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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Paracetamol

Paracetamol (Acetaminophen, APAP, 1-Acetylamino-4-hydroxybenzol) wurde 1893 von J.
von Mehring erstbeschrieben. Es ist ein nichtsaures Analgetikum mit geringen antipyretischen
Eigenschaften, das z. B. als ben—u—ron®, Enelfa®, Mono—Praecimed®, Togal®, Treupel®, sowie
in verschiedenen Kombinationspriparaten weite Anwendung findet. Innerhalb der
therapeutischen Dosis von 0,5-4 g pro Tag (orale Einnahme) mit einer maximalen Einzeldosis
von 1 g fiir Erwachsene, fiir Kinder unter einem Jahr bis 0,12 g, unter 6 Jahren 0,25 g und
unter 13 Jahren 0,25-0,5 g pro Tag zeichnet sich Paracetamol durch eine relativ geringe Rate

an Nebenwirkungen (die vor allem aus Uberempfindlichkeitsreaktionen bestehen) aus.

Der Wirkmechanismus von Paracetamol ist bis heute nicht genau geklart. Es hemmt die
Prostaglandinsynthese (Flower und Vane, 1972; Mattammal et al., 1979; Malmberg und
Yaksh, 1992) nur in geringem MaBe, zeigt im Tierversuch aber auch eine supraspinale
analgetische Wirkung, die vermutlich auf einer Beeinflussung von Serotonin-SHTs—
Rezeptoren beruht (Srikiatkhachorn et al, 1999). Weiterhin wird ein NMDA-Rezeptor-
Antagonismus und eine Interaktion von Paracetamol mit der Wirkung von lokal gebildetem
Stickstoffmonoxid am Neuron angenommen. Schon seit lingerem wurde angenommen, daf3
es eine weitere, Paracetamol-sensible Zyklooxigenase, die vor allem im ZNS vorkommt und
in erster Linie fiir Schmerzwahrnehmung und Temperaturerhohung verantwortlich ist, gibe
(Botting, 2000). Im Jahre 2002 beschrieben Chandrasekharan et al. eine Zyklooxigenase-
Isoform (Cox-3), die besonders im Gehirn nachgewiesen werden kann und unter anderem
durch Paracetamol gehemmt wird. Diese Hemmung erfolgt aber erst durch hohe Dosen
Paracetamol, so dafl dessen Wirkung nicht allein auf eine Cox-3-Inhibierung, sondern
moglicherweise auf die Hemmung einer weiteren, bisher noch nicht beschriebenen

Zyklooxigenase-Isoform zuriickgefiihrt werden kann (Schwab et al., 2003).

Nach oraler Einnahme wird Paracetamol rasch aufgenommen und die maximale
Plasmakonzentration nach 2 bis 1 Stunde erreicht. Die Bioverfiigbarkeit betridgt hier 70-90 %,
bei Suppositorien 30-40 %. 15-25 % des aufgenommenen Paracetamols liegen in an
Plasmaproteine gebundener Form vor. Paracetamol passiert sowohl die Blut-Hirn- als auch

die Liquorschranke und geht in die Muttermilch iiber; daher ist wihrend Schwangerschaft und
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Stillzeit auf eine strenge Indikationsstellung zu achten, wobei bisher kein Zusammenhang mit
Fehlbildungen bzw. kein negativer Einflul auf die Gesundheit oder Entwicklung des

Séuglings beobachtet worden ist.

Der Abbau von Paracetamol erfolgt in der Leber. In therapeutischer Dosis eingenommen,
wird Paracetamol zum grof3ten Teil (>90 %) durch Glukuronidierung bzw. Sulfatierung an der
Hydroxygruppe wasserloslich und damit renal eliminierbar gemacht. Ein geringer Teil wird
unverdndert ausgeschieden (ca. 4 %). Ungefidhr 2 % des Paracetamols werden durch
Cytochrom P450-abhingige Oxygenasen zu N-Acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI), einem
reaktiven FElektrophil, umgewandelt. Hierbei sind beim Menschen die mikrosomalen
Isoenzyme CYP1A2, CYP2EI und CYP3A2 von Bedeutung (Raucy et al., 1989; Thummel et
al., 1993). NAPQI wird durch Konjugation mit Glutathion (GSH) aus den korpereigenen
Speichern detoxifiziert und letztendlich als Merkaptursidure ausgeschieden. Die terminale
Halbwertszeit betrigt hierfiir 2-3 Stunden (bei Neugeborenen 5 Stunden).

Da sowohl der Abbau durch Sulfatierung als auch der durch Glucuronidierung einer
Sittigungskinetik unterliegt, wird bei einer Uberdosierung nach Auslastung dieser Systeme
vermehrt NAPQI gebildet.

Paracetamol NAPQI
2° 2°
N—c Nl_ Cc N
AN
CH, CH,
_— ca. 2%
OH (o)
Glucuronidierung : . .
ca. 4% Sulfatierung } >80% Konjugation mit GSH

Ausscheidung iiber die Nieren

Abb. 1-1: Abbau von Paracetamol in der Leber
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1.1.1. Paracetamolintoxikation

Beim Erwachsenen gilt eine Paracetamol-Einzeldosis von iiber 7,5 g als nicht mehr
unbedenklich. Bei einer Dosis von iiber 20 g muf3 mit letalem Ausgang gerechnet werden. Ein
schwerer Leberschaden ist ab einem Blutspiegel von >150 mg/l nach 4 Stunden, bzw. >50
mg/l 12 Stunden nach Einnahme des Paracetamols wahrscheinlich. Die Wahrscheinlichkeit
von Komplikationen bei Paracetamol-Uberdosierung 1:iBt sich anhand des Blutspiegels und
der seit der Einnahme vergangenen Zeit aus dem Rumack-Matthew-Nomogramm entnehmen

(Rumack und Matthew, 1975).

Die Symptomatik der Paracetamolvergiftung nimmt einen charakteristischen mehrphasigen
Verlauf:

2-14 Stunden nach Ingestion stellen sich unspezifische Beschwerden wie Ubelkeit und
Erbrechen (besonders bei Kindern auch nach nur leichter Uberdosierung), Appetitlosigkeit,
Oberbauchschmerzen, Schwitzen, Blisse, allgemeines Unwohlsein und Lethargie ein. Diese
konnen bis zu 24 Stunden nach Einnahme der Uberdosis bestehen bleiben, konnen allerdings
auch ginzlich fehlen. Selten kommt es bereits zu dieser Zeit zu einer metabolischen Azidose
mit komatdsem Zustand.

Danach stellt sich ein bis zu 24stiindiges Intervall des subjektiven Wohlbefindens ein, wobei
laborchemisch bereits ein Transaminasenanstieg (die SGOT wird héufig als erstes Zeichen
einer Leberschidigung erhoht aufgefunden) und eine Verlingerung der Gerinnungszeit
(Anstieg der Prothrombinzeit) nachgewiesen werden kann.

3-5 Tage nach Ingestion zeigt sich dann das Ausmall der Leberschidigung mit
Oberbauchbeschwerden, Ikterus, Gerinnungsstorungen bis hin zur Verbrauchskoagulopathie
mit Thrombozytenabfall, Bilirubin- und Transaminasenerhdhung, moglicherweise mit
Zeichen einer mehr oder weniger schweren hepatischen Encephalopathie. Histologisch zeigt
sich eine zentrilobulidre Lebernekrose (Mitchell et al., 1973; Walker et al., 1974). Bei
Einnahme hoher Dosen Paracetamol findet ein fulminanter Leberzerfall statt; dieser kann mit
Kriampfen, Atemdepression und hepatischem Koma zum Tode des Patienten fiihren.
Weiterhin kann es zur metabolischen Azidose, Hypoglykdmie und Elektrolytentgleisungen
(Hypokalidimie, Hypophosphatimie) kommen. Eine mogliche begleitende Nierenschiadigung
kann sich bereits nach 24-72 Stunden nach Einnahme durch eine Oligurie ankiindigen, die

dann ins akute Nierenversagen mit Anurie und Dialysepflichtigkeit iibergehen kann.
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Kreatinin und Harnstoff sind im Serum erhdht (der Harnstoff kann aber auch bei mangelnder
hepatischer Bildung im Rahmen eines hepatorenalen Syndroms erniedrigt sein), es kann zu
Proteinurie und Phosphaturie kommen. Das pathologisch-anatomische Korrelat des
Nierenschadens besteht in einer Tubulusnekrose und hydropischer Vakulisierung der Zellen.
Diese kann auch ohne gleichzeitig ablaufendes fulminantes Leberversagen stattfinden
(Cobden et al., 1982). Im EKG kann es durch myo- und subendokardiale Nekrosen zu
infarktdhnlichen Verdnderungen besonders im Endstreckenbereich (T-Negativierung, U-
Welle) kommen. Herzrhythmusstorungen bis zum Kammerflimmern, Schock und
Kreislaufstillstand treten gegebenenfalls auf. Besonders Kinder leiden zusitzlich an einer
zentralen Hypothermie und Blutdruckabfall.

Ab dem 5. Tag setzt in der Regel (falls es nicht zum Leberzerfall gekommen ist) eine

Erholung bis zur restitutio ad integrum ein.

Therapeutisch kommen bei Vergiftungsfillen neben Gabe von N-Acetylcystein (siehe 1.2.)
die Induktion von Erbrechen, Magenspiilung, Fliissigkeitsgabe und Aktivkohle, bei
Nierenversagen oder nach Einnahme einer letalen Dosis zur Giftelimination die Himodialyse,
Héamoperfusion (innerhalb der ersten 3 Stunden; vor Einsetzen der Hepatotoxizitit) und als

ultima ratio die Lebertransplantation in Frage (O’Grady et al., 1991).

Der Pathomechanismus des Zellschadens durch Paracetamol ist bis heute nicht eindeutig
identifiziert; es wird angenommen, da das schidigende Agens das nur bei Uberdosierung in
groBerem Ausmal} gebildete NAPQI (Dahlin et al., 1984; Holme et al., 1984) ist.

NAPQI reagiert auf verschiedene Arten mit den einzelnen Zellkomponenten. Welche der
Reaktionen letztendlich die hauptverantwortlichen fiir die Toxizitéit des Paracetamols sind, ist

noch nicht genau geklirt.

1. kann es durch Durchlaufen eines Redoxzyklus mit Bildung eines Semichinons (NAPQI®)
zu oxidativem Strefl kommen (Younes et al., 1986).

Oxidativer Stref} ist definiert durch eine Imbalance zwischen der Produktion von reaktiven
Sauerstoff-Spezies (ROS) und dem Schutz vor ihnen (Sies, 1986).

Unter den ROS gibt es zum einen die Radikale, wie z.B. das Superoxid- (O,") oder das

Hydroxylradikal (OH"), zum anderen nicht-radikalische, aber dennoch hochreaktive
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Verbindungen, wie das Wasserstoffperoxid (H>O,) oder die organischen Hydroperoxide
(ROOH) (Cadenas et al., 1981).

ROS entstehen nicht nur beim Fremdstoffabbau durch Cytochrom P450-abhingige
Oxygenasen, sondern konnen unter anderem auch wihrend der Zellatmung und von
Immunzellen gebildet werden.

Zum Schutz vor den ROS hat jede Zelle nicht-enzymatische und enzymatische Mechanismen,
die die Reaktionsfihigkeit der ROS herabsetzen. Zu den nicht-enzymatischen zihlen z.B. das
Glutathion oder die antioxidativ wirksamen Vitamine Ascorbinsdure und o-Tocopherol.
Dariiber hinaus gibt es eine Reihe von Enzymen, die ebenfalls dem Schutz der Zelle vor ROS
dienen: Das Superoxidradikal kann von Superoxiddismutasen (SOD), von denen eine
Mangan-haltige mitochondriale und eine Kupfer- und Zink-haltige zytoplasmatische Form

existiert, durch die Reaktion

2 02._ + 2H+ —> H202 + 02

in H,O, iiberfiihrt werden, das in Peroxisomen durch die Katalase

2H,0, — 2H,0 + O,

und im Zytosol durch die Glutathionperoxidasen

H,0,+ 2GSH — 2H,0 + GSSG

in Wasser umgewandelt wird.

Das bei der letzten Reaktion entstehende GSSG wird durch die NADPH-abhingige
Glutathionreduktase wieder zu GSH reduziert.

Radikale und reaktive Elektrophile kénnen aber auch direkt mit GSH reagieren (teilweise von

Glutathion-S-Transferasen im Zytosol katalysiert):

ROOH + 2GSH — H,0 + ROH + GSSG

Die Uberdosierung von Paracetamol mit nachfolgender Bildung von NAPQI und NAPQI’
fiithrt ebenfalls zu oxidativem Stref}. Dies kann zum einen durch das Semichinon selbst und

zum anderen durch ROS, die durch dessen Reaktion mit Sauerstoff gebildet werden,
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geschehen. Keller und Hinson postulierten 1991 die Bildung des Superoxidradikals durch
Reaktion von NAPQI® iiber NADPH mit Sauerstoff. Dieses kann durch Stickstoffmonoxid
unter Bildung von Peroxinitrit abgefangen werden. Peroxinitrit seinerseits fiihrt durch Protein-
Nitrierung zum Zellschaden (Jaeschke et al.,, 2002). Andrerseits kann nach SOD-
katalysiertem Abbau des Superoxids zu H>O; anschlieBend in Anwesenheit von Metallionen
eine Fenton-Reaktion mit Bildung des hochreaktiven Hydroxylradikals (OH") ablaufen
(Goeptar et al., 1995). Das Hydroxylradikal ist nun seinerseits in der Lage, Lipide zu
oxidieren (Bast et al., 1986) und so die Membranfunktion zu beeintrichtigen. Die
Lipidperoxidation (LPO) wurde friither als wichtigster Mechanismus der Hepatotoxizitit von
Paracetamol angesehen (Wendel et al., 1982; Thelen und Wendel 1983). Allerdings 14t sich
die LPO in Zellkulturen nicht nachweisen (Albano et al., 1983; van de Straat et al., 1987;
Donatus et al., 1990, Harman et al., 1992). Das nicht-metabolisierte Paracetamol scheint in
der Rattenzellkultur einen antioxidativen Effekt zu haben und maskiert die LPO (Albano et
al., 1983; Garrido et al., 1991). Gegen eine alleinige Rolle der LPO bei der zelluliren
Schidigung durch Paracetamol spricht auch die Beobachtung, dafl es zwar moglich war, mit
dem Antioxidans Curcumin die LPO zu vermindern, nicht aber die GSH-Depletion und das
LDH-Leck, die die Zellen nach Paracetamoliiberdosierung zeigten (Donatus et al., 1990).
Nichtsdestotrotz scheint das Auftreten von oxidativem Stref3 in einer frithen Phase der
Paracetamolintoxikation eine Rolle im Hinblick auf die Entstehung des Leberzellschadens zu
spielen: Der Abbau von ROS geht einher mit der Bildung von GSSG aus GSH (Jones et al.,
1981). So kann die GSSG-Erhohung in der Leberzelle als ein Zeichen fiir oxidativen Stref3
angesehen werden (Sies und Cadenas, 1985). Diese GSSG-Erhchung ist bereits in einer
frithen Phase der Intoxikation in vitro nachweisbar (vor Verlust der Membranstabilitit)
(Adamson und Harman, 1993). Des weiteren wird das Ausmal} der Zellschidigung sowohl
durch eine vorangehende GSH-Depletion (Farber et al., 1988) als auch durch Hemmung der
GSH-Peroxidase (NAPQI" — NAPQI) oder der GSH Reduktase (GSSG — GSH) verstirkt
(Farber et al., 1988; Nakae et al., 1988; Adamson und Harman, 1989). Dennoch wurde in vivo
der GSSG-Efflux in die Galle auch nach Hemmung der GSH-Reduktase nicht nachgewiesen
(Smith und Mitchell, 1985). Diese Diskrepanzen zwischen in vitro und in vivo durchgefiihrten
Versuchen konnten durch Nahrungsentzug der Versuchstiere vor der Zellpriparation mit
ATP-Verminderung, CYP2EI-Induktion und erhohter Produktion von ROS erklirt werden
(Johansson et al., 1988).

Ein weiteres Argument fiir die Beteiligung oxidativer Vorgidnge an der Toxizitdt des

Paracetamols ist, dal verschiedene Antioxidantien (unter anderem o-Tocopherol) die

6
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schidlichen Auswirkungen einer Paracetamolintoxikation sowohl in vitro als auch in vivo
vermindern konnen (Walker et al., 1974; Kelleher et al., 1976; Fairhurst et al., 1982; Harman
1985; Amimoto et al., 1994).

Insgesamt bleibt noch immer zu klédren, ob die LPO tatsidchlich ein kausales Ereignis oder nur
die Folge der Lebernekrose nach Uberdosierung von Paracetamol darstellt (Vermeulen et al.,

1992).

2.: Neben der ,klassischen* Schidigung von Membranlipiden durch radikalischen Angriff
kann es zur kovalenten Bindung von NAPQI an Lipide kommen (Wendel und Hallbach,
1986). Diese findet nicht radikalisch, sondern als elektrophile Substitution an nucleophile
Stellen des Lipids statt (Smith et al., 1984) und wird im allgemeinen nicht als kausales

Ereignis fiir die Zellschddigung angesehen (Bessems und Vermeulen, 2001).

3. kann NAPQI Thiole oxidieren. Dies geschieht sowohl mit GSH (— GSSG) als auch mit S-
H -Gruppen von Proteinen. Auf diese Weise kénnen Disulfidbriicken, Crosslinks zwischen
den Proteinen und zwischen GSH und Proteinen entstehen (Albano et al., 1985; Vermeulen et
al., 1992; Hinson et al., 1995; Holtzman, 1995). Obwohl spezifische Proteine durch NAPQI
oxidiert oder glutathioniliert werden kdnnen (Birge et al., 1991), scheint dies keine grofere

Rolle fiir die Zytotoxizitit von Paracetamol zu spielen (Gibson et al., 1996).

4.: NAPQI kann aber auch als Elektrophil kovalente Bindungen an Proteine eingehen
(Hoffmann e al. 1985a; Hoffmann et al., 1985b). Zum Beispiel kann es auf diese Weise
durch Bindung an die Ribonucleotidreductase die DNS-Replikation vermindern (Hongslo et
al., 1990).

