellen in Apoptose

0,737**
[%]

Abb. 26: Korrelation der DNA-Schadigung durch Bilirubin Ditaurat in ungestressten Zellen und dem AusmaR an
Apoptose. Der Korrelationstest in SPSS zeigt einen starken Zusammenhang zwischen der DNA-Schédigung der
HepG2-Zellen durch das Tetrapyrrol Bilirubin Ditaurat und der prozentuellen Menge an Zellen, die sich in Apoptose
befinden. ** Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant.

Damage (nur Lyse)

[% DNA in tail]
Damage (nur Lyse)

[% DNA in tail]

Zellen in S Phase (Synthese)
[%]

Abb. 27: Korrelation der DNA-Schadigung durch Bilirubin Ditaurat in ungestressten Zellen und dem Zellzyklus (S-
Phase). Der Korrelationstest in SPSS zeigt einen mittleren, jedoch nicht signifikanten Zusammenhang zwischen der
DNA Schddigung der HepG2-Zellen durch das Tetrapyrrol Bilirubin Ditaurat und der prozentuellen Menge an Zellen in
der S-Phase des Zellzyklus (Zellzyklus Arrest). * Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant.
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Damage (nur Lyse)
[% DNA in tail]
Damage (nur Lyse)

[% DNA in tail]

Zellen in G2/M Phase (Mitose)
[%]

Abb. 28: Korrelation der DNA-Schadigung durch Bilirubin Ditaurat in ungestressten Zellen und dem Zellzyklus
(G2/M-Phase). Der Korrelationstest in SPSS zeigt einen mittleren zwischen der DNA Schédigung der HepG2-Zellen
durch das Tetrapyrrol Bilirubin Ditaurat und der prozentuellen Menge an Zellen in der G2/M-Phase des Zellzyklus
(Zellzyklus Arrest). * Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant.

HepG2-Zellen die mit Bilirubin Ditaurat, nicht jedoch dem Stressfaktor t-BOOH behan-
delt wurden, korrelieren negativ mit prozentuellen Datenwerten aus dem Zellzyklus
Assay. Im Sinne eines Zellzyklus Arrests weisen diese einen umgekehrten Zusammen-
hang mit dem Anteil an Zellen in der S-Phase bzw. der G2/M-Phase auf. Beide Korrela-
tionen erreichen mittlere bis hohe Aussagekraft und zeigen im statistischen Test signi-

fikante Zusammenhange.
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3. Bilirubin Dimethylester

HepG2 - BDME

20
Bl o] |
s 1
2 10 T T
)
E I H Lyse
g 5 1 t-BOOH
©
©
0

17uM 5uM  0,5uM Neg Pos

Konzentration [uM]

Abb. 29: Mittlere prozentuelle DNA-Schadigung durch das Tetrapyrrol Bilirubin Dimethylester. Die Grafik zeigt die
Mittelwerte der prozentuellen DNA-Schddigung (damage [% DNA in tail]) in HepG2-Zellen die durch Inkubation mit
dem Tetrapyrrol Bilirubin Dimethylester in den Konzentrationen 17 uM, 5 uM und 0,5 uM hervorgerufen wurden. Es

werden sowohl die Werte fiir Positiv- und Negativkontrolle (dunkel- bzw. hellgrau), als auch jene fiir gestresste (hell-
blau) und ungestresste Zellen (dunkelblau) abgebildet.

BDME Lyse 17 pM 5pM 0,5 pM Neg Pos

Neg 0,862 0,183 0,704 0,003
Pos 0,04 0,042 0,03 0,003

BDME t-BOOH |17 uM 5 uM 0,5 uM Neg Pos

Neg 0,002 0 0,001 0,003
Pos 1 1 1 0,003

Tab. 13: Signifikanz der Mittelwerte fiir Bilirubin Dimethylester-induzierte DNA-Schadigung. Die Tabelle listet jene
Signifikanzwerte, die im Mittelwertvergleich mittels einfaktorieller ANOVA fiir die DNA-Schédigung der gestressten

sowie der nicht gestressten Zellen durch Bilirubin Dimethylester, ermittelt wurden. Blau gedruckt sind jene Werte,
die auf dem Niveau p<0,05 signifikant sind.

