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Es wird iiber die Wirkung verschiedener Pharmaka und Steroide auf die Porphyrinsynthesc in primiren Hiihnerembryo-Leberzellkulturen
berichtet:

- 1. Zunichst wird ein Verfahren zum Anlegen primirer Hilhnerembryo-Leberzellkulturen beschrieben. Die Isolierung der Porphyrine
erfolgte aus der gefriergetrockneten Zellkultur diinnschichtchromatographisch als Methylester, die nach Elution spektrophotometrisch

-

als Cu-Chelat-Komplexe bestimmt wurden.

2. Pharmaka verschiedener chemischer Gruppen sowie Steroidmetabolite aus dem Stoffwechsel der Sexualhormone fiibrten in den Leber-
zellkulturen zu einer Erhéhung der Porphyrinsynthese, wobei vorwiegend Protoporphyrin entstand. .

3. Versuche mit Meprobamat und Atiocholanolon zeigten, daB der Anstieg des Proto- und Koproporphyrins von der Konzentration der
zugesetzten Substanz abhingig ist. Geschidigte Zellen synthetisierten nur bis zum Koproporphyrin.

4. Der die Porphyrinsynthese stimulierende Proze wurde einerseits durch Protohdmin und andererseits durch Actinomycin D, Mitomy-

| cin C und Puromycin unterdriickt. Demzufolge wird die Steigerung der Porphyrinsynthese durch Pharmaka und Steroide auf eine Dere-

pression der d-Aminolivulinsiure-Synthetase, des limitierenden Enzyms der Himbiosynthese, zuriickgefiihrt.

5. Aus zugesetzter 5-Aminoldvulinsiure wurden unter der Einwirkung von p-Hydroxy-phenylbutazon mehr Uroporphyrin und von
Methyprylon mehr Koproporphyrin synthetisiert. Inhibitoren der Nucleinsiure- und Proteinsynthese beeinfluBten diesen Effekt der
Pharmaka auf die Porphyrinsynthese aus d-Aminolivulinsiure nicht.

6. In mit stark induzierend wirkenden Substanzen beschickten Kulturen wurden simultan mit dem Anstieg des Protoporphyrins ein

| hoherer Protohimingehalt durch differenzspektrophotometrische Analysen gefunden. Die Leberzellen, die in einem mit §-Aminolivulin-
‘ sdure oder Protoporphyrin supplementierten Medium inkubiert wurden, enthielten mehr Protohdmin als Kulturen ohne diese Zusitze.

Daraus wird geschlossen, daB die in Kultur inkubierten Leberzellen Protohim synthetisieren.
7. Die Ergebnisse der pharmaka- und steroidinduzierten Porphyrinsynthese in vitro werden zur Pathogenese der genetisch determinierten
hepatischen Porphyrien des Menschen in Beziehung gesetzt. Wahrscheinlich ist eine Stérung der molekularen Kontrollmechanismen der

. Héimsynthese bei diesen Krankheiten von ursichlicher Bedeutung. Die durch Pharmaka und Steroide ausgelste Manifestation ist se-
- kundir und basiert auf der in vivo und in vitro nachgewiesenen Wirkung der Substanzen auf die Porphyrinsynthese.

8. Die Induktion der Porphyrinsynthese ist wie die Induktion arzneimittelabbauender Enzyme ein unspezifischer ProzeB. Beiden Pro-
zessen gemeinsame Befunde werden herausgestellt und beide Prozesse verbindende funktionelle Mechanismen besprochen.

Porphyrin synthesis in liver cell culture and the effect of drugs and steroids

Results are reported on the action of various pharmaceutical substances and steroids on porphyrin synthesis in primary chicken embryo
liver cell cultures:

1. First 2 method is described for the initiation of primary chicken embryo liver cell cultures. The porphyrins were isolated from freeze-
dried cell cultures by thin layer chromatography of their methyl esters. The methyl esters were then eluted and converted into the Cu-
chelate complexes, which were determined spectrophotometrically.

2. Several drugs of various classes and steroid metabolites of the sex hormones caused an increase in the synthesis of porphyrins in
liver cell cultures and the main product was protoporphyrin.

3. Experiments with meprobamate and aetiocholanolone showed that the increase of copro- and protoporphyrin is dependent on the
concentration of the added substance. Damaged cells can only achieve the synthesis as far as coproporphyrin.

4. The stimulation of porphyrin synthesis was suppressed by protohaem and by actinomycin D, mitomycin C and puromycin. From this
it is concluded that the stirnulation of porphyrin synthesis by pharmaceuticals and steroids is the result of the derepression of d-amino-
laevulinic acid synthetase, the limiting enzyme of haem biosynthesis.

5. In the presence of p-hydroxy-phenylbutazone, more uroporphyrin was synthesised from added d-amino-laevulinic acid, and in the
presence of methyprylone more coproporphyrin was synthesised; this phenomenon was not affected by the inhibition of nucleic acid
and protein synthesis.

6. In cultures containing strongly inducing substances, differential spectrophotomietric analysis showed that the increase in protoporphy-
fin was accompanied by a simultaneous increase in protohaemin. Liver cells incubated in 2 medium supplemented with J-amino-laevulinic
acid or protoporphyrin contained more protohacmin than cultures without these additions. From this it is concluded that the cultured
liver cells synthesise protohaem,

7. The results from the induction of porphyrin synthesis by certain drugs and steroids in vitro are discussed in relationship to the
pathogenesis of genetically determined hepatic porphyrias in humans. These diseases are probably caused by the disturbance of the mole-
cular control mechanisms of haem synthesis. The condition induced by drugs and steroids is secondary and due to the action of these
substances on porphyrin synthesis, which has been demonstrated in vivo and in vitro.

8. The induction of porphyrin synthesis is unspecific, resembling in this respect the induction of enzymes that degrade pharmaceutical
substances. Findings common to both processes are presented and a unifying mechanism for both processes is discussed.

1) Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.
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Zahlreiche Fremdstoffe, die groBtenteils als Pharmaka
in der klinischen Medizin Verwendung finden, steigern
die Porphyrinbiosynthese in primiren Hiithnerembryo-
Leberzellkulturen (1). Der Befund wurde in Anlehnung
an die Hypothese iiber die Gen-abhingigen Mechanis-
men der Protein-Enzym-Synthese und ihrer Kontrolle
erklirt, wie sie JacoB und Mownop (2) aufgestellt
haben und von LworF (3) zusammenfassend beschrie-
ben worden sind. Das Vorkommen der beiden, heute
als Arbeitshypothesen relevanten Regelmechanismen,
der zelluliren (,,genetischen) und der ,epigene-
tischen* (4, 5) Hemmung fiir den Reaktionsablauf der
Himsynthese, hat LAsceLLes (6) an dem photosyn-
thetischen Bakterium Rbodopsendomonas sphaeroides fest-
gestellt. In der Leberzelle ist nach den Ergebnissen von
Granick (1) nur der Regulationsmechanismus einer
Repression vorhanden, wobei nach Porrer (4) ,,the
term ‘repression’ has been used to describe feedback at
the level of enzyme formation and ‘negative feedback’
has been used in a restricted sense to mean only the
inhibition of enzyme activity”. Die Kontrolle vollzieht
sich bei photosynthetischen Bakterien (6, 7) und bei
dem aeroben Keim _Achromobacter metalcaligenes (8)
sowie in Proerythroblasten (9) und in der Leberzelle,
sowohl in der des Hiihnerembryos (1) als auch des
Menschen (10), an der Bildung des ersten Enzyms der
Himbiosynthese, der d-Aminolivulinsiure-Synthetase,
die somit als Schliisselenzym fiir diese Stoffwechselkette
fungiert.

. Die Fahigkeit zur Derepression der Porphyrinsynthese
ist allerdings keine spezifische Eigenschaft der Pharmaka
und anderer chemischer Fremdstoffe, sondern sie wird
ebenfalls durch eine Anzahl stereoisomerer biologischer
Steroidmetabolite der Sexualhormone, die iiber eine
cis-Konfiguration der A:B-Ringe (58-H-Typ) verfiigen,
ausgelost (11, 12). Diese Steroide induzieren die Por-
phyrinsynthese aber nicht nur in der Leberzelle. In
Kulturen erythroider Zellen aus Hiihnerblastoderm
konnte  die Him- und Himoglobinsynthese durch
dieselben physiologischen Steroide, welche die Porphy-
rinsynthese in der Leberzelle steigern, stimuliert werden
(13). Die Autoren (13) stellten die Arbeitshypothese auf,
daB Steroide physiologischerweise in die Kontroll-
mechanismen der Himsynthese simtlicher Zellen ein-
greifen und den Repressionsvorgang durch eine Kom-
petition mit dem Corepressor steuern.

Neben der §-Aminolivulinsiure-Synthetase kommen als
weitere regulative Enzyme fiir die Himsynthese ein
induzierbares Isoenzym der Succinyl-CoA-Synthetase?)
in der Leberzelle (14) und bei Rhodopseudomonas Ssphaeroi-
des auch die §-Aminoldvulinsiure-Dehydratase?), deren
mit der J-Aminolivulinsiure-Synthetase koordinierte
Repression durch Himin erfolgt (15), in Betracht. Die
0-Aminoldvulinsiure-Synthetase wird auBerdem sowohl

%) Engyme: Succinyl-CoA-Synthetase (EC 6.2.1.4), 5-Aminold-
vulinsdure-Dehydratase (EC 4.2.1.24), Ferrochelatase (EC 4.99.
1.1); Uroporphyrinogen-Decarboxylase = Uroporphyrinogen-
III-Carboxy-lyase (EC 4.1.1.37); Tryptophan-Pyrrolase (EC
1.13.1.12).

bei Rhbodopsendomonas sphaeroides (16) als auch in Sus-
pensionen intakter und lysierter Kaninchen-Retikulo-
cyten (17) auf der Stufe des epigenetischen feedback-
Systems durch Himin gehemmt. Eine solche direkte
Hemmung der §-Aminolivulinsiure-Synthetase durch
Him wurde weiterhin an isolierten Mitochondrien
von Kaninchen-Retikulocyten (18) und in kinetischen
Studien einer mitochondrialen- Priparation des Enzyms
aus Hithner-Retikulocyten (19) gefunden. Ein analoger
Wirkungsmechanismus von Him auf das nichste Enzym
der Porphyrinsynthese, die d-Aminolivulinsiure-Dehy-
dratase, wurde an den Erythrocyten des Menschen
beobachtet (20). Nach Untersuchungen an den Knochen-
markzellen des Menschen wird der letzte Schritt der
Himsynthese ebenfalls durch einen negativen ,,feed-
back® auf die Aktivitit der Ferrochelatase?) durch
Him kontrolliert (21).

Bei den Untersuchungen iiber die Porphyrinsynthese in
der Leberzelle blieben die Fragen offen, welche Poz-
phyrine von der Synthesesteigerung betroffen werden,
und wie sich der Anstieg der einzelnen Porphyrine
quantitativ vollzieht. Als biologisches Versuchssystem
wurde die primire Zellkultur aus Hihnerembryoleber
gewihlt. Mit der Entwicklung eines diinnschicht-
chromatographischen Verfahrens zur Differenzierung
simtlicher, im biologischen Material vorkommenden
Porphyrine (22), verbunden mit einer empfiridlichen
spektrophotometrischen Bestimmung (23), wurde es
moglich, die Biosynthese der individuellen Porphyrine
in kleinsten Mengen zu verfolgen. Uber einige Ergeb-
nisse dieser Experimente an Leberzellkulturen wurde
bereits referiert (24, 25). In dieser Arbeit wird neben
einer Beschreibung der Methoden iiber die Wirkung
einiger Pharmaka und Steroide auf die Porphyrinsyn-
these in der primiren Zellkultur von Hiihnerembryo-
Leberzellen berichtet.

Material und Methocien

Chemikalien

Porphyrinvergleichssubstanzen wutrden als Methylester nach
eigenen Verfahren aus porphyrischem Urin oder proliferierenden
Zellsuspensionen von Achromobacter metalealigenes, die Porphyrine
aus zugesetzter d-Aminolivulinsiure 1 my (Fluka AG., Buchs,
Schweiz) synthetisierten, isoliert. Protohdmin-dimethylester wurde
aus Himinchlorid gewonnen (26).

