Biochemie des oxidativen Stress

Von Helmut Sies*

Normales Attribut des aeroben Lebens ist die strukturelle Schidigung einer Vielzahl von
Verbindungen - DNA, Proteinen, Kohlenhydraten, Lipiden - durch Oxidation. Die oxida-
tive Schiadigung durch reaktive Sauerstoffspezies wird oxidativer Stress genannt. Zu ihrer
Verteidigung haben biologische Systeme wihrend der Evolution enzymatische und nicht-
enzymatische Antioxidanssysteme entwickelt. Viele biologische Vorginge wie Entziindung,
Carcinogenese, Alterungsprozesse und Strahlenschidigung sowie photobiologische Effekte
werden durch reaktive Sauerstoffspezies vermittelt und beeinfluit. Dieses Forschungsgebiet
gibt neue Impulse fiir die biochemische Pharmakologie und Toxikologie, fiir die Strahlen-

biochemie sowie fiir die Pathophysiologie.

1. Einleitung

Dieser Beitrag befafit sich mit oxidativen Schidigungen
in biologischen Systemen. Zunichst wird die Natur der
Schadigung organischer Verbindungen besprochen. Da-
nach wird gezeigt, daB trotz der Vielfalt der betroffenen
Verbindungen die Zahl der beteiligten reaktiven Sauer-
stoffspezies gering ist. SchlieBlich folgt eine Darstellung
neuerer Aspekte der Verteidigung gegen oxidativen Stress
und der Reparatur der Schiden mit natiirlichen und syn-
thetischen Antioxidantien.

Die Ein-Elektronen-Reduktion des Sauerstoffs wurde
Anfang dieses Jahrhunderts eingehend untersucht (siche
Warburg'" sowie Battelli und Stern'®). Michaelis™ betonte,
daB die Ein-Elektronen-Schritte der Sauerstoffreduktion,
die zur intermediiren Bildung von Radikalen fiihren, von
allgemeiner Bedeutung fiir die Biologische Chemie sind.
Sauerstoff bildet die Radikale 05° und 0®®; ihre proto-
nierten Formen sind HOS bzw. HO®. Wie Haber und
Weiss™ in ihrer Arbeit iber die Eisensalz-katalysierte Um-
setzung von H,0, erkannten, haben die Radikale Per-
hydroxyl (HOS) und Hydroxyl (HO®) Bedeutung fiir
chemische, photochemische und elektrochemische Prozes-
se. Die biologische Erforschung des Radikals O%® wurde
durch die Entdeckung der Superoxid-Dismutase durch
McCord und Fridovich™® auBerordentlich stimuliert. Das
Radikal O%° wird von Biochemikern Superoxid und von
Anorganikern Hyperoxid genannt. - Alle diese Spezies
sind in Tabelle 4 (Abschnitt 6) aufgelistet.

Andere reaktive Sauerstoffspezies sind nichtradikalisch.
Wasserstoffperoxid (H,0,) mit 0%°, dem Zwei-Elektro-
nen-Reduktionszustand von O,, interessiert seit der Ent-
deckung von Katalase-,,Compound I durch Chance'® in
der Enzymologie. AuBerdem sind die elektronisch ange-
regten Sauerstoffzustinde wie Singulettsauerstoff ('0,)
und angeregte Carbonylverbindungen zu erwihnen.
Kautsky™ erkannte frith die potentiell wichtige Rolle einer
,»metastabilen aktiven Sauerstoffspezies” (Singulettsauer-
stoff), und Schenck'™ und Gollnick®® trugen grundlegende
Arbeiten zur Photochemie der Photooxygenierungsreaktio-
nen bei. Foote!” klirte die Rolle des Singulettsauerstoffs
bei der Photooxygenierung.
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Die Biochemie der Sauerstoffaktivierung und die biolo-
gische Bedeutung der reaktiven Sauerstoffspezies sind in-
tensiv bearbeitet worden!'®'*, Neuere Entwicklungen sind
in ['3-29 beschrieben.

2. Oxidative Schidigung von Nucleinsiuren
2.1. Ursachen und Auswirkungen

Oxidative Schidigung der DNA kann durch ionisie-
rende Strahlung oder Licht (UV-Licht; sichtbares Licht in
Gegenwart von Photosensibilisatoren) sowie durch Hydro-
peroxide, Sauerstoffradikale und andere oxidierende
Agentien initiiert werden. Die Art des Schadens ist oft
komplex. Zum Beispiel bilden sich durch y-Bestrahlung
der DNA mehrere Radikale, aber nur das Radikal 1 mit
dem freien Elektron an C-4’ fiihrt zu Strangbriichen, wie
Experimente unter anoxischen Bedingungen zeigten®!!
(Abb. 1). In Gegenwart von Sauerstoff verlauft die Bildung
von Strangbriichen komplizierter iiber Peroxylradikale der
Basen und der Zucker. Die Basenschidigung wurde beson-
ders intensiv an Thymin und Guanin untersucht. Aus Thy-
min entsteht Thyminglycol 2 (Abb. 2) oder 5-(Hydroxy-
methyl)uracil (vgl. ). Die am leichtesten durch y-Be-
strahlung oder Photooxidation geschidigte Base ist Gu-
anin; in Abbildung 3 werden einige Reaktionsprodukte
vorgeschlagen. Adenin und Cytosin sind gegeniiber Oxida-
tionen stabiler. Aus Thymin bilden sich auch Dimere (Abb.
4). Wenn DNA mit Epoxiden reagiert, so tut sie das meist
iber Guanin, wie fiilr das Addukt mit Aflatoxinepoxid
(Abb. 5) gezeigt ist.

Die Strangbriiche durch ionisierende Strahlung wer-
den zum Teil durch Hydroxylradikale hervorgerufen
(siche 2'2%). Auch die Strangbriiche durch Superoxidradi-
kale werden auf die in einer Folgereaktion gebildeten Hy-
droxylradikale zuriickgefiihrt®, Jedoch kénnen zusitzlich
zu diesen niedermolekularen Verbindungen auch andere
reaktive Spezies von Interesse sein; zum Beispiel wurden
Briiche in doppelstrangiger DNA auf das Hydroperoxid
der Linolsdure, 13-Hydroperoxylinolsiure, zuriickge-
fithrt!?”). Die Bruchstelle war spezifisch an Guaninresten.
Die direkt mit der DNA reagierende Substanz wurde je-
doch nicht identifiziert. Moglicherweise entsteht aus dem
Hydroperoxid durch homolytische Spaltung ein Hydroxyl-
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Abb. 1. Hydrolyse des C-4'-Radikals 1 der DNA unter Bildung von Strangbriichen (anaerob). Unter

aeroben Bedingungen kdnnen auch andere Briiche auftreten (modifiziert nach [21]).
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Abb. 2. Oxidativer Abbau von Thyminresten der DNA. AuBer Thyminglycol
2 kann auch 5-(Hydroxymethyl)uracil gebildet werden (nach [24)]).
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Abb. 3. Schema filr den oxidativen Abbau von Guaninresten durch Photo-
oxygenierung. Sens.= Sensibilisator (nach [25)).
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Abb. 4. Benachbarte Thyminreste konnen bei Bestrahlung ein Dimer mit Cy-

clobutanring bilden (Zucker- und Phosphatreste sind in der Zeichnung weg-
gelassen).
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Abb. 5. Bildung des Addukts aus DNA und Aflatoxin B, 4 iiber das 2,3-
Epoxid. DNA setzt sich an ihren Guaninresten um.

