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ABSTRACT 
 

 
Background: Bilirubin was long considered a useless metabolite of heme catabolism, 

responsible for the clinical manifestation of jaundice, and potentially toxic in high 

doses, particularly in neonates. Very high levels of bilirubin in the blood stream can 

cause permanent damage to certain areas of the brain of newborn infants (kernicterus). 

Early studies established that bilirubin induced a form of neurotoxicity known as 

kernicterus. Neuronal death results from either necrosis or apoptosis. The possible 

mechanisms of bilirubin toxicity on the brain via in vitro studies were investigated.   

Objectives: The purpose of this study was to investigate the effect of bilirubin, 

cationic metal ions and the factors involved in the degradation of DNA in vitro and to 

investigate the possible mechanism of DNA degradation by bilirubin  in the presence 

of  interacting metal ions. 

Methods and Results: The study was performed by observing the changes in 

absorption spectra of the interactions between unconjugated bilirubin (UCB) and 3 
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types of cationic transition metal ions; Cu(II), Fe(II) and Zn(II). The characteristics of 

the absorption spectra, such as change or decrease in the absorbance peak, indicated an 

interaction of UCB with metal ions. The interaction of UCB with Cu(II) resulted in the 

formation of a complex which shifted the absorbance peak of bilirubin from 424 nm to 

343 nm, along with two intermediate products which absorbed highest at 594 and  644 

nm, respectively. The interaction of Cu(II) to form a complex with UCB was 

dependent on the bilirubin concentration. Zn(II) or Fe(II) could form a complex with 

UCB, but the amounts formed were lower than that observed with Cu(II). In order to 

confirm that Cu(II) could form a complex with UCB,  the effect of polyphenolic 

flavonoid quercetin, which has been reported to form a complex with Cu(II), was 

determined to compare the nature of the interaction of Cu(II) with UCB. When the 

complex is formed an absorbance peak of quercetin–CuCl2 at 432 nm was obtained 

(bilirubin-quercetin absorps at 384 nm). Study of the effect of albumin on the 

interaction of UCB with metal ions simulated the etiology of neonatal 

hyperbilirubinemia. A ratio of albumin : bilirubin less than 1:1 in the circulation 

resulted in excess UCB, which could enter the brain cells. At a 0.5: 1 albumin-bilirubin 

ratio, there was an excess of bilirubin molecules, which could form complex with 

transition metal ions, especially at high concentrations of CuCl2, e.g. 500 μM. In the 

latter case, a decrease in the absorbance peak of bilirubin was obtained.   

 The interaction of bilirubin with transition metal ions can cause oxidative DNA  

damage. In the present study, we investigated the effect of transition metal ion 

complexex with UCB on DNA degradation. Bilirubin-Cu(II) complex generated a dose 

dependent increase in DNA degradation. A similar increase in acid soluble DNA 

hydrolysis detected by diphenylamine reaction was also observed; this was correlated 
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with the DNA degradation patterns. Bilirubin-Cu(II) complex generated time 

dependent increase in DNA degradation when DNA was incubated with various 

concentrations of bilirubin and Cu(II) for 4-48 hours. The maximum degradation was 

at 48 hours after incubation at 37 OC in the reaction mixtures containing 200 μg calf 

thymus DNA, 200 µM of bilirubin and 200 µM of Cu(II), respectively.  

 Mechanism of bilirubin interaction with metal ion influenced DNA degradation 

was investigated in vitro. DNA degradation in cells has been thought to be caused by 

the reactive oxygen species produced by the lipid peroxidation process. In this study, 

the mechanism of DNA degradation in vitro caused by UCB interacting with the 

transition metal ions was proposed to occur through the generation of reactive oxygen 

species. The rate of formation of hydroxyl radicals was measured by Thyobarbituric 

acid (TBA) reaction (Malondialdehyde, MDA assay). The results were reflected in 

patterns of DNA degradation, % DNA hydrolysis and the MDA concentrations. 

Confirmation of free radical generation by bilirubin-transition metal ion causing DNA 

degradation in vitro was demonstrated by the inhibition effect of free radical 

scavengers sodium azide, thiourea and mannitol. The most potent free radical 

scavenger that could inhibit DNA breakage was thiourea. The MDA concentrations of 

the reactions of bilirubin-Cu(II), bilirubin-Fe(II) and bilirubin-Zn(II)  were  29.0, 16.0 

and 12.3 µM, respectively.   