Diallylbarbitursiure, Chloroquindiphosphat und Diithyl-1,4-
dihydro-2,4,6-trimethylpyridin-3,5-dicarboxylat  (3,5-Dicarbith-
oxy-1,4-dihydrocollidin, DDC; K & K Laboratories, Inc., Plain-
view, N. Y., Hollywood) wurden iiber Serva (Heidelberg) be-
zogen. Die iibrigen Pharmaka stellte die pharmazeutische Indu-
strie in Form von Reinsubstanzen zur Verfiigung. Steroide wurden
teilweise von Schering AG. (Berlin) erhalten und' von E. Mezck
AG. (Darmstadt) und Fluka AG. (Buchs) bezogen.

Die Medizn zum Anlegen der Zellkulturen (27) stellte die viro-
logische Abteilung (Doz. Dr. F. LEHMANN-GRuUBE) des Hygiene-
Institutes zur Verfiigung.

Zur Diinnschichtchromatographie verwendeten wir Kieselgel-
Fertigplatten mit einer Schichtdicke von 0,25 mm (E. Merck).
Die spektrophotometrischen Analysen wurder mit einem Spektral-
photometer DB-G der Firma Beckman (Miinchen) durchgefiihrt.

Hithnerembryo-Leberzellkulturen
Die Zellkulturen wurden nach den von LEHMANN-GRUBE (27)
angegebenen Richtlinien angelegt. Die Leber 17 Tage alter
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Hithnerembryonen wurde steril entnommen, mit Hilfe scheren-

t artig gekreuzter Skalpelle in physiologisch balancietter Salz-
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[

Glucose-Losung (BSL) von Hanks (28) bei +4° so weit zer-
kleincrt, daB einc breiartige Gewebssuspension entstand, die man
nach zweimaligem Waschen in BSL (4-4°) in einem Trypsinicrungs-
kolben (Abb. s. 1. c. 27) iiberfiihrte. Das Lebergewebe wurde nun
mit ciner auf 37° gebrachten 0,2proz. Trypsinlosung (29) in BSL
unter langsamem Rithren der Suspension auf einem Magnet-
tithrer zu Einzelzellen zerlegt. Nach je 10 Min. wurde die Sus-
pension mit den freigesetzten Zellen iiber cinen Seitenarm des
Kolbens durch cinen mit fiinf Lagén Gaze belegten Trichter in
cinc Sammelflasche filtriert und bei +4° gehalten. Mit frischer
Trypsinlosung wurde die Aufldsung der im Kolben zuriickge-
bliebenen Gewebeteilchen fottgesetzt. Die Dauer der Trypsi-
nierung betrug etwa cine Std. Um aus 40 Lebern Einzclzellen zu
crhalten, bendtigte man etwa 1,5/ Trypsinldsung. AnschlieBend
wurden die Zcllen sedimentiett (+4° 50g, 3 Min.) und nach
Absaugen des Uberstandes in 20 bis 30 m/ Wuchsmedium, das
Sproz. NaHCO,-Losung enthielt, resuspendiert. Nach Bestim-
mung der Zellzahl durch Auszihlen der Leberzellen cines mit
Kristallviolettlosung (cf. 27) gefirbten Aliquots (0,5 m/ Zcll-
suspension 4,5 m/ Kristallviolettlésung; Anfirbung der Zell-
kerne) in ciner Neubaucr-Zihlkammer wurde die Suspension, die
ncben Leberzellen auch cinige Erythrocyten und Zelltriimmer ent-
hiclt, zu einer Dichte von 108 Leberzellen/m/ mit dem Wuchs-
medium verdiinnt. Das Wuchsmedium bestand aus EAGLEs
Medium (30), supplementiert mit 0,59, Lactalbumin-Hydrolysat
(27) und 109, Kilberserum. Je eine Mega-Einhcit Penicillin und
1 g Streptomycin wurden auf 500 m/ Medium hinzugefiigt.

Zur Kultivierung gelangten je 5 m/ Zellsuspension ciner Dichte
von 108 Zellen/m/ Wuchsmedium in kleinen Petrischalen (60 x
15 mm). Aus 40 Lebern konnten ctwa 150 Kulturen gewonncn
werden. Die Anziichtung der Leberzellkulturen wurde im Wasser-
mantelbrutschrank bei 37—37,5° in ciner Atmosphire von 59,
CO, in Luft durchgefiihrt. Bereits nach wenigen Stunden befand
sich der iibcrwiegende Teil von Leberzellen am Glas und bildete
monolaycr-Kolonien. Einen homogenen und liickenlosen Zell-
rasen entwickelten die Kulturen jedoch auch zu einem spiteren
Zeitpunkt selten. Die Kulturen wurden meistens nicht linger als
50 Stdn. inkubiert, wobei man das Medium mit demselben Wuchs-
medium in der Regel nach 20 bis 24 Stdn. wechselte. Nach Be-
endigung der Kultivicrung wurden die Zellen mit einem schmalen

Gummischaber vom Glas gel6st. Die Zellsuspension tiberfiihrte.

man in ein Veresterungsgefil (180 X 16 mm, NS 14,5), in dem
sie zur Gefriertrocknung schrig eingefroren wutden. Fiir cine
getrennte Aufarbeitung von Zcllen und Medium wurden die
Zellen vorher sedimentiert (2000 g, 5 Min.) und Zellen sowic
Medium separat lyophilisiert.

Darstellung und Extraktion der Porphyrinmethylester

Die Porphyrine und das Himin wurden in den gefriergetrockncten
Proben mit je 5 m/ Methanol-H,8O; (95:5 v/v) in 10 Stdn. bei
Raumtemperatur verestert und als Methylester (ME) mit Chloro-
form extrahiert, wobei sich das folgende Vorgehen bewihrte:
Dem Methanol-Schwefelsiduregemisch wurden 2 m/ CHCl, hinzu-
gefiigt, Dann filtrierte man die Mischung durch ein Faltenfilter
(¥ 9cm) in ein Extraktionsgefil (190 x 20 mm, NS 14,5),
spiilte das Veresterungsgefi8 mit 5m/ Chloroform-Methanol
(4:1, v/v) nach und iiberfithrte diese ebenfalls durch das Filter in
das ExtraktionsgefiB3. Nach Zusatz von 15 m/ dest. Wasser wurde
das Gefifl 3 Min. geschiittelt. Nachdem einc vollstindige Phasen-
trennung eingetreten war, wurde die Chloroformphase mit einem
zu einer Kapillare ausgezogenen Glastohr abgezogen und in cin
SammelgefiB (180 x 16 mm, NS 14,5) iiberfithrt. Darauf folgten
cine Extraktion mit je 5 m/ und noch zwei Extraktionen mit je
3 m/ Chloroform, so daB8 mindestens vier Extraktionen durchge-
fithrt wurden, wobei die Porphyrin-ME quantitativ in die Chloro-
formphase iibergegangen waten. Bei geringen Porphyrinkonzen-
trationen ist der Nachweis der Rotfluoreszenz der Chloroform-
extrakte im UV-Licht (366 nm) nicht médglich. Bei- Potphyrin-
konzentrationen, die bereits im UV-Licht nachgewiesen werden
konnen, wurden Intensitit und Anzahl der Extraktionen vom
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Fluoreszenznachweis abhiingig gemacht. Bei den Kulturen, denen
J-Aminoldvulinsiure zugesetzt worden war, kam man in der Regel
mit fiinf bis sechs Extraktionen aus. Dic beim Anziehen des
Chloroforms aus dem Extraktionsgefi3 mitgenommenen geringen
Volumina der wiBt. obeten Phase wurden mit einer spitzen
Kapillare soweit wic moglich vollstindig entfernt, che man die
organische Phase mit moglichst wenig (ein bis zwei Spatelspitzen)
Na,SO, trocknete. Fiinf Min. nach Zugabe des Na,SO, wurde
der Chloroformextrakt dutch ein Faltenfilter (& 9 cm), in das
zusitzlich etwas Na,SO, gegeben wurde, in ein 25-m/-Spitz-
kélbchen filtriert und eingedampft. Das Sammelgefi wurde
zweimal mit 5 m/ warmem Chloroform (37°) nachgespiilt, dic
ebenfalls in das gleiche Kélbchen filtriert und eingedampft wurden.
Zusatzversuche ergaben, daB die Ausbeuteverluste bei diesem
Extraktionsverfahren unter 59 licgen.

Diinnschichtchromatographie

Der mit etwa 0,25 m/ CHCl; wieder geldste Tetrapyrrol-ME-
Extrakt ciner Probe wurde auf einc DC-Kieselgel-Fertigplatte mit
ciner Schichtdicke von 0,25 mm in Form cincs ctwa 3 cm breiten
Streifens quantitativ aufgetragen. So konnten auf ciner 20 X 20 cm
grofica Platte, dic in der Mitte Vergleichssubstanzen fiihrte, vier
Proben appliziert werden.

Die zur Porphyrinchromatographic verwendeten Kieselgel-
Platten waren nacheinander in den Lsungsmittelsystemen Chloro-
form-Methanol (2:1, v/v) und Benzol-Essigsiurcithylester (4:1,
v/v) bis an den obeten Plattenrand vorgelaufen, um Verunreini-
gungen zu climinieren, und sind anschlicBend wicder aktiviert
wotden (90°, 30 Min.). Dieses Vorlaufen der Platten bewihrte
sich, um cine photometrisch leerwertfreie Analyse der vom Ad-
sorbens cluicrten ME zu erhalten. Das Chromatogramm wurde nun
in den folgenden Lésungsmittelsystemen stufenweise entwickelt
(Abb. 1):

a) Chloroform-Methanol (130:20, v/v), zwcimal 2cm, danach
vollstindige Lufttrocknung. An der Losungsmittclfront Bildung
der neuen Startzone der Porphyrin-ME.
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Abb. 1

Chromatographie der Porphyrinmethylester auf Kieselgel-Fertig-
platten F,5, von 0,25 mm Schichtdicke. Ldsungsmittelsysteme:
a) Chloroform — Methanol (130:20, v/v), b) Petroldther — idthyl-
dther (4:1, v/v), c¢) Benzol — Essigsduredthylester — Methanol
(85:13.5:1,5, v/v), d) Benzol — Essigsduredthylester — Butanol —
Methanol (85:14:3:1, v/v), e) Chloroform — Methanol (100:5, v/v).
Lipoide, die im Porphyrinmethylester-Chloroformextrakt aus bio-
logischem Material vorhanden sein konnen, werden abgetrennt.
1 Protohdmin- (H), Uroporphyrin- (U), Koproporphyrin- (K) und
“Protoporphyrinmethylester (P), 2 Fettsduremethylester, 3 Trigly-
ceride, 4 Cholesterin, 5 Cholesterinester, 6 Glycerophosphatide, Unter
der Losungsmittelfront e bei 2 und 3 freie Fettsduren. Nachweis der
Porphyrine durch Fluoreszenz (Anregung mit langwelligem UV-Licht),
des Hamins durch dunkelbraune Eigenfarbe und der Lipoide durch
Einspriihen der Zonen mit 30pr%6° chwefelsdure und Erhitzen auf
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b) Petrolither (Siedebereich 40—60°) — Diithylither (4:1, v/v),
16 cm.

c) Benzol-Essigsiureithylester-Methanol
12 cm, Lufttrocknung.

d) Benzol-Essigsiureithylester-Butanol-Methanol (82:14:3:1,
v/v), 11 cm.

¢)’ Chloroform-Methanol (100:5, v/v), zweimal 2—3 cm.