radikal;
kannt®,

Die Schidigung von DNA (und vielleicht auch von
Nucleoproteinen) durch ionisierende Strahlung und durch
oxidierende Radikale fithrt auch zur Verinderung von
Chromosomen. Diese Verdnderungen zeigen sich durch
Chromosomenbriiche und kénnen durch Messung der
Chromosomen- und Chromatid-Aberrationen bestimmt
werden. Chromosomenbriiche sind besonders hiufig bei
Erkrankungen wie Blooms Syndrom®®, Lupus Erythema-
todes®® oder Fanconi-Anamie®®". Superoxid-Dismutase ist
anticlastogen (schiitzt vor Chromosomenbruch)?. Es wird
angenommen, daB Doppelstrangbriiche der DNA der Aus-
gangspunkt fiir Chromosomenbriiche sind®*. Der genaue
Mechanismus des Chromosomenbruchs ist noch nicht be-
kannt.

bei Wasserstoffperoxid ist diese Reaktion be-

2.2. Reparatur

Oxidierte Basen und Strangbriiche kdnnen enzymatisch
repariert werden. Es sei angemerkt, daBl die oxidative
Schidigung nur ein Weg der Verdnderung der DNA ist:
andere mogliche Schiden kommen zum Beispiel durch
Fehler bei der Replikation durch falsche Basenpaarung
oder auf anderem Wege durch chemische Verinderung wie
Alkylierungs- oder Desaminierungsreaktionen zustande.
Die DNA einer Sdugetierzelle verliert pro 20 h Genera-
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tionszeit schitzungsweise 5000-10000 Purin- und 200-500
Pyrimidinreste oder tauscht sie aus®¥. Nucleasen, die an
der DNA-Reparatur beteiligt sind, arbeiten auf mehrere
Weisen'**36l: Beispiele sind Nucleotidexcisionsreparatur,
Basenexcisionsreparatur, Rekombinationsreparatur, Mis-
match-Reparatur und ,error-prone*-Reparatur. Ein Thy-
minglycolrest in der DNA (vgl. 2 in Abb. 2) kann auf zwei
Arten freigesetzt werden: als Thyminglycol durch eine spe-
zifische Glycosylase oder als Thymidinglycol durch eine
Excisions-Exonuclease (Abb. 6). Diese Basen kdénnen im
Urin nachgewiesen werden und haben méoglicherweise Be-
deutung zur Abschitzung der oxidativen Schidigung beim
Menschen™. Ein dhnliches Metabolit-Paar ist 5-(Hydro-
xymethyluracil und 5-(Hydroxymethyl)-2’-desoxyuridin;
eine 5-(Hydroxymethyl)uracil-Glycosylase wurde kiirzlich

beschrieben®®!,

lncisions Endonuclease l | DNA-Glycosylase
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Abb. 6. Zwei Wege der Excisionsreparatur. Links: Reparatur durch Nucleotid-
excision; rechts: durch Basenexcision (modifiziert nach [35]).

DNA mit Thymidindimeren, die als Hauptldsion bei der
Bestrahlung mit UV-Licht auftreten (Abb. 4), kann nicht
nur mit der dimerspezifischen Endonuclease und danach
der DNA-Polymerase®® repariert werden, sondern auch
durch eine lichtabhidngige Reparaturreaktion. Diese Pho-
toreaktivierung wird durch ein Flavinenzym katalysiert"?,

3. Oxidative Schidigung von Aminosduren und
Proteinen

Die Oxidation von Aminosdure-Seitenketten in Prote-
inen ist seit kurzem als potentiell interessantes biologisches
Signal erkannt worden. Die reversible Oxidation-Reduk-
tion von Thiolgruppen hat beim oxidativen Stress mehrfa-
che Bedeutung (siche Abschnitt 3.1, 3.4 und 3.5). Auch an-
dere Typen der Oxidation reaktiver Gruppen sind reversi-
bel, zum Beispiel die Oxidation von Methionin zum Sulf-
oxid und dessen enzymatische Reduktion zu Methionin!*",
Es kénnen aber auch irreversible oxidative Schidigungen
von Aminosduren auftreten, zum Beispiel Ring6ffnung bei
Histidin oder Tryptophan (siche Abb. 7).
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Abb. 7. End- oder Zwischenprodukte des oxidativen Abbaus einiger Amino-

sauren, der biologische Bedeutung haben kdnnte. Aussagen iber die Sterco-
chemie der Verbindungen sind nicht beabsichtigt.

3.1. Methionin

Methionin kann durch HO®, '0, oder H,0, zum Sulf-
oxid und weiter zum Sulfon oxidiert werden. Diese Reakti-
onsfolge hat sich als interessantes metabolisches Signal er-
wiesen!?, Tabelle 1 enthilt eine Anzahl von Enzymen, bei
denen die Oxidation eines spezifischen Methioninrests zu
Funktionsidnderungen fiihrt, meist zum Verlust der Funk-
tion. Ein besonders interessantes Beispiel bietet o,-Anti-
trypsin. Die Oxidation von Methionin-358 im aktiven Zen-

Tabelle 1. Einige Proteine und Peptide, die durch Oxidation beeinfluit wer-
den.

Oxidierte
Aminosaure

Protein oder Peptid Lit.

Methionin Ribosomales Protein L 12 (E. coli) [42]
Lysozym

Pepsin

Ribonuclease

Phosphoglucomutase

a,-Proteinase-Inhibitor

Calmodulin

ACTH (adrenocorticotropes Hormon)
Chemotaktische Faktoren

fMet-Leu-Phe

Complement C5A

a,-Antitrypsin [43]

Histidin Glutamin-Synthetase (E. coli) [48, 49]
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trum bewirkt eine drastische Verringerung der inhibitori-
schen Aktivitit gegen Elastase!?. Die mangelnde Kon-
trolle der Elastase wurde in Zusammenhang mit dem Auf-
treten von Lungenemphysemen gebracht™¥, In der Tat
kann die Emphysementwicklung durch intraven&se Injek-
tion von q;-Antitrypsin™® begrenzt werden. Kiirzlich
wurde das Problem der oxidativen Inaktivierung von a,-
Antitrypsin durch Herstellung eines Derivats mit Valin an-
stelle von Methionin-358 umgangen. Dieses aktive Analo-
gon lieB sich durch positionsspezifische Mutagenese und
gentechnische Methoden gewinnen!*¥, Hierdurch wird die
These gestiitzt, daB gezielte Oxidation von Methioninre-
sten in Proteinen biologische Bedeutung haben kann. Der
menschliche o,-Proteinase-Inhibitor wird durch Zigaret-
tenrauch inaktiviert (Mechanismus siehe “™),

3.2. Histidin

Histidinreste in Proteinen kénnen eine #hnliche Rolle
wie Methioninreste spielen. Der selektive Verlust eines von
16 Histidinresten pro Untereinheit fithrt zu Inaktivierung
der Glutamin-Synthetase aus E. coli***’), Eine Reihe ande-
rer Enzyme des zelluliren Stoffwechsels wird ebenfalls un-
ter oxidierenden Bedingungen inaktiviert, zum Beispiel in
einem mischfunktionellen System aus NADPH, Cyto-
chrom-P-450-Reduktase und Cytochrom P-4501%), Es wird
diskutiert, daB diese ,,Markierung* von Proteinen durch
Oxidation von Histidin als Erkennungssignal fiir Proteasen
verwendet wird und so eine Funktion im Proteinumsatz
ausiibt.

