Il. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Reactive Oxygen Species (ROS):

Mit Reactive Oxygen Species ( ROS ) wird eine Gruppe radikalischer und
nichtradikalischer hochreaktiver Sauerstoffmetaboliten bezeichnet. Die Zahl
hochreaktiver Sauerstoffmetabolite, die in biologischen Systemen auftreten ist,
begrenzt (Hill 1979). Einige typische Beispiele sind in Tabelle 1 aufgefihrt. Die
Starke der Reaktivitat von freien Radikalen kann Uber die extrem kurze Halbwertszeit
der ROS abgeschatzt werden (YU 1994). Die hohe Reaktivitat entsteht durch die
instabile Elektronenkonfiguration der Radikale. Sie extrahieren schnell Elektronen
aus anderen Molekulen, mit denen sie kollidieren. Diese Moleklle werden dann
selbst zu freien reaktionsfahigen Radikalen. Eine Kettenreaktion kann gestartet
werden. Die toxischen  Sauerstoffmetabolite  entstehen  wahrend des
Elektronentransports auf Sauerstoff in der mitochondrialen Atmungskette (McCord
und Fridovich 1970, Halliwell 1989, Yu 1994) und bei verschiedenen
Hydroxylierungs- und Oxigenierungsreaktionen. Wahrscheinlich treten sie als
Intermediarprodukte im aktiven Zentrum solcher Enzyme auf (Lehninger 1985, Frank
1985, Yu 1994, Robert 1996).



Reactive Oxygen Species Eigenschaften T2 [8]
Superoxidradikal O, |Entstehung bei vielen Autoxidationsreaktionen 1x10°8
Hydroxylradikal HOe |Entstehung metallkatalysiert, hochreaktiv (Addition, Abstraktion, |1 x 109

Elektronen Transfer Reaktionen), geringe Diffusionsfahigkeit
Perhydroxylradikal HOe |Protonierte Form von O2-e, fettldslicher als Superoxid, kann ?

Lipidperoxidation iniziieren

Alkoxylradikal ROe |Entstehung bei Lipidperoxidation, in der Reaktivitat mit Lipiden |1 x 106
Mittelstellung zwischen HOe und ROOe

Peroxylradikal ROOQe |Entstehung bei Lipidperoxidation, im Vergleich mit HOe niedrige |1 x 102
Oxidationsfahigkeit, aber groRe Diffusionsfahigkeit

Hydoperoxyd ROOH |Entstehung bei Lipidperoxidation, Protonierte Form von ROQe  |?

Wasserstoffsuperoxid  |H202 |Entstehung enzymatisch, Reaktionen mit organischen ?

Substraten sind trage, hohe Diffusionsfahigkeit

Singulett-Sauerstoff 10,  |starkes Oxidationsmittel 1x106

Tabelle 1 Ubersicht Reactive Oxygen Species (Florence 1990, Ross und Moldeus 1991)

Wenn das normale Oxidations-Antioxidationsgleichgewicht gestort wird, kann ein
unkontrollierter Angriff von Sauerstoffradikalen auf nahezu alle Zellbestandteile
einsetzen (Frank 1985, Loffler und Patrides 1998). Lipide kdnnen durch Peroxidation
von ungesattigten Fettsduren, Proteine durch Oxidation von Sulfhydrylgruppen,
Kohlenhydrate durch Polysacchariddepolymerisation und Nukleinsauren durch

Basenhydroxylation, "nicking", "cross-linkage" und DNA Bruche geschadigt werden
(Frank 1985).

Superoxidradikale:

Das ROS, das die Lipidperoxidation in biologischen Systemen initiert, ist noch nicht
sicher identifiziert. Allerdings wird allgemein vermutet, da® das Superoxidradikal eine
Hauptrolle in dieser Reaktion spielt (Michelson et al. 1985). Eine Vielzahl von
enzymatischen und Autooxidationsreaktionen sind in der Lage O, univalent zu
reduzieren und Superoxid zu generieren (Kellogg und Fridovich 1977, Kappus 1981,

Frank 1985).

O, +e” e *O;"




Perhydroxylradikale:

Das Perhydroxylradikale ist die protonierte Form von ¢O,". In wassriger Losung und
bei physiologischem pH liegt das Gleichgewicht zwischen Superoxid und dem
protonierten Perhydroxylradikal ganz auf der Seite von Superoxid.