Im Losungssystem b) laufen Lipoide (Cholesterinester, Trigly-
ceride, Fettsidurcmethylester) nahe der Front. Die Fettsduremethyl-
ester entstanden unter diesen Bedingungen durch siurekataly-
sierte Umesterung von Glycerophosphatiden (31, 32) und Trigly-
ceriden. Mit dem Loésungsmittelsystem c) werden die Porphyrin-
ME vollstindig getrennt, jedoch interferiert hier noch Kopropor-
phyrin-ME mit Cholesterin. Diese beiden Substanzen werden
durch anschlieBende Entwicklung im L&sungsmittelsystem d)
getrennt (Abb. 1). Mit dem Lo&sungsmittelsystem ) wird der
Himin-ME herausfraktioniert.

Porphyrin- und Himin-ME wurden im Vergleich zu den mit-
gelaufenen Testsubstanzen markiert. Die Porphyrin-ME konnten
durch ihre charakteristische Rotfluoreszenz unter dem UV-Licht
(355 oder 366 nm) und Protohimin-ME als dunkelbrauner Fleck
bzw. Streifen erkannt werden. Die Nachweisempfindlichkeit der
Porphyrine im langwelligen UV-Licht ist weitgehend von der
Qualitit der UV-Lampe abhingig. Hochdruckbrenner mit dunkel-
blauem Glas sind am effektivsten. Als handelsiibliches Gerit
verwendeten wir den DESAGA-Intensiv-Strahler. Hiermit kénnen
auf dem l8sungsmittelfeuchten Chromatogramm noch 2 ng Poz-
phyrinmethylester auf einer Fliche von 10 mm? nachgewiesen
werden. Aus den von der Glasplatte mit einer Skalpellklinge ge-
16sten und mit Hilfe eines Stiicks Aluminiumfolie in ein Falten-
filter (& 5,5 cm) iibertragenen Kieselgelzonen eluierte man die
Di- bis Pentacarboxyporphyrin-ME mit Chloroform (35°), Hexa-
bis Oktacarboxyporphyrin-ME mit Chloroform-Methanol (9:1,
v/v) und Protohdmin mit auf 50° erhitztem Chloroform-Methanol
(4:1, v/v). Die Losungsmittel wurden durch Vakuumdestillation
entfernt.

(85:13,5:1,5, v/v),

Spektrophotometrische Analysen

Die Porphyrin-ME wurden nach 1. c. (23) als Cu-Chelate spektto-
photometrisch gemessen. Protohimin-di-ME wurde als Pyridin-
himochromogen im Differenzspektrum reduziert minus oxydiert
(33) bestimmt (26). Hierzu wurde der Himin-ME in 0,4 m/
Pyridin gel6st und mit 1,6 m/ 0,1x NaOH versetzt. Das Reaktions-
gemisch wurde kurz geschiittelt und das Volumen auf zwei Halb-

mikrokiivetten (d = 2 cm) verteilt. Der einen Kiivette (,,Referenz) .

wurden 20 u/ 3 mm K Fe(CN)g zur Oxydation, der anderen Kii-
vette (,,Probe”) 1 bis 2 mg Na,S,0, zur Reduktion zugesetzt.
Sofort anschlieBend wurde das Spektrum zwischen 600 und 500 nm
bei zwei- bis fiinffacher Spreizung der Transmissionsskala re-
gistriert und die Differenz der Extinktion zwischen dem Maximum
der x-Bande bei 557 nm und dem Minimum zwischen den «- und
B-Banden bei 541 nm bestimmt.

Die Konzentrationen der Porphyrine und des Protohimins wurden
an Hand millimolarer Extinktionskoeffizienten der Cu-Chelate
(23) und des Pyridinhimochroms (34) berechnet. Fiir Proto-
porphyrinmethylester galt ehog = 277, fiir das Pyridinhimo-
chrom aus Protohiminmethylester emy = 21,2 (26).

Ergebnisse
Hihnerembryo-Leberzellkulturen

Die zum Ansetzen der Zellkulturen verwendete Leber-
zellsuspension war nicht vollig frei von Erythrocyten
und Zelltriimmern. Die Erythrocyten gingen aber,
ebenso wie Leberzellfragmente, nicht in den Zellkultur-
rasen ein. Beim Wechsel des Wuchsmediums nach
24 Stdn. wurden dann Erythrocyten, Zellfragmente und
einzelne, nicht angewachsene Zellen entfernt. Eine Ver-

mehrung der Leberzellen in der Kultur wurde nach
mikroskopischen Kontrollen nicht beobachtet. Sie ist,
wie bereits GRanICK (1) berichtet hat, fiir die Induktion
auch nicht erforderlich. Mikroskopische Unterschiede
an den Leberzellen zwischen induzierten und nicht-
induzierten Kulturen konnten im Laufe der zweitigigen
Inkubation nicht festgestellt werden. Relativ groBe
Mengen der induzierenden . Substanzen fithrten zu
Zellschiden: Risse in der Zellwand, Destruktion des
Zellkerns. (Zellschiden dieser Art kénnen auch nach
zu schneller Zentrifugation und/oder hoher Temperatur
des Brutschrankes auftreten, wie elektronenmikro-
kopische Kontrollen zeigten3).)

Die Reaktionsfihigkeit der in Kultur gehaltenen Zellen
zur Induktion ist nich 24 Stdn. am stirksten. Sie ist
am dritten Tag, wenn auch schwicher, noch vorhanden.
Danach geht die Eigenschaft der Zellen zur Induktion
verloren. Andererseits kann auch in der frisch ange-
setzten Kultur eine Induktion ausgelost werden, wofiir
man die Substanz entweder sofort bei Anlegen der
Kulturen oder zu dem Zeitpunkt zusetzt, wenn der
groBte Teil der Zellen bereits am Glasboden der Zell-
kulturschale haftet, was in der Regel zwischen zwei und
finf Stdn. eingetreten ist. Zwar ist die Auswirkung der
beiden Applikationszeiten vor dem Mediumwechsel
auf die Porphyrinsynthese gering, doch sind die bereits
am Glas angewachsenen Leberzellen besser zu induzieren,
so daB in diesem Falle h6here Porphyrinkonzentrationen
entstehen. Bei der Induktion nach dem Mediumwechsel
(s. Methodik) wurde mit 2-Methyl-2-n-propyl-1,3-
propandioldicarbamat (200 ug/m/ Medium) eine maxi-
mal doppelt so hohe Porphyrinsynthese erzielt als bei
der Applikation des Induktors drei Stdn. nach Ansetzen
der Kulturen. Mit Steroiden wurde dagegen innerhalb
desselben Versuchsansatzes keine wesentlich hohere
Porphyrinsynthese bei der Induktion vor und nach dem
Mediumwechsel gefunden. Wihrend die Reaktions-
fihigkeit der Zelle zur Induktion nach einer Inku-
bationszeit von drei Tagen verlorengeht, bleibt ihre
Fihigkeit, Porphyrine aus der dJ-Aminolivulinsiure
zu bilden, linger erhalten. Vier und auch finf Tage
alte Leberzellkulturen synthetisieren noch Uro- und
kleine Mengen von Koproporphyrin aus zugesetzter
8-Aminolivulinsiure. Allerdings sind die Syntheseraten
aus ¢-Aminolivulinsiure gegeniiber den sofort oder
nach den ersten 24 Stdn. induzierten Zellen viel ge-
ringer.

Die absoluten Mengen der nach Induktion durch die-
selbe in der gleichen Konzentration hinzugefiigte
Substanz synthetisierten Porphyrine unterlag einer
Variationsbreite von etwa 4 30% in voneinander
unabhingig durchgefiihrten Experimenten. Dieser Be-
reich wurde mit Meprobamat (200 ug/m/ Medium) er-
mittelt. Die Variabilitdt (1) der Analysendaten zwischen
den einzelnen Versuchsreihen beruht auf biologischen
Variationen in den Lebern der Hiihnerembryonen,

3) Freundlicherweise von Herrn Professor Dr. W. VogeLL, Insti-
tut fiir Physikalische Biologie und Elektronenmikroskopie der
Universitit Marburg/Lahn durchgefiihrt.
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Unterschieden des jeweils verwendeten Kilberserums,
verschieden langer Dauer der Trypsinierung und phy-
sikalischen Differenzen der Inkubationsbedingungen.
Deshalb sind die absoluten Analysendaten nur inner-
halb einer Versuchsreihe vergleichbar. Die in den
Abbildungen 2, 3, 4 und 6 dargestcliten Resultate
wurden aus Versuchen erhalten, deren Bedingungen
identisch waren.

Verteilung der Porphyrine zwischen Zecllen
und Medium

In den nicht-induzierten Kulturen war die Konzen-
tration der Porphyrine bei den meisten Experimenten
so niedrig, daB zu ihrer Bestimmung mehrere Extrakte
gepoolt werden muBten. Dabei ergab sich aus chromato-
graphischen Analysen, dal Protoporphyrin zum {iber-
wiegenden Teil in den Zellen und nur in Spuren im
Uberstand, dagegen Koproporphyrin zu etwa gleichen
Teilen in Zellen und Uberstand vorkommen. In den
mit Meprobamat (200 ug m/) induzierten Leberzell-
kulturen befanden sich Koproporphyrin zu 629,
Protoporphyrin zu 419, und Porphyrine mit 5 bis 8
Carboxylgruppen fast ausschlieBlich im Medium. §-
Aminoldvulinsiure und Porphobilinogen, die mit einer
modifizierten (35) Methode nach MaAuzeraLL und
Granick (36) bestimmt wurden, fanden sich zu 729,

- und 619 in den Zellen. Ein solcher Verteilungstyp

der Produkte der Himsynthese wurde auch unter dem
EinfluB anderer streng induzierender Pharmaka wie
Glutethimid und Methyprylon sowie nach Induktion
mit Atiocholanolon gefunden. Die Gesamtsynthese des
Protoporphyrins wurde in den Experimenten (s. Abb. 2
bis 6) in Zellen und Medium zusammen analysiert
(s. Methodik).

Porphyrinsynthese im zeitlichen Verlauf der

Inkubation

Der zeitliche Verlauf der Gesamtsynthese stimmt mit
den Ergebnissen von Granick und Karras (1, 11)
iberein, die in ihren Induktionsversuchen die Zu-
nahme der Porphyrinsynthese fluoreszenzmikrosko-
pisch verfolgt haben. Der Syntheseanstieg begann in
den meisten Experimenten zwischen sechs und neun
Stdn. Entgegen der Erwartung, daB gemiB der Syn-
thesekette der Porphyrine zuerst Uro-, dann Kopro-
und zuletzt Protoporphyrin gebildet werden, zeigten
simtliche Induktionsversuche an Leberzellkulturen, daf3
zuerst die Synthese von Protoporphyrin ansteigt (37),
dessen Konzentration nach 20 Stdn. fir die Intensitit
ciner induzierten Substanz auf die Porphyrinsynthese in
den Hiithnerembryo-Leberzellen charaktegistisch ist.
Dem Anstieg des Protoporphyrins folgten das Tri-
carboxyporphyrin, dann Koproporphyrin und bei
Anwesenheit cines sehr starken Induktors nach 14 bis
16 Stdn. auch Uroporphyrin (37).

Induktion der Porphyrinsynthese durch Phar-
maka .-

Dic folgenden chemischen Fremdstoffe, vorwiegend
Pharmaka, wurden Leberzellkulturen zugesetzt:
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1. 2-Methyl-2-n-propyl-1,3-propandioldicarbamat (Me-
probamat, 200 ug/m/).

2. 1,4-Dihydro-2,4,6-trimethyl-3,5-dicarbithoxy-pyridin
(Diidthyl-1,4-dihydro-2,4,6-trimethylpyridin-3,5 - dicarb-
oxylat,3,5-Dicarbithoxy-1,4-dihydrocollidin, DIDC 10 ug/
m/).

3. 2,4-Dioxo-3,3-didthyl-5-methylpiperidin (Methypry-
lon, 100 pg/m/). '

4. x-Phenyl-a-dthylglutarsdureimid (Glutethimid, 40 ug/
m/).

5. Diallylbarbitursiure (120 pg/m/).

6. 1-Phenyl-2-(p-hydroxyphenyl)-3,5-dioxo-4-n-butyl-
pyrazolidin-monohydrat (p-Hydroxy-phenylbutazon,
200 pg/ml).