Conclusion and Discussion:  Bilirubin and cationic metal ion interactions, Cu(II), Fe 

(II) and Zn (II),  can cause DNA degradation in vitro. Mechanism of DNA degradation 

were bilirubin and cationic metal ion complexes that produced hydroxyl radicals,  

causing DNA damage. This results suggest a possible mechanism of DNA damage in 

brain cells, via hyperbilirubinemia in newborns, since some cationic metal ions such as 
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copper, iron and zinc have been reported to be play specific roles in the central nervous 

system. Further study for in vivo investigations in biologically active systems, such as 

in astrocytes, should yield the possible mechanisms through which endogenous DNA 

damage may occur. 
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ภูมิหลัง: บิลิรูบินเปนสารท่ีไมมีประโยชนท่ีไดจากกระบวนการสลายตัวของเม็ดเลือดแดง   บิลิรูบิน
เปนสารท่ีแสดงถึงสภาวะดีซาน  โดยบิลิรูบินท่ีมีปริมาณสูงมากในซีรัมจะทําใหเกิดพิษตอรางกาย
โดยเฉพาะทารกแรกคลอด  บิลิรูบินท่ีมีระดับสูงในกระแสเลือดทําใหสมองของทารกแรกคลอด
บางสวนถูกทําลายไดอยางถาวรหรือ เคอรนิคเตอรัส (kernicterus)   จากผลการวิจัยกอนหนานี้พิสูจน
วาบิลิรูบินเหน่ียวนําใหระบบประสาทเกิดภาวะความเปนพิษซ่ึงรูจักกันในช่ือวาเคอรนิคเตอรัส     
โดยพบวาการตายของเซลลประสาทอาจเปนผลเนื่องมาจาก necrosis หรือไมก็ apoptosis   อยางไรก็
ตามจึงเปนท่ีนาสนใจท่ีจะทําการศึกษาถึงความเปนไปไดท่ีบิลิรูบินจะทําใหเกิดพิษตอสมอง  โดย
ทําการศึกษาภายในหลอดทดลองถึงผลกระทบของความเปนพิษและปจจัยอ่ืนๆท่ีเกี่ยวของใน
ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึน 
วัตถุประสงค: เพ่ือศึกษาถึงผลกระทบของบิลิรูบิน โลหะประจุบวก และปจจัยอ่ืนๆท่ีเกี่ยวของกับ
การทําให DNA เกิดการแตกสลายไดในหลอดทดลอง  และเพื่อศึกษาถึงกลไกท่ีเปนไปไดของบิลิรู
บินท่ีทําปฏิกิริยากับโลหะประจุบวกแลวทําให DNA เกิดการแตกทําลายภายในหลอดทดลอง 
วิธีการทดลองและผลการทดลอง: ในการศึกษานี้ไดตรวจดูการเปล่ียนแปลงของคาการดูดกลืนแสงท่ี
เกิดข้ึนจาก Unconjugated bilirubin (UCB) ทําปฏิกิริยากับโลหะประจุบวก ซ่ึงไดแก Cu(II), Fe(II) 
และ Zn(II)  โดยคาการดูดกลืนแสงนี้อาจมีการเปล่ียนแปลงหรือมีคาการดูดกลืนแสงลดลง  ซ่ึงใช
เปนตัวท่ีแสดงถึงการเกิดปฏิกิริยาระหวาง UCB กับโลหะประจุบวก  เม่ือ UCB กับโลหะประจบุวกมี
การทําปฏิกิริยากันจะทําใหเกิดสารประกอบใหม  ท่ีมีคาการดูดกลืนแสงเปล่ียนไปจากท่ี 424 นาโน-
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เมตรเปน 343 นาโนเมตร  และยังใหสารประกอบอื่นๆอีกท่ีสามารถดูดกลืนแสงไดท่ี 594 และ 644 
นาโนเมตร การทําปฏิกิริยาของบิลิรูบินกับ Cu(II) แลวทําใหเกิดสารประกอบนั้นข้ึนอยูกับความ
เขมขนของบิลิรูบิน  จากการศึกษานี้ยังพบวา Fe(II) และ Zn(II) สามารถเกิดสารประกอบกับ UCB 
ไดเชนเดียวกับท่ีเกิดในปฏิกิริยาของบิลิรูบินและ Cu(II)   และในการยืนยันวา Cu(II)  สามารถทํา
ปฏิกิริยากับ UCB แลวทําใหเกิดสารประกอบไดนั้น  อาศัยผลของ polyphenolic flavonoid quercetin 
ซ่ึงมีรายงานกอนหนานี้แลววาสามารถเกิดสารประกอบกับ Cu(II) ได  โดยทําการเปรียบเทียบ
ระหวางปฏิกิริยาของบิลิรูบินและ Cu(II) ท่ีมี quercetin  พบวาสารประกอบของ quercetin กับ Cu(II) 
ใหคาการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี 432 นาโนเมตร  (สารประกอบของ quercetin กับ UCB ใหคาการ
ดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี 384 นาโนเมตร)  จากการศึกษาถึงผลกระทบของอัลบูมินท่ีมีตอปฏิกิริยาของบิลิ
รูบินและโลหะประจุบวกเปนการจําลองสภาวะความเจ็บปวยท่ีเกิดในเด็กทารกแรกคลอดท่ีมีบิลิรูบิน
สูงในกระแสเลือด  ในกระแสเลือดท่ีมีอัลบูมินในอัตราสวนของบิลิรูบินนอยกวา 1.0 จะทําใหมี
ปริมาณ UCB ในกระแสเลือดมากเกินไปแลวสามารถเขาสูเซลลประสาทในสมองได  ในการศึกษาท่ี
มีอัลบูมินในอัตราสวนตอบิลิรูบินเปนโมลารเทากับ 0.5 ตอ 1.0  พบวามีโมเลกุลของบิลิรูบินท่ีมาก
เกินทําใหสามารถจับกับโลหะประจุบวกโดยเฉพาะกับ CuCl2 ได 
 อิทธิพลของบิลิรูบินท่ีทําปฏิกิริยากับโลหะประจุบวกแลวทําให DNA เกิดแตกสลายจาก
ภาวะ oxidation ได  ซ่ึงจากผลการศึกษาคร้ังนี้ไดอธิบายถึงผลการทําปฏิกิริยาของโลหะประจุบวก
กับบิลิรูบินแลวทําให DNA เกิดการแตกสลาย  โดยพบวาท้ังบิลิรูบินและ Cu(II) ท่ีเพิ่มข้ึนใน
ปฏิกิริยานี้สามารถทําให DNA เกิดการแตกสลายมากข้ึนดวย  และยังพบปริมาณ DNA ท่ีถูก 
hydrolyze มากข้ึนเม่ือตรวจดวยปฏิกิริยาของ diphenylamie ซ่ึงใหผลสอดคลองกับลักษณะของ 
DNA ท่ีมีการแตกสลาย  สารประกอบของบิลิรูบินและ Cu(II) ทําให DNA มีการแตกสลายเพ่ิมข้ึน
เม่ือเวลาในการอุน(incubate) ของปฏิกิริยาเพิ่มข้ึน  ซ่ึงในการทดลองน้ีไดทดลองอุนปฏิกิริยาต้ัง 4-48 
ช่ัวโมง  เม่ืออุนปฏิกิริยาท่ีมี   calf thymus DNA  200 μg   บิลิรูบิน 200 μM  และ   Cu(II)  200 μM   
ท่ี 37 ºC เปนเวลา 48 ช่ัวโมงจะพบวา  DNA  มีการแตกสลายสูงที่สุด   