Bilirubin Dimethylester zeigt wie bereits Bilirubin und Bilirubin Ditaurat keine signifi-

kanten Unterschiede innerhalb der Mittelwerte der behandelten gestressten und nicht

77



gestressten HepG2-Zellen. Eine Tendenz, insbesondere der nicht gestressten Zellen, in
Richtung einer geringfiigig erhéhten DNA-Schadigung im Vergleich zu Negativ- sowie
Positivkontrolle kann anhand der grafischen Darstellung der Mittelwerte beobachtet

werden (Abb. 29).

HepG2-Zellen, die mit Bilirubin Dimethylester, nicht jedoch mit Tertidarbutylhydropero-
xid behandelt wurden stehen statistisch signifikant in mittlerem Zusammenhang mit

der Apoptoserate der Zellen (Abb. 30).

Damage (nur Lyse)

[% DNA in tail]
Damage (nur Lyse)

[% DNA in tail]

Zellen in Apoptose

[%]

Abb. 30: Korrelation der DNA-Schadigung durch Bilirubin Dimethylester in ungestressten Zellen und dem Ausmaf}
an Apoptose. Der Korrelationstest in SPSS zeigt einen starken Zusammenhang zwischen der DNA-Schddigung der
HepG2-Zellen durch das Tetrapyrrol Bilirubin Dimethylester und der prozentuellen Menge an Zellen, die sich in Apop-
tose befinden. * Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant.

Damage (nur Lyse)
[% DNA in tail]
Damage (nur Lyse)

[% DNA in tail]

Zellen in GO/1 Phase (Zellzyk-

lus Arrest) [%]

Abb. 31: Korrelation der DNA-Schadigung durch Bilirubin Dimethylester in ungestressten Zellen und dem Zellzyk-
lus (GO/1-Phase). Der Korrelationstest in SPSS zeigt einen mittleren Zusammenhang zwischen der DNA-Schédigung
der HepG2-Zellen durch das Tetrapyrrol Bilirubin Dimethylester und der prozentuellen Menge an Zellen in GO/1-
Phase des Zellzyklus (Zellzyklus Arrest). Die Korrelation ist nicht signifikant (p= 0,069).
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Damage (nur Lyse)

[% DNA in tail]
Damage (nur Lyse)

[% DNA in tail]

Zellen in S Phase (Synthese)

-0,677**
[%]

Abb. 32: Korrelation der DNA-Schadigung durch Bilirubin Dimethylester in ungestressten Zellen und dem Zellzyk-
lus (S-Phase). Der Korrelationstest in SPSS zeigt einen mittleren Zusammenhang zwischen der DNA-Schédigung der
HepG2-Zellen durch das Tetrapyrrol Bilirubin Dimethylester und der prozentuellen Menge an Zellen in S-Phase des
Zellzyklus (Zellzyklus Arrest). ** Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant.

Auch HepG2-Zellen, welche mit Bilirubin Dimethylester behandelt und ausschlieRlich
einer Lyse unterzogen wurden, zeigen Zusammenhange mit einem Zellzyklus Arrest
auf. Es handelt sich wiederum um negative Zusammenhange die von mittlerer Starke
(GO/1-Phase) ohne statistische Signifikanz bis hin zu einem starken, statistisch signifi-

kanten Zusammenhang (S-Phase) reichen.
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4. Protoporphyrin
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Abb. 33: Mittlere prozentuelle DNA-Schadigung durch das Tetrapyrrol Protoporphyrin. Die Grafik zeigt die Mittel-
werte der prozentuellen DNA-Schédigung (damage [% DNA in tail]) in HepG2-Zellen die durch Inkubation mit dem
Tetrapyrrol Protoporphyrin in den Konzentrationen 17 uM, 5 uM und 0,5 uM hervorgerufen wurden. Es werden

sowohl die Werte fiir Positiv- und Negativkontrolle (dunkel- bzw. hellgrau), als auch jene fiir gestresste (hellorange)
und ungestresste Zellen (dunkelorange) abgebildet.