Die Oxidationsprodukte von Histidin sind noch nicht
vollstindig identifiziert. Bei Aufspaltung eines Histidin-
rests bildet sich eine Carbonylgruppe, die als stabiles Dini-
trophenylhydrazon nachweisbar ist“®l, Singulettsauerstoff
kann die in Abbildung 7 gezeigten Produkte erzeugen®.

3.3. Tryptophan, Lysin und Tyrosin

Diese Aminosduren werden ebenfalls schneller als die
iibrigen Aminosiduren oxidiert, jedoch scheint es noch
keine detaillierten Studien iiber ihre Oxidation in Prote-
inen zu geben. Dityrosin und Isodityrosin sind die Oxida-
tionsprodukte von Tyrosin.

3.4. Prolin

Prolin in Proteinen kann eine bevorzugte Stelle fiir die
Hydrolyse von Peptiden sein; dabei entstehen Fragmente
mit N-terminalen Glutamatresten®®" (Abb. 8). Kollagen ist
besonders empfindlich gegeniiber oxidativem Angrifft®?.

3.5. Cystein

Obwohl die Bildung von Disulfidbriicken als solche
nicht als direkte Schidigung betrachtet werden kann, da es
sich um einen reversiblen ProzeB handelt, kdnnen Disul-
fidbriicken in Peptiden und Proteinen die biologischen
Funktionen drastisch dndern. Die Anderung des Thiol/Di-
sulfid-Status hat biologische Konsequenzen®>-*7, die unter
anderem auch die von Enzymeigenschaften (K,- oder
Umax-Effekte) betreffen (siche Tabelle 2). Somit dient auch
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Abb. 8. Schema fiir die Spaltung von Proteinen bei Prolinresten nach einem
Vorschlag in [51]. Zundchst wird Wasserstoff in einem komplizierten Schritt
nach Initiierung durch Hydroxylradikale abstrahiert; in Gegenwart von
Sauerstofl bildet sich dann Gber cin organisches Peroxylradikal das Pyrroti-
dinonintermediat 5. Dieses wird an der Peptidbindung hydrolysiert. Das ent-
stehende Pyroglutamat 6 kann zu einem Fragment mit N-terminalem Gluta-
matrest hydrolysieren.

Tabelle 2. Enzymaktivititen, die durch Thiol/Disulfid-Austausch modifiziert
werden [55). GSSG = Disulfid von Glutathion (GSH); Cystamin = Bis(2-ami-
noethyl)disulfid; DTNB = Bis(3-carboxy-4-nitrophenyl)disulfid.

Enzym Aktivierung durch
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase GSSG
Kotlagenase (Leukocyten) GSSG

Saure Phosphatase (Spinat) GSSG
Fructose-1,6-Diphosphatase Cystamin
§-Aminoldvulinat-Synthetase GSSG

Enzym Hemmung durch
Pyruvat-Kinase GSSG
Phosphorylase-Phosphatase GSSG
Phosphofructo-Kinase GSSG
Glycogen-Synthase D GSSG
HMG-CoA-Reduktase GSSG
Adenylat-Cyclase (Gehirn) GSSG
Ribonucleotid-Reduktase (E. coli) GSSG
Hexokinase Tetracthylcystamin
Tyrosin-Aminotransferase Cystin
PDH-Kinase DTNB
Fettsdure-Synthetase DTNB

y-Glutamyicystein-Synthetase
Papain, Trypsin

Cystamin
Dimethyldisulfid

der Thiolredoxstatus als metabolisches Signal. Intrazellu-
lire Proteine liegen im allgemeinen iiberwiegend in der
Thiolform vor (Cysteingehalt 1.6%), wihrend extrazellu-
lire Proteine (z. B. im Blutplasma) im wesentlichen Disul-
fidproteine sind (Halbcystingehalt 4.1%)1°%,

Weiterhin ist die reversible Bildung von gemischten Di-
sulfiden (ProtSSG) aus Proteinen und niedermolekularen
Thiolen (im wesentlichen Glutathion (GSH)) von Interes-
se. ProtSSGs wurden im léslichen Cytoplasma und in
Membranen identifiziert®*~*".. Bei der S-Thiolierung von
Proteinen in Herzzellen, die anschlieBend mit Diamid und
tert-Butylhydroperoxid oxidiert wurden, zeigten sich typi-
sche Muster: Es wurden im wesentlichen Proteine mit
M, =23000, 42000 und 97000”% modifiziert. Der Gehalt
an gemischten Disulfiden aus Protein und Glutathion ist
niedrig; beispielsweise liegt er bei 20-30 nmol/g Le-
ber® ¢!, Wenn die GSSG-Spiegel erhoht werden, nimmt
die Konzentration an gemischten Disulfiden ebenfalls
zu'**-*2 wahrscheinlich katalysiert durch Thiol-Transfera-
sen'®?,

Es gibt auch gemischte Disulfide (CoASSG) aus Gluta-
thion und Coenzym A. Die Schwankungen ihrer Konzen-
tration konnen metabolisch interessant sein. Nach Oxida-
tion mit tert-Butylhydroperoxid kann die Konzentration
des verfiigbaren freien CoASH durch die Reaktion mit
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dem iiber die Glutathion-Peroxidase erzeugten GSSG so
stark herabgesetzt sein, daB Coenzym-A-abhingige Pro-
zesse blockiert werden®**):

CoASH + GSSG == CoASSG + GSH

Thiolgruppen kénnen auBierdem zu Alkylthioradikalen
oxidiert werden und anschlieBend Sauerstoff anlagern:

RS® + 0, — RSO$

Weitere Umlagerungs- und Oxidationsschritte fithren zu
Sulfen-, Sulfin- und Sulfonsduren (vgl. Abb. 7). Letztere
sind als stabile Endprodukte in enzymatischen Reaktionen
gefunden worden; z. B. entsteht Glutathionsulfonat bei der
enzymatischen Oxidation von Glutathion durch Xanthin-
Oxidase'®™ oder Meerrettich-Peroxidase'”.,

Alkylthioradikale wurden mit ESR-Methoden in vitro in
durch Meerrettich-Peroxidase katalysierten Reaktionen
nachgewiesen!®®®; {iber die Bildung dieser Radikale im
Stoffwechsel der intakten Zelle ist noch nichts bekannt.
Oxidationsprodukte von Disulfiden wie Cystin-S-monoxid
oder Cystin-§,S-dioxid kommen ebenfalls vor; sie kdnnen
moglicherweise in Keratinfasern auftreten!’*,

3.6. Schidigung von Proteinen durch y-Strahlung und
Radikale

In der Strahlenbiochemie hat man sich in letzter Zeit mit
den Reaktionen des Hydroxylradikals HO® und der Per’
oxylradikale (ROO®) mit Proteinen beschiftigt (siehe
(90710 - Inaktivierung von Alkohol-Dehydrogenase aus
Hefe und der Schutz des Enzyms durch Antioxidantien!”"
oder die Fragmentierung von Rinderserumalbumin in Pep-
tide">"* sind Beispiele von Studien in diesem Bereich. Die
Fragmentierung iiber Hydroxylradikale scheint vorzugs-
weise an Prolinresten abzulaufen; iiber ein Peroxylradikal
und ein Pyrrolidinonintermediat wird nach Hydrolyse ein
N-terminaler Glutamatrest erhalten®'! (vgl. Abb. 8).