Paracetamol bindet sowohl an mikrosomale (Weis et al., 1992b; Holtzman, 1995) als auch an
mitochondriale (Halmes et al., 1996), zytosolische (Bartolone et al., 1989; Pumford et al.,
1992; Hoivic et al., 1996) oder nukledre (Hongslo et al., 1994; Brunborg et al., 1995)
Proteine. Einige dieser Proteine haben mit dem Calcium (Ca2+)-Hausha1t zu tun (Shen et al.,
1991). Bei der Reaktion handelt es sich um eine Arylierung (Hoffmann et al., 1985a), die
nicht nur an Cysteingruppen stattfindet (Matthews et al., 1996). Das Ausmal} der

Proteinarylierung verlduft dabei parallel zum Leberschaden (gemessen am Enzymanstieg)

7
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(Pumford et al., 1990) bzw. zum Ausmal} der Nekrose (Mitchell et al., 1984). Auch wurde ein
Zusammenhang zwischen durch Paracetamol ausgel6ster Zentrilobuldrnekrose und Menge an
arylierten Proteinen in diesem Bereich gefunden (Hinson et al., 1996). Im Zuge der Nekrose
traten diese arylierten Proteine dann aus der Zelle aus. Auch bei Menschen mit

Paracetamolintoxikation wurden arylierte Proteine im Serum gefunden (Hinson ef al., 1990)

5.: Ein weiterer zur Hepatotoxizitit von Paracetamol beitragender Faktor ist die Storung der
Ca**-Homéostase. Es wird nicht nur Ca”* aus isolierten Mitochondrien freigesetzt (Albano ez
al., 1985; Moore et al., 1985; Weis et al., 1992a; Weis et al., 1992b), sondern auch der
intrazellulire Calciumspiegel erhoht. Im Zellinneren befindet sich wenig Ca®* (<0,001
mmol/l), im Gegensatz zum Extrazellularraum (2,5 mmol/l). Dieser Unterschied wird durch
Ca®*-ATPasen in der Plasmamembran aufrechterhalten. NAPQI inhibiert diese ATPasen
(Moore et al., 1985); deren Thiolgruppen werden wihrend der Reaktion oxidiert (Boobis et
al., 1989) und miissen unter GSH-Verbrauch wieder reduziert werden. NAPQI bewirkt eine
GSH-Depletion, die Oxidation der Thiolgruppen von Proteinen und es bindet kovalent an
Proteine (Moore et al., 1985). Dariiber hinaus werden durch NAPQI auch die Ca’*-ATPasen
der Mikrosomen gehemmt, die fiir eine Aufnahme des {iiberschiissigen intrazelluliren
Calciums in die Mikrosomen und so fiir die Absenkung des intrazelluldren Calciums sorgen.
Auf diese Weise wird der Calciumspiegel innerhalb der Zelle zusitzlich erhoht (Moore et al.,
1985). Ein Zusammenhang zwischen Nekrose und Ca**-Anstieg in der Zelle konnte in vivo
und in vitro beobachtet werden (Landon et al., 1986; Tee et al., 1986). Calciumantagonisten
(Verapamil, Nifedipin) verringern die Zytotoxizitdt von Paracetamol (Landon et al., 1986).
Allerdings gibt es auch Ergebnisse, die dafiir sprechen, daf} der intrazelluldre Calciumanstieg

einen sekundéren Effekt kurz vor Ausbildung der Nekrose darstellt (Grewal und Racz, 1993).

Inwiefern die Apoptose neben der Nekrose eine Rolle fiir die Paracetamoltoxizitit spielt, wird
noch diskutiert:

Durch die Ca**-Akkumulation im Zellkern kommt es sowohl in vivo als auch in vitro zur
Aktivierung von Endonukleasen mit konsekutiver DNS-Fragmentation. Dies geschieht vor
Ausbildung der Nekrose und konnte somit eine Rolle fiir die zytotoxische Wirkung des

Paracetamols spielen (Shen er al., 1992). Neben der DNS-Fragmentation werden auch

8
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Kernkondensation und Glykogenverlust beobachtet (Ray et al., 1996). Auch beim Menschen
wurde der Ablauf von Apoptose nachgewiesen: Die Apoptoserate in Leberpriparaten von
Patienten mit fulminantem Leberversagen nach Paracetamolintoxikation betrug in den
Untersuchungen von McGregor et al. (2003) 0,6 %. Wiger et al. beobachteten 1997 eine
dosisabhingige Hemmung der Zellproliferation durch Paracetamol in HL-60-Zellen schon bei
relativ niedrigen Dosen. Hohe Dosen fiihrten zu Kernkondensation und DNS-Fragmentation,
jedoch war in der Elektrophorese kein klares Apoptose-typisches Leiter-Bild zu erkennen. Als
Erkliarung fiir diese Beobachtungen vermuteten sie eine inkomplett abgelaufene Apoptose mit
nachfolgender Nekrose (Wiger et al., 1997). Fiir diese Erkldrung spricht auch die Tatsache,
da3 Paracetamol nicht die Caspase-7 aktiviert (El-Hassan et al., 2003). Beziiglich der
Caspase-3-Aktivierung liegen in der Literatur unterschiedliche Ergebnisse vor (Bae et al.,
2001; Boulares et al., 2002; Gujral et al., 2002; El-Hassan et al., 2003); sowohl Bae et al. als
auch Boulares er al. fanden eine Erhohung der Caspase-3-Aktivitit und Efflux von
Cytochrom-c aus den Mitochondrien ins Zytosol in C6-Gliomzellen bzw. in SK-Hep1-Zellen,
primédren menschlichen Lymphozyten und Jurkat T-Zellen. Die Caspaseaktivierung und die
Ausprigung der Apoptose waren durch Caspaseinhibitoren bzw. Uberexpression des anti-
apoptotischen Proteins Bcl-XL zu vermindern. Im Gegensatz dazu war die Caspase-3-
Aktivitit in primédren Méusehepatozyten in den Versuchen von El-Hassan et al. und Gujral et
al. nicht erhoht. Bae et al. verzeichneten dariiber hinaus eine Zunahme des pro-apoptotisch
wirkenden Bax-Proteins, Boulares et al. weiterhin eine Aktivierung der Caspasen 8 und 9
sowie Degradierung von DNS und Lamin B1. Gujral et al. fanden zwar eine Zunahme der
apoptotischen Zellen nach morphologischen Kriterien, die nekrotischen Zellen stiegen jedoch
entschieden stirker an.

Als Ursprung der apoptotischen Zellreaktion werden die Kupffer-Zellen angesehen
(McGregor et al., 2003). Diese scheinen jedoch auch {iiber verschiedene Mechanismen
(antiinflammatorische Zytokine, verstirkte Leberzellregeneration) Schutzwirkung gegen die
Hepatotoxizitit des Paracetamols zu haben (Ju et al., 2002).

Neben verschiedenen anderen genotoxischen Effekten wie der Bildung von DNS-Addukten
(Corbett et al., 1989; Corbett et al., 1992) durch NAPQI®, kovalenter Bindung an die DNS
(Hongslo et al., 1994), Schwesternchromatidaustausch und Chromosomenaberrationen

(Hongslo et al., 1988; Hongslo et al., 1990; Hongslo et al., 1991; Giri et al., 1992) und
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1. Einleitung

Reduktion der DNS-Synthese-Rate (Topinka et al., 1989) kann Paracetamol die Induktion von

DNS-Einzelstrangbriichen (SSBs) bewirken. Dies geschieht allerdings sowohl in vivo als auch

in vitro nur nach Gabe hepatotoxischer Dosen (Sasaki, 1986; Hongslo ef al., 1988; Hongslo et

al., 1994). Auch durch Paracetamoliiberdosierung induzierte ROS kénnen SSBs bewirken

(Collins et al., 1995). Als auslosendes Agens wird NAPQI angenommen (Dybing et al.,

1984). Die SSBs wurden in vivo zwar in der Leber, nicht aber in der Niere nachgewiesen

(Hongslo et al., 1994). Des weiteren erhoht die Pridinkubation mit Paracetamol die SSB-Rate,

die durch 4-Nitrochinolin-N-Oxid induziert wird (Hongslo et al., 1994).

NAPQI NAPQI*

kovalente g \
Bindung ROS-Induktion
an Lipide . .

Protein- oxidativer
Protein/GSH - arylierung Strell
Oxidation / v v

’ DNA-Schiden/ / Lipidperoxidation

Storung der _~| Fragmentation
Ca?*-Homoostase

\ |

Apoptose?

Abb. 1-2: Durch Paracetamol verursachte Zellschidigung
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1. Einleitung

1.2. N-Acetylcystein (NAC)

N-Acetylcystein (NAC, Fluimucil®) , chemisch (R)-2-Acetamido-3-mercaptopropionsiure, ist
das bei Paracetamolvergiftung klinisch eingesetzte Antidot (Mitchell et al., 1973; Prescott,
1983; Corcoran et al., 1985). Es fordert die Synthese von GSH (Miners et al., 1984), das bei
der Konjugation mit NAPQI und der Reduktion oxidierter Thiole verbraucht wird (Boobis et
al., 1989), hemmt die Lipidperoxidation (Fairhurst et al., 1982), vermindert das Ausmal} der
DNS-Fragmentation (Shen et al.,1992) und stellt auBerdem Sulfat fiir die Sulfatierung des
Paracetamols bereit. Es kann per os mit einer Initialdosis von 140 mg/kg Korpergewicht (KG)
und einer Erhaltungsdosis von 70 mg/kg KG alle 4 Stunden bis zu einer Gesamtdosis von
1200 mg/kg KG (Corcoran und Wong, 1986) gegeben werden. Kiirzere Regimes von 24-36
Stunden werden heute allerdings bevorzugt (Kociancic und Reed, 2003). Alternativ steht eine
(gleich effektive) intravendse Therapie mit einer Initialdosis von 150 mg/kg KG in 200 ml 5
% Glucoselosung als Kurzinfusion tiber 15-30 Minuten, einer Erhaltungsdosis von 50 mg/kg
KG in 500 ml 5 % Glucoselosung iiber 4 Stunden mit folgend 100 mg/kg KGin 115 %
Glucoseldsung iiber 16 Stunden bis zu einer Gesamtdosis von 300 mg/kg KG in 20 Stunden
zur Verfiigung.

N-Acetylcystein mildert den durch Paracetamolintoxikation hervorgerufenen Leberschaden
(Boobis et al., 1986); die kovalente Bindung an Proteine kann jedoch nur eine extrem hohe
Dosis verhindern (Speeg et al., 1985).

Die Nebenwirkungen einer Acetylcysteinbehandlung sind neben gastrointestinalen
Symptomen wie Ubelkeit, Erbrechen, Sodbrennen, Durchfillen hauptsichlich allergischer Art
(unter anderem Urtikatia, Ekzeme, Bronchospasmus; Tachykardie und Blutdruckabfall sind

moglich).
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1. Einleitung

1.3. Silibin

Silibin (Silybin, Silibinin) ist Bestandteil des Silymarins, welches ein Gemisch aus
Flavonollignanen darstellt. Man findet es in den Friichten der Mariendistel (Silybum
marianum). Es handelt sich um 3,5,7-Trihydroxy-2-[3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-
(hydroxymethyl)-1,4-benzodioxan-6-yl]-4-chromanon.

Es findet als Legalon® Anwendung als Antidot bei Intoxikation mit dem Knollenblitterpilz
(Amanita phalloides). Weiterhin wird es als Lebertherapeutikum bei toxischem Leberschaden
und in der adjuvanten Therapie bei entziindlichen Lebererkrankungen und Leberzirrhose
eingesetzt (z.B. Silibene®, Heliplant®) und in Kombinationspriparaten bei Hepatopathien,
Stauungsleber oder Gallenproblemen (z.B. Bilisan®, Cheirathol®, Hepar-Pasc®).

Die iibliche Dosis liegt bei 3 x 0,035-0,14 g/d oral, bei Knollenblitterpilzvergiftung als
intravendse Therapie 20 mg/kg KG/d in 4 zweistiindigen Infusionen.

Wihrend die kovalente Bindung von NAPQI an Proteine durch Silibin nicht beeinflufit wird
(Miguez et al., 1994), schiitzt das Silibin vor Paracetamol-induzierter Lipidperoxidation und
dem Anstieg der Leberenzyme (Muriel et al., 1992). Silibin wird als Antioxidans und als
Radikalfidnger angesehen. Im Gegensatz zu den Versuchen von Muriel et al. (1992), bei denen
kein Schutz vor der GSH-Depletion gefunden wurde, konnte durch andere Arbeitsgruppen in
vivo und in vitro ein solcher verzeichnet werden (Campos et al., 1989; Chrungoo et al., 1997).
Shear et al. postulierten 1995, dafl der zytoprotektive Effekt des Silibins auf einer Erhhung
des verfiigbaren GSHs und einer zusitzlichen Mitochondrienmembran-stabilisierenden
Wirkung beruhe. Es erhohte die Aktivitidt der SOD und die der Glutathionperoxidase, beides
Enzyme, die dem Schutz vor ROS dienen (Altorjay et al., 1992). Dariiber hinaus soll Silibin
den Abbau von Paracetamol zu NAPQI hemmen und durch die Kumulation von
unmetabolisiertem Paracetamol dessen antioxidative Wirkung verstirken (Garrido et al.,
1991). Dvorak et al. fanden 2003 bei primdren humanen Hepatozyten einen nur gering
ausgepragten Schutz vor der Paracetamoltoxizitit, dafiir aber zytotoxische Effekte durch

Silibin selbst.
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1. Einleitung

1.4. o-Tocopherol

Tocopherol (Vitamin E) gehort zu den fettloslichen Vitaminen. Es handelt sich dabei um eine
Gruppe von 8 bisher bekannten Isoformen, die sich durch Zahl und Anordnung der
Methylgruppen am Chromanring unterscheiden. Innerhalb dieser Isoformen ist das o-
Tocopherol biologisch am bedeutsamsten. Es ist in vielen Nahrungsmitteln enthalten,
besonders in Keimlingen (Weizenkeimél), Gemiise und auch in Milchprodukten. Tocopherol
wird schnell oxidiert und daher als Antioxidans (z.B. fiir Pflegedle) verwandt. Vitamin E
schiitzt die Zelle vor Schidden durch Oxidation der Thiolgruppen und der mehrfach
ungesittigten Fettsduren der Zellmembranen.

Der tédgliche Bedarf des Menschen an Vitamin E betrdgt 10-25 mg.

o-Tocopherol schiitzt vor der Hepatotoxizitidt von Paracetamol in vivo (Walker et al., 1974;
Kelleher et al., 1976; Amimoto et al., 1994) und in vitro (Harman, 1985) und es vermindert
die Paracetamol-induzierte Lipidperoxidation in vitro (Fairhurst et al., 1982). AuBerdem
schiitzt es Zellen vor durch oxidativen Stre (H,O,) induzierten DNS-Schidden (Slamenova et

al., 1999) und senkt endogene oxidative DNS-Schédden (Duthie ef al., 1996).
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1. Einleitung

1.5. _Aufgabenstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Zusammenhang zwischen der Zytotoxizitdt und der

DNS-Strangbriiche induzierenden Wirkung von Paracetamol zu untersuchen. Dazu sollte in

priméren Rattenhepatozyten

1.

die Dosis-Wirkungskurve des zytotoxischen Effekts von Paracetamol mit der seines DNS-
Strangbriichen induzierenden Effekts verglichen werden. Damit sollten Hinweise auf
einen moglichen kausalen Zusammenhang zwischen beiden Wirkungen gewonnen
werden. Triten Strangbriiche erst bei zytotoxischen Dosierungen von Paracetamol auf, so
wiren sie eher als ein Epiphdnomen des Zelltods zu deuten als als eine der Ursachen.
Triten Strangbriiche aber schon im noch nicht zytotoxischen Dosisbereich auf oder
zeigten sie die gleiche Dosis- Wirkungskurve wie die Zytotoxizitit, so wire ein kausaler

Zusammenhang mit dem Zelltod nicht auszuschlie3en.

der EinfluB von drei verschiedenen Antioxidantien, N-Acetylcystein, Silibin und -
Tocopherol, auf den zytotoxischen Effekt von Paracetamol einerseits und seinen DNS-
Strangbriiche induzierenden Effekt andrerseits gepriift werden. Aus einem solchen
Vergleich wiren neben einer Aussage iiber die jeweiligen Wirkmechanismen auch
Hinweise auf die Art des Zusammenhangs der beiden Wirkungen zu erwarten. Wére nur
einer der beiden Effekte durch Antioxidantien zu hemmen, so spriche das gegen einen

kausalen Zusammenhang.
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2.  Material

2. Material

Das fiir die Herstellung der Puffer und Losungen verwendete Wasser wurde in einem
Ionenaustauscher deionisiert und anschliefend demineralisiert (Millipore-Anlage der Fa.

Behr).

Alle toxischen Substanzen, wie MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-

Tetrazoniumbromid) und DMSO wurden gesondert gesammelt und entsorgt.

2.1. Versuchstiere

Die zur Kultur verwendeten Hepatozyten wurden aus perfundierten Lebern mannlicher
Wistar-Ratten mit einem Korpergewicht zwischen 250-300 g isoliert.

Den Tieren stand Wasser und handelsiibliches Tierfutter ad libitum zur Verfiigung.

2.2. Chemikalien und biologische Komponenten

Alle nicht gesondert aufgefiihrten Chemikalien und Materialien wurden von den Firmen

Sigma und Merck, die Kulturgefidfle von den Firmen Nunc und Falcon bezogen.

Pentobarbital Nembutal® der Fa. Richter Pharma

Collagenase Typ CLS 208 U/mg der Fa. Biochrom

Tris Fa. Biomedicals Inc.

Triton X-100 Fa. Fluco BioChemika

Agarose LMP: NuSieve® GTG® Agarose der Fa. FMC BioProducts

Molecular Biology Grade Agarose, Gelstrength (1 % Gel), 1,270

g/cm?2 der Fa. Eurogenetic
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2.  Material

2.3. Gerite

Perfusions-Pumpe
+ Heizer
Mikroskop
Brutschrank

Sterilbank

Zentrifuge
Waage

pH-Meter

Vortexer
Ultraschallbad

Riihrer

Schiittler
ELISA-Reader
Wasserbad

Netzteil
Elektrophoresekammer
Fluoreszenzmikroskop

Fotoapparat

IKA-Schlauchpumpe PA-M1 der Fa. Janke & Kunkel

Typ FE der Fa. Hanke & Briider

Axiovert 100 der Fa. Zeiss

IG 150 der Fa. Jouan

LC 2 der Fa. Jouan

BSB 4 der Fa. Gelaire

Tischzentrifuge Universal 30 F der Fa. Hettich

MC 1 Backweigher AC 120S-00DC der Fa. Sartorius

1265 MP der Fa. Sartorius

PHM 83 Autocal pH-Meter der Fa. Radiometer Copenhagen
PHM 93 Reference pH-Meter der Fa. Radiometer Copenhagen
VF 2 der Fa. Jahnke und Kunkel

2210 der Fa. Branson

MR 80 der Fa. Heidolph

LK 2 der Fa. Edmund Biihler

Multscan MS der Fa. Labsystem

Thermomix 1420 der Fa. B. Braun Melsungen AG

ES835 der Fa. Consort

DNA SubCell der Fa. Biorad

Axiolab der Fa. Zeiss mit Quecksilberdampflampe HBO 50
AE-1 der Fa. Canon
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3. Methoden

3. Methoden

3.1. Hepatozytenpriparation

Die Primirhepatozyten wurden aus ménnlichen Wistar-Ratten (250-300 g) nach einer
modifizierten Methode von Lindl und Mitarbeitern (1989) isoliert. Das Prinzip dieser Priparation
basiert auf der aufeinanderfolgenden Perfusion der Leber mit zwei Puffern; zunédchst werden
durch einen Ca®*-freien Vorperfusionspuffer die Desmosomen der Hepatozyten durch
Calciumentzug gelost und das Blut entfernt. Im zweiten Schritt baut die durch Calcium aktivierte
Collagenase die extrazellulire Matrix ab, so daB3 sich der Zellverband des Leberparenchyms in
Einzelzellen auflost. Die einzelnen Parenchymzellen konnen aufgrund ihrer héheren Dichte

anschlieBend durch Zentrifugation von den Nichtparenchymzellen getrennt werden.