17 uM 5 uM 0,5 uM Neg Pos
Neg 1
Pos 0,084

17 uM 5 uM 0,5 uM Neg Pos
Neg
Pos 0,999

Tab. 14: Signifikanz der Mittelwerte fiir Protoporphyrin-induzierte DNA-Schadigung. Die Tabelle listet jene Signifi-
kanzwerte, die im Mittelwertvergleich mittels einfaktorieller ANOVA fiir die DNA-Schédigung der gestressten sowie
der nicht gestressten Zellen durch Protoporphyrin, ermittelt wurden. Orange gedruckt sind jeweils jene Werte, die
auf dem Niveau p<0,05 signifikant sind.

Von allen untersuchten Tetrapyrrolen zeigt Protoporphyrin die pragnantesten Ergeb-
nisse. Sowohl die gestressten Zellen als auch jene die nur lysiert wurden, zeigen ein

deutlich groBer werdendes Ausmald an DNA-Schadigung mit steigender Konzentration
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des Protoporphyrins. Mit Ausnahme der 0,5 umolaren Konzentration weisen alle Mit-

telwerte im statistischen Vergleich signifikante Unterschiede auf.

Besonders deutlich unterstreicht diese DNA-schadigende Wirkung des Protoporphyrins
die Tatsache, dass bereits der prozentuelle ,damage“-Wert der Konzentration 0,5 uM
jenen der Negativkontrolle geringfligig tibersteigt. Die Konzentrationen 5 uM und 17
UM der ungestressten Zellen weisen sogar statistisch signifikante Werte auf, die etwa

10 % Uber jenem der Positivkontrolle liegen.

Damage (nur Lyse)
[% DNA in tail]

Damage (nur Lyse)

[% DNA in tail]

Zellen in Nekrose

[%]

Abb. 34: Korrelation der DNA-Schadigung durch Protoporphyrin in ungestressten Zellen und dem AusmaR an
Nekrose. Der Korrelationstest in SPSS zeigt einen mittleren Zusammenhang zwischen der DNA-Schddigung der
HepG2-Zellen durch das Tetrapyrrol Protoporphyrin und der prozentuellen Menge an Zellen, die sich in Nekrose
befinden. Die Korrelation ist nicht signifikant (p= 0,110).

Damage (t-BOOH)

[% DNA in tail]
Damage (t-BOOH)
[% DNA in tail]

Zellen in Nekrose

[%]

Abb. 35: Korrelation der DNA-Schadigung durch Protoporphyrin in gestressten Zellen und dem AusmaR an Nekro-
se. Der Korrelationstest in SPSS zeigt einen mittleren Zusammenhang zwischen der DNA-Schédigung der HepG2-
Zellen durch das Tetrapyrrol Protoporphyrin und der prozentuellen Menge an Zellen, die sich in Apoptose befinden.

* Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant.
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Des Weiteren weisen HepG2-Zellen nach Protoporphyrin-Behandlung negative Korre-
lationen mit Daten aus dem Nekrose Assay auf. Sowohl gestresste als auch nicht ge-
stresste Zellen zeigen einen mittleren Zusammenhang, wobei jener der gestressten

etwas starker und statistisch signifikant im Gegensatz zu dem der ungestressten ist.

Damage (nur Lyse)
[% DNA in tail]
Damage (nur Lyse)

[% DNA in tail]

Intrazelluldre Superoxide

[%]

Abb. 36: Korrelation der DNA-Schadigung durch Protoporphyrin in ungestressten Zellen und dem Vorhandensein
intrazelluldrer Superoxide. Der Korrelationstest in SPSS zeigt einen mittleren, jedoch nicht signifikanten, Zusam-
menhang zwischen der DNA-Schédigung der HepG2-Zellen durch das Tetrapyrrol Protoporphyrin und dem prozentu-
ellen Anteil an intrazelluldr vorhandenen Superoxiden.* Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifi-
kant.