7. 7-Chlor-4-(4'-didthylamino-1'-methylbutylamino)-chi-
nolindiphosphat (Chloroquindiphosphat, 150 ug/m/).
8. 2-(Sulfanilamido)-4,5-dimethyloxazol (200 ug/m/).

9. Chloramphenicol (150 ug/m/).

10. Griseofulvin (25 ug/m/).

11. Tylosin (200 ug/m/).

Die Substanzen wurden in der angegebenen Konzen-
tration den Kulturen nach dem Mediumwechsel (24
Stdn.) zugesetzt. Die verschiedenen Konzentrationen
der Substanzen sind in Vorversuchen fiir die Induktion
der Porphyrinsynthese an den Leberzellkulturen als
besonders wirksam ermittelt worden. Chloroquindi-
phosphat, Chloramphenicol, Griseofulvin und Tylosin
fihrten nur zu einem Anstieg des Protoporphyrins.
Dagegen kam es unter Einwirkung stark induzierender
Substanzen wie Meprobamat, DDC, Methyprylon,
Glutethimid, aber auch bei p-Hydroxy-phenylbutazon,
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Abb. 2

Wirkung chemischer Fremdstoffe auf die Synthese von Protopor-
phyrin in Hiihnerembryo-Leberzellkulturen, Zusatz der Substanzen
-in den angegebenen Mengen (ng/m! Medium) zu 24 Stdn. inkubierten
Kulturen nach dem Wechsel des Wuchsmediums. Analysen nach einer
weiteren Inkubationszeit von 24 Stdn. Die Standardabweichung vom
arithmetischen Mittel (n = 4) ist eingezeichnet. 1 Meprobamat,
2 3,5-Dicarbithoxy-1,4-dihydrocollidin, Methyrrylon. 4 Glutethi-
mid, 5 Diallylbarbitursiure, 6 p-Hydroxy-phenylbutazon, 7 Chloro-
quindiphosphat, 8 2-(Sulfanilamido)-4,5-dimethyloxazol, 9 Chloram-
phenicol, 10 Griseofulvin, 11 Tylosin
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ebenfalls zu einer Erhéhung des Kopro- und Uropor-
phyrins, deren Konzentration jedoch niemals signifikant
iiber der Konzentration des Protoporphyrins nach
22stdg. Inkubation lag (37). Deshalb ist der Synthese-
anstieg des Protoporphyrins fiir die Intensitit der
Induktion und damit fiir die Wirkung des Pharmakons
auf die Porphyrinsynthese charakteristisch. Die Resul-
tate sind in Abbildung 2 dargestellt. Das PPLO-Agens
Tylosin fithrte auch bei Ratten nach peroraler Gabe zu
dosisabhingigen passageren Erhohungen der Aus-
scheidung von ¢-Aminolivulinsiure, Porphobilinogen
und Koproporphyrin im Urin (71).-

Induktion durch Steroide

Der EinfluB folgender Steroide auf die Porphyrin-
synthese wurde in den Leberzellkulturen untersucht:

. 5f-Androstan-3x-ol-17-on.
58-Androstan-3,17-dion.

. 58-Androstan-17§-ol-3-on.

. 5x-Androstan-17§-ol-3-on.

. 58-Pregnan-3x-17x-200:-triol.
. 58-Pregnan-3ux,20x-diol.

. 58-Pregnan-3,20-dion.

. 5x-Pregnan-3,20-dion.

. A*-Pregnen-3,20-dion.

10. A% 35 A0)_Ostratrien-3,178-diol.
11. Cholesterinoleat.

12. Cholsiure.

Die Konzentration der Steroide betrug 5 ug/m/ Medium.
Induzierende Steroide haben einen in quantitativer
Hinsicht schwicheren Effekt auf die Porphyrinsynthese
gegeniiber den Pharmaka Meprobamat, Methyprylon,
Glutethimid sowie auch gegeniiber 3,5-Dicarbithoxy-
1,4-dihydrocollidin. Dementsprechend trat eine erhshte
Bildung von Kopro- und Uroporphyrin ebenfalls nicht
in dem AusmaB, wie sie Meprobamat bewirkte, unter
dem induzierenden EinfluB von Steroiden ein (37). Die
Wirkung der verschiedenen Steroide auf die Synthese
von Protoporphyrin ist in Abbildung 3 wiedergegeben.
AuBer Progesteron und Ostradiol stimulierten vor-
wiegend 5B-H-Steroide (A:B-cis) die Porphyrinsyn-
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Abb. 3

Wirkung verschiedener Steroide auf die Synthese von Protoporphyrin
in Hiihnerembryo-Leberzellkulturen. Zusatz der Steroide wahrend
des Mediumwechsels nach 24 Stdn. Analysen (X + sx; n = 4) nach
weiteren 24 Stdn. Inkubation. 1 58-Androstan-3a-0l-17-on, 2 58-
Androstan-3,17-dion, 3 58-Androstan-178-0l-3-on, 4 5x-Androstan-
17p-0l-3-on, 5 58-Pregnan-3«,17«,20a-triol, 6 58-Prégnan-3«,20x-diol,
7 5p-Pregnan-3,20-dion, 8 ba-Pregnan-3,20-dion, 944-Pregnen-3,20-
dion, 104%%5(2%)-Ostratrien-3,17g-diol, 11 Cholesterinoleat, 12 Chol-
sédure, je 5 pg/m! Medium
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Abb. 4

Beziehung zwischen dem Syntheseanstieg des Protoporphyrins und
der Konzentration der induzierﬁ?‘d(;? Substanz im Medium der Leber-
zellkulturen

these. Die Resultate stimmen im wesentlichen mit den
fluoreszenzmikroskopischen Befunden von Granick
und Karras (11, 12) iberein. '

Abhingigkeit der Induktion von der Konzen-
tration der induzierenden Substanz

Meprobamat und Atiocholanolon wurden den Zell-
kulturen in steigenden Mengen zugesetzt. Die Porphy-
rinsynthese stieg mit Zunahme der Konzentration des
Induktors im Medium zunichst an und erreichte bei
einer bestimmten Konzentration ein Maximum. Dieses
Wirkungsmaximum lag fiir Meprobamat in mehreren
Versuchen zwischen 200 und 250 ug/m/ Medium und fiir
Atiocholanolon zwischen 5 und 7,5ug/m/. Die typischen
Ergebnisse eines Versuchs zeigt Abbildung 4. Es han-
delt sich um Analysendaten von 24 Stdn. inkubierten
Kulturen. Das Carbamat wirkte stirker als Atiocho-
lariolon. Die Proto- und Koproporphyrinsynthese ver-
liefen zunichst gleichsinnig in Abhingigkeit von der
zugesetzten Menge des Induktors bis zu dessen Wir-
kungsmaximum. Hohe Konzentrationen der zugesetzten
Substanzen fihrten hingegen zu morphologischen Ver-
inderungen der Zelle (s. unter Zellkulturen S. 136).
Geschidigte Zellen (Meprobamat 400 ug/m/, Atiocho-
lanolon 20 ug/m/) synthetisierten vorwiegend Kopro-
porphyrin. '

Der Effekt des Meprobamats (200 ug/m/ Zellsuspension) war in
jedem Leberzellkulturversuch innerhalb der Variabilitit des bio-
logischen Systems reproduzierbar. Meprobamat wurde deshalb als
,,Indikator*“-Substanz verwendet, um die Eignung der unter den
Bedingungen der Zellkultur inkubierten Leberzellen fiir die
Induktion der Porphyrinsynthese zu priifen und die Synthese-
leistung der einzelnen Versuche miteinander quantitativ zu ver-

gleichen. Als eine Testsubstanz mit stark induzierenden Eigen-
schaften bot sich auch DDC an. Jedoch hat DDC fiir die hier
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verwendete  Aufarbeitungstechnik einige Nachteile, dic darin
bestchen, daB cs nach der Veresterung chenfalls durch Chloroform
mitextrahiert und sich diinnschichtchromatographisch in mchrere
Fraktionen auftrennt, die im UV-Licht (355 nm) intensiv hellblau
fluoreszieren, mit den Rp-Zonen der Porphyrinmethylester, ins-
besondere des Kopro- und Protoporphyrins, interferieren und
dadurch deren Nachweisempfindlichkeit einschrinken. (Eine
Abtrennung des DDC gelang durch Mehtfach-Chromatographie
im Ldsungsmittclsystem Benzol-Athylacetat (9:1, v/v), wenn das
Chromatogramm nicht vorher schon in anderen Losungsmittel-
systemen cntwickelt worden war.)

EinfluB eciniger Pharmaka und Stcroide auf
die Porphyrinsynthese aus 6-Aminoldvulin-
sdure

Aus d-Aminolivulinsdure, die in einer Konzentration
von 0,1 mm mit dem Wechsel des Wuchsmediums hin-

. zugegeben wurde, synthetisicren Hithnerembryo-Leber-
. zellen erheblich gréBere Mengen an Porphyrinen als

nach Induktion durch Meprobamat oder DDC. Gegen-
iiber den Zellkulturen (Kontrollen) ohne Zusatz von
d-Aminolivulinsiure wurden nach einer Inkubation
von 24 Stdn. 100fach mehr Protoporphyrin, 30- bis
40fach mehr Koproporphyrin und etwa 20- bis 30fach
mehr Uroporphyrin gefunden. In den Inkubations-
perioden vor und nach dem Mediumwechsel wurden
nicht nur unterschiedliche Mengen von §-Aminoldvulin-
sdure fiir die Porphyrinsynthese utilisiert, sondern auch

~ die Synthese der einzelnen Porphyrine selbst war ver-
" schieden groB. So ergab sich im Vergleich der Porphy-

rinkonzentrationen der Gesamtkultur nach 24 und

- 48 Stdn., also nach Zusatz von J-Aminolivulinsiure

bei der Inkubationszeit 0 und 24 Stdn., daB in der zwei-
ten Inkubationsperiode die Synthese von Proto- und
Uroporphyrin abnahm, obwohl diejenige von Kopro-
porphyrin anstieg. Der Befund ist im Zusammenhang

mit der Beobachtung zu erkliren, daf3 drei Tage in .

Kultur inkubierte Leberzellen die Porphyrinsynthese
nicht mehr bis zum Protoporphyrin durchfithren
kénnen. Neben der Induzierbarkeit der §-Aminoldvulin-
sduresynthetase nimmt auch die Aktivitit der Kopropor-
phyrin-Oxydase im Verlaufe der Kultivierung schneller
ab als die Aktivititen der d-Aminolivulinsiure-Dehy-
dratase und des vom Uro- zum Koproporphyrinogen
fiihrenden Decarboxylierungs-Systems?). Die relativ ge-
ringe Uroporphyrinkonzentration bei der Synthese aus
d-Aminolivulinsiure am Ende der zweiten Inkubations-
periode resultiert, wie Verlaufsstudien der Synthese-
sequenzen zeigten, daraus, daBB Uroporphyrinogen iiber-
wiegend zu Koproporphyrin metabolisiert wurde. Es
ist anzunehmen, daB die mit dem Riickgang der Proto-
porphyrinsynthese synchron und auch quantitativ kor-
relierende Erh6hung der Koproporphyrinsynthese durch
Regulationsmechanismen auf dem Niveau einer feed-
back-Kontrolle gesteuert wird. Wahrscheinlich versucht
die Zelle, eine verminderte Fihigkeit zur Protopor-
phyrinsynthese durch einen verstirkten ,,Nachschub®
von hoher carboxylierten Porphyrinogenen auszu-
gleichen. Die Hypothese, daf} in der Leberzelle zwischen
den Synthesesequenzen, die von der §-Aminoldvulin-
siure zam Protohim fiihren, Kontrollmechanismen
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Abb. 5

EinfluB einiger Pharmaka und Steroide auf die Synthese von Kopro-

und Uroporphyrin mit (schraffiert) und ohne (offene Séulen) Zusatz

von é6-Aminolavulinsdure (ALS) zum Wuchsmedium. Konzentration

der ALS 0,1 mm. 1 Meprobamat, 2 p-Hydroxy-phenylbutazon, 3
Methyprylon, 4 Progesteron, 5 Ostradiol