HO,e - ¢O,” + H*
pHY : eO,” HY — HO,e

Superoxid kann im Gegensatz zum Perhydroxyldradikal kein Wasserstoffatom von einer ungesattigten
Fettsaure abspalten. Nur das undissoziierte Perhydroxylradikal, das allerdings nur bei niedrigem pH in
ausreichenden Mengen vorkommt, kann die Lipidperoxidation starten (Bielski et al. 1983, Gebicki und
Bielski 1981). Wenn das Perhydroxylradikal in ausreichenden Mengen gebildet wird, ist es ein guter
Initiator der Lipidperoxidation, zudem seine Reaktivitdt in Lipidphasen, wie z.B in Membranen,

besonders hoch ist (Kappus 1981).

Singulett-Sauerstoff:
Superoxid kann spontan oder durch Superoxid Dismutase (SOD) katalysiert
dismutieren. Im Gegensatz zur spontanen Dismutation, die reaktiven Singulett-
Sauerstoff generiert, wird durch die SOD katalysierte Reaktion Triplett-Sauerstoff im
Grundzustand erzeugt (Fridovich 1974).
spontan: 2 ¢O,"+2H" 5  H,0,+'0,
¢O; +HOe + H* 5 "0+ H,0
SOD-katalysiert: 2 ¢O,"+ 2 H* 3 H,0, + %0,
Singulett-Sauerstoff ist in der Lage, die Lipidperoxidation zu starten (Kellogg und
Fridovich 1975). Da in jedem Gewebe SOD vorkommt, kann Singulett-Sauerstoff erst
dann die Lipidperoxidation auslésen, wenn die Kapazitat der SOD uberschritten ist
(Frank 1985, Kappus 1981). Allerdings kann das entstehende Wasserstoffsuperoxid,
selbst nicht in der Lage Lipide zu oxidieren, zum Hydroxylradikal weiter reagieren

und damit die Lipidperoxidation auslosen.

Hydroxylradikale:

Hochreaktive Hydroxylradikale sind in der Lage Lipide zu peroxigenieren.
Hydroxylradikale entstehen bei der Dekompensation von Wasserstoffsuperoxid nach
einer von Haber und Weiss 1934 postulierten Reaktion.

HoO5 + O, + H* —_ O, + HOe + H,O



Da die Reaktionskonstante dieser Reaktion fast gleich Null ist, kann sie in einem
chemisch definierten System nicht beobachtet werden (Gutterigdge 1982,
Gudderigdge et al. 1982, Halliwell 1982). Nur wenn Metallionen als Katalysator
vorhanden sind, werden Hydroxylradikale gebildet. Deshalb wurde die Reaktion zur

eisen-katalysierten Haber-Weiss-Reaktion weiterentwickelt (Kappus 1981).

HoO, + 00,7 + HY  Mealhataysator -, + HOe + H,0
In Gegenwart von Eisen lalt sich der Reaktionsmechanismus mit der klassischen
Fenton-Reaktion beschreiben (Kappus 1981).
O, +Fe®™ 5 O, +Fe*
H,O,+Fe* +H" 5  HOe +Fe* + H,0
Andere Metalle, z.B. Kupfer, sind ebenfalls in der Lage diese Reaktion zu
katalysieren (Gutteridge und Wilkins 1982, Rowley und Halliwell 1983).
Hydroxylradikale koénnen ebenfalls entstehen, wenn Semichinonradikale mit
Wasserstoffsuperoxid reagieren (Gutterigde und Toeg 1982, Richmond und Halliwell
1982, Nohl und Jordan 1983). In diesem Fall sind Metallkatalysatoren nicht
notwendig.
Semichinone + H,O, + H* — Chinon + HOe + H,
Hydroxylradikale sind so reaktiv, dal} sie sofort mit benachbarten Molekilen
reagieren. Superoxid und Wasserstoffperoxid sind weniger reaktiv, kdnnen von ihrem
Entstehungsort wegdiffundieren und dann Hydroxylradikale produzierende
Reaktionen in Gang setzen. Wasserstoffsuperoxid diffundiert  durch
Plasmamembranen, flr Superoxid existieren Transportkandle. Zusammenfassend
lalt sich sagen, dal die zentrale Rolle von Superoxidradikalen und Metallionen als
Katalysator in der Literatur allgemein anerkannt, der genaue Reaktionsweg aber bis

jetzt noch unbekannt ist.