Damage (t-BOOH)

[% DNA in tail]
Damage (t-BOOH)
[% DNA in tail]

Intrazelluldre Superoxide

0,663**
[%]

Abb. 37: Korrelation der DNA-Schddigung durch Protoporphyrin in gestressten Zellen und dem Vorhandensein
intrazelluldrer Superoxide. Der Korrelationstest in SPSS zeigt einen mittleren, jedoch nicht signifikanten, Zusam-
menhang zwischen der DNA-Schédigung der HepG2-Zellen durch das Tetrapyrrol Protoporphyrin und dem prozentu-
ellen Anteil an intrazelluldr vorhandenen Superoxiden. ** Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig)
signifikant.
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Auch der prozentuelle Anteil intrazellular vorhandener Superoxide zeigt einen Zu-
sammenhang mit der DNA-schadigenden Wirkung des Protoporphyrins in HepG2-
Zellen. Die Starke der Korrelation entspricht fir gestresste und nicht gestresste Zellen

gleichermalien einer mittelmaRigen. Beide zeigen dahingehend statistische Signifikanz.

Damage (t-BOOH)
[% DNA in tail]
Damage (t-BOOH)
[% DNA in tail]

Zellen in GO/1 Phase (Zellzyk-

lus Arrest) [%]

Abb. 38: Korrelation der DNA-Schidigung durch Protoporphyrin in ungestressten Zellenund dem Zellzyklus (G0/1-
Phase). Der Korrelationstest in SPSS zeigt einen starken Zusammenhang zwischen der DNA Schédigung der HepG2-
Zellen durch das Tetrapyrrol Protoporphyrin und der prozentuellen Menge an Zellen in GO/1 Phase des Zellzyklus
(Zellzyklus Arrest). *Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant.

Wie bereits an allen weiteren Vertretern der getesteten Tetrapyrrole angesprochen,
kann auch im Fall der Protoporphyrin-inkubierten Proben von einer mittelmaRigen,
negativen Korrelation mit dem Zellzyklus Arrest gesprochen werden. Statistisch signifi-
kant befinden sich weniger Zellen in der GO/1-Phase des Zellzyklus, je groBer das Aus-

mal der DNA-Schadigung im Comet Assay Test ist.
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V. DISKUSSION

Die letzten Jahre brachten einige wenige Studien hervor, die sich mit dem antikanzero-
genen Potenzial humaner Gallenpigmente und ihrer Derivate beschaftigen. Diese be-
handelten jedoch bevorzugt die Untersuchung der Tetrapyrrole Bilirubin und Proto-
porphyrin. Einer eingehendenden Literaturrecherche zufolge, ist die vorliegende Arbeit
die erste, die sich gezielt auch um die Untersuchung von Bilirubin Dimethylester und
Bilirubin Ditaurat bemiht hat. Des Weiteren wurde die Methode, Tetratpyrrol-
induzierte DNA-Schadigungen mittels Comet Assay-Test zu erfassen, mit Ausnahme der
vorliegenden Arbeit bisher nur von einer einzigen weiteren Arbeitsgruppe [Rao et al.

2006] angewandt.

Zum Uberwiegenden Teil wurde bisher der Zusammenhang erhohter Bilirubinspiegel
im Blut mit der Risikopravalenz bestimmter Krebserkrankungen in vivo untersucht [Wei
et al. 2000; Ko et al. 1994; Zucker et al. 2004; Horsfall et al. 2011; Temme et al. 2001;
Jiraskova et al. 2011]. Diese Studien geben bestenfalls Hinweise auf ein mogliches anti-

kanzerogenes Potenzial humaner Gallenpigmente und ihrer Derivate.

Auch die vorliegende in vitro Studie konnte mit Ausnahme des Protoporphyrins keine
Evidenz fir ein antikanzerogenes Potenzial humaner Tetrapyrrole erbringen. Im Ge-
genteil, konnten im Zusammenhang mit Bilirubin, Bilirubin Dimethylester sowie Biliru-
bin Ditaurat lediglich schwache Tendenzen in Richtung eines zellschadigenden Effekts

der HepG2 Zellen aufgezeigt werden.