Alle Schléduche fiir die Perfusion wurden zunichst mit 80 % Ethanol, dann mit sterilem Aqua

bidest und schliellich mit Vorperfusionspuffer gespiilt.

Die Tiere wurden durch intraperitoneale Gabe von Pentobarbital (120 mg/kg Korpergewicht)
anisthesiert.

Brust- und Bauchhohle wurden unter Narkose ventral eroffnet und die Pfortader (Vena portae)
freigelegt.

Um die Pfortader wurden zwei lose Ligaturen gelegt, eine Brauniile mit angeschlossenem
Perfusionsschlauch in das Gefdl3 eingefiihrt, sowie die Ligaturen zur Abdichtung zugezogen. Die
untere Hohlvene (Vena cava inferior) wurde zum Abflu} der Perfusionslésung mit der Schere
durchtrennt (vgl. Abb. 3-1). Die DurchfluBgeschwindigkeit der Puffer betrug 20 ml/min.
Nachdem der Vorperfusionspuffer (300 ml) verbraucht war, erfolgte mit gleicher
Durchflu3geschwindigkeit die Perfusion mit dem Collagenasepuffer fiir weitere 10 Minuten.
Wihrend der gesamten Perfusionszeit wurden die Perfusionslésungen mit Carbogen begast.
Danach wurde die Leber aus dem Tier entnommen, die Leberkapsel mechanisch zerstort und die

Leberzellen in Williams Medium E (WME, Sigma) aufgenommen.
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3. Methoden
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Abb. 3-1 : Leberperfusion in situ nach Lindl et al., 1989

Diese Zellsuspension wurde anschlieend durch eine feine Gaze filtriert und zur Abtrennung der
Hepatozyten zentrifugiert (Universal 30 F, Hettich). Nach dem ersten Zentrifugationsschritt (5
Minuten bei 50 x g) wurde das Pellet in Williams Medium E resuspendiert und erneut bei 50 x g
fiir 3 Minuten zentrifugiert; das Pellet wurde in 16,5 ml Williams Medium E aufgenommen. Dann
wurden die lebenden von den toten Zellen mittels eines Percoll-Gradienten getrennt. Hierzu
wurden 28,71 ml Percoll mit 4,29 ml zehnfach konzentriertem PBS-Puffer gemischt und die in
WME suspendierten Hepatozyten hinzugefiigt. Nach diesem letzten Zentrifugationsschritt, der fiir
5 Minuten bei 1000 x g erfolgte, wurde der Uberstand zusammen mit der Interphase verworfen
und das Pellet in WME , komplett* aufgenommen (die Zusammensetzung des PBS-Puffers und

des WME , komplett* ist im Anhang unter 7.1. aufgefiihrt).
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3. Methoden

Die Bestimmung der Viabilitit der isolierten Hepatozyten erfolgte durch eine Féarbung mit
Trypanblau. Hierzu wurden 50 pl der Zellsuspension mit 0,4 %iger Trypanblaulosung 1:10
gemischt und in einer Neubauer-Kammer ausgezihlt. Es wurden nur Hepatozytenpriparationen
fiir Versuche eingesetzt, deren Viabilitit >90 % betrug. Die Zellsuspension wurde mit WME

,komplett* auf eine Konzentration von 0,67 x 10° Zellen/ml eingestellt.

3.2. Hepatozytenkultur

Alle Arbeiten mit den Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

Zum Collagenisieren der Zellkulturplatten (Falcon, Nunc) wurde eine Collagenlésung (Kollagen
Typ VII, Sigma, 5 pg Collagen/cm? Kulturfliche) auf die Boden der wells aufgetragen und
mindestens eine Stunde unter UV-Bestrahlung getrocknet.

Pro 24-well-Platte wurden ca. 200.000 Zellen/well (300 pl der Zellsuspension) und pro 6-well-
Platte ca. 10° Zellen/well (1,5 ml der Suspension) gegeben. AnschlieBend wurden die
Kulturplatten in einen Brutschrank verbracht (37° C, 5 % CO.,).

Die Anheftung der Hepatozyten an die Kulturplattenbdden erfolgte in den ersten zwei Stunden
der Kultur. Nach der 2. Stunde wurde ein Mediumwechsel zur Entfernung nicht-adhirenter Zellen

durchgefiihrt, wobei die Zellen einmal mit PBS gewaschen wurden.
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3.2.1. Schidigung der Hepatozyten mit Paracetamol

5 Stunden nach dem Medienwechsel erfolgte eine Behandlung der Zellen mit in WME
,.komplett™ gelostem Paracetamol. Dieses wurde in den Endkonzentrationen 10 mM, 20 mM, 25
mM, 30 mM, 35 mM und 40 mM eingesetzt. Dazu wurde eine Stammlosung von 50 mM
Paracetamol in WME ,komplett* angesetzt und bis zur vollstindigen Losung des Paracetamols
ca. eine Stunde lang in einem Ultraschallbad belassen. Nach einer Inkubationszeit von 12
Stunden wurde das Schidigungsmedium abgenommen und nach Waschen mit PBS durch WME

,komplett* ersetzt.

Die Zellen wurden nach Beendigung der Schiddigungszeit (Zeitpunkt [12 h]) und nach einer

weiteren, 24stiindigen Inkubation (Zeitpunkt [36 h]) verwandt.

Zum Zeitpunkt [12 h] wurde der Comet Assay (s.3.4.) sowie eine Uberpriifung der Zellviabilitit
durch MTT- (s.3.3.1.) und Neutralrottest (s. 3.3.2.) durchgefiihrt.

Zum Zeitpunkt [36 h] wurde erneut die Zellviabilitit bestimmt.

Der Kulturverlauf ist in Abbildung 3-2 graphisch dargestelit.

Aussaat Mediumwechsel APAP Mediumwechsel

d7n L5n don l12n d36n

T T

Comet Assay Viabilitiitstests
Viabilitéitstests

Abb. 3-2 : Verlauf der Hepatozytenkultur
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3.2.2. Behandlung der Hepatozyten mit Paracetamol und N-Acetylcystein (NAC)

Die Behandlung der Zellen mit Paracetamol erfolgte wie unter 3.2.1. beschrieben.

Zusitzlich wurde ein Teil der Zellen mit N-Acetylcystein vorbehandelt und ein weiterer Teil
wurde gleichzeitig mit Paracetamol und N-Acetylcystein inkubiert.

Fiir die Prdinkubation wurden die Zellen zum Zeitpunkt des Medienwechsels ([-5 h]) mit N-
Acetylcystein (Sigma) behandelt. Nach 5 h wurde das Medium entfernt, einmal mit PBS
gewaschen und durch Paracetamol-haltiges Medium ersetzt.

Fiir die Mitinkubation wurde N-Acetylcystein dem Paracetamol-haltigen Medium zugesetzt.
N-Acetylcystein wurde jeweils in der Konzentration 10 uM sowie 100 uM eingesetzt. Hierzu

wurde eine Stammldsung von 100 mM in WME , komplett* angesetzt.

3.2.3. Behandlung der Hepatozyten mit Paracetamol und Silibin

Die Behandlung der Zellen mit Paracetamol erfolgte wie unter 3.2.1. beschrieben.

Zusitzlich wurde ein Teil der Zellen mit Silibin (Sigma) vorbehandelt und ein anderer Teil wurde
gleichzeitig mit Silibin und Paracetamol inkubiert.

Fiir die Pridinkubation wurden die Zellen zum Zeitpunkt des Medienwechsels ([-Sh]) mit Silibin
behandelt. Nach 5 Stunden wurde dieses Medium entfernt, einmal mit PBS gewaschen und durch
Paracetamol-haltiges Medium ersetzt

Fiir die Mitinkubation wurde Silibin dem Paracetamol-haltigen Medium zugesetzt.

Silibin wurde in einer Konzentration von 25 pM eingesetzt. Hierzu wurde eine Stammldsung von

50 mM in DMSO angesetzt.
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3.2.4. Behandlung der Zellen mit Paracetamol und Vitamin E

Die Behandlung der Zellen mit Paracetamol erfolgte wie unter 3.2.1. beschrieben.

Weitere Zellkulturplatten wurden mit Paracetamol-haltigem Medium behandelt, welches
zusitzlich das Antioxidans a-Tocopherol-Succinat (Sigma) enthielt. a-Tocopherol-Succinat
wurde in einer Endkonzentration von 50 uM eingesetzt, eine Konzentration, die sich in
Vorversuchen der Arbeitsgruppe als nicht zytotoxisch erwiesen hatte. Hierzu wurde eine

Stammlsung von 25 mM in DMSO angesetzt.

3.2.5. Behandlung der Zellen mit N-Acetylcystein

Zum Austesten der Zytotoxizitdt wurde N-Acetylcystein (Sigma) in folgenden Konzentrationen
eingesetzt: 10 pM, 100 uM, 1 mM, 10 mM und 100 mM. Diese wurden nach dem
Medienwechsel ([-5 h]) auf die Zellen gegeben und nach 20 Stunden abgenommen. Danach und

weitere 24 Stunden spiter wurde ein MTT-Test durchgefiihrt.
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3.3. Methoden zur Bestimmung der Viabilitiit der Zellen

3.3.1. Colorimetrischer MTT-Test

Der MTT-Test (modifiziert nach Mosmann et al., 1983) basiert auf der Umsetzung des
Tetrazoliumsalzes MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoniumbromid) durch
mitochondriale Enzyme. In aktiven Mitochondrien wird MTT durch Dehydrogenasen zu einem
farbigen Formazansalz umgesetzt (vgl. Abb. 3-3). Dieses Salz weist eine charakteristische
Absorption bei 560 nm auf. Der MTT-Test ermdglicht daher eine spektro-photometrische
Quantifizierung der Viabilitit von Zellen.

Das MTT (Sigma) wurde in PBS-Puffer in einer Konzentration von 3,5 mg/ml geldst.

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschlieBend mit einer MTT-Losung der
Konzentration 0,7 mg/ml in PBS-Puffer fiir 30 Minuten im Brutschrank (37° C, 5 % CO,)
inkubiert.

Nach Abnahme der MTT-Losung wurde das gebildete Formazansalz mit Isopropanol /
Ameisensdure (Verhiltnis 95:5) in Losung gebracht. 100 pl der farbigen Losung wurden in eine
96-well-Platte pipettiert und im ELISA-Reader (SLT 400 ATC der Firma SLT Labinstruments)

bei 560 nm gemessen.

o° T o

- _
Q—‘"l‘ NAD" T ?
CHs CH3

Abb. 3-3: Umsetzung von MTT in ein Formazansalz durch mitochondriale Dehydrogenasen in vitalen Zellen
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3.3.2. Neutralrottest

Der Neutralrottest (nach Borenfreund et al., 1985) basiert auf der aktiven Aufnahme und
Speicherung des Farbstoffes 2-Amino-3-methyl-7-dimethyl-aminophenazoniumchlorid in
Lysosomen bei intakter Membranfunktion. Der Farbstoff weist eine charakteristische Absorption
bei 550 nm auf. Auf diese Weise kann die Zellviabilitit spektro-photometrisch quantifiziert
werden.

Die eingesetzte Neutralrotlosung mit der Konzentration 50 pg/ml wurde durch Verdiinnung einer
Neutralrot-Stammlosung (4 mg/ml Neutralrot (Sigma) in Aqgua bidest) mit WME , komplett*
hergestellt.

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschlieBend mit der Neutralrotlosung fiir 2-4
Stunden im Brutschrank inkubiert. Danach wurde die Losung abgenommen, die Zellen wurden
kurz mit Fixierlosung (1 % Formaldehyd + 1 % CaCl,) fixiert, zweimal mit PBS gewaschen und
das Neutralrot wurde mit 300 ul Extraktionslosung (50 % Ethanol + 1 % Essigsdure) aus den
Zellen gelost. Zur vollstandigen Extraktion des Neutralrotfarbstoffes wurden die Kulturplatten 40
min. auf einem Schiittler bei Raumtemperatur inkubiert. 100 pl des extrahierten Farbstoffes
wurden anschliefend in eine 96-well-Platte pipettiert und im ELISA - Reader (SLT 400 ATC der

Firma SLT Labinstruments) bei 550 nm gemessen.
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3.4. Comet Assay

Die alkalische Einzelzell-Gelelektrophorese (SCGE oder Comet Assay) wurde 1988 von Singh et
al. entwickelt und stellt eine einfache und schnelle Methode zum Nachweis von DNS-Schiden

(Strangbriiche und Alkali-labile Stellen) auf Einzelzellniveau dar.

3.4.1. Herstellung der Objekttriger

Fiir die Herstellung der Pridparate wurden Objekttriger mit aufgerauhtem Beschriftungsfeld
verwandt, um eine bessere Haftung der aufgetragenen Gelschichten zu gewihrleisten. Es wurde
eine 1,5 %ige Agaroselosung (in PBS) hergestellt und vor der Verwendung 3 mal aufgekocht. Die
Basalschicht aus Agarose wurde aufgetragen, indem mit Methanol gereinigte Objekttriger bis zur
Hilfte des Beschriftungsfeldes in die heille (>60° C) Agarose getaucht wurden. Zum Trocknen
wurden sie iiber Nacht horizontal gelagert und konnten in getrocknetem Zustand bei

Zimmertemperatur aufbewahrt werden.

3.4.2. Auftragen der Zellen

Eine 0,5 %ige Low Melting Point (LMP)-Agarose wurde bei 95° C aufgekocht, auf 37° C
abgekiihlt und bis zur weiteren Verwendung im Wasserbad bei 37° C fliissig gehalten.

Die Zellen wurden durch dreiminiitige Inkubation mit Collagenasepuffer (100 ul) von der
Kulturplatte gelost. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von serumhaltigem Medium
(100 ul) gestoppt. Auf die vorbeschichteten und getrockneten Objekttriger erfolgte das Auftragen
der Zellsuspension. Dazu wurden 20 ul der Hepatozyten-Suspension mit 150 ul LMP-Agarose
vorsichtig in ein Eppendorf-Gefd$ iiberfiihrt und das Gemisch dann auf einen der Objekttriger

pipettiert und mit einem Deckglas bedeckt. Fiir jede Konzentration wurden zwei Objekttriger auf
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diese Weise angefertigt. Nach ungefihr 5 Minuten im Kiihlschrank war die Agaroseschicht
erstarrt. Das Deckglas wurde dann vorsichtig abgezogen und die Pridparate iiber Nacht (bis
langstens 72 h) in eine Kiivette mit 4° C kalter Lyselosung gestellt.

Die Lyselosung besteht aus 2,5 M NaCl, 100 mM Na,EDTA (372 g/mol), 10 mM Tris und 1 %
Na-Laurylsarkosinat in destilliertem H,O. Vor Zugabe des Na-Laurylsarkosinats wurde der pH-
Wert mittels NaOH-Plitzchen auf 10 eingestellt. Ca. 12 h bevor die Objekttriager in die Losung
gestellt werden, wird die Losung durch Zugabe von 1 % Triton-X-100 und 10 % DMSO
komplettiert.

Wihrend der Lyse werden zelluldre Proteine und Membranen zerstort, so dal der Zellkern frei in

der Agarose vorliegt.

3.4.3. Alkalidenaturierung, Elektrophorese und Neutralisation

Die Priparate wurden aus der Lyselosung genommen, kurz mit Aqua bidest gewaschen und
horizontal mit der Gelschicht nach oben in die in einem Eisbad stehende Elektrophoresekammer
gelegt. Die Kammer wurde vorsichtig mit dem alkalischen (pH 13) Elektrophoresepuffer gefiillt,
bis die Préparate ca. 2-3 mm mit Puffer iiberschichtet waren. Wihrend der Denaturierung und der
Elektrophorese wurde eine direkte Lichtbestrahlung vermieden, um so eine zusétzliche Induktion
von DNS-Schéden zu verhindern. In allen Versuchen betrug die Zeit fiir die Alkali-Denaturierung
der DNS und die Expression der Alkali-labilen Stellen 25 Minuten. Unmittelbar auf die Alkali-
Behandlung folgte dann die 25-miniitige Elektrophorese. Die gewiinschte Stromstirke (300 mA;
25V = 0,86 V/cm) wurde durch Zu- oder Abpipettieren des Elektrophoresepuffers erreicht.

Der Elektrophoresepuffer besteht aus 300 mM NaOH und 1 mM Na,EDTA (372 g/mol) in
destilliertem H,0.

Nach der Elektrophorese wurden die Objekttriger aus der Kammer genommen, kurz in Aqua
bidest gewaschen, und horizontal auf einen Abtropfstinder gelegt. Zur Neutralisation wurden sie

mit Neutralisationspuffer (0,4 M Tris, pH mit rauchender Salzsdure auf 7,5 eingestellt)
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tiberschichtet. Nach 5 Minuten wurde der Puffer abgegossen und der Neutralisationsvorgang noch
zweimal wiederholt.

Danach wurden die Objekttriger kurz in eine Kiivette mit Aqua bidest getaucht, 5 Minuten in 99
% Ethanol gestellt und schrigstehend getrocknet. In trockenem Zustand wurden die Objekttriger

bis zur Auswertung aufbewahrt.

3.4.4. Farbung und Auswertung

Die getrockneten Objekttriger wurden kurz in eine Kiivette mit Aqua bidest getaucht. Zur
Farbung der Priparate wurden 30 ul des DNS-interkalierenden Farbstoffes Ethidiumbromid (20
pg/ml) aufgetragen, der Objekttriger mit einem Deckglas bedeckt und bis zur Auswertung in eine
feuchte Kammer gelegt.