Zeichenerklarung: * auf dem Chromatogramm kein Fluoreszenz-
nachweis

existieren, wird weiterhin durch die Experimente ge-
stiitzt, in denen sich zeigte, daB nach der Zugabe von
Meprobamat (100—300 ug/m/) zur Zellkultur die Kon-
zentration von Uroporphyrin und nach der Zugabe
von p-Hydroxy-phenylbutazon (200 ug/m/) die Kon-
zentration von Koproporphyrin anstieg (Abb. 5). Das

relative AusmaB des Anstiegs der Porphyrine aus zuge- -

setzter §-Aminolivulinsiure (0,1 mm) unter dem Ein-
fluB von Pbarmaka ist allerdings viel geringer als bei
den Induktionsversuchen. Inhibitoren der Nuclein-
siure- und Proteinsynthese (s. S. 140) hatten sowohl
in den Kontrollen als auch in den mit Pharmaka be-
schickten Kulturen nur geringen EinfluB auf die Syn-
these aus §-Aminoliavulinsiure, so daf3 ein Induktions-
proze demzufolge fiir den in Abbildung 5 dargestellten
Pharmakaeffekt nicht verantwortlich sein wird. AuBer-
dem ist d-Aminolivulinsiure selbst ein potenter Re-
pressor auf die d-Aminolivulinsiure-Synthetase (15).
Der gréBte Teil der unter Zusatz von §-Aminolivulin-
siure in der Hiihnerembryo-Leberzelle gebildeten Por-
phyrine wird an das Medium abgegeben. In dieser Hin-
sicht verhilt sich die Leberzelle dhnlich wie eine Bakte-
rienzelle. Auch ein zur Himsynthese fihiger Mikro-
organismus gibt die aus zum Medium zugesetzter J-
Aminolivulinsiure synthetisierten Porphyrine, die aus
diesem Vorliufer in verhiltnismiBig groBer Konzen-
tration gebildet werden kénnen, vorwiegend an das
Medium ab (8). Wenn morphologisch und funktionell
so extrem verschiedene Zellen in bezug auf die Abgabe
von Porphyrinen aus der Zelle ein im Prinzip gleich-
artiges Verhalten zeigen, liegt es nahe, daB sich hinter
dieser Beobachtung eine allgemeine biologische Regel
verbirgt.

18*
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Identifizierung von Protoporphyrin

Die Porphyrine wurden auf dem Diinnschichtchromato-
gramm gegeniiber authentischen Vergleichssubstanzen
lokalisiert. Zur Identifizierung muBten jedoch ausrei-
chende Mengen an Reinsubstanzen zur Verfiigung
stehen, die durch Rechromatographie in denselben
Losungsmittelsystemen isoliert werden konnten. Die
Substanzen wurden aus den Leberzellkulturen ge-
wonnen, die Porphyrine aus zugesetzter J-Amino-
livulinsdure synthetisierten. Sowohl die Ry-Werte der
einzelnen Porphyrine als auch die Absorptionsmaxima
der Porphyrinmethylester in Chloroform und der
Kupfer-Chelat-Komplexe stimmten mit den Daten der
Vergleichssubstanzen iiberein. Die nach dem chromato-
graphischen Verhalten in verschiedenen Losungsmittel-
systemen und den Absorptionsmaxima in Chloroform,
Ather und Dioxan als Protoporphyrin-IX-dimethylester
bezeichnete Substanz wurde mit der Eisensulfat-Methode
(34) in Protohimin und mit einer Bromwasserstoff-
Eisessig-Losung in Himatoporphyrin umgewandelt
(38). Protohiminmethylester wurde chromatographisch
gereinigt (22) und an Hand seines Differenzspektrums
nachgewiesen (26). Die aus Protoporphyrin erhaltene
Himatoporphyrinfraktion wurde riickverestert, und
Himatoporphyrin-IX-methylester wurde chromatogra-
phisch und spektrophotometrisch analysiert und wie
frither beschrieben identifiziert (38).

Porphyrine mit 3, 5, 6 und 7 Carboxyl-
gruppen

Unter der Einwirkung von Meprobamat (200—300
ug/ml), DDC (10 ug/m/) und Glutethimid (40 ug/m/)
~ stieg nicht nur die Synthese der 2-, 4- und 8-Carboxy-
porphyrine an, sondern auch eine Fraktion, die chroma-
tographisch zwischen Proto- und Koproporphyrin
wanderte und am ehesten ein Triacarboxyporphyrin
darstellt. AuBerdem befanden sich in diesen Zellkulturen
Porphyrine mit 5, 6 und 7 Carboxylgruppen, die mittels
Vergleichssubstanzen, die aus einer fritheren Arbeit vor-
handen waren (22), nachgewiesen werden konnten.
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Abb. 6
Protohdmgehalt der mit Meprobamat (150 ug/m! Medium) induzierten
Hiihnerembryo-Leberzellkulturen im Vergleich zur Konzentration des
gebildeten Porphyrins
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Bei der Veresterung der Porphyrine und Extraktion der
Porphyrinmethylester erhielt man gleichzeitig den
Protohiminmethylester, der ebenfalls vom Adsorbens
eluiert und dann differenzspektrophotometrisch als
Pyridinhdmochrom analysiert wurde.

Aus Abbildung 6 geht hervor, dafl die Protohimkon-
zentration in simtlichen Kulturen vorwiegend wihrend
der ersten 10 Stdn. abfillt. Nach 10 Stdn., zu dem Zeit-
punkt also, an dem die Protoporphyrinsynthese maximal
ansteigt, fillt in den mit Meprobamat (Abb. 6), DDC,
Glutethimid, Methyprylon und Diallylbarbitursiure in-
duzierten Kulturen die Konzentration des Himins
gegeniiber der Kontrolle geringer ab, so daB3 gegen Ende
der Inkubationszeit ein hoherer Protohdmingehalt in der
induzierten Kultur resultierte (26). Es ist noch zu be-
weisen, ob der Riickgang des Himingehaltes im Ver-
laufe der Inkubation lediglich durch den Abfall der
Katalase entsteht und ob der erhdhte Gehalt an Proto-
himin in der induzierten Kultur am Ende der Inku-
bation auf eine echte Neusynthese vor Protohim zu
beziehen ist. Fiir eine Neusynthese spricht die Tatsache,
daB in Kulturen mit 0,1 mM §-Aminoldvulinsiure in den
letzten 10 Stdn. der Inkubationsperiode mehr Protc-
porphyrin gefunden wurde. Die Unterschiede im
Himgehalt zwischen diesen und mit Meprobamat indu-
zierten Kulturen, die ebenfalls §-Aminolivulinsiure
enthielten, waren aber nicht signifikant. Den Kulturen
zugesetztes freies Protoporphyrin (1 bis 5 um) wurde
partiell in Him iberfihrt.

EinfluB von Protohimin und Inhibitoren der
Nucleinsiure- und Proteinsynthese

Setzt man den Kulturen gleichzeitig mit dem Pharmakon
auch Himin in Konzentrationen zwischen 10 und
100 unt zu, wird die Wirkung -des Pharmakons weit-
gehend aufgehoben. In einer Konzentration von
50 um hemmt Protohimin, das in einer nach den An-
gaben von LASCELLEs hergestellten Losung (15) zuge-
setzt wurde, die durch Meprobamat induzierte Porphy-
rinsynthese um etwa 809,. Um eine direkte Reaktion
zwischen Pharmakon und Himin auszuschliefen, wur-
den differenzspektrophotometrische Analysen von Pro-
tohimin-Meprobamat-Gemischen in wiBrigen und or-
ganischen Losungsmitteln durchgefiihrt. Es fanden sich
jedoch keine Hinweise, die auf eine Komplexbildung
zwischen diesen beiden Substanzen schlieBen lassen.
Inhibitoren der Nucleinsiuresynthese (39), wie Actino-

~ mycin D und Mitomycin C, verhindern den-induzieren-

den Effekt von Pharmaka und Steroiden auf die Por-
phyrinsynthese. Die Wirkung der Inhibitoren ist dosis-
abhingig (12). Actinomycin D 0,1 ug/ml oder Mito-
mycin C 10 ug/m/, die gleichzeitig mit Meprobamat,
DDC, Glutethimid, Methyprylon oder Atiocholanolon,
5B-Androstan-178-o0l-3-6n und 5f-Pregnan-3e,17,20x-
triol appliziert wutden, inhibierten den Anstieg der
Porphyrinsynthese vollstindig. Ebenfalls wurde in
Zellkulturen, denen mit Meprobamat oder p-Hydroxy-
phenylbutazon (200 mg/m/) gleichzeitig Puromycin (39)
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in einer Konzentration von 12 ug/m/ hinzugefiigt wurde,
nach 22 Stdn. kein von der Kontrollkultur abweichen-
der Prophyringehalt gefunden.

In vivo Experimente an Hihnerembryonen

16 Tage alten Hithnerembryonen wurden 5 mg Mepro-
bamat in den Luftsack injiziert. Die Kontrollen er-
hielten das entsprechende Volumen des Lésungsmittels
(20 u/ 0,85proz. NaCl/Athanol 2:1, v/v). Nach 20 Stdn.
wurden die Lebern von je drei Embryonen pripariert,
zerschnitten, tiefgefroren, lyophilisiert und in Portionen
von 10 bis 12 mg ausgewogen. Das Trockengewicht
der Lebern lag bei 45 mg in den’Kontrollen und bei den
induzierten Embryonen um 16%, héher. Auf dem Diinn-
schichtchromatogramm der aus Leberproben der Kon-
trollen aufgetrennten Extrakten war keine Porphyrin-
fluoreszenz feststellbar. Dagegen lie sich im Chroma-
togramm der Leberextrakte von Embryonen, die
Meprobamat erhalten hatten, Protoporphyrin und
Koproporphyrin fluoreszenzoptisch nachweisen. Die
Konzentration beider Porphyrine lag bei 5 pMol/mg
Trockengewicht.

Diskussion

Sowohl von klinischer wie von biochemischer Seite
liegt eine grofe Anzahl von Befunden vor, die zur Auf-
klirung des Wirkungsmechanismus von Pharmaka und
organisch-chemischen Fremdstoffen auf die Porphyrin-
synthese beim Menschen und am Versuchstier beige-
tragen haben. Zusammenfassende Darstellungen geben
Bruascu (40), SticH (41, 42), GoLDBERG und RiMING-
TON (43) und das Cisa FounNparioNn SyMmprosiuMm im
Jahre 1955 (44).

Mit den Erkenntnissen liber die Gen-abhingige Steue-
rung von Regulationsmechanismen (2) biologischer
Synthesen haben sich neue Vorstellungen nicht
nur iiber die Wirkung von Pharmaka auf die
Porphyrin- und Himsynthese, sondern auch zur Patho-
genese der hepatischen Porphyrien des Menschen her-
ausgebildet (45). Hinzu kommen von pharmakologi-
scher Seite Untersuchungen iiber die Induktion arznei-
mittelabbauender Enzyme (46, 47, 48) und iiber die
Stimulation des Leberwachstums unter Fremdstoffein-
wirkung (49, 50, 51), insbesondere bei experimenteller
Porphyrie (52, 53, 54, 55), sowie elektronenmikrosko-
pische Beobachtungen iiber Verinderungen an den
Mitochondrien (56) und am endoplasmatischen Reti-
kulum (57, 58, 59) unter der Wirkung von Pharmaka
auf die Leber des Versuchstieres.