Lipidperoxidation:
Initilert wird die Lipidperoxidation durch Abspaltung eines He von einer ungesattigten
Fettsaure.
Lipid-H — Lipide + He
Mit Sauerstoff kann das Lipidradikal reagieren und eine Kettenreaktion in Gang
setzen (Frankel 1983, Halliwell 1981,Kappus und Sies 1981, Mead 1976, Yagi 1982).
Lipidle+ O, ——s  Lipid1-OOe
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Lipid1-OOe + Lipid2-H ——5  Lipid1-OOH + Lipid2e
Lipid2e + O, — Lipid2-OQe
Die Reaktionsprodukte sind Lipidmonohydroperoxide. Diese konnen spontan, durch
Erwarmen oder durch Metallkatalysatoren weitere Radikalkettenreaktionen initiieren
(Kappus 1981).
Lipid-OOH —> LOe + HO
Lipid-OOH —_— LOOe + H,
Im Verlauf der Kettenreaktion entstehen messbare Endprodukte wie Ethan (CHs-
CHs), n-Pentan (CH3-CH,- CH3 ) und Malondialdehyd (O=CH-CH,-CH=0) (Tappel
1980, Wendel und Dumelin 1981). Die Lipidperoxidation von w-3 ungesattigten
Fettsauren ergibt Ethan, von w-6 Sauren n-Pentan (Kappus 1981, Frankel 1999).
Mindestens zwei isolierte Doppelbindungen sind notwendig, um Alkane zu bilden.
Die Entstehung von MDA Uber Endoperoxidradikale wird in Abbildung 2 beschrieben.
Um MDA zu bilden, sind mindestens drei isolierte Doppelbindungen notwendig
(Kappus 1981). Die Radikalkettenreaktion wird gestoppt, wenn zwei Radikale

miteinander reagieren.
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R1-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-R2 Lipid
Fe”' 0, + H'(HO)

Initiation
Fe™ + H,0,(H,0)
R]—CH=CH—CHQ—CH=CF—CH—CH=CH—R2 Lipid radical
]
Diene conjugation Y
R1-CH=CH-CH,-CH-CH=CH-CH=CH-R2
(] — 02
' O—O\
R1-CH=CH-CH,-CH-CH=CH-CH=CH-R2  Lipid peroxy
00 ¢ radical
/s N
R1-CH-CH-CH,-CH-CH=CH-CH=CH-R2  Lipid endoperoxy
' radical
Inframolekular
rearrangement
R]—CH—CH—?H—CH=CH—R2
CH,
/ N o
CH CH e
\ /
O-0

R1 —CH—CH—C\H—Ch=CH—R2
CH, \ O-0O

/ N
CH CH
AN /
O-0

Radical chain reaktion f R3-CH=CH-CH,-CH=CH-R4

S R3-CH=CH-CH-CH=CH-R4
Y [}

R]—CH—CH—C\I\-I—Ch=CH—R2
y CH, & O-OH Fo
CH CH

\O_O/ Fe

2+

3+

R1-CH-CH-CH-Ch=CH-R2 + HO' Lipid alkoxy

AN raical
', CHQX O

CH CH

+ Malondialde
+ O=CH-CH,-CH=0

Abbildung 2Bildung von MDA durch Lipidperoxidation (Kappus 1985, S.280)

R1-CH=CH, + O=CH-CH=CH-R2 Alkyl radical + Lipid aldehyd
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Protektive Mechanismen:
Antioxidative Systeme werden in ein primares und ein sekundares System unterteilt.
Primare Systeme reduzieren die Bildung neuer reaktiver Sauerstoffmetabolite,

wahrend sekundare schon gebildete Radikale neutralisieren (Burton et al. 1985).

Primares antioxidatives Potential:

Die enge elektrochemische Kopplung der mitochondrialen Atmung verhindert die
Freisetzung der als Intermediarprodukte in den aktiven Zentren der Enzymkomplexe
entstehenden ROS. Transferrin und Ferritin binden Eisenionen, so dal} sie nicht als
Katalysatoren verfugbar sind. Coeruloplasmin oxidiert Eisen zum dreiwertigen

Eisenion, das die Lipidperoxidation nicht katalysieren kann.