Die Auswertung erfolgte bei 400-facher VergroBerung unter einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss
Axiolab; Anregungsfilter: 515-560 nm; Sperrfilter: 590 nm.). Es wurden pro Ansatz 50 Zellen
mit Hilfe eines Okularmikrometers ausgewertet. Es wurde die ,image length® bestimmt, das
heilt, die Gesamtlidnge von Kern plus der gewanderten DNS. In die Messung wurden nur Zellen
mit einbezogen, deren Kern eine runde Form aufwies, um mechanisch geschidigte Zellen von der
Auswertung auszuschliefen. Zudem wurden nur Zellen aus der Mitte des Objekttrigers

ausgemessen, um Randeffekte nicht mit zu beriicksichtigen.
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3.5. _ Statistische Auswertung

Im Anhang dieser Arbeit sind die Rohdaten der einzelnen Versuchsergebnisse in den Tabellen 1
bis 19 angegeben. Aus diesen wurden die im Ergebnisteil graphisch (Abbildung 4-1 bis 4-41)
dargestellten arithmetischen Mittelwerte sowie die einfachen Standardabweichungen (x * s)
errechnet.

Diese Rohdaten wurden mit dem Schnelltest von David und Mitarbeitern (Sachs, 1992) auf das
Vorliegen von Nicht-Normalitét untersucht.

Zum Vergleich der Mittelwerte verschiedener Stichproben wurde zunéchst eine Varianzanalyse
(ANOVA) mit anschlieBendem multiplen Mittelwertsvergleich (Fisher’s protected least

significance (PLSD) —Test) durchgefiihrt.
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4.  Ergebnisse

Die Hepatozyten wurden zwolf Stunden lang mit Paracetamol in verschiedenen

Konzentrationen inkubiert.

Zur Detektion von Strangbriichen der Leberzell-DNS wurde der Comet Assay am Ende der
Paracetamolexposition (Zeitpunkt [+12 Stunden]) durchgefiihrt und die Linge der Kometen

bzw. der intakten Kerne (image length) am Mikroskop gemessen.

Zur Untersuchung der Viabilitidt der Hepatozytenkultur wurden MTT- und Neutralrottest nach
Beendigung der Schidigungszeit [+12h] und nach weiteren 24 Stunden Inkubation in Medium
(WME ,.komplett®) (Zeitpunkt [+36 Stunden]) durchgefiihrt. Die Werte wurden in Prozent der

jeweiligen Kontrolle (ohne Paracetamol) angegeben.

4.1. Paracetamol und 10 uM N-Acetylcystein

In diesem Versuchsteil wurde ein Teil der sieben Stunden alten Zellen einer zwdlfstiindigen
Schidigung durch Paracetamol in den Konzentrationen 0, 10, 20, 25, 30 und 40 mM
ausgesetzt; die Zellen, mit denen spiter die Viabilititstests durchgefiihrt wurden, wurden mit
den Paracetamolkonzentrationen 0, 10, 20, 25, 30, 35 und 40 mM Paracetamol geschadigt
(Zeitpunkt [0 Stunden] bis [+12 Stunden]).

Ein anderer Teil der Zellen wurde gleichzeitig mit dem Paracetamol fiir zwolf Stunden mit 10
UM N-Acetylcystein behandelt (Mitinkubation).

Der letzte Teil der Zellen wurde vor der Paracetamolexposition fiir fiinf Stunden (Zeitpunkt [-

5 Stunden] bis [0 Stunden]) mit 10 uM N-Acetylcystein pridinkubiert.
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Abbildung 4-1: Viabilitit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition (MTT-Test)
(Mittelwerte £ s; n=6; *p <0,05 vs. Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Direkt nach dem Ende der zwolfstiindigen Schidigungszeit mit Paracetamol zeigten die

Leberzellen ab einer Paracetamolkonzentration von 10 mM aufwirts einen signifikanten (p
<0,05) Viabilititsverlust (siche Abbildung 4-1).
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Abbildung 4-2: Viabilitit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und nach
zusétzlich durchgefiihrter Pri- oder Mitinkubation mit 10 pM N-Acetylcystein (MTT-Test)
(Mittelwerte £ s; n=6; *p <0,05 vs. jeweilige Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)
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Auch die mit 10 pM N-Acetylcystein pri- oder mitinkubierten Zellen wiesen ab 10 mM
Paracetamol einen Viabilititsverlust auf. Es gab hierbei keinen signifikanten Unterschied
zwischen den zusitzlich mit N-Acetylcystein behandelten und den nur mit Paracetamol
inkubierten Hepatozyten (sieche Abbildung 4-2).
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Abbildung 4-3: Viabilitit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition (Neutralrottest)
(Mittelwerte * s; n=6; *p <0,05 vs. Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Analog zum MTT-Test zeigte sich auch im Neutralrottest direkt nach zwolfstiindiger
Paracetamolexposition ein signifikanter Viabilititsverlust bei 10 mM und mehr Paracetamol
(siehe Abbildung 4-3).
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Abbildung 4-4: Viabilitit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und nach
zusitzlich durchgefiihrter Pri- oder Mitinkubation mit 10 puM N-Acetylcystein (Neutralrottest)
(Mittelwerte * s; n=6; *p <0,05 vs. jeweilige Kontrolle; ANOVA mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)
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Auch die mit 10 uM N-Acetylcystein behandelten Zellen zeigten einen Abfall der Viabilitit
bei Paracetamolkonzentrationen ab 10 mM. Wie im MTT-Test beobachtet bestand kein
signifikanter Unterschied zwischen den mit 10 uM N-Acetylcystein behandelten und nicht
behandelten Zellen (sieche Abbildung 4-4).
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Abbildung 4-5: Kometenlinge nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition (Comet Assay)
(Mittelwerte * s; n=6; *p <0,05 vs. Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Nach Schiddigung der Hepatozyten mit Paracetamol fiir zwolf Stunden konnten sowohl bei 30
mM als auch bei 40 mM Paracetamol signifikant lingere Kometen gemessen werden als ohne
Paracetamolexposition. Die Kometenldnge bei 10 mM, 20 mM und 25 mM unterschied sich
nicht signifikant von der Linge der Kontrollzellen, die nicht mit Paracetamol behandelt

worden waren (siehe Abbildung 4-5).
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Abbildung 4-6: Kometenlinge nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und nach zusitzlich
durchgefiihrter Pria- oder Mitinkubation mit 10 pM N-Acetylcystein (Comet Assay)

(Mittelwerte + s; n=6; *p <0,05 vs. jeweilige Kontrolle; *p <0,05 vs. jeweiliger Wert ohne NAC; ANOVA mit
nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

--

Abbildung 4-7: Kometenliinge nach zwoélfstiindiger Inkubation mit 30 mM Paracetamol (A) und nach
zusitzlich durchgefiihrter Priinkubation mit 10 puM N-Acetylcystein (B) (Comet Assay);
fluoreszenzmikroskopisches Bild
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A B

Abbildung 4-8: Kometenléinge nach zwolfstiindiger Inkubation mit 30 mM Paracetamol (A) und nach
zusitzlich durchgefiihrter Mitinkubation mit 10 pM N-Acetylcystein  (B) (Comet Assay);
fluoreszenzmikroskopisches Bild

Im Gegensatz zu den nicht mit N-Acetylcystein behandelten Zellen wiesen die mit 10 uM N-
Acetylcystein prda- oder mitinkubierten Zellen nur bei einer Konzentration von 40 mM
Paracetamol eine groflere Kometenldnge auf als die Kontrollzellen, die mit N-Acetylcystein,
nicht aber mit Paracetamol behandelt worden waren.

Bei 30 mM und 40 mM Paracetamol waren die Kometenlidngen der Zellen, die mit 10 uM N-
Acetylcystein prd- oder mitinkubiert wurden, signifikant geringer als die derjenigen, die nur
mit Paracetamol geschidigt worden waren (siehe Abbildung 4-6; 4-7; 4-8).
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Abbildung 4-9: Viabilitit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und
anschlieBender 24-stiindiger Nachinkubation in Medium (MTT-Test)
(Mittelwerte £ s; n=6; *p <0,05 vs. Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)
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Nach 24-stiindiger Nachinkubation in Medium zeigte sich wiederum ein Viabilititsverlust ab

einer Paracetamolkonzentration von 10 mM bei den Hepatozyten (siche Abbildung 4-9).
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Abbildung 4-10: Viabilitiit der Hepatozyten nach zwélfstiindiger Paracetamolexposition und nach
zusitzlich durchgefiihrter Pri- oder Mitinkubation mit 10 uM N-Acetylcystein nach 24-stiindiger
Nachinkubation in Medium (MTT-Test)

(Mittelwerte * s; n=6; *p <0,05 vs. jeweilige Kontrolle; ANOVA mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Wie bereits in dem MTT-Test direkt nach Beendigung der Paracetamolexposition beobachtet,
gab es auch nach 24-stiindiger Nachinkubation in Medium keinen Unterschied im
Viabilititsverlust zwischen den mit N-Acetylcystein und Paracetamol und den nur mit
Paracetamol behandelten Leberzellen (siche Abbildung 4-10).
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Abbildung 4-11: Viabilitit der Hepatozyten nach zwdélfstiindiger Paracetamolexposition und
anschlieBender 24-stiindiger Nachinkubation in Medium (Neutralrottest)
(Mittelwerte £ s; n=6; *p <0,05 vs. Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)
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Analog zum MTT-Test und zu den direkt nach Schidigungsende durchgefiihrten
Viabilitdtstests gab es auch im Neutralrottest nach 24-stiindiger Nachinkubation der Zellen in
Medium einen Viabilititsabfall ab einer Paracetamolkonzentration von 10 mM aufwirts

(siehe Abbildung 4-11).
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Abbildung 4-12: Viabilitiit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und nach
zusitzlich durchgefiihrter Prd- oder Mitinkubation mit 10 pM N-Acetylcystein nach 24-stiindiger
Nachinkubation in Medium (Neutralrottest)

(Mittelwerte * s; n=6; *p <0,05 vs. jeweilige Kontrolle; ANOVA mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Auch zeigte sich nach der Nachinkubation in Medium kein signifikanter Unterschied
beziiglich der Viabilitit der Zellen, die nur mit Paracetamol behandelt wurden und denen, die

mit N-Acetylcystein prd- oder mitinkubiert worden waren (siche Abbildung 4-12).

Zusammenfassend 146t sich sagen, daB nach der zwdlfstiindigen Paracetamolexposition,
sowohl direkt danach als auch nach 24-stiindiger Nachinkubation in Medium ein
Viabilititsverlust bereits ab der geringsten Paracetamoldosis (10 mM) zu beobachten war.
Dieser erfolgte auch bei Pri- oder Mitinkubation des Paracetamol-Antidots N-Acetylcystein
im gleichen Ausmaf. Im Comet Assay war bei den nur mit Paracetamol behandelten Zellen
eine Zunahme der Kometenldnge bei 30 mM und 40 mM Paracetamol zu messen. Die
Hepatozyten, die mit N-Acetylcystein prd- oder mitinkubiert worden waren, zeigten hier nur

bei 40 mM eine Verldngerung der Kometen.
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4.2. Paracetamol und 100 uM N-Acetylcystein

In diesem Teil des Versuchs wurde Paracetamol in den gleichen Konzentrationen wie oben
beschrieben fiir 12 Stunden auf den ersten Teil der sieben Stunden alten Zellen gegeben.

Dem zweiten Teil wurde gleichzeitig mit dem Paracetamol 100 uM N-Acetylcystein zur
Mitinkubation zugegeben.

Der dritte Teil der Zellen wurde vor der Paracetamolexposition mit 100 pM N-Acetylcystein

fiir fiinf Stunden priinkubiert.
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Abbildung 4-13: Viabilitit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition (MTT-Test)
(Mittelwerte £ s; n=6; *p <0,05 vs. Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Der direkt nach der Schiadigung durchgefiihrte MTT-Test zeigte einen signifikanten Abfall
der Zellviabilitit ab einer Paracetamolkonzentration von 10 mM an aufwirts (siehe

Abbildung 4-13).
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Abbildung 4-14: Viabilitit der Hepatozyten nach zwdélfstiindiger Paracetamolexposition und nach

zusitzlich durchgefiihrter Pri- oder Mitinkubation mit 100 pM N-Acetylcystein (MTT-Test)
(Mittelwerte * s; n=6; *p <0,05 vs. jeweilige Kontrolle; ANOVA mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Direkt nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition war im MTT-Test bei den mit N-

Acetylcystein  behandelten Hepatozyten ebenfalls ein Viabilititsverlust ab 10 mM

Paracetamol zu verzeichnen. Es gab hinsichtlich der Viabilitdt der Zellen keinen Unterschied

zwischen den Zellen, die zusitzlich zu dem Paracetamol mit 100 uM N-Acetylcystein

behandelt worden waren und denen, die keine N-Acetylcystein-Behandlung erfahren hatten

(sieche Abbildung 4-14).
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Abbildung 4-15: Viabilitiit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition (Neutralrottest)

(Mittelwerte * s; n=6; *p <0,05 vs. Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)
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Wie schon im MTT-Test erkennbar, zeigten die Hepatozyten sofort nach Ende der
Schiadigungszeit einen signifikanten Viabilitdtsabfall im Neutralrottest ab einer

Paracetamolkonzentration von 10 mM (siehe Abbildung 4-15).
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Abbildung 4-16: Viabilitit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und nach
zusatzlich durchgefiihrter Pri- oder Mitinkubation mit 100 pM N-Acetylcystein (Neutralrottest)
(Mittelwerte £ s; n=6; *p <0,05 vs. jeweilige Kontrolle; *p <0,05 vs. jeweiliger Wert ohne NAC; ANOVA mit
nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Wie bei den nicht mit N-Acetylcystein behandelten Zellen nahm die Viabilitit der mit 100uM
N-Acetylcystein prd- oder mitinkubierten Zellen direkt nach Ende der zwodlfstiindigen
Paracetamolexposition bei Konzentrationen ab 10 mM Paracetamol signifikant ab.

Dabei war die Viabilitidt der Hepatozyten, die nur mit 100 uM N-Acetylcystein mitinkubiert
worden waren, signifikant (p <0,05) geringer als die der Kontrollzellen ohne jegliche
Behandlung. Die nur priinkubierten Zellen zeigten diese Viabilitdtsminderung nicht. Des
Weiteren bestand bei keiner Paracetamolkonzentration ein Unterschied zwischen mit 100 uM
N-Acetylcystein prid- oder mitinkubierten und den nicht mit N-Acetylcystein behandelten

Zellen (siehe Abbildung 4-16).
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Abbildung 4-17: Kometenléinge nach zwélfstiindiger Paracetamolexposition (Comet Assay)
(Mittelwerte * s; n=6; *p <0,05 vs. Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Im Comet Assay konnten nach zwolfstiindiger Schidigung der Leberzellen mit Paracetamol
in den Konzentrationen 25 mM, 30 mM und 40 mM gréBere Kometen gemessen werden als
ohne Behandlung mit Paracetamol. Die Zellkerne der mit den Konzentrationen 10 mM und 20
mM behandelten Hepatozyten unterschieden sich nicht von denen der Kontrollzellen ohne
Paracetamol (siehe Abbildung 4-17).
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Abbildung 4-18: Kometenlinge nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und nach zusitzlich
durchgefiihrter Pra- oder Mitinkubation mit 100 uM N-Acetylcystein (Comet Assay)

(Mittelwerte * s; n=6-8; *p <0,05 vs. jeweilige Kontrolle; *p <0,05 vs. jeweiliger Wert ohne NAC; ANOVA mit
nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)
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Abbildung 4-19: Kometenlinge nach zwolfstiindiger Inkubation mit 30 mM Paracetamol (A) und nach

zusitzlich durchgefiihrter Prédinkubation mit 100 pM N-Acetylcystein (B) (Comet Assay);
fluoreszenzmikroskopisches Bild

--

Abbildung 4-20: Kometenlinge nach zwolfstiindiger Inkubation mit 30 mM Paracetamol (A) und nach
zusitzlich durchgefiihrter Mitinkubation mit 100 pM N-Acetylcystein (B) (Comet Assay);
fluoreszenzmikroskopisches Bild

Die Zellen, die mit 100 uM N-Acetylcystein behandelt worden waren, hatten erst bei einer
Paracetamolkonzentration von 40 mM Kometen mit einer signifikant groBeren Linge als die
Zellen, die nicht mit Paracetamol geschiddigt worden waren. Unabhingig davon, ob die N-
Acetylcystein-Behandlung vor oder gleichzeitig mit der Schiddigung durch Paracetamol
stattfand, unterschieden sich die Kernlingen bei den Paracetamolkonzentrationen von 25 mM,
30 mM und 40 mM von denen, die nicht mit N-Acetylcystein behandelt worden waren. Dort
wiesen die mit 100 uM N-Acetylcystein behandelten Zellen eine geringere Kernlidnge auf als

die unbehandelten (siche Abbildung 4-18; 4-19; 4-20).
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Abbildung 4-21: Viabilitit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und
anschlieBender 24-stiindiger Nachinkubation in Medium (MTT-Test)
(Mittelwerte * s; n=6; *p <0,05 vs. Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Auch nach 24-stiindiger Nachinkubation in Medium sank die Viabilitdt der Hepatozyten ab 10
mM Paracetamol signifikant unter das Level der Kontrollzellen (sieche Abbildung 4-21).
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Abbildung 4-22: Viabilitit der Hepatozyten nach zwdélfstiindiger Paracetamolexposition und nach
zusitzlich durchgefiihrter Pria- oder Mitinkubation mit 100 pM N-Acetylcystein nach anschlieBender 24-
stiindiger Nachinkubation in Medium (MTT-Test)

(Mittelwerte £ s; n=6; *p <0,05 vs. jeweilige Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)
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Wie in den Viabilitétstests direkt nach Schiddigungsende fand sich auch hier bei den mit N-
Acetylcystein behandelten Zellen kein Unterschied zu den unbehandelten Hepatozyten. Hier
fand sich ebenfalls ein Viabilitdtsverlust ab einer Paracetamolkonzentration von 10 mM mit
Ausnahme der mit 100 uM NAC mitinkubierten Zellen, die erst ab 20 mM Paracetamol einen
signifikanten Viabilitdtsabfall im Vergleich zu den nicht mit Paracetamol behandelten Zellen
zeigten. Es bestand jedoch kein signifikanter Unterschied zu den nicht mit NAC behandelten

Zellen bei dieser Paracetamolkonzentration (siche Abbildung 4-22).
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Abbildung 4-23: Viabilitiit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und
anschlieBender 24-stiindiger Nachinkubation in Medium (Neutralrottest)
(Mittelwerte * s; n=5-6; *p <0,05 vs. Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Der Neutralrottest nach zwdolfstiindiger Schiadigung der Zellen mit Paracetamol und darauf
folgender 24-stiindige Nachinkubation in Medium zeigte einen signifikanten Viabilitdtsabfall
ab einer Paracetamolkonzentration von 20 mM bei den nicht mit N-Acetylcystein behandelten

Zellen (siehe Abbildung 4-23).
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Abbildung 4-24: Viabilitit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und nach
zusitzlich durchgefiihrter Pri- oder Mitinkubation mit 100 pM N-Acetylcystein nach 24-stiindiger
Nachinkubation in Medium (Neutralrottest)

(Mittelwerte * s; n=5-6; *p <0,05 vs. jeweilige Kontrolle; ANOVA mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)
Die mit Paracetamol und 100 uM N-Acetylcystein behandelten Hepatozyten unterschieden
sich beziiglich der Viabilitit im Neutralrottest nach 24-stiindiger Nachinkubation in Medium

nicht von den nur mit Paracetamol inkubierten. Auch sie wiesen einen Viabilitdtsabfall ab 20

mM Paracetamol auf (siehe Abbildung 4-24).