Besprechung der Experimente

Die ersten Hinweise auf eine de novo Synthese des ersten
Enzyms der Himsynthese in der Leber durch chemische
Fremdstoffe, der eine Erhéhung der Porphyrinsynthese
folgt, gaben Granick und UraTA (56). Sie verfiitterten
an Meerschweinchen DDC, iiber dessen porphyrogene
Wirkung beim Versuchstier erstmals SoromoN und
FicGe (60, 61) berichtet hatten, und stellten in den

i
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Mitochondrien der Leberparenchymzellen einen 40-
fachen Anstieg der §-Aminoldvulinsiure-Synthetase fest.
Sie beobachteten bereits wihrend der ersten Tage des
Experiments in den Leberzellen eine VergroBerung des
Durchmessers der Mitochondrien und ebenfalls eine
VergroBerung der Cristae mitochondriales. Fiir eine
Neusynthese des Enzyms sprach auch die Tatsache, dafl
die §-Aminolivulinsiure-Synthetase in Inkubaten iso-
lierter Mitochondrien mit 16slichkeitsférdernden Zu-
sitzen nicht direkt aktiviert werden konnte. Mit grund-
legenden Untersuchungen brachte dann Granick (1,
62, 63) den Beweis, daBl bestimmte chemische Fremd-
stoffe, Pharmaka und Sexualhormone, die im Tier-
experiment und teilweise auch beim Menschen die che-
mischen Zeichen einer Porphyrie hervorrufen oder eine
hepatische Porphyrie (64) klinisch exacerbieren kénnen,
die Porphyrinsynthese in der Leberzelle im Sinne einer
Derepression des limitierenden Enzyms stimulieren.
Dariiberhinaus zeigten in vivo Experimente an Hithner-
embryonen (vgl. S. 140), daB Lebermitochondrien, die
24 Stdn. nach einmaliger Applikation von 3 mg Allyl-
isopropylacetamid (1) isoliert wurden, achtmal mehr
d-Aminoldvulinsiure gegeniiber Kontrollansitzen syn-
thetisierten, wenn sie mit Succinat uad Glycin als Sub-
straten inkubiert wurden.

Den Anstieg der Porphyrinsynthese in dem in vitro
System primirer Hithnerembryo-Leberzellkulturen hat
GRANICK in den meisten Experimenten fluoreszenz-
mikroskopisch an Deckglas-Kulturen beurteilt (1). Wie
aus zusitzlichen fluorometrischen Analysen von Ex-
trakten (1) der Kulturen (Zellen und Medium) hervor-
ging, waren die Porphyrine in mit Allylisopropylacet-
amid induzierten Kulturen nach einer Inkubationszeit
von 22 Stdn. etwa 100fach erhoht. In den eigenen

‘Experimenten (Abb. 2) stieg Protoporphyrin unter der

Einwirkung stark induzierender Pharmaka in der Zell-
kultur um das 20- bis 30fache an. Summiert man jedoch
den Anstieg von Proto-, Kopro- und Uroporphyrin
nach Induktion durch Substanzen wie Meprobamat,
DDC oder Methyprylon in denjenigen Konzentrationen,
welche die Porphyrine nach 20 bis 24 Stdn. Inkubation
erreichten (37) und beriicksichtigt dazu noch die An-
teile der von der Synthesesteigerung ebenfalls betroffe-
nen Porphyrine mit drei, fiinf, sechs und sieben Carb-
oxylgruppen, die hier 20 bis 25%, der Gesamtsynthese
einnahmen, so ergibt sich eine 80fache Erhohung der
Porphyrinsynthese. Eine Ubereinstimmung. mit den
Befunden von Granick (1) zeigt sich weiterhin im
zeitlichen Verlauf der Porphyrinsynthese nach Applika-
tion des Induktors und in der Reversibilitit der Induk-
tion, die dadurch nachgewiesen wurde, indem man das
Medium zu einem Zeitpunkt zwischen drei bis neun
Stdn. nach Zugabe der Substanzen abzog und durch
frisches ersetzte. Wechselte man bei einer mit einem
Induktor beschickten Kultur das Wuchsmedium erst
nach neun Stdn., also zu einem Zeitpunkt, in dem die
Porphyrinsynthese bereits steil anstieg (37), betrug die
Porphyrinkonzentration nach 24 Stdn. nur die Hilfte
gegeniiber einer Kultur, die die induzierende Substanz
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wihrend der gesamten Inkubationsperiode tiber 24 Stdn.
cnthielt. Obwohl die noch in Suspension befindlichen
Zcllen ditckt nach Aussaat in die Zellkulturschale
induzicrt werden konnte, erwies es sich als zweckmiBig,
die porphyrogenen Substanzen crst nach 24 Stdn. bei
einem Mediumwechsel hinzuzugeben, da

1. durch zwischenzeitliche mikroskopische Kontrollen
die Qualitit der Zellkultur beurteilt werden mufl und

2. die Induzierbarkeit der am Glas befindlichen Zell-
schicht 12 bis 24 Stdn. nach Ansetzen der Kulturen am
besten ist.

Granick (1) fand in den in Kultur geziichteten und
induzierten Leberzellen 809, Koproporphyrin. Der
Rest bestand aus Di- und Tricatboxyporphyrinen. In
den hier vorliegenden Untersuchungen (s. Ergebnisse,
S. 137 und 139) dominierte die Protoporphyrinsynthese
gegeniiber dem Auftreten anderer Porphyrine sowohl
im zcitlichen Verlauf der Inkubation als auch am Ende
der Kultivierung in summa. Die Synthese von Proto-
porphyrin in der Leberzellkultur ist ein MaBstab fiir die
Intensitiit des Induktionsprozesses (37). Protoporphyrin
bildete den gréBten Anteil der Porphyrine in den Zellen,
die unter ‘Meprobamat nach 24 Stdn. insgesamt 70%,
der gesamten synthetisierten Porphyrine an das Medium
abgegcben hatten.

Analog dem Experiment in der Leberzellkultur, wo in-
folge einer forcierten Synthese Protoporphyrin gegen-
tber hoher cacboxylierten Porphyrinen iiberwog, wurde
tiber relativ hohe Konzentrationen von Protoporphyrin
in der Leber decs Versuchstieres bei experimenteller
Porphyrie schon mehrfach berichtet. Scminp und Mit-
arbeiter (65, 66) fanden in der Leber mit Sedormid ver-
giftcter Kaninchen fiinf- bis achtmal mehr Protoporphy-
rin gegeniiber Kopro- und Uroporphyrin. Ebenfalls
wurde in Leberhomogenaten mit DDC behandclter
Meerschweinchen 90 bis 959, Protoporphyrin fest-
gestellt; der Rest war Koproporphyrin (56). In dhalichen
Expcrimenten mit Miusen, denen DDC oder 2-Allyl-2-
isopropylacctamid verabreicht wurde, zeigte sich, dal
die Leber unter den Bedingungen der experimentellen
Porphyric vorwiegend Protoporphyrin synthetisierte
(52), das in cinigen Fillen eine mehr als 10fache Kon-
zentration gegeniiber Koproporphyrin erreichte. Da-
gegen lag der Uroporphyringchalt erheblich niedriger.
Der Verteilungstyp der Porphyrine (52) entspricht im
Prinzip etwa demjenigen, wic er in eigenen Induktions-
versuchen an Leberzellkulturen mit stark induzierenden
Substanzen nach 12 Stdn. (37) und mit weniger effek-
tiven Substanzen (z. B. Resochin, Sulfonamiden, Chlor-
amphenicol, Griscofulvin; Ostradiol) nach 24 Stdn.
Inkubation vorlag. Auch dic Verabreichung von
Griseofulvin an jungen Ratten fithrte zu einer Uber-
produktion von Protoporphyrin in der Leber und im
Knochenmark (67, 68). AuBerdem war bei einem Pa-
tienten, der {iber mehrere Monate Griseofulvin erhalten
hatte, der hepatozcllulire Gehalt an Protoporphyrin in
dem durch Leberbiopsie gewonnenen Material crhoht
(69). Diese Befunde zeigen, dall die durch Fremdchemi-

kalien induzierte Porphyrinsynthese in der Leberzclle
in vivo und in vitro auffallend parallele Eigenschaften
aufweist. Aus den Zeitstudien der Leberzellkultue-
experimente (37) und aus den Ergebnissen der in vivo
Versuche mit Sedormid (70) stellt sich die Frage, warum
das Endprodukt der Porphyrinsynthese, Protoporphyrin,
zuerst ansteigt. Eide Hemmung der §-Aminolivulin-
siure-Dehydratase-Aktivitit i’ Leberhomogenat durch
Protoporphyrin ist vermutet worden (52). BURNHAM
und LasciLiis (16) berichten iiber einen hemmenden
EinfluB von Protoporphyrin auf dic d-Aminolivulin-
sdure-Synthese in Priparationen der Synthetase aus
Extrakten von Rbedopsendomonas sphaeroides. Nach in vitto
Experimenten (37) scheint cine solche Regulation in der
Leberzelle nicht zu existieren, da ja erst dann, wenn dic
Konzentration von Protoporphyrin erheblich anstieg,
Kopro- und spiter auch Uroporphyrin in gréBerer
Menge gebildet wurden. Demzufolge ist hier eher an
cine feedback-Hemmung auf die dem Reaktionsprodukt
jeweils vorgeordneten Enzyme zu denken.

Mit Himin, besonders in Konzentrationen zwischen 10
und 100 g, konate die durch Pharmaka (Abb. 2) und
Steroide (Abb. 3) ausgeléste Echohung der Porphyrin-
synthese weitgchend unterdeiickt werden. Der Befund
stcht im Einklang mit der Arbeitshypothese (1), daB
Him als Corepressor eines Repressorsystems in die Kon-
trolle {iber die Bildung der d-Aminolivulinsiure-Synthe-
tase eingreift. Da Protohim dic Tetrapyrrolsynthese bei
Bakterien sowohl durch feedback-Repression als auch
durch Inhibition koatrolliert (6, 16, 71), sind prinzipicll
analoge Regelmechanismen der Tetrapyrrolsynthese fiir
simtliche Zelltypen, die iiber dic Fihigkeit zur Himo-
proteinsynthese aus niedermolckularen Bausteinen ver-
fiigen, zu postulieren. Analog der Beobachtung bei
Baktericn (16) wurde in Lebermitochondrien von
Ratten, denen zur Induktion der Synthetase Allyliso-
propylacetamid injiziert worden war, eine negative
feedback-Kontrolle der J-Aminpldvulinsiure-Synthe-
taseaktivitit durch Him gcfunden (18). .

Dic vollstindige Unterdriickung cder mit Pharmaka und
Steroiden stimulierbaren Porphyrinsynthese in Leberzell-
kulturen durch Inhibitoren der Nucleinsiure- und Pro-
teinsynthese, wie Actinomycin D, Mitomycin C und
Puromycin in geeigneten Konzentrationen, stellt einen
indirckten Beweis dar, daB die Wirkung der induzicren-
den Substanzen auf dic d-Aminolivulinsiure-Synthe-
tasc nicht auf einer Anderung der Konformation als
allosterischer Ubergang am Enzymprotein beruht, son-
dern, dal} sic eine Neusynthese des Enzyms anrcgen. So
wird die erhéhte Bildung von Porphyrinen als Folge
ciner Derepression derjenigen Enzymsynthese erklirt,
dic auch im physiologischen Zustand die Quantitit
nachfolgender anabolischer Synthesesquenzen der be-
treffenden Stoffwechselkette limiticrt, Dic Resultate von
Tscruny und Mitarbeitern (10), die im Leberzylinder
ciner an akuter intermittierender Porphyric erkrankten
Patientin cine 7- bis 14fach erhdhte Aktivitit der o-
Aminolivulinsiure-Synthetase nachwiesen, stiitzen die
Hypothese, daB dic J-Aminolivulinsiiure-Synthetase
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physiologischerweise in der Leberzelle durch eine End-
produkt-Repression kontrolliert wird. )