4. Oxidative Schidigung von Kohlenhydraten

Wie erwihnt, ist Desoxyribose empfindlich gegeniiber
oxidativer Schédigung. Diese Eigenschaft wurde sogar fiir
den Aufbau eines Tests fiir die Bildung von Radikalen be-
nutzt. Im Thiobarbiturattest entsteht aus Desoxyribose ein
Abbauprodukt, das mit dem aus Malondialdehyd prak-
tisch identisch ist",

Polysaccharide wie Hyaluronsiure kénnen durch oxida-
tiven Angriff geschidigt werden; Superoxid-Dismutase
schiitzt Hyalurons3ure in der Synovialfliissigkeit gegen die
Depolymerisation’>7¢. Bei Proteoglycanen wurden eben-
falls oxidative Schidigungen nachgewiesen!™,

5. Oxidative Schiidigung von Lipiden
5.1. Ursachen und Auswirkungen

Mehrfach ungesittigte Fettsduren wurden hinsichtlich
der Chemie und Biochemie der oxidativen Reaktionen be-
sonders hiufig untersucht. Diese Fettsiuren sind im we-
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sentlichen in den Phospholipiden biologischer Membra-
nen enthalten und kénnen durch Phospholipase A, vor
oder nach dem oxidativen Angriff freigesetzt werden (Abb.
9). Méglicherweise dient die Oxidation vor der Freisetzung
als Markierung fiir die Phospholipase.

Cyclooxygenase
Lipoxygenase

Lipocortin(—) ROOH(+) €—|Entzindung
Prostaglandine
Phospholipide Arachidonat Thromboxane
0z

Phospholipase A,

Leukotriene

Abb. 9. Schema zur Freisetzung von Arachidonsaure aus Phospholipiden un-
ter Bildung von Eicosanoiden. Hingewiesen ist auf die Hemmung der Phos-
pholipase A; durch Lipocortin, das durch Glucocorticoide induziert werden
kann (siehe [77]), und auf den positiven Effekt organischer Hydroperoxide
auf die Cyclooxygenase [78] und Lipoxygenase (,,Peroxidtonus*").

Die spezifische enzymatische Oxidation ungesittigter
Fettsduren ist natiirlich keine schidigende Reaktion, denn
sie fiihrt unter anderem zu besonders potenten und biolo-
gisch wichtigen Signalverbindungen. Die Produkte dieser
spezifischen Oxidation sind die Prostaglandine, Thrombo-
xan A,, Prostacyclin und die Leukotriene (siehe ). Die
unspezifische Oxidation mehrfach ungesittigter Fettsdu-
ren, die ,Lipidperoxidation*, fiihrt Gber Radikale (Abb.
10) zu einer Anzahl stabiler Abbauprodukte (Tabelle 3).

HH

—_—
- HO

RH

+ 0,

+ RH J—
3 — —

- RO©
HOO H
ROO® ROOH

Abb. 10. Die ersten Schritte der Lipidperoxidation, schematisch dargestellt

an einem ungesattigten n-Alkan (RH): H-Abstraktion, Dienkonjugation, Oxi-
dation und Umsetzung mit RH (nach [80]).

Tabelle 3. Produkte der Lipidperoxidation [81].

Spaltprodukte des Kohlenstoffgeriists und ihre Oxidationsprodukte:

Alkane, Alkene, n-Alkanale, 2-Alkenale, 2,4-Alkadienale, Alkatrienale,
Hydroxyaldehyde, Hydroperoxyaldehyde, 4-Hydroxyalkenale, 4-Hydro-~
peroxyalkenale, Malonaldehyd, Dicarbonylverbindungen, gesattigte und
ungesattigte Ketone

Umlagerungs- und Folgeprodukte:

Hydroxysauren, Ketossuren, Ketohydroxysduren, Epoxyhydroxysiuren,
Dihydroxys3uren, Ketodihydroxysduren, Trihydroxysfiuren

Weitere Peroxidationsprodukte:
Cycloendoperoxide (Prostaglandin G;) und analoge Verbindungen

Dimere und Polymere:

Dimere und Polymere mit folgenden Bricken: —-O—, -0-0O-—,
-C—C—
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Die Produktpalette hiingt im wesentlichen von der verwen-
deten Fettsidure ab; beispielsweise entsteht Pentan aus ei-
ner n-6 mehrfach ungesittigten Fettsdure und Ethan aus
einer entsprechenden n-3-Siure. Die Chemie der Lipidper-
oxidation ist kompliziert und soll hier nicht im Detail be-
sprochen werden (siche #2)),

CgH17 CgH17

HO 0 HO

feX1D

OH

Abb. |1. Oxidationsprodukte von Cholesterin: 5,6-Epoxid und Sa-Hydroper-
oxid.

Die Oxidation von Cholesterin ist von besonderem bio-
logischem Interesse. Sie fiithrt zunidchst zum 5,6-Epoxid
und weiter zum 5a-Hydroperoxid (Abb. 11). Dieses Chole-
sterinepoxid kommt in der menschlichen Brustdriisenfliis-
sigkeit in hohen Konzentrationen vor® und wurde als di-
rekt wirkendes Mutagen identifiziert!®¥.

5.2. Atherogenese

Bei der Bildung arteriosklerotischer Lidsionen wurde
eine Beteiligung der Lipidperoxidation vorgeschlagen.
Man beobachtete, daBl modifizierte Formen des menschli-
chen low-density-Lipoproteins (LDL) eine groBe Anrei-
cherung von Cholesterinestern in Makrophagen bewirken
kénnen, z.B. nach Behandlung mit Malonaldehyd®®), 4-
Hydroxynonenal kann LDL ebenfalls modifizieren, und
zwar geniigt ein Hundertstel bis ein Tausendstel der bei
Malonaldehyd benétigten Konzentrationt®!, AuBer der er-
hohten Anreicherung von Cholesterinestern fiihrt die Bin-
dung von modifiziertem LDL an Makrophagen auch zu ei-
ner verstirkten Freisetzung einer Anzahl lysosomaler En-
zyme'®’?, Die molekulare Basis der Modifikation von LDL
durch Endothelzellen, welche zur erhohten Aufnahme
durch Makrophagen fiihrt, ist noch nicht geklart'®®,

6. Reaktive Sauerstoffspezies

Die reaktiven Sauerstoffspezies in biologischen Syste-
men sind in Tabelle 4 aufgefiihrt. Die meisten sind Radika-
le; der Begriff ,,Sauerstoffradikale wird mehr oder weni-
ger als Synonym fiir reaktive oder aggressive Sauerstoff-
spezies verwendet. Es sei jedoch daran erinnert, da mole-
kularer Sauerstoff im Grundzustand (Triplett) als Diradi-
kal sehr viel weniger reaktiv ist als molekularer Sauerstoff
im angeregten Zustand ('A,0,, kurz '0,). Dieser Singuleit-
sauerstoff ist diamagnetisch und nicht-radikalisch®®®. So-
mit fallen auch die nicht-radikalischen angeregten Zu-
stinde des molekularen Sauerstoffs und auch Sauerstoff in
organischen Verbindungen, z.B. in angeregten Carbonyl-
verbindungen und Dioxetanen®, sowie Ozon in die Kate-
gorie der reaktiven Sauerstoffspezies von biologischer Be-
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Tabelle 4. Reaktive Sauerstoffspezies, die Bedeutung fiir den oxidativen
Stress haben.