Interessanterweise deckt sich das vorliegende Ergebnis in Hinblick auf das Gallenpig-
ment Bilirubin mit jenen von Rao und Kollegen, die in ihrer Arbeit ebenso das antikan-
zerogene Potenzial auf HepG2 Zellen sowie TMK-1 Zellen untersuchten. Die Tatsache
dass Bilirubin in TMK-Zellen prooxidative und somit eine antikanzerogene Wirkung

entfaltete, in HepG2-Zellen hingegen antioxidative, also zellschiitzende veranlasste sie
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zu der Vermutung dass die Wirkungsweise des Bilirubins von der vorhandenen Zelllinie
abhangen muss [Rao et al. 2006]. Die Resultate der vorliegenden Studie unterstitzen
ihre MutmaRung, insbesondere in Hinblick auf einen antioxidativen Effekt im Zusam-
menhang mit pathologischen Krebszellen. Betrachtet man die DNA-Schadigung der 17
pmolaren Konzentration des Bilirubins, so lasst sich eine dezente Neigung in Richtung
eines geringeren Schadigungsausmalies als jenes der Negativkontrolle erkennen. Bili-
rubin diirfte seine antioxidativen Fahigkeiten also tatsachlich sowohl in Zusammen-
hang mit physiologischen Korperzellen als auch mit pathologisch entarteten Zellen

entfalten.

An Kolonkrebszellen dirfte Bilirubin wiederum antikanzerogene Effekte aufweisen, wie
eine in vitro Arbeit von Keshavan und Kollegen beobachten konnte [Keshavan et al.

2004].

Das Ausbleiben einer antikanzerogenen Wirkung der Tetrapyrrole Bilirubin, Bilirubin
Ditaurat und Bilirubin Dimethylester legt nahe, dass die Inkubationskonzentrationen
moglicherweise zu gering gewahlt wurden. Gerade Bilirubin wird in letzter Zeit im Sin-
ne seiner antioxidativen und zellprotektiven Kapazitdt in der Literatur vermehrt bei
Patienten mit Vorliegen einer genetisch bedingten, moderaten Hyperbilirubinamie
diskutiert [Hunt et al. 2001; Vitek et al. 2002]. In Anbetracht der Tatsache, dass diese
Menschen Blubilirubinspiegel bis zu 84 pumol/l [Kamisako et al. 2000], im Mittel aber
etwa 18 — 50 umol/l aufweisen [Burchell und Hume 1999], konnten moglicherweise

Konzentrationen zwischen 20 und 50 umol/| die erwarteten Effekte zeigen.

Im Fall des Bilirubin Ditaurats konnte der Hintergrund seiner nicht eingetretenen anti-
kanzerogenen Wirkung in der Wasserl6slichkeit des Tetrapyrrols liegen. Wahrend Bili-
rubin aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften problemlos die Doppellipidmembranen
diverser Zellen passieren kann, bedarf seine konjugierte Form einer aktiven Trans-

portmoglichkeit durch die Membran [Loffler et al. 2006]. Eine in vitro Studie bezlglich
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des antimutagenen Potenzials humaner Gallenpigmente konnten diesen Effekt glei-

chermafien beobachten [Bulmer et al. 2007].

Zucker und Kollegen stellten zwar fest, dass auch Bilirubin Ditaurat bis zu einem gewis-
sen Grad in der Lage ist, durch Zellmembranen zu diffundieren, jedoch dirfte dieser
Vorgang so langsam von statten gehen, dass das Ausmal’ dullerst gering ist [Zucker et

al. 1999].

Da es sich beim Bilirubin Dimethylester um ein Konjugatderivat des Bilirubin Ditaurats
handelt, konnte eine Erklarung fiir das Fehlen eines beobachtbaren antikanzerogenen
Effekts anhand des Problems der Membrandurchldssigkeit durchaus auch in diesem

Fall zutreffen.

Die Zusammenhadnge dieser beiden Tetrapyrrole mit der Apoptoserate der HepG2-
Zellen im Apoptose/Nekrose Assay geben dennoch Hinweise auf das Vorhandensein

einer DNA-schadigenden Wirkung.