Mehrere Untersucher fanden, daB die Katalaseaktivitit
in der Leber bei experimenteller Porphyrie, die am Ver-
suchstier durch DDC (52, 72) oder Sedormid (66, 70)
hervorgerufen wurde, und in der Leber des Menschen
bei hepatischer Porphyrie (72) abfillt (52, 66, 70, 72).
Gleichzeitig damit waren der Sauerstoffverbrauch und
die Glycin-2-C-Oxydation im Leberhomogenat herab-
gesetzt (72). Dagegen ging der Gehalt an Katalase in
den peripheren Erythrocyten nach Gabe von Sedormid
nicht zuriick (70). Gleichzeitig mit dem frithen Abfall
der Katalase nach Sedormid stiegen die Proto- und
Koproporphyrinkonzentrationen in der Leber an, wih-
rend die Konzentrationen von Uroporphyrin und Pot-
phobilinogen erst spiter anstiegen, wenn die Katalase-
aktivitit bereits niedrigere Werte erreicht hatte (70).
Die auf Abbildung 6 dargestellte Verminderung der
Protohim- und Erhohung der Protoporphyrinkonzen-
tration im Verlaufe eines Zellkulturexperiments korre-
liert sowohl mit diesen Befunden (70) als auch mit den
Ergebnissen von GinsBUuRG und DowbpLe (72), die in
der Leber mit DDC vergifteter Ratten dieselbe simultane
und umgekehrt proportionale Anderung der Konzen-
trationen von Protoporphyrin und Katalase feststellten,
wobei sich in einem neun Tage dauernden Experiment
die Kurven des Katalaseabfalls und Protoporphyrin-
anstiegs am 4. Tag kreuzten, wie der Abfall des Hims
und Anstieg des Protoporphyrins im Leberzellexperi-
ment nach 10 Stdn. (Abb. 6). Die Differenz zwischen den
Ergebnissen in vivo und in vitro besteht jedoch darin,
daB der Himgehalt in den Kontrollen der Zellkultur-
experimente im Verlauf der Inkubation noch stirker
zuriickging. Die Veresterung der Tetrapyrrole erfaf3t
simtliches in der Zelle nicht kovalent gebundenes
Protohim (s. Methodik). Deshalb wird angenommen,
daB der Riickgang der Konzentration des Protohidms
mit einer Abnahme der Katalase bereits unter den
Kulturbedingungen der Leberzellinkubation erfolgt und
hier kein spezifischer Effekt des Pharmakons ist. Hin-
gegen erhielt die mit Meprobamat induzierte Kultur
809%, mehr Protohimin als die Kontrolle. Auf die
Porphyrinsynthese schwicher wirkende Substanzen
filhrten jedoch nicht zu einer ErhShung von Proto-
himin in den Leberzellkulturen. Verschiedene in vivo
Versuche zeigten, daB die Himsynthese in der porphy-
rischen Leberzelle erhdht ist. In der Leber Sedormid-
vergifteter Ratten war die - ,,Leber-Himatinfraktion®
gegeniiber dem Normalbereich um 75%, angestiegen
(66, 70). Andere Autoren fanden eine grofere 5%Fe-
Utilisation der Leber von Miusen, denen 2-Allyl-2-
isopropylacetamid injiziert worden war (52). Dagegen
indert sich der Einbau von 5Fe in das Him der Leber
von mit DDC behandelten Miusen nicht (52). Im Zu-
sammenhang mit Untersuchungen iiber die Fettsdure-
synthese bei experimenteller Porphyrie stellten LABBE
und Mitarbeiter (53) fest, daB in der porphyrischen
Leber sowohl der Einbau von %Fe (%°FeCl,) als auch
von Succinat-[2,3-14C] und Acetat-[2-14C] in Him er-
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hoht ist. Parallel dazu stieg der Einbau der Vorliufer
in Fettsiuren aus Acetat um 100% und aus Succinat
um 300% an. Uber einen Anstieg des Himenzyms
Tryptophan-Pyrrolase?) in der Leber von Ratten nach
Gabe von Sedormid wurde ebenfalls berichtet (73).

Zusammenfassend geht aus den Daten iiber die Him-
synthese nach Applikation porphyrinogener Fremd-
stoffe in vivo und in vitro hervor, daB3 ihre Wirkung
auf die Porphyrinsynthese weiterhin zu einer héheren
Himsynthese fithren kann.

Wie vorausgehend besprochen wurde, steht zur Er-
klirung des Wirkungsprinzips porphyrinogener Sub-
stanzen eine Arbeitshypothese zur Verfiigung, die aus
den Vorstellungen iiber die Gen-abhingigen Regula-
tionen der Proteinsynthese entwickelt wurde und die.
biochemischen Manifestationen experimenteller und
angeborener Porphyrien auf einen einzigen Mechanis-
mus zuriickfiihrt: Verlust der Kontrolle tiber die Bildung
des fiir eine Kette von Reaktionsabliufen limitierenden
Enzyms. Im Gegensatz dazu liegen {iber die Einfliisse
auf die Synthese aus J-Aminolidvulinsiure nur Einzel-
fakten vor, die allerdings zeigen, daB Steuerungspro-
zesse auch in diesem Abschaitt der Syathese vorhanden
sein miissen. Aber ein einheitliches Konzept tiber den
Regelmechanismus, der die Synthese von der §-Amino-
livulinsdure bis zum Him umfal3t, ist noch nicht erar-
beitet worden. Die rapide Zunahme von Porphyrinen
aus zugesetzter J-Aminolivulinsdure (s. S. 139) be-
stitigt zunichst nur, daBl die an diesen Reaktionen be-
teiligten Enzyme in der Leberzelle in nicht-begrenzender
Menge vorliegen. Aus einer Studie iiber die Himsyn-
thesé aus §-Aminoldvulinsidure an den Erythrocyten des
Menschen (74) ging hervor, dal dieser Synthesezweig
multifaktoriell beeinflult wird. Eine negative feedback-
Kontrolle der §-Aminoldvulinsiure-Dehydratase durch
Him wurde an den Erythrocaten des Menschen (20) und
bei Bakterien (15) festgestellt. GRaNiCk und UraTaA (56)

berichteten, daB3 die bei hoher g-Zahl gewonnenen Uber-
stinde des Leberzellinhalts von Tieren, denen DDC ap-
pliziert wurde, 25%, mehr Porphobilinogen aus §- Amino-
livulinsdure synthetisierten und 579, mehr Porphobili-

nogen in Porphyrine konvertierten als die gleiche Zell-
fraktion von Kontrolltieren. Dagegen fanden sie keine
Unterschiede in der Aktivitit der Koproporphyrinoxy-
dase zwischen Lebermitochondrien behandelter und ge-

sunder Tiere (56). Demzufolge mufBiten die fiir die Syn-

these von Porphobilinogen und Koproporphyrinogen

kompetenten Enzyme in den Leberzelliberstinden der

,,DDC-Meerschweinchen‘ in erhdhter Aktivitit vor-

handen gewesen sein. Unter der alleinigen Voraus-

setzung, daB die Enzyme dieses Syntheseabschnittes in

nicht-limitierender Menge gebildet werden, sollten in

beiden Inkubaten mit demselben Substratangebot keine

Differenzen in der Syntheserate von Porphobilinogen

und Porphyrinen eintreten. Eine erhShte Aktivitit der

d-Aminolivulinsiure-Dehydratase in der Leber von

Kaninchen wurde allerdings nach Applikation von

Sedormid beschrieben (75, 76). Onisawa und LABBE

zeigten (77), daB die Dehydratase-Aktivitit in der Leber



144

Doss: Porphyrinsynthese in der Leberzellkultur unter der Einwirkung von Pharmaka und Steroiden

durch die Konzentration der 6-Aminolivulinsiure deter-
miniert und wahrscheinlich direkt durch das Substrat
aktiviert wird. Unter EinschluB dieser Beobachtungen
bieten sich fiir den in Abbildung 5 wiedergegebenen
Befund einer Mehrsynthese von Porphyrinen aus zuge-
setzter 6-Aminolivulinsiure unter der Einwirkung be-
stimmter Pharmaka folgende Erklirungsmoglichkeiten
an:

1. Es handelt sich um einen Effekt des Pharmakons
analog demjenigen nach in vivo Induktion der Por-
phyrinsynthese (56, 75, 76), der wahrscheinlich in einem
adaptiven Anstieg der é-Aminolivulinsiure-Dehydra-
tase besteht.

2. Das Pharmakon wirkt direkt auf die einzelnen
Enzyme (52).
3. Beide Wirkungen koénnen sich an verschiedenen

Stellen der Synthesekette manifestieren oder auch an
einer Reaktionssequenz miteinander interferieren.

Fiir die letzte Annahme spricht der Befund, daB in der
Leberzellkultur sowohl unter Zusatz von Meprobamat
als auch von Atiocholanolon um 309, weniger Proto-
porphyrin aus J-Aminolavulinsiure synthetisiert wurden
als in Kontrollkulturen, wobei sich diese Differenz
allerdings erst in der zweiten Hilfte der Inkubationszeit,
also nach 12 Stdn., entwickelte. Auf welche Weise das
Pharmakon oder Steroid unter den Bedingungen des
Zellkultur-in-vitro-Systems Aktivititsinderungen der
Koproporphyrin-Oxydase herbeifithren konnen, bleibt
noch ungeklirt.

Die Kulturen mit §-Aminolivulinsdure enthielten nur
um 40 bis 609, mehr Him im Vergleich zur Kontrolle,
obwohl eine 100fach hohere Konzentration an Pro-
“toporphyrin aus zugesetzter J-Aminolivulinsiure ent-
stand. Diese Protoporphyrinkonzentration lag jedoch
noch zwei Zehnerpotenzen unter dem Km-Wert von
Protoporphyrin fiir die Him-Synthetase, wie er von
BortoMmLEy (21) in den Knochenmarkzellen des Men-
schen ermittelt wurde.

Klinische Aspekte

Von einer groBen Zahl verschiedener Pharmaka ein-
schlieBlich Chemotherapeutika und Antibiotika (1, 41,
43, 78, 79, 80, 81) ist bekannt, da} sie bei Gentrigern
einer hepatischen Porphyrie eine akute Symptomatik
und bei Gesunden sowie im Tierversuch einen Anstieg
der Porphyrinsynthese in der Leber und eine Porphy-
rinurie hervorrufen konnen. So erwiesen sich in tier-
experimentellen Untersuchungen besonders folgende
Substanzen als porphyrinogen: Pharmaka der Sedor-
mid- und Barbituratgruppe (41, 43, 52, 53, 65, 66, 70,
79, 82, 83, 84, 85), 3,5-Dicarbithoxy-1,4-dihydrocollidin
(52, 56, 60, 61, 72, 84, 86, 87), Hexachlorbenzol (79, 88,
89) und niedriger chlorierte Derivate (90), Griseofulvin
(67, 68, 69, 91, 92) und 6-Mercaptopurin (93). Beim
Menschen sind Stérungen der Porphyrinsynthese vor-
wiegend nach Barbituraten (40, 43, 79, 94), Sulfonami-
den (40, 78, 79, 94, 95, 96), Griseofulvin (69, 79, 97),
Chloroquin (94, 98), Hexachlorbenzol (79, 99), Athanol

(40, 79, 94, 100, 101, 102) und Blei (40, 103, 104, 105)
aufgetreten. Eine detaillierte Darstellung der sog. toxi-
schen Storungen des Porphyrinstoffwechsels befindet
sich in der Monographie von BruGscH (40).

Die hiufige Koinzidenz von Menstruation und Gravidi-
tit und der klinischen Manifestation einer hepatischen
Porphyrie (43, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112) weist
auf pathogenetische Beziehungen zwischen den weib-
lichen Sexualhormonen und der Himsynthese hin. Es
wurde dariiber berichtet, dal sowohl die Verabreichung
von Progesteron (113) als auch von Ostrogenen eine
akute intermittierende Porphyrie exacerbieren koénnen
(114). Athinyldstradiol (114) und Diathylstilbostrol
(115) fiihrten bei Patienten mit einer akuten intermittie-
renden Porphyrie zu einer signifikant erhShten Aus-
scheidung von ¢§-Aminolivulinsdure und Porphobili-
nogen (114) sowie von Uroporphyrin (115). Unter der
Malignom-Therapie nicht-porphyrischer Patienten mit
Diithylstilbostrol kam es nicht zu einer erthéhten Aus-
scheidung von Porphyrinvorstufen und Porphyrinen
im Urin (115), im Gegensatz zur Behandlung von Ma-
lignomen mit Ostrogenen bei einer Porphyria cutanea '
tarda (110, 116). Dagegen ist bei Gesunden eine primire
Stérung der Porphyrinsynthese durch orale Kontracep-
tiva, die zu einem erhdhten Vorkommen von §-Amino-
livulinsdure und Koproporphyrin der Isomerenreihe I
im Urin fiihrten (117), nicht bewiesen.