Spezies Name Bemerkungen

0%° Superoxid
oder Hyperoxid

Ein-Elektronen-Reduktionszustand;
bei vielen Autoxidationsreaktionen
gebildet (siche Tabelle 5)
Protonierte Form von 0$°,
besser lipidlgslich
Zwei-Elektronen-Reduktionszustand ;
aus 05° {iber HOS durch Dismuta-
tion oder direkt aus O, gebildet
Drei-Elektronen-Reduktionszustand;
aber die Fenton-Reaktion oder die
Metall(Eisen)-katalysierte Haber-
Weiss-Reaktion gebildet; sehr reaktiv
RO® R—oxyl, z.B. Sauerstoffzentriertes organisches
Alkoxyl (z.B. Lipid-)Radikal

HO% Perhydroxyl

H,0, Wasserstoffperoxid

HO® Hydroxyl

ROO® R—dioxyl, z.B. Aus organischem Hydroperoxid
Alkyldioxyl ROOH durch H®-Abstraktion gebil-

det

ROOH R—hydroperoxid Beispiele: Lipid- oder Thymin-OOH

'A;0; Singulettsauerstoff Erster elektronisch angeregter

(auch O% Zustand, 22 kcal/mol iber dem

oder '0,) Grundzustand (Triplett; 30,); rote
(Dimol-) und infrarote (Monomol-}
Photoemission

*R’'R"CO Triplettcarbonyl Angeregle Carbonylverbindung;

(auch blau-griine Photoemission, z. B. tiber
R'R”"CO%) Dioxetane gebildet (sieche Abb. 13)

deutung. Die kinetischen Konstanten der Reaktionen von
HO$/0%° mit mehr als 300 organischen und anorgani-
schen Verbindungen in waBriger Losung wurden kiirzlich
zusammengestellt’®®,

Die reaktiven Sauerstoffspezies bilden sich auf mehre-
ren enzymatischen und nicht-enzymatischen Wegen. Die
Ein-Elektronen-Reduktion, die zunichst zur Bildung des
Radikals O$ ® fiihrt, ist eine wesentliche Quelle (Tabelle 5).
Die direkte Zwei-Elektronen-Reduktion fithrt zu Wasser-
stoffperoxid; als Beispiel hierfiir sei die Fettsiure-Acyl-
CoA-Oxidase der Peroxysomen genannt. Das Hydroxylra-

Tabelle 5. Bildung des Radikals O$° in biologischen Systemen [176).

1. 0%°-Bildung durch Autoxidation (inklusive Lit.
Redoxcycling™)

Hydrochinone (Semichinon) [177)
Flavine 1177, 178)
Hamoglobin(e) [179, 180}
Glutathion und andere Thiole {181, 182]
Catecholamine [183]
Ubergangsmetall-lonen [184, 185]
2. 0%°-Bildung durch Enzyme oder Enzymkomplexe
Flavin-abhiingige Oxidationen [186, 187]
Photosynthetische Sauerstoffreduktion [188]
Mitochondriale Atmung [189]
Mikrosomale Oxygenierung [190)
NADPH-abhingige Sauerstoffreduktion durch
Granulocyten und Makrophagen [191-193}
3. Erhohte (enzymatische) O%°-Bildung durch Xenobiotica
Antimycin [189]
Adriamycin [194, 195]
Paraquat [196, 197]

4. 0%°-Bildung durch physikalische Einfliisse

UV-Licht, Ultraschall,
Rontgenstrahlen, y-Strahlen
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dikal kann direkt durch Radiolyse von Wasser sowie iiber
die Fenton-Reaktion entstehen:

Fe?® + H,0, — Fe*® + OH® + OH®

Die Quellen fiir das Radikal O$® durch Ein-Elektronen-
Reduktion von molekularem Sauerstoff in der Zelle liegen
unter anderem in den mitochondrialen und mikrosomalen
elektroneniibertragenden Systemen sowie in der bakterici-
den Aktivitit von Leukocyten und Makrophagen. Die phy-
siologische Bedeutung der zelluldren Quellen ist schwer
generell zu beurteilen; sie konnten einen groBen Teil zur
Aufrechterhaltung der stationiren Konzentration dieses
Radikals beitragen. Ebenso nimmt die Bedeutung von Aut-
oxidationsreaktionen wie ,,Redoxcycling® (Abb. 12) zur
Erklirung des oxidativen Stress durch Xenobiotica zu;
dazu gehoren Verbindungen wie Chinone, die in der Krebs-
chemotherapie eingesetzt werden®®'?,

Eine besondere Rolle kommt der stationiren Sauerstoff-

konzentration zu. Bei niedrigen O,-Partialdriicken, im Be-
reich der Hypoxie, ergibt sich ein Optimum fiir die Schidi-
gung durch Lipidperoxidation, da reduktive Schritte wie
die Ubertragung des Elektrons im Redoxcycling (Abb. 12)
oder die Reduktion von Halogenalkanen durch Cytochrom
P-450 gleichzeitig mit O,-abhingigen Schritten der Lipid-
peroxidation (Abb. 10 und 13) ablaufen®!), Beispielsweise
wurde in einem Oxystat-System an Lebermikrosomen fiir
die Lipidperoxidation durch CCl, oder Halothan
(CF;CHBrCl) das Optimum mit 2 Torr fiir den O,-Partial-
druck bestimmi®'",

e®
L reduzierte
ox|d|'erte Verbindung
Verbindung (Radikal)
0
0, 0,

reaktive Sauerstoffspezies:
Hz05 OH®, ROO©, RO ©, 10,

Abb. 12. Schema des ,,Redoxcycling™. 0% ® wird unter aeroben Bedingungen
gebildet; die Elektronen werden von NADPH iber Reduktasen einge-
schleust.

Die reaktiven Sauerstoffintermediate werden in der Re-
gel nach dem Prinzip der Dismutation metabolisiert (Ta-
belle 6). Nicht nur der Ein-Elektronen-Reduktionszustand
wird in einer Dismutationsreaktion eliminiert, sondern
auch Zwei-Elektronen-Reduktionsprodukte. Wihrend die
Dismutation von O$° und von H,0, durch Superoxid-
Dismutase bzw. Katalase zum Grundzustand, also Triplett-
sauerstoff, filhren, liefert die ,,Dismutation** von Prosta-
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o a-T-OH  o-T-0©@
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H T) RO A—) rROO® \\ / ROOH
H
ROOO—\
R‘R“CO

2 30, 7T ‘R''CO*
(634, 703 nm) y
rRRecO 1
(340, 460 nm)
Dioxetan

®
RO = R'-CH-R"

Abb. 13. Bildung von elekironisch angeregtem Sauerstofl (Singulettsauer-
stoff; linke Seite) oder angeregten Carbonylverbindungen R'R”CO* (Tri-
plettcarbonylverbindungen: rechte Seite) von Lipidperoxylradikalen nach
dem Russell-Mechanismus [92, 93]. a-T-OH bedeutet a-Tocopherol (siehe
Abb. 19).