Sekundares antioxidatives Potential:
Sind ROS erst einmal gebildet, werden diese durch verschiedene Mechanismen

neutralisiert.

Superoxid Dismutase (SOD):
SOD fangt Superoxid ab und wandelt es in das weniger reaktive
Wasserstoffsuperoxid um (Kappus und Sies 1981, Frank 1985, Robert 1996).

20, +HY 392 s H,0,+ 0,

Katalase (CAT):
CAT entfernt Wasserstoffsuperoxid, das mit zweiwertigem Eisen reagiert und
Hydroxylradikale bilden konnte (Kappus und Sies 1981, Frank 1985).

2 H,0O, 4)&” 2 H,O + O,

Gluthationperoxidase (GPx):
GPx entfernt Wasserstoffsuperoxid und Lipidhydroperoxide unter Oxidation von
Gluthation (GSSH) zu oxidiertem Gluthation (GSSG) (Kappus 1981, Robert 1996).
H,0,.+2GSH %= y  GSSG + 2 H,0
Lipid-OOH + 2GSH % 5 Lipid-OH + GSSG + H,0
Da Gluthation Peroxidase Selen als Kofaktor bendtigt, kann ein Mangel dieses
Metalls zu gesteigerter Lipidperoxidation fihren (Takeda et al. 1984). Niedrige GSSH

Konzentrationen erhéhen die Hyperoxyzytotoxizitat durch Limitierung der Entgiftung
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von Hydroperoxiden durch GPx (Michiels und Remacle 1988). GSSH wird durch die
NADHs-abhanige Gluthationreductase (GR) regeneriert (Robert 1996).
GSSG + NAD(P)H+H* S 5 2GSH + NAD(P)"
GPx, GR, GSH und NAD(P)H + H* bilden ein gekoppeltes antioxidative System
(Buhler 1992, Biesalski et al. 2000).
LOH GSSH + H,0 NAD(P)H+H*
LOOH ZZ) 2GSH (ZZ NAD(P)"

Gluthationperoxidase Gluthationreductase

Harnsaure (HS):

HS stellt den groRten Anteil des antioxidativen Potentials des Plasmas (Mikami et al.
2000). Hydroxylradikale, Superoxid und Singulett Sauerstoff werden zerstort, indem
sie mit HS reagieren und diese zu Allantoin oxidieren (Robert 1996, Stryer 1996).
Allerdings kann bei der Reaktion der HS mit Radikalen auch ein HS Radikal (HSe)
entstehen. Das HSe wird durch Ascorbinsaure reduziert und HS wird regeneriert
(Halliwell and Gutteridge 1990). HS ist in seiner antioxidativen Wirkung etwa gleich

wirksam wie Ascorbinsaure, die Konzentration im Plasma ist aber wesentlich hoher.

OH Q E
N NH2 c—
N)\J[ \>—OH + 2 HOe — O—(|3 H + CO,
J\\ N NH
HO" N~ "N rH
H
Harnsaure Allantoin

Tocopherol (THy):

Das lipophile TH, ist das wichtigste Antioxidanz in Lipidmembranen. (Takeda et al.
1984, Frank 1985, Huang et al. 2000). TH, kann mit Lipidradikalen reagieren und so
die Kettenreaktion unterbrechen (Burton et al. 1983, Wispé et al. 1986). Es hat eine
sehr hohe Affinitat zu Lipidradikalen (Lipide) und Lipidperoxylradikalen (Lipid-OOQOe)
und fangt diese daher ab, bevor sie in der Propagation neue Fettsduren angreifen
kénnen. Bei Anwesenheit von TH, kommt es daher zum Abbruch der Kettenreaktion.
Die Kettenabbruchreaktion besteht in der Ubertragung des Wasserstoffatoms der
phenolischen Hydroxylgruppe des TH, auf Lipid-OOe, wobei nun ein
Tocopheroxylradikal (THe) entsteht. Dieses Radikal ist aber durch
Resonanzstabilisierung sehr reaktionstrage und kann die Kettenreaktion nicht
fortsetzen (Robert 1996, Biesalski et al. 2000).
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Lipide +TH, ——»  Lipid + THe
Lipid-OOe + TH, —  Lipid-OOH + THe
Das in diesen Reaktionen entstandene Tocopheroxylradikal kann durch
Reduktionsmittel wie AA und Glutathion wieder zu TH, regeneriert werden. Aus
Modellversuchen geht hervor, daf® das Tocopheroxylradikal mit einem weiteren Lipid-
OOQe reagieren kann, wobei ein stabiles quinoides Addukt entsteht (Biesalski et al.
2000).