Aus der vergleichenden Betrachtung klinischer, tier-
experimenteller und aus Leberzellkulturen (Abb. 2 bis
4) erhaltener Ergebnisse folgt, dal3 sowohl porphyrino-
gene Pharmaka als auch Steroide wie Progesteron,
Ostrogene und stereoisomere Steroidmetabolite der
5B-H-Reihe (cis-Stellung der A:B-Ringe) im Prinzip
gleichartig auf den Porphyrinstoffwechsel wirken, indem
sie Giber eine Induktion der §-Aminolivulinsiure-Synthe-
tase die Gesamtsynthese stimulieren (11). Auf welche
Weise es aber zu den der klinischen, vorwiegend neuro-
logischen (118) Symptomatik zugrunde liegenden patho-
physiologischen Storungen bei der akuten intermittie-
renden Porphyrie kommt, ist noch unklar. Eine von pE
MarrErs und RivangTon (119) entworfene Hypothese
versucht, diese Stérungen auf eine verminderte Synthese
von Acetylcholin zuriickzufiihren, die als Folge einer ~
stirkeren Metabolisierung des Glycins dber den
SHEMIN-Zyklus (120) entstehen soll, wobei dann
weniger aktives Acetat fiir die Bildung des Acetyl-
cholins bereit stehen wiirde.

Die Leberzellkultur als ein permanent kontrollierbares
und unter identischen Bedingungen mit relativ geringen .
Variationen reproduzierbares in-vitro-System ist ge-
eignet, Substanzen in ihrer Wirkung auf die Porphyrin-
synthese zu erkennen und zu priifen. Da neben den er-
wihnten Pharmaka auch Pyrazolidinderivate ein Por-
phyrie-Syndrom provozieren kénnen (78), haben wir
p-Hydroxy-phenylbutazon (Abb. 2), einen Metaboliten
des Phenylbutazons, in der Leberzellkultur niher unter- -
sucht. Die Substanz fiihrte zu einer signifikanten Er-
hohung der Porphyrinsynthese (121). Obgleich das
Ergebnis nicht direkt auf den Stoffwechsel der Leber des
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Menschen iibertragen werden kann, ist das Pharmakon
dennoch als eine potentiell porphyrinogene Substanz
zu beurteilen. Auch mit Progesteron und Ostradiol
wurde in Leberzellkulturen eine stimulierende Wirkung
auf die Porphyrinsynthese gefunden (122), die mit den
klinischen Beobachtungen iiber die durch Ostrogene
und Progesteron induzierte Manifestation hepatischer
Porphyrien ibereinstimmt. In der Leberzellkultur
wirkte Ostradiol schwicher als Progesteron.

Die erhohte Aktivitit der J-Aminolidvulinsiure-Synthe-
tase in der Leber des Menschen bei akuter intermittie-
render Porphyrie, bei experimenteller Porphyrie und in
den primiren Hithnerembryo-Leberzellkulturen lassen
in der
Himsynthese erkennen. Die Wirkung der Fremdstoffe
auf die Porphyrinsynthese des Laboratoriumstiers und
beim Menschen in zeitlicher und quantitativer Hinsicht
zeigt jedoch artspezifische Unterschiede, die wahrschein-
lich mit dem Metabolismus eines bestimmten Pharma-
kons in der betreffenden Spezies zusammenhingen (47).

Induktion der Porphyrinsynthese und arznei-
mittelabbauender Enzyme

Die Induktion der Porphyrinsynthese wird wie d1e
Induktion arzneimittelabbauender Enzyme durch vollig
verschiedene chemische Fremdstoffe und auch Steroide
(123) in der Leberzelle ausgeldst. Die induzierenden
Substanzen sind lipoidloslich. Beide Induktionsvor-
ginge sind unspezifische Prozesse. Im folgenden werden
noch weitere, zwischen den beiden Reaktionen iiber-
einstimmende Parallelen hervorgehoben:

1. Phenobarbital, das vorwiegend in den Untersuchun-
gen iber die Induktion arzneimittelabbauender Enzyme
eingesetzt wurde (46, 47, 59), ruft ebenfalls eine experi-
mentelle Porphyrie hervor (85). Es ist anzunehmen, daB
auch andere, vorwiegend die arzneimittel-metaboli-
sierenden Enzyme induzierenden Pharmaka ebenfalls
die Porphyrinsynthese induzieren. Reziproke Wirkungs-
verhiltnisse auf beide Reaktionen liegen moglicherweise
dann vor, wenn ein vorwiegend porphyrinogenes Phar-
makon auch die arzneimittelabbauenden Enzyme mit-
induziert. Hinweise auf die Induktion arzneimittel-
abbauender Enzyme durch Substanzen .wie Mepro-
bamat, Glutethimid und Phenylbutazon, die sich in den
Leberzellkulturversuchen als stark porphyrinogen er-
wiesen, gibt REMMER (47, 124).

2. Sowohl bei experimenteller Porphyrie als auch bei
der Induktion der arzneimittelabbauenden Enzyme
kommt es zu einer Stimulation des Leberwachstums und
zur Hypertrophie der Leber (47, 49, 50, 52, 53, 54, 55,
58, 67, 68).

3. In beiden Prozessen kommt es zu einer EthShung
der RNA (54, 124, 125) und der Lipoide (50, 54, 124).
Die mikrosomalen Phosphatide der Leberzelle stiegen
sowohl bei den mit Phenobarbital (124) als auch bei den
mit Allylisopropylacetamid (58) behandelten Ratten an.
Mit Allylisopropylacetamid war eine hepatische Pox-
phyrie erzeugt worden (58).
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4. Beide Prozesse fithren zu einer Hypertrophie der
glatten Membranen des endoplasmatischen Retikulums
(49, 57, 58, 59, 126).

5. Beide Induktionsvorginge kénnen durch Actino-
mycin D und Puromycin (127) unterdriickt werden
(126). Bei ecinem ausgelosten Induktionsprozefl geht
dann, wenn der Induktor aus dem Experiment wieder
entfernt wird, der Anstieg der jeweiligen Synthese-
produkte, Porphyrine (1) oder Cytochrom P-450 (128),
wieder zuriick.

6. Sowohl in der porphyrischen Leber (53, 68) als auch
nach Phenobarbitalbehandlung (124) wird mehr Proto-
himin gefunden. Die Analysendaten konnen nicht
direkt verglichen werden, da sie mit verschiedenen Me-
thoden gewonnen wurden. REMMER und MERKER (124)
bestimmten Cytochrom b,. Mit Meprobamat, Glute-
thimid, Methyprylon und DDC induzierte Leberzell-
kulturen enthielten ebenfalls mehr Protohimin. Nach
den Befunden von EstaBroox, CoorER und ROSEN-
THAL (129) ist an der Hydroxylierung der Pharmaka
(130) das von KLINGENBERG (131) in den Mikrosomen
der Leberzelle entdeckte Cytochrom P-450 mafB3geblich
beteiligt (48, 132). Uber das Vorkommen von Cytochrom
P-450 in den Mikrosomen verschiedener Gewebe und
seine Funktion in den Hydroxylierungsreaktionen ist
von STRITTMATTER kiirzlich referiert worden (133).
Cytochrom P-450 trigt Protohim als prosthetische
Gruppe (134). Nach Applikation von Barbituraten
kommt es 24 bis 48 Stdn. spiter zu einem erheblichen
Anstieg des Cytochrom P-450 in der Mikrosomenfrak-

‘tion der Leberzelle (48, 132). Da ein Pharmakon als

Stimulus fir seine eigene Destruktion wirkt (134),
indem es eine Mehrsynthese der mikrosomalen ,,mixed
function oxidases® (136) anregt, miilte besonders fiir
den Anstieg von Cytochrom P-450 mehr Him zur Ver-
fiigung stehen. Dem ProzeB wiirde eine Uberproduktion
von Him vorangehen, wenn eine mit den mikrosomalen
Reaktionsabliufen verbundene de novo Synthese der
J-Aminoldvulinsiure-Synthetase und damit eine Stei-
gerung der Porphyrinsynthese stimuliert werden. Proto-
himin wird aber nicht nur fiir das CO-bindende Pigment
des Hydroxylasen-Systems, sondern auch fiir das Cyto-

- chrom by bendtigt, dessen Konzentration im glatten

~

endoplatischen Retikulum der Leberzelle nach Pheno-
barbital um das Dreifache anstieg (124). Die Idee von
Granick (1), daB infolge der Induktion der J-Amino-
livulinsdure-Synthetase mehr Him fiir hydroxylierende
Himoproteine gebildet werden konnte, erhilt durch

den Nachweis hoherer Himkonzentrationen in den

~induzierten Leberzellkulturen (Abb. 6) eine experimen-

telle Stiitze.

Eine simultane Induktion der J-Aminoldvulinsiure-
Synthetase und arzneimittelabbauender Enzyme durch
Allylisopropylacetamid oder Barbiturate wiirde die
Hypertrophie der glatten Membranen des endoplamati-
schen Retikulums bei experimenteller Porphyrie (58)
erkliren. Der Anstieg der mikrosomalen NADPH-
Cytochrom-c-Reduktase (123) bei experimenteller
Porphyrie (137, 138) spricht fiir das Vorkommen einer

19
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gleichzeitigen Induktion der d-Aminolivulinsiure-Syn-
thetase und mikrosomaler, an der Metabolisierung von
Pharmaka beteiligter Enzyme. Die Rolle der NADPH-
Cytochrom-c-Reduktase als Komponente der oxyda-
tiven Demethylierung haben ORRENIUs und ERNSTER
(48) nachgewiesen, wobei die Substrat(Pharmaka)-
induzierte Aktivierung des Enzyms iiber eine mRNA-
Synthese liuft (48).

Nach neueren elektronenmikroskopischen Untersu-
chungen (58) wiesen die Mitochondrien der Leberzellen
bei experimenteller hepatischer Porphyrie keine Ver-
inderungen auf. Da es nach Applikation porphyrino-
gener Substanzen zu einer Induktion der §-Amino-
livulinsiure-Synthetase kommt, die fiir diese moleku-
lare Storung charakreristisch ist, stellt sich die Frage,
ob eine Beziehung zwischen der Proliferation des
endoplasmatischen Retikulums und der Mehrsynthese
der 6-Aminolivulinsiure-Synthetase besteht. Die Auto-
ren (58) vermuten, da die J-Aminolivulinsiure-Syn-
thetase moglicherweise auflerhalb der Mitochondrien
am endoplasmatischen Retikulum gebildet, danach zum
Mitochondrium transportiert wird und in die Organelle
eintritt. Das Vorkommen eines solchen Proteintrans-
ports vom ' endoplasmatischen Retikulum zum Mito-

chondrium haben KapEnBACH (139) sowie PENNIAL
und Davipian (140) fir das Cytochrom c  be-
schrieben.

Aus den diskutierten Befunden iiber die Wirkung von
Pharmaka auf die Porphyrinsynthese und die Synthese
arzneimittelabbauender Enzyme resultiert, daB wahr-
scheinlich beide Induktionsprozesse, die von verschie-
denen Genen und von verschiedener mRNA reguliert
werden, miteinander gekoppelt sein konnen. So wie
Orrentus und EricssoN (126) zwei verschiedene
Mechanismen fiir die Regulation der Enzym- und Mem-
bransynthese vorgeschlagen haben, die in vivo eng
aufeinander abgestimmt sind, wird fiir die Derepression
der Himsynthese einerseits und die Induktion mikroso-
maler Enzyme, wie insbesondere der Synthese von
Cytochrom P-450 und der NADPH-Cytochrom-c-
Reduktase, andererseits ein Konzept auszuarbeiten sein,
das die Korrelation zwischen den beiden Mechanismen
herstellt.

Die Zellkulturexperimente wutden in den virologischen Labo-
ratorien des Hygiene-Instituts, dank des freundlichen Entgegen-
kommens von Herrn Dozent Dr. F. LEaMaNN-GRUBE, durch-
gefiihrt.
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