Zusammenfassend 146t sich sagen, da die Leberzellen sowohl im MTT- als auch im
Neutralrottest direkt nach Schidigungsende ab einer Paracetamolkonzentration von 10 mM
einen signifikanten Viabilitdtsabfall zeigten. Im Neutralrottest nach 24-stiindiger
Nachinkubation kam es ab einer Paracetamolkonzentration von 20 mM zu einem
signifikanten Viabilitdtsabfall. Im MTT-Test zu diesem Zeitpunkt war der Viabilitdtsabfall
der mit 100 uM N-Acetylcystein mitinkubierten Zellen bei 10 mM Paracetamol nicht
signifikant im Vergleich zur Kontrolle. Dabei unterschieden sich die mit 100 uM N-
Acetylcystein pridinkubierten Zellen nicht signifikant von den unbehandelten. Die mit 100 uM

N-Acetylcystein gleichzeitig mit dem Paracetamol mitinkubierten Zellen zeigten im
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Neutralrottest direkt nach dem Ende der Schiddigungszeit eine niedrigere Viabilitdt der
Kontrollzellen, die nur mit N-Acetylcystein, nicht aber mit Paracetamol behandelt worden
waren. Die mit Paracetamol und N-Acetylcystein inkubierten Zellen unterschieden sich nicht
signifikant von denen, die nur mit Paracetamol inkubiert worden waren. Nach 24-stiindiger
Nachinkubation in Medium zeigte sich dieser Unterschied in der Viabilitit der Kontrollzellen
nicht mehr, weder im Neutralrot-, noch im MTT-Test, wo er auch direkt nach
Schidigungsende nicht zu erkennen war.

Im Comet Assay zeigten die mit N-Acetylcystein behandelten Zellen erst bei 40 mM
Paracetamol eine Kometenbildung, wihrend die unbehandelten Zellen diese bereits bei 25
mM aufwiesen. Die image length der N-Acetylcystein-behandelten Zellen war bei 25 mM, 30
mM und 35 mM Paracetamol geringer als die der unbehandelten Zellen. Dies galt sowohl fiir

die pri- als auch die mitinkubierten Hepatozyten.
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4.3. Paracetamol und 25 uM Silibin

Analog zu den ersten beiden Versuchsteilen wurden die Zellen nach sieben Stunden fiir zwolf
Stunden mit den oben angegebenen Paracetamolkonzentrationen geschadigt.

Der erste Teil der Zellen erhielt keine weitere Behandlung.

Der zweite Teil wurde gleichzeitig mit dem Paracetamol mit 25 uM Silibin inkubiert.

Der dritte Teil wurde vor der Paracetamolexposition fiir fiinf Stunden mit 25 uM Silibin

prainkubiert.
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Abbildung 4-25: Viabilitit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition (MTT-Test)
(Mittelwerte * s; n=8; *p <0,05 vs. Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

In dem direkt nach der zwolfstiindigen Schiddigung mit Paracetamol durchgefiihrten MTT-

Test zeigten die Leberzellen einen signifikanten Viabilititsverlust ab  einer

Paracetamolkonzentration von 10 mM (siehe Abbildung 4-25).
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Abbildung 4-26: Viabilitit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und nach
zusitzlich durchgefiihrter Pri- oder Mitinkubation mit 25 uM Silibin (MTT-Test)

(Mittelwerte * s; n=8; *p <0,05 vs. jeweilige Kontrolle; *p <0,05 vs. jeweiliger Wert ohne Silibin; ANOVA mit
nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Die Zellen, die mit Silibin behandelt worden waren, wiesen ebenfalls einen Viabilitdtsabfall
ab 10 mM Paracetamol auf. Gleichzeitig hatten die mit Silibin prd- oder mitinkubierten
Kontrollzellen, die nicht mit Paracetamol inkubiert worden waren und die, die mit
Paracetamol in den Konzentrationen 10 mM und 20 mM geschédigt worden waren, eine (auf
Rohwertebene) signifikant geringere Viabilitit als die, die nicht mit Silibin behandelt worden
waren. Bei 30 mM, 35 mM und 40 mM Paracetamol war wiederum kein Unterschied

beziiglich der Viabilitit zwischen den mit und den nicht mit Silibin behandelten Zellen (siehe

Abbildung 4-26) erkennbar.
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Abbildung 4-27: Viabilitit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition (Neutralrottest)
(Mittelwerte £ s; n=8; *p <0,05 vs. Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

In dem direkt nach Schidigungsende durchgefithrten Neutralrottest zeigte sich eine

signifikante Viabilitdtsminderung ab 10 mM Paracetamol (sieche Abbildung 4-27).
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Abbildung 4-28: Viabilitiit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und nach

zusitzlich durchgefiihrter Pri- oder Mitinkubation mit 25 uM Silibin (Neutralrottest)
(Mittelwerte * s; n=8; *p <0,05 vs. jeweilige Kontrolle; *p <0,05 vs. jeweiliger Wert ohne Silibin; ANOVA mit

nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

48




4. Ergebnisse

Direkt nach Beendigung der Paracetamolexposition waren die Viabilititen der mit Silibin
behandelten Zellen, die nicht mit Paracetamol geschidigt worden waren, auch im
Neutralrottest im Vergleich zu den nicht behandelten signifikant geringer.

Bei den mit Paracetamol geschéddigten Zellen ergab sich zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied
in der Zellviabilitit zwischen mit Silibin behandelten und unbehandelten Zellen (siche

Abbildung 4-28).

Comet Assay
180 -
*
APAP

teo || ™
— 140 |
g
=120
)
B0 *
g0 100 -
E
= 80 4
Q
o 60 |
5

40 |
N

20 |

0 T
0 10 20 25 30 40
APAP [mM]

Abbildung 4-29: Kometenlinge nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition (Comet Assay)
(Mittelwerte * s; n=6; *p <0,05 vs. Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition fand sich eine Kometenbildung mit signifikanter
Verldngerung der Kerne bei einer Paracetamolkonzentration von 30 mM und 40 mM (siehe

Abbildung 4-29).
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Abbildung 4-30: Kometenlinge nach zwdélfstiindiger Paracetamolexposition und nach zusitzlich
durchgefiihrter Pria- oder Mitinkubation mit 25 pM Silibin (Comet Assay)

(Mittelwerte * s; n=6; *p <0,05 vs. jeweilige Kontrolle; *p <0,05 vs. jeweiliger Wert ohne Silibin; ANOVA mit
nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Abblldung 4-31: Kometenlinge nach zwolfstiindiger Inkubatlon mit 30 mM Paracetamol (A) und nach
zusitzlich  durchgefiihrter  Prédinkubation  mit pM  Silibin  (B) (Comet Assay);
fluoreszenzmikroskopisches Bild
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A B

Abbildung 4-32: Kometenlinge nach zwolfstiindiger Inkubation mit 30 mM Paracetamol (A) und nach
zusitzlich  durchgefithrter  Mitinkubation mit 25 pM  Silibin  (B) (Comet Assay);
fluoreszenzmikroskopisches Bild

Die Zellen, die mit Silibin und Paracetamol gleichzeitig inkubiert worden waren, zeigten eine
Erhohung der Kernldnge bei 30 mM und 40 mM Paracetamol. Diejenigen Zellen, die mit 25
uM Silibin préainkubiert worden waren, hatten erst bei 40 mM Paracetamol eine signifikant
erhohte Kometenlédnge.

Die mit 25 puM Silibin pra- oder mitinkubierten Hepatozyten hatten bei einer
Paracetamolkonzentration von 30 mM sowie 40 mM eine signifikant kleinere Kometenlidnge
als die Zellen, die nicht mit Silibin behandelt worden waren (siehe Abbildung 4-30; 4-31; 4-
32).
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Abbildung 4-33: Viabilitit der Hepatozyten nach zwdolfstiindiger Paracetamolexposition und
anschlieBender 24-stiindiger Nachinkubation in Medium (MTT-Test)
(Mittelwerte £ s; n=6-7; *p <0,05 vs. Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)
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Bei dem nach 24-stiindiger Nachinkubation in Medium durchgefiithrten MTT-Test fand sich
wiederum ab einer Paracetamolkonzentration von 10 mM ein signifikanter Viabilititsabfall

im Vergleich zu den nicht geschidigten Zellen (siehe Abbildung 4-33).
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Abbildung 4-34: Viabilitit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und nach
zusitzlich durchgefiihrter Pri- oder Mitinkubation mit 25 pM Silibin nach 24-stiindiger Nachinkubation
in Medium (MTT-Test)

(Mittelwerte * s; n=6-7; *p <0,05 vs. jeweilige Kontrolle; *p <0,05 vs. jeweiliger Wert ohne Silibin; ANOVA
mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Auch die mit Silibin behandelten Zellen wiesen ab 10 mM Paracetamol eine Verringerung der
Viabilitit auf.

Mit 25 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM und ohne Paracetamol bestand kein signifikanter
Unterschied in der Viabilitit zwischen mit Silibin prd- oder mitinkubierten Zellen und
denjenigen, die nicht mit Silibin behandelt worden waren.

Mit 10 mM und 20 mM Paracetamol war die Viabilitdt der mit Silibin mitinkubierten Zellen
geringer als die der nicht mit Silibin behandelten. Zwischen den mit Silibin prdinkubierten

und den nicht behandelten Zellen fand sich kein solcher Unterschied (sieche Abbildung 4-34).
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Abbildung 4-35: Viabilitit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und
anschlieBender 24-stiindiger Nachinkubation in Medium (Neutralrottest)
(Mittelwerte * s; n=6-7, *p <0,05 vs. Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Auch im Neutralrottest zeigten die Hepatozyten nach zwolfstiindiger Schiddigung mit
Paracetamol und darauf folgender 24-stiindiger Nachinkubation in Medium eine
Viabilitdtsminderung ab 10 mM Paracetamol (siche Abbildung 4-35).
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Abbildung 4-36: Viabilitiit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und nach
zusatzlich durchgefiihrter Pri- oder Mitinkubation mit 25uM Silibin nach 24-stiindiger Nachinkubation
in Medium (Neutralrottest)

(Mittelwerte + s; n=6-7; *p <0,05 vs. jeweilige Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Im Gegensatz zum gleichzeitig durchgefithrten MTT-Test und zum direkt nach

Schidigungsende durchgefiihrten Neutralrottest gab es in dem Neutralrottest, der nach der
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Nachinkubation durchgefiihrt wurde, keinen Unterschied beziiglich der Viabilitdt der mit
Silibin behandelten und der nicht-behandelten Leberzellen. Auch die mit Silibin prd- oder
mitinkubierten Zellen hatten ab einer Paracetamolkonzentration von 10 mM einen
Viabilititsverlust im gleichen Ausmal} wie die nicht mit Silibin behandelten Zellen (siehe

Abbildung 4-36).

Zusammenfassend 148t sich sagen, daf es auch in diesem Versuchsteil sowohl im MTT- als
auch im Neutralrottest direkt nach Schidigungsende und nach 24-stiindiger Nachinkubation
der Zellen in Medium unabhédngig von einer Silibinbehandlung zu einem signifikanten
Viabilititsverlust ab 10 mM Paracetamol kommt. Direkt nach Schiddigungsende hatten im
MTT-Test die Kontrollzellen, die nicht mit Paracetamol behandelt worden waren, und die mit
Silibin pra- oder mitinkubierten Zellen, die mit Paracetamol in den Konzentrationen 10 mM
und 20 mM geschédigt worden waren, eine geringere Viabilitit als die nur mit Paracetamol
inkubierten Hepatozyten, wihrend im Neutralrottest nur die mit Silibin behandelten
Kontrollzellen eine Viabilititsminderung aufwiesen. Nach 24-stiindiger Nachinkubation in
Medium zeigten die mit Silibin und Paracetamol gleichzeitig inkubierten Zellen bei den
Paracetamolkonzentrationen von 10 mM und 20 mM eine verminderte Viabilitdt gegeniiber
den nicht mit Silibin behandelten Zellen. Im zur gleichen Zeit durchgefiihrten Neutralrottest
fand sich kein Unterschied zwischen mit Silibin behandelten und nicht-behandelten Zellen.

Im Comet Assay hatten die Zellen unter 30 mM und 40 mM Paracetamol, die nicht mit Silibin
behandelt worden waren und diejenigen, die mit Silibin mitinkubiert worden waren, eine
signifikant groBere Kernldnge als die jeweiligen Kontrollzellen ohne Paracetamol, die mit
Silibin prdinkubierten Hepatozyten hingegen erst ab 40 mM Paracetamol. Die mit Silibin
behandelten Zellen hatten bei 30 mM und 40 mM Paracetamol eine geringere Kernldnge als

die nur mit Paracetamol inkubierten.
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4.4. Paracetamol und 50 uM o-Tocopherol-Succinat

In diesem Teil des Versuchs wurden die sieben Stunden alten Zellen mit den gleichen
Paracetamolkonzentrationen wie in den vorherigen drei Versuchsteilen fiir 12 Stunden
geschidigt.

Der eine Teil der Zellen erhielt keine weitere Behandlung.

Der andere Teil wurde gleichzeitig mit Paracetamol und 50 uM o-Tocopherol-Succinat

inkubiert (,,Mitinkubation®).
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Abbildung 4-37: Viabilitiit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition (MTT-Test)
(Mittelwerte * s; n=6-9; *p <0,05 vs. Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

In dem direkt nach Ende der zwolfstiindigen Schiddigung mit Paracetamol durchgefiihrten

MTT-Test zeigte sich ein signifikanter Viabilititsverlust der Leberzellen ab einer

Paracetamolkonzentration von 10 mM an aufwirts (siehe Abbildung 4-37).
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Abbildung 4-38: Viabilitit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und nach
zusitzlich durchgefiihrter Mitinkubation mit 50 uM o-Tocopherol-Succinat (MTT-Test)
(Mittelwerte * s; n=6-9; *p <0,05 vs. jeweilige Kontrolle; ANOVA mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Auch die gleichzeitig mit dem Paracetamol mit S0uM o-Tocopherol-Succinat inkubierten
Zellen hatten ab 10 mM Paracetamol eine verminderte Viabilitit.

Ein Unterschied zwischen der Viabilitdt der mit a-Tocopherol-Succinat behandelten und der
unbehandelten Zellen ergab sich in keiner der Paracetamolkonzentrationen (siehe Abbildung

4-38).

120 mAPAP
0 100
°
=
S 80 - «
N *
_q;) 60 4 *
S *
S 40 *
:§ *
= 20 4
3
> 0

0 10 20 25 30 35 40
APAP [mM]

Abbildung 4-39: Viabilitit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition (Neutralrottest)
(Mittelwerte * s; n=4-7, *p <0,05 vs. Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)
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Analog zum MTT-Test fand sich zu diesem Zeitpunkt bei den Hepatozyten im Neutralrottest
eine Senkung der Viabilitét ab einer Paracetamolkonzentration von 10 mM (siehe Abbildung

4-39).
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Abbildung 4-40: Viabilitiit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und nach
zusitzlich durchgefiihrter Mitinkubation mit 50 puM d-Tocopherol-Succinat (Neutralrottest)
(Mittelwerte £ s; n=4-7; *p <0,05 vs. jeweilige Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Wie die nur mit Paracetamol inkubierten Zellen zeigte sich bei den mit 50 uM o-Tocopherol-
Succinat mitinkubierten Hepatozyten eine signifikante Verminderung der Viabilitit ab 10 mM
Paracetamol.

Ein Unterschied beziiglich der Viabilitdit zwischen den mit o-Tocopherol-Succinat
behandelten und den nicht behandelten Zellen ergab sich sofort nach Schidigungsende im

Neutralrottest nicht (siche Abbildung 4-40).
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Abbildung 4-41: Kometenlénge nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition (Comet Assay)
(Mittelwerte * s; n=5-8; *p <0,05 vs. Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Sowohl bei 25 mM als auch bei 30 mM und 40 mM Paracetamol bestand nach zwolfstiindiger
Schéadigungszeit im Comet Assay eine im Vergleich zur den nicht mit Paracetamol

behandelten Zellen eine signifikant groere Kernldnge (sieche Abbildung 4-41).
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Abbildung 4-42: Kometenlinge nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und nach zusitzlich
durchgefiihrter Mitinkubation mit 50 uM o-Tocopherol-Succinat (Comet Assay)

(Mittelwerte * s; n=5-8; *p <0,05 vs. jeweilige Kontrolle; *p <0,05 vs. jeweiliger Wert ohne o-Tocopherol-
Succinat; ANOVA mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)
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A

Abbildung 4-43: Kometenlinge nach zwolfstiindiger Inkubation mit 30 mM Paracetamol (A) und nach
zusitzlich durchgefiihrter Mitinkubation mit 50 pM a-Tocopherol-Succinat (B) (Comet Assay);
fluoreszenzmikroskopisches Bild

B

Die Zellen, die mit 50 uM a-Tocopherol-Succinat mitinkubiert worden waren, zeigten bei 30
mM und bei 40 mM eine Kometenbildung mit groBerer Kernlidnge als die nicht mit
Paracetamol behandelten Kontrollzellen.