Zudem weiR man, dass DNA-schadigende Substanzen in der Lage sind Zellzyklus Arrest
und dadurch hervorgerufene Apoptose in Zellen zu provozieren, sofern diese an den
Checkpoints des Zellzyklus intervenieren [Zawacka-Pankau et al. 2007]. In diesem Sin-
ne dirfte die Anfalligkeit der Zellen fiir Tetrapyrrol-induzierte DNA-Schadigungen von
der Phase des Zellzyklus, in dem sie sich zum Zeitpunkt der Inkubation befinden, ab-

hangig sein.

Negative Korrelationen zwischen dem Ausmal} an DNA-Schadigung durch Bilirubin Di-
methylester und Protoporphyrin und dem prozentuellen Anteil an Zellen in der G0/1
Phase des Zellzyklus bestadtigen diese Hypothese. Je gréRer also das Ausmal der DNA-
Schadigung durch die genannten Tetrapyrrole, desto mehr Zellen befinden sich in Zell-
zyklus Arrest und durchlaufen die weiteren Phasen des Zellzyklus nicht. Die Tatsache,
dass alle vier getesteten Tetrapyrrole negative Zusammenhdnge mit dem Anteil an

Zellen in der S-Phase des Zellzyklus aufweisen, unterstreicht diese Feststellung. Biliru-
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bin Ditaurat zeigt diesen Zusammenhang zusatzlich auch mit der Menge an Zellen in

der G2/M Phase.

Die DNA-Synthese- sowie die Zellteilungsrate der HepG2-Zellen diirften also tatsachlich
durch physiologische Tetrapyrrole gehemmt werden. Mit Ausnahme des Bilirubins, das
im statistischen Test eine starke positive Korrelation mit dem Anteil an Zellen in der
GO0/1 Phase zeigt und somit auf ein Fehlen des Zellzyklus Arrests hinweist. Eine Beo-
bachtung, die sich durchaus mit der festgestellten antioxidativen Wirkung des Biliru-

bins auf HepG2-Zellen einhergeht.

Die Klarung dieser Sachverhalte erfordert jedenfalls weitere Arbeiten, die konkret auf
die genannten Problemstellungen eingehen und so gezielte Aussagen (iber das (Nicht-)
Vorhandensein einer antikanzerogenen Wirkung von Bilirubin, Bilirubin Ditaurat und

Bilirubin Dimethylester zulassen.

Protoporphyrin tritt in der vorliegenden Arbeit mit der Signifikanz seiner antikanzero-
genen Wirksamkeit in den Vordergrund. Gemal den Ergebnissen diirfte dieses Tetra-
pyrrol die starksten Effekte von allen aufweisen. Der Grad an DNA-Schadigung ist deut-
lich und statistisch signifikant konzentrationsabhangig. Dass bereits seine geringste
Konzentration (0,5 um) das Ausmall an DNA-Schadigung jenes der Negativkontrolle

geringflgig Uberschreitet spricht fir das Potenzial von Protoporphyrin.

In der Literatur wird Protoporphyrin vor allem in Hinblick auf seine Einsatzmoglichkeit
und Effektivitat in der Therapie bestimmter Krebsarten diskutiert [Hovhannisyan et al.
2005]. Diese basiert auf seiner Lichtsensitivitat, die bei Ablagerungen des Tetrapyrrols
in bestimmten Geweben Zellen mittels Lichtinduktion schadigen kann. Der Mechanis-
mus der dieser Wirkung zu Grunde liegt, diirfte die Bindung an die Tumorsuppressoren
p53 [Zawacka-Pankau et al. 2007] und p73 [Sznarkowska et al. 2011] sein, die anhand
ihre proapoptotischen Eigenschaften die Zerstorung der Krebszellen bedingt. Dieser
Effekt konnte bisher an Kolonkrebszellen [Zawacka-Pankau et al. 2007] und Zervixkar-

zinomzellen (Hela) [Bednarz et al. 2007] beobachtet werden.
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Einer Arbeit von Koningsberger und Kollegen zu Folge vermag Protoporphyrin auch
DNA-schadigende Wirkung an Krebszellen ohne einen Einfluss von Licht zu haben. Be-
reits Konzentrationen dieses Tetrapyrrols zwischen 0,5-100 pg/ml zeigten dahingehend
in vitro die Hemmung der Zellproliferation von Hela-Zellen [Koningsberger et al. 1995].
Im Zusammenhang mit HepG2-Zellen kann an dieser Stelle auf das Ergebnis der vorlie-

genden Arbeit hingewiesen werden konnte.