Ascorbinsaure (AA):

AA ist ein starkes Reduktionsmittel. Die Oxidation von AA zu Dehydroascorbinsaure
(DHA) verlauft uber die intermediar entstehende radikale
Monodehydroascorbinsaure (MDHA). Diese 3 chemischen Formen von Vitamin C

stellen ein reversibles Redoxsystem dar (Henschler und Rummel 1987).

||T|| ||T|| -e, H' I. llTI -e, H' o 10
— N o - CH, OH
o oy CH:OH e H* o o~ CH. OH e H* Mo clej 2
i i o
AA MDHA DHA

MDHA  kann intrazellular durch eine  mikrosomale = NADH;-abhangige
Monodehydroascorbinsaure-Reduktase zu AA rickgebildet werden (Buddeke 1985).
Die GSH —abhangige Dehydroascorbatreduktase bildet DHA zu AA zurlck (Biesalski
et al. 2000).

AA ist hydrophil und erreicht deshalb in Lipidmembranen keine Wirkkonzentration.
Sie kann aber Tocopheroxylradikal reduzieren und damit zu TH;, regenerieren. AA
und TH> bilden so ein gekoppeltes antioxidatives System (Biesalski et al. 2000).
Lipid-OOH THe AA NAD(P)*
Lipid-OOe ZI TH, (KZ AAe ZZ NAD(P)H+H"
Bilirubin:

Bilirubin kann zwei Hydroperoxidradikale einfangen und wird dabei zu Biliverdin
oxidiert (Strayer 1996). Biliverdin wird dann durch die Biliverdinreduktase NADPH,-
abhanig zu Bilirubin reduziert und damit regeneriert. Das antoxitative System
Bilirubin/Bliverdin besitzt etwa 1/10 der Wirksamkeit der Ascorbinsaure bezogen auf

molare Verhaltnisse (Strayer 1996).
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Nachweismethoden fiir oxidative Schaden am Membranlipiden und -
proteinen:

Das Ausmal der Lipidperoxidation kann mit Messung der thiobarbitursaurereaktiven
Substanzen (Frankel 1987, Alessio 1992), der Dienkonjugate (Kappus 1981) und der
spontanen  Chemolumineszenz  (Popov et al.1989) bestimmt werden.
Proteinmodifikation und — degradation durch Radikale kann mittels Analyse von
Spectrinveranderungen (Deuticke et al. 1984, Wolff et al.1986), Messung der H,0,-
stimmulierten Chemolumineszenz (Popov et al. 1989) und Visualisierung von
Zellschwellung nach Membranschadigung (Jordan et al. 1998) untersucht werden.
Zellmembranschaden kénnen Uber das AusmaR des Ubertritts von intrazellular
lokalisierten Enzymen in das Plasma (Armstrong 1984, Janssen et al. 1986, Kanter

et al. 1988) abgeschatzt werden. Ein Uberblick ist in Abbildung 3 dargestellt.
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Chemische oder physikalische Noxen

v

¢ Freie Radikale T ¢

Lipidperoxidation T ﬁ l Antioxidantien

vy

.

Proteinmodifikation und — degradation T 4_\

Membranverinderungen? | — Proteasenaktivierung T

Freisetzung von * Harnsaureunabhangige

Zelkomponenten T | | Kapazitat
* Gesamtantioxidative
Zellschwellung T |——— Kapazitit
* Malondialdehyd T L » * Ho0; - induzierte
Chemilumineszenz T
Dienkonjugate T
—® | % Spectrinveranderungen T
Spontane . . -
Chemilumineszenz T —> Empflnglrlcc):re kj;}sgee%enuber
Elektronenmikroskopie  |€— > * Enzymaktivitat in der
Extrazellularflissigkeit T

Abbildung 3Nachweismethoden fiir oxidative Sch&den an Membranlipiden und — proteinen (Popov und
Lewin, 1999), Nachweismethoden, die in der vorliegenden Arbeit benutzt wurden, sind mit
* markiert, Pathomechanismus —, Nachweismethoden —