Die mit 50 uM a-Tocopherol-Succinat mitinkubierten Hepatozyten hatten bei 25 mM sowie
bei 30 mM Paracetamol eine signifikant kleinere Kernldnge als die nur mit Paracetamol

geschidigten Zellen. Bei 40 mM Paracetamol bestand dieser Unterschied nicht (siehe

Abbildung 4-42; 4-43).
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Abbildung 4-44: Viabilitit der Hepatozyten nach zwdélfstiindiger Paracetamolexposition und
anschlieBender 24-stiindiger Nachinkubation in Medium (MTT-Test)

(Mittelwerte * s; n=5-7; *p <0,05 vs. Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)
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In dem nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und anschlieBender 24-stiindiger
Nachinkubation in Medium durchgefiihrten MTT-Test zeigte sich ein signifikanter
Viabilititsverlust der Leberzellen ab einer Paracetamolkonzentration von 10 mM (siehe

Abbildung 4-44).
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Abbildung 4-45: Viabilitiit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und nach
zusitzlich durchgefiihrter Mitinkubation mit 50 pM d-Tocopherol-Succinat nach 24-stiindiger
Nachinkubation in Medium (MTT-Test)

(Mittelwerte t s; n=5-7; *p <0,05 vs. jeweilige Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Auch die mit Paracetamol und 50 uM oa-Tocopherol-Succinat gleichzeitig inkubierten Zellen
hatten ab 10 mM Paracetamol an aufwirts eine verminderte Viabilitit.

Beziiglich der Viabilitdt im MTT-Test fand sich zu diesem Zeitpunkt kein signifikanter
Unterschied zwischen den mit a-Tocopherol-Succinat behandelten und der nicht-behandelten

Zellen (siehe Abbildung 4-45).
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Abbildung 4-46: Viabilitit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und
anschlieBender 24-stiindiger Nachinkubation in Medium (Neutralrottest)
(Mittelwerte * s; n=4-7, *p <0,05 vs. Kontrolle; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)

Analog zum MTT-Test fand sich nach 24-stiindiger Nachinkubation in Medium im
Neutralrottest eine Senkung der Viabilitit der Hepatozyten ab 10 mM Paracetamol (siehe
Abbildung 4-46).
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Abbildung 4-47: Viabilitiit der Hepatozyten nach zwolfstiindiger Paracetamolexposition und nach
zusitzlich durchgefiihrter Mitinkubation mit 50 pM d-Tocopherol-Succinat nach 24-stiindiger
Nachinkubation in Medium (Neutralrottest)

(Mittelwerte £ s; n=4-7; *p <0,05 vs. Jewelhge Kontrolle; *p <0,05 vs. jeweiliger Wert ohne o-Tocopherol-
Succinat; ANOV A mit nachgeschaltetem Fisher’s PLSD-Test)
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Im Neutralrottest zeigte sich zu diesem Zeitpunkt eine Verminderung der Zellviabilitidt ab
einer Paracetamolkonzentration von 10 mM an aufwirts, wobei die Viabilititsminderung bei
10 mM Paracetamol bei den mit a-Tocopherol-Succinat behandelten Zellen signifikant
geringer war als bei den nur mit Paracetamol inkubierten Hepatozyten.

In allen anderen Paracetamolkonzentrationen fand sich dieser Unterschied nicht (siche

Abbildung 4-47).

Zusammenfassend 1463t sich sagen, daB3 auch in diesem Versuchsteil eine signifikante
Viabilititsminderung unabhédngig von einer Behandlung der Zellen mit o-Tocopherol-
Succinat ab einer Paracetamolkonzentration von 10 mM sowohl im MTT- als auch im
Neutralrottest direkt nach Ende der zwolfstiindigen Schiadigung und auch nach 24-stiindiger
Nachinkubation in Medium verzeichnet werden konnte. Hierbei gab es direkt nach der
Schidigung keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Viabilitit der mit o-Tocopherol-
Succinat behandelten und nicht-behandelten Hepatozyten. Nach 24-stiindiger Nachinkubation
in Medium fand sich im MTT-Test wiederum kein Unterschied zwischen den Zellen, die mit
a-Tocopherol-Succinat und Paracetamol gleichzeitig inkubiert und denen, die nur mit
Paracetamol inkubiert worden waren. Zu diesem Zeitpunkt zeigte sich im Neutralrottest bei
den mit 10 mM Paracetamol inkubierten Hepatozyten eine signifikant geringere Viabilitit als
bei den mit a-Tocopherol-Succinat mitinkubierten Zellen.

Im Comet Assay fanden sich signifikant gegeniiber den Kontrollzellen vergroferte
Kernlingen bei den nicht mit o-Tocopherol-Succinat behandelten Zellen ab einer
Paracetamolkonzentration von 25 mM an aufwirts, bei den mit a-Tocopherol-Succinat
behandelten Zellen ab 30 mM Paracetamol. Die Kernldngen der mit o-Tocopherol-Succinat
mitinkubierten Leberzellen waren dabei bei 25mM und 30mM signifikant kleiner als die der

nur mit Paracetamol inkubierten Zellen.
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4.5. Austestung der Zytotoxizitit von N-Acetylcystein

Um die Zytotoxizitdt von N-Acetylcystein auszutesten, wurden 2 Stunden alte Leberzellen fiir
20 Stunden mit N-Acetylcystein in den Konzentrationen 0 pM, 10 uM, 100 pM, 1 mM, 10
mM, 100 mM inkubiert und sofort nach Ende der Inkubationszeit und nach 24-stiindiger
Nachinkubation in Medium ein MTT-Test durchgefiihrt.
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Abbildung 4-48: Viabilitiit der Hepatozyten direkt nach 20-stiindiger Behandlung mit N-Acetylcystein
und nach 24-stiindiger Nachinkubation in Medium (MTT-Test)

(Mittelwerte £ s; n=5-6; *p <0,05 vs. jeweiliger Wert ohne NAC; ANOVA mit nachgeschaltetem Fisher’s
PLSD-Test)

Es fand sich im MTT-Test direkt nach Ende der 20-stiindigen Behandlung der Hepatozyten
mit N-Acetylcystein bei den Konzentrationen 10 mM und 100 mM eine signifikante
Viabilitditsminderung gegeniiber den Zellen, die nicht mit N-Acetylcystein behandelt worden
waren.

Nach 24-stiindiger Nachinkubation in Medium zeigte der MTT-Test eine signifikante
Verringerung der Zellviabilitit bei 1 mM und, wie bereits direkt nach Behandlungsende, bei

10 mM und 100 mM N-Acetylcystein (siche Abbildung 4-48).
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5. Diskussion

Paracetamol ist in hohen Dosierungen hepatotoxisch. Es ist allgemein akzeptiert, da} die
Bildung des reaktiven Metaboliten N-Acetyl-p-benzo-chinonimin (NAPQI) durch
Cytochrom-p450-abhingige Oxygenasen in die Ausbildung des Leberschadens involviert ist
(Dahlin et al., 1984; Holme et al., 1984). Dieser Metabolit wird erst bei hohen Paracetamol-
Dosen, bei denen die primidren Abbauwege (Glucuronidierung und Sulfatierung) gesittigt
sind, gebildet. Das in der Leber vorhandene Glutathion kann NAPQI durch Konjugation
detoxifizieren. Nach Depletion des zelleigenen GSHs reichert sich das NAPQI in der Zelle an
und schidigt diese. Der genaue Schiddigungsmechanismus ist im Einzelnen zur Zeit noch
nicht genau geklirt.

Es werden verschiedene Mechanismen diskutiert, darunter die durch oxidativen Stref} unter

Bildung von reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS) durch NAPQI induzierte Lipidperoxidation.

Diese wurde frither als alleiniger Schidigungsmechanismus angenommen, jedoch heute
zugunsten der anderen Theorien zuriickgedringt; dennoch scheint der oxidative Stre} einer
der zur Zellschidigung fiihrenden Faktoren zu sein: Zum Abbau der ROS wird GSH zu GSSG
reduziert (Jones et al., 1981). Ein Anstieg des GSSG kann wihrend der Intoxikation im
Zellinneren gemessen werden (Adamson und Harman, 1993), so dafl die Vermutung nahe
liegt, daB} sich in der Zelle oxidative Vorginge abspielen. Diese wiren durch die Zugabe von
Antioxidantien hemmbar; tatsichlich wurde, unter anderem mit dem in dieser Arbeit
verwandten a-Tocopherol, die Paracetamoltoxizitit durch Antioxidantien in vivo (Walker et
al., 1974; Kelleher et al., 1976; Fairhurst et al., 1982; Amimoto et al., 1994) bzw. in vitro
(Harman 1985) herabgesetzt.

Als weiterer Faktor, der zur Ausbildung der toxischen Schiden an den Hepatozyten fiihrt,

wird die Arylierung von Proteinen durch kovalente Bindung des NAPQIs an nucleophile

Stellen angenommen (Hoffmann et al., 1995a; Hoffmann et al., 1995b). Fiir die Beteiligung
der Proteinarylierung an der Hepatotoxizitit des Paracetamols spricht die Tatsache, dal in
vivo der Anstieg der Leberenzyme als Zeichen des Leberzellschadens (Pumford et al., 1990),
bzw. in vitro die Zellnekrose (Mitchell et al., 1984) mit dem Ausmal der Proteinarylierung
parallel geht. Auch Hinson et al. fanden 1996 einen Zusammenhang zwischen der durch
Paracetamol verursachten Zentrilobuldrnekrose und der Proteinarylierung; dort wo viele
arylierte Proteine nachgewiesen wurden, war auch die Nekrose am stirksten (im Zentrum des

Leberldppchens).
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Die Oxidation und damit Inaktivierung von Proteinen durch NAPQI, insbesondere der Ca™*-
ATPasen, die von der Zelle zur Aufrechterhaltung des Ca**-Quotienten iiber die
Plasmamembran benotigt werden, bzw. deren Inaktivierung durch kovalente Bindung, fiihrt
zur Storung der Ca**-Homoostase in der Zelle. Diese ATPasen werden wihrend ihrer
normalen Funktion oxidiert und anschlieBend unter GSH-Umwandlung in GSSG reduziert.
Durch die Depletion des GSHs durch NAPQI kann diese Reduktion nicht mehr stattfinden.
Durch diese und weitere Mechanismen, wie die Hemmung von mikrosomalen ATPasen, iiber
die intrazellulir iiberschiissiges Ca** in die Mikrosomen aufgenommen wird, fiihrt
Paracetamol via NAPQI zur intrazellulidren Ca’*-Akkumulation. Grewal und Racz
postulierten 1993, dall es sich hierbei um einen rein sekundidren Effekt im Rahmen der
Nekrose handele. Im Gegensatz dazu betrachteten Shen ef al. 1991 den Verlust der Ca**-
Regulation und die konsekutive Anreicherung von Ca®* im Zytosol und im Zellkern als ein
zeitlich vor der Nekrose liegendes Ereignis.

Auch im Kern wurde ein Ca®*-Anstieg beobachtet, der iiber eine Aktivierung von
Endonukleasen zur DNS-Fragmentierung im Sinne einer Apoptose fiihrte. Dieses Phinomen
spielte sich zeitlich vor Ausbildung der Nekrose ab (Shen et al., 1992). Apoptose-spezifische
morphologische Korrelate wie zum Beispiel die Kernkondensation konnten zwar beobachtet
werden, aber die typischen Leitern in der Gel-Elektrophorese waren nicht klar zu erkennen.
Daher nahmen Wiger et al. 1997 an, dal es im Zuge der Paracetamolintoxikation zu einer
inkomplett ablaufenden Apoptose mit nachfolgender Nekrose kommt.

Einzelstrangbriiche (SSBs) der DNS wurden nach hepatotoxischen Dosen von Sasaki 1986
und Hongslo et al. 1988 und 1994 beobachtet. Diese wurden von den Autoren auf NAPQI
bzw. die Exzisionsreparatur von Paracetamol-DNS-Addukten zuriickgefiihrt. Auch die durch
NAPQI induzierten reaktiven Sauerstoff-Spezies konnen DNS-Einzelstrangbriiche bewirken

(Collins 1995).

Anhand der unter 4. dargestellten Ergebnisse kann man erkennen, da3 Paracetamol in hohen
Dosen in Konformitét mit der Literatur Schiaden sowohl auf Zell- als auch auf DNS-Ebene der
Hepatozyten hervorruft.

Diese sollten durch Behandlung der Zellen mit den Antioxidantien, insbesondere mit dem

klinisch eingesetzten Antidot N-Acetylcystein, vermindert werden.
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5.1. Zellviabilitit

Die Viabilitit der Leberzellen wurde mit dem Neutralrottest (Farbaufnahme in Lysosomen)
und dem MTT-Test (Mitochondrienfunktion) bestimmt (s. 3. 3.).

Es zeigte sich eine relativ gute Ubereinstimmung zwischen den beiden Zytotoxizititstests; ein
Hinweis auf eine spezifische mitochondriale Toxizitdt, die mit dem MTT-Test besser als mit
dem Neutralrottest hitte dargestellt werden konnen, fehlte.

Die Leberzellen zeigten bereits in der niedrigsten eingesetzten Paracetamolkonzentration (10
mM) einen Viabilititsverlust, der mit steigender Konzentration des Paracetamols deutlicher
wurde. Dies konnte entgegen unserer Vermutung durch Behandlung (Prda- oder
Mitinkubation) der Zellen mit verschiedenen Antioxidantien (10 uM und 100 pM N-
Acetylcystein, 25 uM Silibin und 50 uM oa-Tocopherol-Succinat (nur Mitinkubation)) nicht

beeinflufit werden.

In der Annahme, dafl die hepatotoxische Wirkung des Paracetamols durch den reaktiven
Metaboliten NAPQI hervorgerufen wird, dessen Detoxifikation durch Konjugation mit
Glutathion stattfindet, wire die Konsequenz einer Behandlung mit dem GSH-Vorldufer N-
Acetylcystein (NAC) eine Verminderung des Viabilititsabfalls gewesen.

Die Pra- oder Mitinkubation mit dem Paracetamol-Antidot NAC bot jedoch keinen Schutz der
Hepatozyten vor dem Viabilititsabfall durch Paracetamol. Ein solcher Schutz ist in vitro zwar
beschrieben (Shen et al., 1991; Nasseri-Sina et al., 1992), die Messung der Viabilitit wurde in
diesen Arbeiten aber auf andere Weise durchgefiihrt (Messung des LDH-Lecks (Shen et al.,
1991), Trypanblau-Aufnahme (Nasseri-Sina et al., 1992)). Ergebnisse eines MTT- oder
Neutralrottests mit Zellen, die mit Paracetamol und NAC inkubiert worden sind, sind in der
Literatur nicht zu finden. In Versuchen einer anderen Arbeitsgruppe erwies sich NAC in
Konzentrationen unterhalb der in dieser Arbeit verwandten als zytotoxisch (interne
Mitteilung). Die Zytotoxizitdt konnte in den Versuchen im Zuge dieser Arbeit fiir die hier
verwandten Konzentrationen nicht reproduziert werden (s. 4.5.). Diese Diskrepanzen weisen
darauf hin, daB die Behandlung primirer Hepatozyten mit NAC an sich schon relativ
problematisch zu sein scheint.

N-Acetylcystein wird in vivo, also beim Patienten mit Paracetamolintoxikation, als Antidot
eingesetzt. Klinisch wird hier eine Reduktion (bzw. Verhinderung) des Paracetamol-bedingten

Leberschadens beobachtet. Dies wird zuriickgefiihrt auf die Erhchung des intrazelluldren
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Glutathionspiegels aufgrund der Prikursoreigenschaft des NAC fiir Glutathion, das, da es
Zellmembranen nicht passieren kann, nicht zur Therapie der Paracetamolintoxikation geeignet
ist.

Dall die Verminderung der Paracetamoltoxizitit durch N-Acetylcystein in den in vitro-
Versuchen mit primdren Leberzellen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden,
nicht beobachtet werden konnte, kdnnte damit zusammenhéngen, daB NAC im Hepatozyten-
Modell nicht wie in der Leber in vivo zu GSH umgesetzt wird, oder da} die Aktivitit der an
der Glutathion-Synthese beteiligten Enzyme im Kulturverlauf relativ rasch abnimmt. Daraus
wiirde folgen, da3 das N-Acetylcystein in vitro nicht an der direkten Entgiftung des NAPQI
beteiligt gewesen wire. Ein antioxidativer und damit zytoprotektiver Effekt hitte sich
allerdings selbst in diesem Falle aus der Bereitstellung von oxidierbaren Cysteingruppen

erwarten lassen.

Das zytoprotektive Antioxidans Silibin wird in der Humanmedizin als Lebertherapeutikum
eingesetzt. Anwendung findet es bei Leberintoxikationen (besonders durch o-Amanitin, den
toxischen Wirkstoff des Knollenblitterpilzes) und als Adjuvans bei chronisch-entziindlichen
Lebererkrankungen sowie Leberzirrhose.

Auch dieses Antioxidans erfiillte in unseren Versuchen die Erwartung eines Zytoprotektivums
in vitro nicht.

Die Zellen, die mit Silibin behandelt wurden, zeigten teilweise eine geringere Viabilitét als
die nur mit Paracetamol behandelten Hepatozyten bzw. die Kontrollzellen, wobei die
intrinsische Toxizitdt des Silibins (25 uM - 50 uM) auch schon 1994 von Miguez et al. bzw.
2003 von Dvorak et al. beobachtet wurde. In den Versuchen von Miguez et al. wurde keine
Beeinflussung der Entstehung kovalenter Bindungen gefunden. Dvorak et al. beobachteten
keinen effektiven Schutz vor der Hepatotoxizitit des Paracetamols in primdren humanen
Leberzellen. Singh et al. beobachteten 1999 einen nur miBigen Schutz von H4IIEC3/G'-
Zellen durch 10 uM und 20 puM Silibin vor 1 mM Paracetamol fiir 48 Stunden im
Neutralrottest, die Versuche von Shear et al. 1995 ergaben im MTT- und Neutralrottest bei
HepG2 A431-Zellen mit 0,5 mM Silymarin einen Schutz vor 5 -20 mM Paracetamol (die
Inkubationszeit betrug hier 2 — 24 h). Die iibrigen in der Literatur beschriebenen Versuche,
die einen Schutz durch Silibin vor der Zytotoxizitdt des Paracetamols zeigten (Campos et al.,
1989; Muriel et al., 1992), wurden in vivo durchgefiihrt, so daB3 auch hier ein direkter

Vergleich der Ergebnisse nicht mdglich ist.
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Das antioxidativ wirksame Vitamin E ist membranstabilisierend und wird in der Klinik bei
Patienten mit verschiedensten Erkrankungen (unter anderem des Herz- Kreislaufsystems und
des Bewegungsapparates), wie auch der chronischen Hepatitis B und C, adjuvant eingesetzt.