Tabelle 6. ,,Dismutationsreaktionen® von Sauerstoffmetaboliten. PG = Pro-
staglandin.

Reaktion Enzym

20%° + 2H® — H,;0,+ O, Superoxid-Dismutase

2H,0, — 2H,0 + O, Katalase
2PGG; — 2PGH, + '0, PG-Hydroperoxidase

2ROOH — 2ROH + '0, Cytochrom P-450

2Phl=0 — 2Phl + 'O, Cytochrom P-450

glandin G, oder von organischen Hydroperoxiden als Pro-
dukten der Lipidperoxidation Singulettsauerstoff.

Singulettsauerstoff wird in biologischen Systemen (a)
durch Lichtanregung und (b) durch chemische Anregung
gebildet. Bei (a) wird ein Sensibilisator elektronisch ange-
regt und ibertrigt dann in seinem Triplettzustand die
Energie auf Sauerstoff; bei (b) ist keine Aktivierung durch
Licht erforderlich (,Photochemie im Dunklen*®). Im
Prinzip gibt es zwei Wege fiir die chemische Anregung von
Sauerstoff. Der erste fithrt iiber eine Radikal-Radikal-
Wechselwirkung®2%! (, Russell-Mechanismus*, siche Abb.
13), der zweite fiithrt iiber Oxentransfer'®), wobei dreiwer-
tiges Hameisen (Fe®®) eine Rolle spielt®:

(Fe’®) + ROOH — (Fe=0) + ROH

(Fe=0) + ROOH — (Fe*®) + ROH + '0,

2ROOH — 2ROH +'0;,
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Singulettsauerstoff kdnnte von besonderer Bedeutung
fir biologische Systeme sein, weil er eine erhebliche
Strecke in Membranen diffundieren kann. In Stearinsiure-
Monoschichten betrigt die Diffusionsstrecke des Singu-
lettsauerstoffs fiir Halbinaktivierung 115 A (Abb. 14)%%.

n
o
U

Rubren (Methylenblau)

(3]
P

Photooxidationsprodukt [*/e}—
3

[}
Diphenylanthracen (E osin)

0 00 200 300

d(A)—
Abb. 14. Ausbeute an Photooxidationsprodukten bei der Reaktion von Rub-
ren bzw. Diphenylanthracen in Gegenwart der Sensibilisatoren Methylen-

blau bzw. Eosin. Der Abstand zwischen Substrat und Sensibilisator wurde
durch Stearinsidure-Monoschichten variabler Dicke d eingestelit (nach [95]).

Die Bildung von Singulettsauerstoff in Zellen wurde bis-
lang im wesentlichen durch die Photoemission iiber die
Dimol-Reaktion nachgewiesen:

10, +'0, — 230, + hv  (1=634 nm, 703 nm)

Die Verwendung dieser ultraschwachen Chemilumines-
zenz als Indikator fiir 'O, in intakten Zellen und Organen
wird durch empfindliche Einzelphotonenzihlung ermég-
licht®®\. Die Spektren sowie die Erhhung der Photoemis-
sion durch Diazabicyclooctan und die Verminderung
durch Azid dienten zum Nachweis von Singulettsauerstoff
in der intakten Leber wihrend des Redoxcyclings von 2-
Methyl-1,4-naphthochinon (Menadion)®” oder 1,1’-Dime-
thyl-4,4-bipyridinium (Paraquat)®®. Somit kénnte Singu-
lettsauerstoff die toxischen Effekte dieser Verbindungen
hervorrufen. Menadion wirkt mutagen®. Singulettsauer-
stoff, der durch Mikrowellenentladung erzeugt wurde,
fiihrte zu Schidigungen biologisch aktiver DNA, und zwar
zum Verlust von Transformationsaktivitit in einem Testsy-
stem mit dem Plasmid pBR 322!'%2! Ahnlich verhielt sich
'0, aus einem thermodissoziierbaren Naphthalin-endoper-
oxid!'oo,

Bei isolierten enzymatischen Reaktionen #hneln die
Photoemissionsspektren denen der H,O,/NaOC]-Reakti-
on!'"", Zwei Maxima in den Bereichen von A =634 nm und
703 nm wurden mit der isolierten Prostaglandin-Hydroper-
oxidase (Cyclooxygenase) aus Samenblasen von Schafbok-
ken beobachtet’®¥ (Abb. 15), ebenfalls mit isoliertem Cyto-
chrom P-450 und Iodosylbenzol als Substrat (vgl. Tabelle
6)'*?, Die Monomol-Photoemission von Singulettsauer-
stoff liegt bei A=1270 nm (im IR). Kiirzlich wurde fiir die
Lacto-Peroxidase eine Photoemission bei A=1270 nm be-
schrieben!'%,
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Abb. 15. Dimol-Emissionsspekirum der ultraschwachen Chemilumineszenz
von Singulettsauerstoff; Bildung von 'O, a) durch die Hypochlorit/H,0,-
Reaktion (nach [101]); b) enzymkatalysiert durch die Prostaglandin-Cyclo-
oxygenase-Reaktion (nach [94]). Intensitdt der Chemilumineszenz in willkir-
Jichen Einheiten,

7. Verteidigung gegen oxidativen Stress:
Biochemische Antioxidantien

Die Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies ist eine der
Voraussetzungen fiir das aerobe Leben; die vielfdltigen, in
der Evolution herangereiften Verteidigungslinien bilden
zusammen ein starkes Antioxidanssystem (Tabelle 7). Das
Repertoire zur Kontrolle der moglicherweise gefdhrlichen
Reaktionen von Sauerstoffmetaboliten umfaBt alle Stufen
eines Schutzsystems: Verhiitung, Abwehr, Reparatur. Es
besteht aus nicht-enzymatischen Abfingern (,,Scavenger®),
die im engeren Sinne mit der Bezeichnung Antioxidantien
gemeint sind, sowie aus enzymatischen Systemen.

7.1. Nicht-enzymatische Antioxidantien

a-Tocopherol (Vitamin E, vgl. Abb. 19)!'* ist das wich-
tigste lipidlosliche Antioxidans!'%®!; seine besondere Wir-
kung in der Membran wird durch die spezifische physiko-
chemische Wechselwirkung zwischen dem Phytylrest und
den Fettsdureresten der mehrfach ungesittigten Phospholi-
pide bedingt!'"®. Die Insertion des Vitamins in die Mem-
bran erhoht seine Effektivitit etwa 50fach!'®”,

Ascorbinsdure (Vitamin C) ist, neben Glutathion, in der
wifrigen Phase das wesentliche Antioxidans. Ascorbin-
siure kann mit dem Vitamin-E-Radikal reagieren und so
das Tocopherol in der Membran regenerieren!'%®). Auf wei-
tere interessante Aspekte, auch der der Erndhrung!'®®
(Normalbedarf: 12 mg Vitamin E und 75 mg Vitamin C
pro Tag!"'®), kann hier nicht niher eingegangen werden.

Wichtige weitere Antioxidantien sind in Tabelle 7 aufge-
fithrt.

7.2. Enzymatische Antioxidantien

Die wesentlichen Enzyme sind die intensiv untersuchten
Superoxid-Dismutasen sowie Hydroperoxidasen wie Glu-
tathion-Peroxidase, Katalase und andere Himproteine mit
Peroxidasewirkung. Sie sind im allgemeinen durch hohe
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Tabelle 7. Antioxidantien in biologischen Systemen.