Auch der Einsatz von Protoporphyrinderivaten wie beispielsweise Zink-Protoporphyrin
erbrachte sowohl in vitro an Kolonkrebszellen als auch in vivo an tumorésen Mausen

Erkenntnisse Uber antikanzerogene Effekte [Fang et al. 2003].

Unabhangig von der Wirkung humaner Tetrapyrrole lasst die vorliegende Arbeit Aus-
sagen Uber eine zellschadigende Wirkung des verwendeten Stressfaktors Tertidarbutyl-
hydroperoxid zu. In allen durchgefiihrten Experimenten wiesen die Negativ- und Posi-
tivkontrollen signifikante Unterschiede auf. Als natirlich vorkommende Radikale im
menschlichen Organismus haben Hydroperoxide demnach nicht nur im Sinne der DNA-
Schadigung physiologischer Korperzellen [Betteridge 2000] eine Bedeutung, sondern
offensichtlich auch im Zusammenhang mit der Zerstdérung pathologisch entarteter Ge-

webe.

Korrelationen der DNA-Schadigung durch die Tetrapyrrole Bilirubin und Protoporphy-
rin mit dem Anteil intrazelluldr vorhandener Hydroperoxide und Superoxide zeigen
dahingehend sowohl eine Verstarkung des Schadigungseffekts in t-BOOH-behandelten
Zellen (Protoporphyrin), als auch deren vermehrtes Vorhandensein in geschadigten
Zellen ohne vormalige Behandlung mit oxidativen Reagenzien (Bilirubin, Protoporphy-

rin).

88



VI. CONCLUSIO

Die physiologische Bedeutung humaner Gallenpigmente und ihrer Derivate umfasst
bisweilen ein weitreichendes Gebiet der Wissenschaft. Einige ihrer Eigenschaften
konnten bereits mit starker Evidenz belegt werden, so beispielsweise ihre antioxidati-

ven Kapazitaten.

Die Erkenntnisse im Zusammenhang mit ihrer antikanzerogenen Wirkung unterliegen
nach wie vor zu einem groRen Teil vagen Vermutungen. Die vorliegende Arbeit konnte
zwar bereits diskutierte antikanzerogenen Effekte des Gallenpigments Protoporphyrin
untermauern, verwehrt jedoch die Bestatigung der gleichermaen publizierten Eigen-
schaften des Bilirubins. Des Weiteren konnte auch fiir die bisher vollkommen uner-
forschten Tetrapyrrole Bilirubin Ditaurat und Bilirubin Dimethylester keine klare Aus-
sage zu einer etwaigen antikanzerogenen Wirkung getroffen werden, da die Ergebnisse
dahingehend lediglich sehr schwache Tendenzen aufzeigen. Die vorliegende Arbeit
bietet sowohl methodisch als auch im Sinne ihrer Limitationen (mdgliche Zellliniense-
lektivitat einer antikanzerogenen Wirkung, Membrangangigkeit ausgewahlter Tetra-
pyrrole) einen guten Ansatz fiir folgende Arbeiten, die zur Klarung einer tatsachlichen

antikanzerogenen Wirkung unabdingbar sind.