Auch die Mitinkubation von o-Tocopherol-Succinat schiitzt jedoch in unserem System die
Leberzellen nicht vor dem Viabilititsverlust durch Paracetamol. Im Gegensatz hierzu
erzielten Albano et al. 1983 einen Schutz der Hepatozyten durch a-Tocopherol in vitro,
ebenso wie Harman et al. 1995 und 1996 (7-stiindige Nachinkubation mit 10 uM und 100 uM
a-Tocopherol nach einstiindiger Behandlung mit 5 mM Paracetamol). Beide Arbeitsgruppen
benutzten als Parameter fiir die Zellviabilitit jedoch das Ausmall des LDH-Effluxes in das
Medium. Des weiteren gab es Unterschiede beziiglich der Kulturzeiten und die
Paracetamoldosis war deutlich geringer (1 mM bei mit Phenobarbital bzw. 3-
Methylchloranthren vorbehandelten Zellen (Albano et al., 1983) und 5 mM (Harman et al.,
1995 und 1996). Daher lassen sich diese Ergebnisse nur bedingt mit den in dieser Arbeit

dargestellten vergleichen.

Mehrheitlich findet sich also im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit in der Literatur
beziiglich der Zellviabilitidt nach Paracetamolinkubation ein Schutz durch Zugabe von N-
Acetylcystein und o-Tocopherol. Die Schutzwirkung des Silibins wird auch in der
vorliegenden Literatur kontrovers diskutiert (s. oben). Der direkte Vergleich mit den
Versuchen dieser Arbeit ist allerdings problematisch; so sind z.B. einige der Versuche in vivo
oder an Zellinien durchgefiihrt worden, wobei sich die Frage stellt, ob die Reaktionen der
Zellen in diesen Versuchen gleich denjenigen der Primirhepatozyten sind.

Die Versuche in der Literatur differieren weiterhin im Zeitpunkt, an dem die Schéidigung
begonnen wird, sowie der Dauer der Paracetamolinkubation von denen, die in dieser Arbeit
durchgefiihrt worden waren.

Es 146t sich vermuten, dall der spite Schidigungszeitpunkt oder die lange Schidigungszeit in
unserem System Griinde fiir die Wirkungslosigkeit der Antioxidantien sein kdnnten. Zum
Beispiel wire es denkbar, daB initial ein Schutz vor der Paracetamoltoxizitit besteht, dieser
aber im Laufe der Schidigungszeit verloren geht. Allerdings sprechen die mit Silibin
durchgefiihrten Tests an Zellinien mit relativ langen Schiddigungszeiten (bis zu 24 h), bei

denen eine Schutzwirkung gefunden wurde (Shear et al., 1995), gegen diese Vermutung.
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5.2. DNS-Strangbriiche

Zur Bewertung des Ausmalies von DNS-Schiden wurde der Comet Assay (s. 3.4.) eingesetzt.
Ein Anstieg der Image Length war ab einer Paracetamolkonzentration von 25 mM bzw. 30
mM zu verzeichnen. Dieser konnte im Gegensatz zu der paracetamolinduzierten Zytotoxizitat
durch Pri- oder Mitinkubation mit N-Acetylcystein oder Silibin bzw. durch Mitinkubation mit
a-Tocopherol-Succinat (hier nur bei 25 mM und 30 mM Paracetamol, nicht mehr bei 40 mM)
vermindert werden.

In der Literatur finden sich keine Comet Assay-Versuche mit Paracetamol, aber mit Hilfe der
alkalischen Elution wurde die Induktion von DNS-Einzelstrangbriichen durch
Paracetamolintoxikation bereits beschrieben (Sasaki, 1986; Hongslo et al., 1988; Hongslo et
al., 1994).

DNS-Schiden, die im Zuge einer Apoptose entstehen, konnen mit dem Comet Assay
nachgewiesen werden. Der Comet Assay hat sich hierbei im Vergleich mit anderen Methoden
zum Nachweis der Apoptose (morphologische Korrelate, Annexin V-Aufnahme) als sehr
sensitiv erwiesen, das heillt, es wurden bereits DNS-Strangbriiche gemessen, bevor die

anderen Tests positiv wurden (Florent et al., 1999).

5.3. Gesamtdiskussion

Aus den Ergebnissen (s. 4.) kann man ersehen, dal der Viabilititsverlust der Leberzellen
bereits bei niedrigeren Paracetamolkonzentrationen zu verzeichnen ist als die DNS-
Fragmentierung, die erst bei hoheren Paracetamolkonzentrationen stattfindet.

Des weiteren 148t sich der Zelltod nicht durch die Zugabe von Antioxidantien beeinflussen,
wohl aber wird die DNS-Fragmentierung durch Antioxidantien vermindert.

Hier stellt sich die Frage nach einem kausalen Zusammenhang zwischen Zelltod und DNS-
Fragmentierung:

Die Tatsache, dafl ein Viabilititsabfall bereits bei Paracetamolkonzentrationen auftritt, bei
denen keine DNS-Schidigung nachzuweisen ist, 143t vermuten, dall es sich nicht primédr um

einen durch DNS-Schiden verursachten Zelluntergang im Sinne einer Apoptose handelt.
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Mit der Annahme, dal} es sich bei den DNS-Strangbriichen um die Begleiterscheinungen eines
Zelltodes durch Nekrose handelt, konnte man zwar den Anstieg der Image Length erst bei
hoheren Paracetamolkonzentrationen, bei denen die Zellviabilitit im unteren Bereich liegt,
erkldren, nicht aber die Tatsache, da3 die Behandlung mit Antioxidantien den Viabilitidtsabfall
nicht beeinfluit, wohl aber die DNS-Strangbriiche vermindert (bei 25 mM und 30 mM

Paracetamol bis auf das Niveau der Kontrollzellen).

Daher liegt die Vermutung nahe, dafl es sich bei dem Viabilititsverlust und den DNS-
Strangbriichen um zwei voneinander unabhingige, durch Paracetamol (oder einen seiner
Metaboliten wie zum Beispiel NAPQI) hervorgerufene Schidigungen handelt.

Da sich der Viabilititsabfall nicht durch die Gabe von Antioxidantien beeinflussen lief, kann
man annehmen, da3 es sich hierbei eher um einen nicht- oder nur in geringem Male
oxidativen  Schiddigungsmechanismus handelt. Hier wire als Moglichkeit die
Proteinarylierung zu nennen, die schon seit ldngerer Zeit als moglicherweise an der
Leberzellnekrose beteiligter Faktor diskutiert wird (Mitchell et al., 1984; Pumford et al.,
1990; Hinson et al. 1996).

Die DNS-Strangbriiche waren erst nach der Gabe relativ hoher Konzentrationen Paracetamol
nachweisbar. Thr Ausmaf lie} sich durch die Gabe der Antioxidantien verringern. Daher kann
man fiir ihre Entstehung einen oxidativen Vorgang als zugrunde liegend annehmen. Einerseits
konnte es sich um eine durch oxidativen Stre3 (zum Beispiel kann das durch NAPQI
induzierte Hydroxylradikal durch direkten Angriff an der DNS zu einem apoptose-typischen
DNS-Leiter Phidnomen fiihren (Tsang et al., 1996)) oder durch mitochondriale Schidigung
mit Austritt von Cytochrom C und nachfolgender Aktivierung der Caspasenkaskade
induzierte Apoptose handeln, andererseits konnten die DNS-Strangbriiche auch nicht
apoptotischen Ursprunges sein. Beide Formen der DNS-Schiddigung konnen durch
Paracetamol hervorgerufen werden. Allerdings wird die durch Paracetamol induzierte
Apoptose als zeitlich vor der Nekrose liegend eingestuft (Shen et al., 1992; Wiger et al.,
1997), wihrend die DNS-Strangbriiche, die im Zuge dieser Arbeit mit dem Comet Assay
beobachtet werden konnten, erst bei sehr hohen Paracetamolkonzentrationen, bei denen
bereits eine deutliche Verminderung der Zellviabilitidt gemessen wurde, auftraten. Aufgrund
der langen Schidigungszeit von 12 h und der Tatsache, daB auf zelluldrer Ebene bereits ein
deutlicher Viabilitdtsverlust zu erkennen war, 146t sich vermuten, dall etwaige apoptotische
Veridnderungen der Zellen zeitlich schon frither abgelaufen wiren und somit unter diesen

Versuchsbedingungen nicht mehr hitten nachgewiesen werden konnen.
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Eine weitere Moglichkeit der Induktion von DNS-Einzelstrangbriichen durch Paracetamol ist
die Aktivierung von Endonukleasen durch die Erhohung des intrazelluliren Ca**-Spiegels.
NAPQI setzt einerseits Ca®* aus isolierten Mitochondrien frei (Albano et al., 1985; Moore et
al., 1985; Weis et al., 1992a; Weis et al., 1992b), inhibiert weiterhin die ATPasen, die zur
Aufrechterhaltung des Ca**-Gradienten iiber die Zellmembran benotigt werden und verhindert
dariiber hinaus durch GSH-Depletion deren Reduktion. Dartiber hinaus wird durch zusétzliche
Inhibierung der mikrosomalen ATPasen, iiber die durch Aufnahme in die Mikrosomen das
erhohte zytosolische Ca** gesenkt werden wiirde, der Ca**-UberschuB in der Zelle verstirkt
(Moore et al., 1985). Dieses erhohte Ca”* diffundiert in den Zellkern und fiihrt dort zur
Aktivierung von Endonukleasen (Shen et al.,, 1992). Der Stellenwert der Ca™-
Homdostasestorung in Bezug auf den Leberschaden ist allerdings umstritten; wihrend Shen et
al. die Erhdhung des Ca**-Spiegels als Apoptoseinduktor in der frilhen Phase der
Paracetamoltoxizitit sehen, halten Grewal und Racz dies fiir einen sekundiren Effekt, der
kurz vor Ausbildung der Nekrose stattfindet (Grewal und Racz, 1993). In diesem Falle wire
die Induktion von DNS-Einzelstrangbriichen bei hohen Konzentrationen, wie sie im Rahmen
dieser Arbeit gefunden wurden, erkldrbar; fraglich bliebe jedoch, warum der DNS-Schaden
durch Antioxidantien verhindert werden konnte.

Die wahrscheinlichere Alternative ist die Induktion von DNS-Einzelstrangbriichen durch
Paracetamol, wie sie von Sasaki et al. 1986 und von Hongslo et al. 1988 und 1994 nach der
Gabe hepatotoxischer Dosen Paracetamol beschrieben und auf den reaktiven Metaboliten
NAPQI zuriickgefithrt wurden, bzw. die Induktion von DNS-Strangbriichen vermittels
reaktiver Sauerstoff-Spezies (Collins 1995), wie sie durch NAPQI induziert werden konnen.
Im ersteren Falle wire die Schutzwirkung der Antioxidantien nicht unbedingt zu erklidren; so
fiihren Hongslo et al. die mittels alkalischer Elution detektierten DNS-Strangbriiche auf die
Interaktion zwischen reaktiven Paracetamol-Metaboliten und der DNS bzw. auf die Folgen
der Exzisionsreparatur von Paracetamol-DNS-Addukt-geschddigter DNS zuriick. Weiterhin
hatte N-Acetylcystein in den Versuchen dieser Arbeitsgruppe keinen Einfluf} auf die Bildung
der DNS-Strangbriiche. In diesem Falle bliebe die in dieser Arbeit beobachtete Wirkung der
Antioxidantien unerklirt.

Wiiren die DNS-Strangbriiche jedoch die Folge einer ROS-Induktion durch NAPQI, so stellt
die Verminderung des Ausmafles der DNS-Schiddigung durch die Gabe von antioxidativ
wirksamen Substanzen eine logische Konsequenz dar; einerseits kann bereits das zur ROS-
Induktion notwendige NAPQI-Radikal durch die Antioxidantien abgefangen werden,

andererseits auch die entstandenen ROS selber. Auf diese Weise wiirde die Konzentration der
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DNS-schiddigenden radikalischen Agentien, die auf die Leberzellen einwirken, abnehmen und
somit das Auftreten von DNS-Einzelstrangbriichen vermindert.

Da neben dem Paracetamol-Antidot NAC auch die ebenfalls antioxidativ wirksamen
Substanzen Silibin und a-Tocopherol die DNS-Schidigung reduzieren kdnnen, scheint es sich
bei dem den DNS-Strangbriichen zugrunde liegenden Schidigungsmechanismus im
Gegensatz zur im Wesentlichen durch nicht-oxidative Mechanismen bedingten Zytotoxizitét

um einen oxidativen Vorgang zu handeln.

Insgesamt ergeben sich bei der Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit und deren
Ubertragung auf den Menschen einige Schwierigkeiten:

Zum einen scheint sich das Versuchsmodell der primiren Rattenhepatozyten nicht
uneingeschrinkt auf den Menschen iibertragen zu lassen, wie unter anderem die Tatsache
gezeigt hat, daBl N-Acetylcystein im in vitro-Versuch keinen positiven Einflufl auf die
Zellschiadigung durch Paracetamol hat, die klinische Erfahrung aber lehrt, daB3 dies beim
Patienten mit Paracetamolintoxikation durchaus der Fall ist. Bei moglicherweise fehlender
Umsetzung des NACs zu Glutathion wire dieses als ,,nur* antioxidativ wirksame Substanz
ohne EinfluB auf den intrazelluliren GSH-Gehalt zu sehen. Ein anderer Aspekt, den es
besonders bei der Bewertung der eingesetzten Paracetamolkonzentrationen zu bedenken gilt,
ist die Tatsache, daB3, obwohl das primire Rattenhepatozyten-Modell z.B. im Vergleich zu
Zellinien als probateres Mittel zur Erforschung der Hepatotoxizitit gilt (Wang et al., 2002),
die Ratte gegeniiber Paracetamol im Gegensatz zum Menschen eher als eine resistente
Spezies anzusehen ist (Green et al., 1984). Dariiber hinaus wird nicht das gesamte
Paracetamol aus dem Medium in die Zelle aufgenommen (interne Mitteilung), so dal die in
der Zelle wirksame effektive Konzentration niedriger ist als die eingesetzte.

Zum anderen wird angenommen, dafl Paracetamol eine eigene antioxidative Wirkung besitzt.
Diese kann durch Akkumulation des unmetabolisierten Paracetamols in der Zelle durch
Sattigung der Abbauwege bei steigender Dosis wirksam werden (Garrido et al., 1991). Ein
solcher moglicher Effekt durch das Paracetamol selbst kann in dieser Arbeit nicht

ausgeschlossen oder bestitigt werden.
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AbschlieBend lassen die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse trotz der nicht
uneingeschriinkten ~ Ubertragbarkeit —auf die  Vorginge beim  Patienten  mit
Paracetamolintoxikation folgende Uberlegungen beziiglich des Pathomechanismus der
Leberschidigung zu:

Paracetamol wirkt in hohen Dosierungen nicht nur zytotoxisch, sondern es induziert,
wahrscheinlich ebenfalls iiber den aktiven Metaboliten NAPQI, Strangbriiche der Leberzell-
DNS, wirkt also auch genotoxisch. Dies geschieht allerdings erst bei Dosierungen, die bereits
einen ausgeprigten zytotoxischen Effekt hervorrufen, was, sofern man diese Beobachtungen
auf den Patienten nach Paracetamoleinnahme {iibertragen kann, bedeuten wiirde, dal}
Paracetamol-induzierte DNS-Schiden erst bei Dosierungen zu erwarten wiren, bei denen
bereits ein AusmaBl an Zellschidigung erreicht wire, das ein Organversagen hoch
wahrscheinlich machen wiirde. Die therapeutische Konsequenz, die aus der Einnahme einer
solchen Paracetamoldosis erfolgen wiirde, ndmlich die Gabe von N-Acetylcystein, wiirde

neben der Unterdriickung des Leberzellschadens auch die DNS-Strangbriiche vermindern.
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6. Zusammenfassung

Paracetamol ist ein weithin gebriuchliches, in therapeutischer Dosis relativ
nebenwirkungsarmes Analgetikum und Antipyretikum. Bei Intoxikation kommt es unter
anderem zu Leberzellschiden bis hin zum fulminanten Leberversagen. Die Atiologie der
Hepatotoxizitit von Paracetamol ist noch unklar, diskutiert werden oxidative Vorginge, wie
zum Beispiel die Induktion von reaktiven Sauerstoffspezies durch den bei Uberdosierung
vermehrt gebildeten Paracetamol-Metaboliten NAPQI sowie nicht-oxidative Mechanismen
der Storung des zelluldren Stoffwechsels, wie beispielsweise die Arylierung von Proteinen
durch NAPQI. Im Zuge der Leberzellschiadigung durch Paracetamol kommt es neben dem
Verlust der Zellviabilitit auch zum Auftreten von DNS-Strangbriichen.

In dieser Arbeit wurde in primdren Rattenhepatozyten ein moglicher Zusammenhang
zwischen diesen beiden Phinomenen und deren zugrundeliegender Mechanismus untersucht.
Eine Verminderung der Zellviabilitit (gemessen mit MTT- und Neutralrottest) trat bereits bei
geringeren Paracetamoldosen (ab 10 mM Paracetamol) auf als die Induktion von DNS-
Strangbriichen (ab 25 — 30 mM Paracetamol), was darauf hindeutet, dal die DNS-
Strangbriiche kein kausales Ereignis fiir die Entwicklung der von Paracetamol verursachten
Leberzellnekrosen, sondern vielmehr ein im Laufe des Zelluntergangs auftauchendes
Phénomen darstellen.

Weiterhin wurde gepriift, ob antioxidativ wirksame Substanzen (N-Acetylcystein, Silibin und
a-Tocopherol) einen hemmenden Effekt auf die Ausprigung des zytotoxischen Effekts
beziehungsweise die Induktion von DNS-Strangbriichen durch Paracetamol in den
Leberzellen haben. Wihrend der durch Paracetamol hervorgerufene Viabilitdtsverlust durch
keines der Antioxidantien supprimiert wurde, konnte die Induktion von DNS-Strangbriichen
sowohl von N-Acetylcystein und Silibin als auch in etwas geringerem Malle durch o-
Tocopherol verringert beziehungsweise bei submaximaler Paracetamoldosis sogar in ihrer
Entstehung unterdriickt werden.