Antioxidans Bemerkungen

Nicht-enzymatisch

a-Tocopherol (Vitamin E) Membranstindig; Rezeptoren? Rege-
nerierung aus dem Radikal?
Wasserldslich

Pflanzliche Antioxidantien (z. B. Ru-
tin, Quercetin)
Nahrungsmittelzusitze, z. B. BHA und
BHT [a]

Singulettsauerstoff-Finger
Singulettsauerstoff-Finger, Radikal-
finger?

Beispiel: Coeruloplasmin

Ascorbinsiure (Vitamin C)
Flavonoide

Chemische Antioxidantien

B-Carotin (Vitamin A)
Harnsaure
Plasmaproteine

Enzymatisch

Superoxid-Dismutasen
GSH-Peroxidasen

CuZn-Enzym, Mn-Enzym
Selenoenzym; von Selen unabhingige
Aktivitdt (einige GSH-Transferasen,
Cytosol und mitochondriale Matrix)
Katalase Hamenzym, hauptsichlich in der
peroxysomalen Matrix

Antioxidansenzyme im weiteren Sinne

NADPH ; Chinon-Oxidoreduktase = Zwei-Elektronen-Reduktion,
(DT-Diaphorase) Dicumarin-hemmbar
Epoxid-Hydrolase
Konjugationsenzyme UDP-Glucuronyl-Transferasen
Sulfo-Transferase
GSH-Transferasen
GSSG-Reduktase
GSH-synthetisierende Enzyme
NADPH-Versorgung Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
6-Phosphogluconat-Dehydrogenase
Isocitrat-Dehydrogenasen
Malat-Enzym

Energieabhingige Transhydrogenase
GSSG-Export

Konjugatexport

Transportsysteme

Semidehydroascorbat-Reduktase
Methioninsulfoxid-Reduktase
DNA-Reparaturenzyme

[a] BHA = 2-tert-Butyl-4-methoxyphenol ; BTA = 2,6-Di-tert-Butyl-4-methyl-
phenol (siche 8 bzw. 9 in Abb. 19).

Aktivitit in der Zelle und spezifische Verteilung in Orga-
nen und im subzelluliren Bereich (hdufig komplementir)
charakterisiert. Typisch ist ferner die Beteiligung von Me-
tallen bei der Enzymreaktion, besonders von Kupfer, Zink,
Mangan, Eisen (H4im) und Selen. Die Antioxidanssysteme
haben besondere Bedeutung fiir die Organotropie der To-
xizitat (,target organ toxicity*)'''l Fiir eine ausfiihrliche
Diskussion dieser Hauptenzyme in der Antioxidanskette
sei auf die Literatur verwiesen (siche ['>-2%), Im folgenden
sollen einige neuere Aspekte von nicht direkt beteiligten
Reaktionen dargestellt werden.

Ein neues Protein, das Membranen vor Peroxidation
schiitzt und GSH-Peroxidase-Aktivitit gegeniiber Phos-
phatidylcholin-hydroperoxiden zeigt, wurde identifiziert
und als Selenoenzym charakterisiert’''?. Neu ist auch ein
GSH-abhingiger hitzelabiler Faktor, der die Lipidperoxi-
dation in biologischen Membranen hemmt!'**). Nach jiing-
sten Befunden handelt es sich bei diesem cytosolischen
Protein nicht um eines der bekannten GSH-abhédngigen
Enzyme!' 49,

Einige spezielle Zelltypen kdnnen extrazellulires GSH
verwenden. Die basolaterale Membran von Darmepithel-
zellen hat ein Na-abhingiges GSH-Aufnahmesystem, so
daB exogenes GSH diese Zellen gegeniiber oxidativem An-
griff schiitzen kann'''*®, Die meisten librigen Zelltypen
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konnen GSH als solches nicht verwenden, sondern miissen
es intrazelluldr aus den Aminosiduren synthetisieren.

Neben diesen Antioxidantien im engeren Sinne kommen
zusitzliche Antioxidanssysteme im weiteren Sinne vor.
Diese sind zur Aufrechterhaltung des stationdren Flie8-
gleichgewichts ebenfalls von hoher Bedeutung. Bei-
spielsweise kénnen viele radikalische oder nicht-radikali-
sche Reaktionen in Zellen zur Oxidation von Thiolen fiih-
ren und aus Glutathion (GSH) das Disulfid (GSSG) bil-
den. Daher ist die regenerierende Riickreduktion zu GSH
ein zentraler Schritt in der Antioxidanskette; er wird von
dem Flavoprotein GSSG-Reduktase katalysiert. Natiirlich
ist auch die Bereitstellung von Reduktionséiquivalenten fiir
dieses Enzym von Wichtigkeit. So haben NADPH-regene-
rierende Systeme ebenfalls Bedeutung (Tabelle 7).

Auch die Verminderung der stationiren Spiegel von
Verbindungen, die reaktive Sauerstoffspezies bilden kén-
nen, verringert den oxidativen Stress. In dieser Hinsicht ist
die Zwei-Elektronen-Reduktion von Chinonen durch
NADPH : Chinon-Oxidoreduktase (DT-Diaphorase) sowie
die nachfolgende Konjugationsreaktion des Hydrochinons
als Teil einer Antioxidans-Verteidigungslinie zu betrach-
ten[97. 1 5].

Natiirlich ist auch der Export reaktiver Spezies in freier
oder konjugierter Form als Entgiftungsfunktion zu verste-
hen, so z.B. der Transport der Konjugate oder des Gluta-
thiondisulfids aus den Zellen. Glutathionkonjugate kén-
nen an Glutathionbindungsstellen an anderen Enzymen
inhibierend wirken. So wurde durch kinetische und rént-
genkristallographische Studien gezeigt, daB Glutathion-
konjugate an der Bindungsstelle fiir GSSG im aktiven Zen-
trum der GSSG-Reduktase binden!' ' (Abb. 16). Ein An-
stieg der Konzentration von GSSG hat eine Reihe metabo-
lischer Wirkungen, z. B. auch die Abschaltung der Protein-
synthese (siche **).

Die Transportsysteme fiir GSSG und Glutathionkonju-
gate (Thioether) sind in letzter Zeit intensiv untersucht
worden!!'"! (siche Abb. 17). In der Leber konkurrieren
diese beiden Glutathion-Derivate um den Transport!''®),
ein Ausdruck der Tatsache, dal das Transportsystem der
Membran beide Substrate akzeptiert. In der Plasmamem-
bran der Leberzelle scheint es eine durch GSSG aktivier-
bare ATPase-Aktivitit zu geben!''". Auch im Herzen
wurde eine Transportkompetition zwischen GSSG und
Glutathion-Konjugaten gefunden!'®®. Mit der Kreatin-Ki-
nase-Reaktion als Indikatorsystem wurde der (ATP/
ADP);,.;-Quotient = 10 fiir halbmaximalen GSSG-Trans-

port am intakten durchstrémten Rattenherz bestimmt!'2,

Interessanterweise kommt im Herzen das Isoenzym 4-4
der GSH-Transferasen in hoher Aktivitit vor, welches 4-
Hydroxynonenal als Substrat akzeptiert''?? und daher die-
ses biologisch aktive Produkt der Lipidperoxidation ent-
giften kann"?*. Kirzlich wurde ein weiteres hochaktives
Isozym (8-8) beschrieben!'??,