Der Fokus zukinftiger Arbeiten sollte in erster Linie auf die Erforschung der Wirkme-
chanismen hinter potenziell antikanzerogenen Wirkungsweisen gelegt werden. Erst die
Klarung dieser grundlegenden Erkenntnisse, erlaubt die Untersuchung komplexerer
Fragestellungen in diesem Kontext. Das Ziel folgender Projekte sollte demnach die Er-
forschung der Integration humaner Gallenpigmente und ihrer Derivate in Apoptose-
pathways, der Exprimierung relevanter Checkpoint-Proteine sowie diverser Anti-

Onkogene (wie beispielsweise p53) darstellen.
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ZUSAMMENFASSUNG

Viele Jahre eilte den Gallenpigmenten und ihren Derivaten ein Ruf als toxische Abfall-
produkte des menschlichen Organismus voraus. Wahrend insbesondere das Bilirubin,
in der Indischen und Traditionellen Chinesischen Medizin schon vor tausenden von
Jahren gezielt zur Therapie bestimmter Erkrankungen eingesetzt wurde, galten diese
Tetrapyrrole in unseren Breiten lange Zeit als unbrauchbare, toxische Ham-Abbau-
produkte. Heutzutage kennt man ihre physiologische Bedeutung in Hinblick auf ihre
antioxidativen, antimutagenen, antikomplementadren, antiinflammatorischen, antia-
poptotischen, antibakteriellen und antiviralen Eigenschaften bei moderat erhéhten
Blutspiegeln. Kiirzlich publizierte Hinweise auf eine mogliche antikanzerogene Wirkung

stellen die zentrale Fragestellung dieser Arbeit dar.

Das Ziel der Arbeit war, einen wertvollen Beitrag zur aktuell sehr geringen Datenlage in
Bezug auf humane Tetrapyrrole und ihre moglichen antikanzerogenen Wirkung zu leis-
ten. Mit Ausblick auf eine langerfristige Etablierung neuer Therapieformen soll diese
einen weiteren Fortschritt in der Beleuchtung des komplexen Systems der Krebser-

krankungen erbringen.

Die vorliegende in vitro Studie untersuchte antikanzerogene Effekte der Tetrapyrrole
Bilirubin IXa, Bilirubin Ditaurat, Bilirubin Dimethylester und Protoporphyrin IX in drei
Konzentrationen (0,5 uM, 5 uM, 17 uM) an der humanen Leberkrebszelllinie HepG2.
Die quantitative Erfassung induzierter DNA-Schaden erfolgte mittels Single Cell Gel
Electrophoresis (SCGE)-Verfahren (Comet Assay) nach 24-stiindiger Tetrapyrrol-

Inkubation der Kulturzellen.

Eine deutliche antikanzerogene Aktivitat konnte im Rahmen dieser Arbeit fiir das Tet-
rapyrrol Protoporphyrin belegt werden. Bilirubin, Bilirubin Ditaurat und Bilirubin Dime-
thylester zeigten lediglich eine vage Tendenz die DNA der Leberkrebszellen HepG2 zu

schadigen.
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ABSTRACT

For decades bile pigments and derivatives were exclusively considered as toxic waste
products formed within the human heme catabolic pathway. While especially bilirubin
had been used in the indian and traditional chinese medicine for thousands of years
for the treatment of certain diseases, these tetrapyrroles have been considered as use-
less at best and toxic byproducts at worst in our region for a long time. Nowadays we
know about their beneficial effects in terms of anti-oxidant, anti-mutagenic, anti-
complementary, anti-inflammatory, anti-apoptotic, anti-bacterial and anti-viral proper-
ties at moderately elevated bloodlevels. The recently published evidence for a possible

anti-carcinogenic effect represents the main question of this work.

The aim of this work was to add a substantial contribution to the currently very limited
knowledge on tetrapyrrole anticarcinogenesis and to shed light on the complex system
of cancer pathogenesis with view to the long-term establishment of novel possibilities

in treatment.

In the present study in vitro anti-carcinogenic effects of the human tetrapyrroles
bilirubin, bilirubin ditaurate, bilirubin dimethyl ester and protoporphyrin were investi-
gated at three physiologically relevant concentrations (0.5 uM, 5 uM, 17 uM) in human
hepatocarcinoma cell line HepG2. The quantitative detection of induced DNA damage
was performed using the single cell gel electrophoresis (SCGE) assay (comet assay)

after 24 hours of tetrapyrrole incubation.

Protoporphyrine was significantly anti-carcinogenic, whereas the remaining com-
pounds (bilirubin, bilirubin ditaurate and bilirubin dimethyl ester) tended to increase

DNA damage in HepG2 cells.
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