In der Zusammenschau dieser FErgebnisse 1dBt sich vermuten, dal es sich bei der
zytotoxischen Wirkung und der Induktion von DNS-Strangbriichen durch Paracetamol um
zwei voneinander unabhéngige Effekte handelt, wobei der Induktion von DNS-Strangbriichen
ein oxidativer und dem Viabilitidtsverlust ein nicht-oxidativer Mechanismus wie zum Beispiel
die Proteinarylierung zugrunde liegt und die DNS-Strangbriiche erst zu einem relativ spéten

Zeitpunkt im Verlauf der Leberzellschdadigung durch Paracetamol auftreten.
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8. Anhinge

8.1. Abkiirzungsverzeichnis

ANOVA Varianzanalyse

APAP Acetaminophen, Paracetamol

ATP Adenosintriphosphat

Cox Zyklooxigenase

CYP Cytochrom P

DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonucleinsiure

EKG Elektrokardiogramm

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
GSH Glutathion

GSSG oxiduertes Glutathion

HEPES 4-(2-Hadroxylethyl)-piperazin-1-ethan-sulfonsidure
LE. internationale Einheiten

KG Korpergewicht

LDH Laktatdehydrogenase

LMP low melting point

LPO Lipidperoxidation

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoniumbromid)
NAPQI N-Acetyl-p-benzochinonimin

NADPH reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat
NMDA N-Methyl-d-aspartat

p Irrtumswahrscheinlichkeit

PBS phosphate buffered saline

pH -log[H"]

PLSD Fisher’s protected least significance

ROS reaktive Sauerstoffspezies

SCGE single cell gel electrophoresis

SGOT Serum-Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
SOD Superoxiddismutase

SSB (DNS-)Einzelstrangbriiche

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

WME Williams Medium E

X arithmetisches Mittel
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8.2. Zusammensetzung der verwendeten Losungen, Puffer und Medien

Collagen — Losung

50 mg Collagen
ad. 40 ml 0,2 % Essigsédure

Williams Medium E (Fa. Sigma)

»Komplett* durch Zugabe von

1 % HEPES — Puffer (1M)

2 % Glutamin (200 mM)

1 % Penicillin / Streptomycin (1000 U/ml, 1000 pg/ml)
0,5 % ITS

Vorperfusionspuffer
0,8 g NaCl

0,5 g KC1

2,383 g HEPES

ad. 1000 ml H,O
pH=74

Zugabe von 1000 LE. Heparin/100 ml Puffer unmittelbar vor der Perfusion

Collagenasepuffer
3,9 g NaCl

0,5 g KC1

0,7 g CaCl, 2 H,O
2,383 g HEPES
ad. 1000 ml H,O
pH=7.,6

Zugabe von 50 mg Collagenase H (Boehringer Mannheim)/200 ml Puffer unmittelbar vor der

Perfusion

93



8.

Anhinge

10fach konzentrierter PBS — Puffer
2,0 g KCI

2,0 g KH,PO4

1,0 g MgCl, 6 H,O

80,0 g NaCl

14,4 g Na,HPO, 2 H,0O

1fach konzentrierter PBS — Puffer
durch Verdiinnung des 10fachen PBS — Puffers mit Aqua bidest

MTT — Losung
3,5 mg/ml MTT
in 1x PBS

MTT — ExtraktionslOsung

Isopropanol / Ameisensidure (Verhiltnis 95:5)

Neutralrot — Stammldsung

4 mg/ml Neutralrot — Farbstoff
in Aqua bidest

Neutralrotlosung

durch Verdiinnung der Stammldsung auf 50 pg/ml in WME , . komplett*

Neutralrot — Fixationslosung
1 % Formaldehyd
1 % CaCl,
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Neutralrot — Extraktionslosung

50 % Ethanol

1 % Essigsdure

Lysel6sung
2,5 M NaCl

100 mM NaEDTA (372 g/mol)

10 mM Tris

Zugabe von NaOH-Plitzchen bis pH = 10

1 % Na-Laurylsarkosinat

in dest. H,O

Zugabe von 1 % Triton-x-100 und 10 % DMSO ca. 12 h vor Gebrauch der Losung

Elektrophoresepuffer

300 mM NaOH

I mM Na,EDTA (372 g/mol)
in dest. H,O

Neutralisationspuffer
0,4 M Tris
in dest. H,O

rauchende Salzsédure bis pH =7,5
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8.3. Rohdaten

10 uM N-Acetylcystein

Tabelle 1: MTT-Test (12 h) 10 uM NAC

m S
APAP [mM] |APAP |NACPI |NACMI |APAP |NACPI |NAC MI
0| 100,00{ 100,00{ 100,00 0,00 0,00 0,00
10| 76,70 67,87 77,39 8,58 7,90] 14,92
20( 63,02 60,64 68,57 8,24 7,891 11,95
25 58,75 60,16 61,24 1246 12,18 9,65
30( 44,08 49,59 47,58 11,06 13,91 12,32
35 29.45| 30,211 31,05 8,90 798| 10,15
40| 12,77 12,81 12,01 2,70 5,48 2,74
Tabelle 2: Neutralrottest (12 h) 10 uM NAC
m S
APAP [mM] |APAP [NACPI [NACMI [APAP [NACPI [NAC MI
0| 100,00{ 100,00| 100,00 0,00 0,00 0,00
10| 57,75| 71,48| 60,69 12,92 25,26] 17,83
20( 4892 67.44| 53,67 9,331 26,87 14,85
25( 45,101 59,16 49,58 12,84 19,29 18,26
30| 36,77| 48,62 42,69 9,68| 16,89 21,50
35| 24,52| 35,96] 30,08 7,17 12,13] 13,79
40| 20,78 28,33 25,27 11,65 20,12 14,08
Tabelle 3: Comet Assay 10 uM NAC
m S
APAP [mM] |APAP |NACPI |NACMI |APAP |NACPI |NAC MI
0| 27,57 26,72 27,37 1,80 0,69 0,87
10| 29,64 27,03] 28,77 1,96 1,15 2,36
20( 32,86 27,30] 29,51 4,54 1,47 3,52
25( 39,711 29,02 30,19 8,59 2,89 3,81
30 63,09] 31,42 35,86/ 19,38 5,54 9,22
40| 137,30 103,78 123,74 25,57 13,72 35,43
Tabelle 4: MTT-Test (36 h) 10 uM NAC
m S
APAP [mM] |APAP |[NACPI |[NAC MI |APAP |[NACPI |[NAC MI
0| 100,00{ 100,00{ 100,00 0,00 0,00 0,00
10| 74,80 76,99 79,79 6,51 12,27 6,64
20( 59,57| 68,54 61,41 22,90 11,43 21,11
25 43,68 47,17| 39,94 24,41 20,23| 23,53
30( 27,18 25,17 19,34 11,96 13,01 5,29
35| 14,17] 16,49] 14,36 1,17 5,37 3,87
40| 13,20 14,71 13,77 1,72 4,45 3,61
Tabelle 5: Neutralrottest (36 h) 10 uM NAC
m S
APAP|mM]| |APAP [NACPI [NACMI [APAP [NACPI [NACMI
0| 100,00{ 100,00{ 100,00 0,00 0,00 0,00
10| 58,72| 63,35 67,55 22,57| 23,07| 23,47
20( 44,07 49,501 37,60 23,56 21,99 19,86
25 26,58] 30,46 2527 12,97 12,63 14,64
30 19,66] 2140 1721 8,42 12,44 10,43
35 12,95 16,49 1341 4,07 6,55 5,33
40| 12,87 16,32 12,57 3,00 8,20 5,30
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100uM N-Acetylcystein

Tabelle 6: MTT-Test (12 h) 100 pM NAC

m S
APAP [mM] APAP NAC PI |NAC MI |APAP NACPI |NAC MI
0| 100,00{ 100,00{ 100,00 0,00 0,00 0,00
10| 76,70| 71,44| 69,63 8,58 5,57 10,74
20| 63,02 56,90| 55,91 8,24 9,52 13,17
25| 58,75 54,60| 51,80 12,46 13,48| 13,80
30| 44,08 47,65 45,16] 11,06 14,46] 15,96
35( 2945 31,72 29,52 8,90 10,44| 11,16
40( 12,77( 12,01 10,90 2,70 2,69 3,52
Tabelle 7: Neutralrottest (12 h) 100 uM NAC
m S
APAP [mM] APAP NACPI |NAC MI |APAP NACPI |NAC MI
0| 100,00{ 100,00{ 100,00 0,00 0,00 0,00
10| 57,75 49,13 63,05 12,92 18,17 20,73
20( 48,92 47,121 62,56 9,331 11,67 7,99
25 45,101 44,66 57,81 12,84 14,40 8,79
30( 36,77\ 36,70 45,67 9,68 9,191 12,07
35| 24,52| 23,53| 30,13 7,17 7,34 6,07
40| 20,78 19,45 29,99 11,65 8,73 14,50
Tabelle 8: Comet Assay 100 uM NAC
m N
APAP [mM] |[APAP  [NACPI [NACMI [APAP  [NACPI [NAC MI
0| 27,776] 26,88| 26,85 1,77 1,00 1,31
10| 30,96| 27,20| 27,53 1,82 1,12 1,87
20( 33,64 27,53| 27,66 4,24 1,55 2,59
25 45,81 27,98 28,93 20,06 1,08 4,14
30| 70,23] 30,75 32,21 28,55 3,85 5,97
40| 136,63 105,67 121,65 24,09 13,83 31,45
MTT-Test (36 h) 100 uM NAC
m S
APAP [mM] |APAP |NACPI |[NACMI [APAP [NACPI [NAC MI
0] 103,93 100,00{ 100,00 0,00 0,00 0,00
10| 74,25 70,25 76,97 6,51 8,98 14,30
20| 65,05 63,75 71,68 22,90 19,27| 18,29
25 48,32 47,94 56,57 24,41 2097 32,74
30| 24,65 23,90 29,94 11,96 10,96 21,26
35( 14,77 14,69 15,69 1,17 2,23 7,55
40| 14,12 13,85 13,57 1,72 4,17 4,37
Tabelle 9: Neutralrottest (36 h) 100 uM NAC
m S
APAP [mM] |[APAP [NACPI [NACMI |[APAP  [NACPI [NAC MI
0| 100,00{ 100,00{ 100,00 0,00 0,00 0,00
10| 58,72 67,87 66,94 24,72 21,35 2245
20( 44,07 51,49 42,84 25,81 24,56 15,81
25 26,58 33,43 26,26 1421 22,04 13,96
30| 19,66] 20,92| 17,27 9,41 12,78 7,20
35| 12,95| 16,40| 12,87 4,46 8,36 3,41
40| 12,87 14,67 11,13 3,29 6,93 3,43
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25uM Silibin

Tabelle 10: MTT-Test (12 h) Silibin

m S
APAP [mM] [APAP [SPI SMI APAP ([SPI SMI
0| 100,00 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00
10| 67,79] 60,81] 62,72 6,58 9,07] 13,14
20| 59,79] 51,41 51,22 8,23 10,92 13,27
25| 54,73| 52,19] 55,53 12,40 1191 12,46
30| 43,05| 40,89 47,73 9,74 12,57 11,04
35| 25,86 2247 27,09 10,27| 11,28 9,62
40 8,011 10,34] 11,65 1,60 1,73 4,02
Tabelle 11: Neutralrottest (12 h) Silibin
m S
APAP [mM] [APAP ([SPI SMI APAP ([SPI SMI
0[ 100,00 100,00{ 100,00 0,00 0,00 0,00
10 57,94 51,70 52,60{ 20,57| 15,40] 23,38
20| 50,71| 49,26] 53,01| 16,97 18,37 14,63
25| 45,48| 4698| 52,80 12,59 17,13| 15,45
30| 38,04| 41,52] 43,73 13,14 1592 15,35
35| 27,96| 32,20 32,47 11,93 13,31 9,61
401 22,63| 28,98 29,27 9,20 13,90 10,71
Tabelle 12: Comet Assay Silibin
m S
APAP [mM] |APAP |SPI SMI APAP |SPI SMI
o 2895] 2007 2727] 1,60] 423 292
10] 31,67 28,97 2822 4,79 127] 2,88
20| 33,47| 28.88] 29.93] 506 073 272
25| 4032 31,72 3332 727 335 452
30| 77,62| 40,57] 46,35 17,36 8,45 11,73
40| 148,95] 119,07| 130,25 26,09 13,79| 32,61
Tabelle 13: MTT-Test (36 h) Silibin
m S
APAP [mM] [APAP [SPI SMI APAP ([SPI SMI
0| 100,00 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00
10| 82,67 61,101 71,40 20,37 16,05 13,80
20| 68,53] 52,68] 53,95 12,73 16,26 21,53
25| 48,91| 35,72| 39,12 24,67 22,30( 19,79
30] 23,56] 16,25 15,02 16,64 11,62 4,35
35| 13,33] 10,64| 13,07 5,41 2,66 2,51
40| 12,63] 10,72 14,51 3,90 3,37 3,63
Tabelle 14: Neutralrottest (36 h) Silibin
m S
APAP [mM] [APAP ([SPI SMI APAP ([SPI SMI
0| 100,00 100,00{ 100,00 0,00 0,00 0,00
10 60,83 45,02 50,12| 14,27 8,03 17,74
20| 41,53| 32,02 33,66| 16,38 8,59| 16,53
25| 29,14| 25,59| 26,66| 15,71 9,49( 10,92
30| 19,01| 18,26] 19,90 8,27 6,34 8,26
35| 14,83| 15,15 17,93 5,22 5,65 8,52
40( 14,201 14,56 19,96 5,49 6,16 10,48
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50uM o-Tocopherol-Succinat

Tabelle 15: MTT-Test (12 h) Vitamin E

m S
APAP [mM] [APAP |Vit. E [APAP [Vit. E
0[ 100,00 100,00 0,00 0,00
10| 79,22| 80,38| 30,91| 30,47
20| 67,81| 74,45] 26,33| 27,84
25| 60,59] 67,50] 22,48 22,40
30| 43,27| 59,17| 20,84| 22,64
35| 17,87 26,12| 12,56] 15,91
40 9,41 12,89 2,29 3,24
Tabelle 16: Neutralrottest (12 h) Vitamin E
m S
APAP [mM] |APAP |Vit. E |APAP |Vit.E
0 100,00 100,00 0,00 0,00
10| 58,80| 58,84| 14,46] 27,61
20( 51,61 51,28 12,23 28,44
25| 44,62| 51,84 9,20 26,93
30| 35,04 37,79 791 16,40
35| 28,90 31,79 8,111 19,71
40( 23,87 21,99 5,91 8,80
Tabelle 17: Comet Assay Vitamin E
m S
APAP [mM] |APAP |Vit. E |APAP |Vit. E
0| 28,50 29,23 2,92 2,62
10| 33,70 30,46 9,16 3,78
20| 40,24| 33.40] 14,21 8,22
25| 76,88| 38,26 33,82 12,90
30| 122,84| 64,65| 42,35| 25,13
40| 165,23] 149,70 21,03| 26,75
Tabelle 18: MTT-Test (36 h) Vitamin E
m S
APAP [mM] |APAP |Vit. E |APAP [Vit.E
0[ 100,00 100,00 0,00 0,00
10 77,11 80,72 15,99 8,44
20| 65,23| 80,86] 22,66| 17,41
25| 37,00 60,95 10,56| 24,26
30 14,19 25,65 4,70| 10,73
35| 13,13] 13,69 5,18 5,46
40( 12,67 14,39 4,51 6,22
Tabelle 19: Neutralrottest (36 h) Vitamin E
m S
APAP [mM] |APAP |Vit. E |APAP |Vit.E
0 100,00 100,00 0,00 0,00
10| 52,27\ 77,25 20,97| 14,96
20| 29,50| 52,46 9,74 23,23
25| 19,48| 35,16 6,93 13,85
30| 12,56] 17,40 2,97 8,20
35| 12,20] 12,55 3,80 1,83
40| 12,68] 14,31 2,09 4,33
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Abstract

Klastogene und __ zytotoxische  Wirkung von  Paracetamol in _ primiren
Rattenhepatozytenkulturen: Einflufl von Antioxidantien

Dissertation von Virginia Lewerenz

Paracetamol ist ein weithin gebrduchliches, in therapeutischer Dosis relativ nebenwirkungsarmes
Analgetikum und Antipyretikum. Bei Intoxikation kommt es unter anderem zu Leberzellschdaden bis
hin zum fulminanten Leberversagen. Die Atiologie der Hepatotoxizitit von Paracetamol ist noch
unklar, diskutiert werden oxidative Vorginge, wie zum Beispiel die Induktion von reaktiven
Sauerstoffspezies durch den bei Uberdosierung vermehrt gebildeten Paracetamol-Metaboliten NAPQI
sowie nicht-oxidative Mechanismen der Storung des zellulidren Stoffwechsels, wie beispielsweise die
Arylierung von Proteinen durch NAPQI. Im Zuge der Leberzellschddigung durch Paracetamol kommt
es neben dem Verlust der Zellviabilitit auch zum Auftreten von DNS-Strangbriichen.

In dieser Arbeit wurde in primédren Rattenhepatozyten ein moglicher Zusammenhang zwischen diesen
beiden Phinomenen und deren zugrundeliegender Mechanismus untersucht.

Eine Verminderung der Zellviabilitit (gemessen mit MTT- und Neutralrottest) trat bereits bei
geringeren Paracetamoldosen (ab 10 mM Paracetamol) auf als die Induktion von DNS-Strangbriichen
(ab 25 — 30 mM Paracetamol), was darauf hindeutet, da3 die DNS-Strangbriiche kein kausales
Ereignis fiir die Entwicklung der von Paracetamol verursachten Leberzellnekrosen, sondern vielmehr
ein im Laufe des Zelluntergangs auftauchendes Phianomen darstellen.

Weiterhin wurde gepriift, ob antioxidativ wirksame Substanzen (N-Acetylcystein, Silibin und -
Tocopherol) einen hemmenden Effekt auf die Auspriagung des zytotoxischen Effekts beziehungsweise
die Induktion von DNS-Strangbriichen durch Paracetamol in den Leberzellen haben. Wihrend der
durch Paracetamol hervorgerufene Viabilitdtsverlust durch keines der Antioxidantien supprimiert
wurde, konnte die Induktion von DNS-Strangbriichen sowohl von N-Acetylcystein und Silibin als
auch in etwas geringerem Mafle durch o-Tocopherol verringert beziehungsweise bei submaximaler
Paracetamoldosis sogar in ihrer Entstehung unterdriickt werden.

In der Zusammenschau dieser Ergebnisse 146t sich vermuten, daf es sich bei der zytotoxischen
Wirkung und der Induktion von DNS-Strangbriichen durch Paracetamol um zwei voneinander
unabhingige Effekte handelt, wobei der Induktion von DNS-Strangbriichen ein oxidativer und dem
Viabilititsverlust ein nicht-oxidativer Mechanismus wie zum Beispiel die Proteinarylierung zugrunde
liegt und die DNS-Strangbriiche erst zu einem relativ spidten Zeitpunkt im Verlauf der

Leberzellschiddigung durch Paracetamol auftreten.

Diisseldorf, den 03.11.2004

Prof. Dr. med. R. Kahl
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