สําหรับการศึกษาถึงกลไกการมีปฏิสัมพันธระหวางบิลิรูบินและโลหะประจุบวกทําให ดี 
เอ็น เอ แตกสลายในหลอดทดลอง  พบวาจากกลไกการแตกสลายของ DNA ภายในเซลลมีสาเหตุมา
จาก reactive oxygen species จากกระบวนการของ lipid peroxidation  ในการศึกษาคร้ังนี้ได
ทําการศึกษาถึงกลไกท่ีทําให DNA แตกสลายในหลอดทดลองท่ีมีสาเหตุมาจากการทําปฏิกิริยา
ระหวางบิลิรูบินและโลหะประจุบวกแลวทําใหเกิด reactive oxygen species  ซ่ึงทําการศึกษาอัตรา
การเกิด hydroxyl radicals ดวยการวัดจากปฏิกิริยาของ thiobarbituric acid (malondialdehyde, MDA 
assay)  จากผลการศึกษาท้ังหมดใหผลสอดคลองกันท้ังลักษณะการแตกสลายของ DNA  ปริมาณการ
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สรุปและวิจารณผลการทดลอง:  การมีปฏิสัมพันธของบิลิรูบินและโลหะประจุบวก  ซ่ึงไดแก Cu(II), 
Fe(II) และ Zn(II)  สามารถทําให DNA แตกสลายไดในหลอดทดลอง  ซ่ึงกลไกท่ีทําให DNA เกิด
การแตกสลายน้ันมาจากสารประกอบท่ีเกิดจากบิลิรูบินทําปฏิกิริยากับ Cu(II) แลวทําใหไดเปน 
hydroxyl radical ไปทําให DNA เกิดการแตกสลาย  โดยผลการศึกษาน้ีไดเสนอแนะถึงกลไกท่ีอาจ
เปนไปได  ท่ีทําให DNA เกิดการแตกสลายในเซลลประสาทท่ีเกิดจากการมีบิลิรูบินสูงในกระแส
เลือดของทารกแรกคลอด  นับต้ังแตพบวาโลหะประจุบวกซ่ึงไดแก copper,  iron  และ zinc มีหนาท่ี
สําคัญตอระบบประสาท  การศึกษาเพิ่มเติมในรางกาย เชน ศึกษาในเซลลประสาท astrocytes จะทํา
ใหทราบถึงกลไกความเปนไปไดท่ีทําให DNA แตกสลายภายในรางกายได  
 
 