Manche Isoenzyme der GSH-Transferasen kénnen die
GSH-Peroxidase-Reaktion mit organischen Hydroper-
oxiden als Substrat katalysieren!'?%l, Diese nicht-selenab-
hingigen Aktivititen kénnen bei Selenmangel besondere
Bedeutung erlangen, wenn die zelluldre Aktivitit des Sele-
noenzyms GSH-Peroxidase sehr niedrig ist. Da die GSH-
Transferasen jedoch H,O, nicht als Substrat akzeptieren,
148t sich das Selenoenzym nicht vollig ersetzen. Dies
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a)
Losungsmittel
NADPH -

Bindungs-
stelle

|
Gly-Cys-yGlu

Losungsmittel

b)

Abb. 16. a) GSSG-Bindungsstelle der Glutathion-Reduktase; b) Bindung von
S-(1,2-Dinitrophenyl)glutathion (fett gezeichnet) an dieser Stelle (nach
[116j).

Intrazellularraum

Subzellulare X
Organellen

GSH S-Transferase ----3 X-SG
O5H Puraxicase Carrer
2€  NADP®  GSH | H,0,,ROOH C s
— =
— G556

" Y Y
NADPH 6556 # \H,0, ROH

GSSGReduktase

Abb. 17. Beziehungen zwischen GSH-Peroxidase- und GSH-Transferase-Re-
aktionen. Glutathiondisulfid (GSSG) und Glutathionthioether (X-SG) wer-
den aus den Zellen exportiert; dabei konkurrieren sie um den Transport.
X-8Gs hemmen die GSSG-Reduktase (nach [120]).

konnte erklaren, warum bei Selenmangel klinische Sym-
ptome wie die als Keshan-Krankheit bekannte Cardiomy-
opathie auftreten!'?”, Diese Erkrankung, die bei etwa ei-
nem Prozent der Knaben im Schulalter in der chinesischen
Provinz Keshan zu Kardiomyopathie und Tod fiihrte,
kann durch orale Gabe von 1 mg Natriumselenit pro Wo-
che vollstindig verhindert werden!'?’),
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7.3. DNA-Reparatur

Die moglicherweise biologisch bedeutendste Verteidi-
gungslinie des Organismus besteht darin, nach der oxidati-
ven Schidigung die Identitit des genetischen Materials
durch Reparatur aufrechtzuerhalten (vgl. Abb. 6)P*¢. Au-
Berdem ist fiir Mikroorganismen die enzymatisch gesteu-
erte Mutagenese ein ebenso wichtiger ProzeB, um sich an
verinderte Umweltbedingungen anzupassen.

Das Reparatursystem scheint gegeniiber ionisierenden
Strahlen weniger empfindlich als DNA zu sein. In Hefezel-
len ist die Reparatur von Einzelstrangbriichen unabhingig
von der Strahlendosis (bis zu hohen Dosen von 2400
Gy)''?*%. Die Reparaturenzyme sind somit fiir die Zelle als
ein zentraler Bestandteil der Antioxidansenzyme im weite-
ren Sinne zu betrachten.

7.4. Kontrolle der Antioxidanskapazitiit

Der Spiegel der Antioxidanssysteme wird reguliert. Zum
Beispiel wurde eine Induktion von Katalase und Super-
oxid-Dismutase (SOD) in Mikroorganismen (E. coli oder
S. typhimurium) wihrend Ubergingen von Anaerobiosis
zur Aerobiosis!'?"! oder durch Behandlung mit H,0,"** be-
obachtet; es gibt auch Adaptationsphianomene!'**-'*", Eine
Doppelmutante von E. coli ohne die beiden SOD-Aktiviti-
ten kann aerob auf Minimum-Glucose-Medium nicht
wachsen!'*?, Wihrend der Adaptation an H,0, werden 30
Proteine induziert; neun davon stehen unter der positiven
Kontrolle eines Regulons fiir die Verteidigung gegen oxi-
dativen Stress, das OxyR genannt wurde!**. Das OxyR-
Regulon kontrolliert eine globale Antwort auf eine DNA-
Schidigung dhnlich wie die drei anderen globalen Antwor-
ten: SOS-Response, Adaptation an alkylierende Reagen-
tien, Hitzeschock. In Zellen mit deletiertem OxyR-Regulon
war die Spontanmutagenese drastisch erh6ht; bei Uberex-
primierung des OxyR-Gens lag die Mutagenese unter den
Kontrollwerten!*# (Tabelle 8). In #hnlicher Weise zeigen
SOD-defiziente E.-coli-Mutanten eine sauerstoffabhingige
Mutagenese!'**,

Tabelle 8. Spontanmutagenese in Abhingigkeit vom OxyR-Regulon in Test-
stimmen von S. typhimurium. Stimme mit His G428 und dem Plasmid
pKMI10l mit dem OxyR-Regulon (oxyR*) oder mit iiberexprimiertem
(oxyR1) oder deletiertem (0xyA2) OxyR-Regulon wurden im His-Reversions-
test (Ames-Test) hinsichtlich der Spontanmutagenese untersucht. Zur Be-
schreibung des Phinotyps werden die Durchmesser der auf Agarplatten mit
H,0; erzeugten Hemmzonen aufgefiihrt [134].

Stamm Beschreibung Kolonien Hemmzone
pro Platte {mm)

TA 4117 oxyR* 33+6 18.0

TA 4118 oxyR1 12+4 12.5

TA 4119 oxyA2 1408 + 160 335

Derartige Adaptationsphinomene scheinen auch fiir Eu-
karyonten von Bedeutung zu sein; die Kontrolle der Mu-
ster der Antioxidansenzyme sowie auch die Kontrolle der
niedermolekularen Antioxidantien wie Vitamin E in Siu-
getierzellen sind allerdings noch nicht gut charakterisiert.
In dieser Hinsicht sind die Verinderungen der Enzymmu-
ster in Leberkndtchen als Adaptation aufzufassen. Diese
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Knétchen (Noduli) enthalten Klone von Hepatocyten, die
einen neuen Differenzierungsgrad der Leberzelle erreicht
haben; dies wird als eine physiologische Antwort auf ver-
anderte Umweltbedingungen betrachtet!*®), dhnlich etwa
wie der OxyR-Response. Die in den Knétchen beobachte-
ten Verinderungen betreffen einige der zusétzlichen Anti-
oxidansenzyme in Tabelle 7. Es handelt sich um den An-
stieg der zelluldren Aktivititen einiger Isoenzyme der Glu-
curonyl-Transferasen, der Glutathion-Transferasen sowie
der y-Glutamyl-Transferase, Epoxid-Hydrolase und
NADPH : Chinon-Oxidoreduktase. Diese Enzyme gehoren
zu der Phase-11-Gruppe von Enzymen im Bereich der xe-
nobiotischen Transformation. Die Enzyme der Phase I,
also Cytochrom P-450 und bs, haben dagegen in den Knét-
chen erniedrigte zelluldre Aktivititen. Diese Verinderun-
gen der Genexpression stehen in Beziehung zum Methylie-
rungsgrad der DNA (vgl. "713¥)) In Experimenten zur
Verminderung der DNA-Methylierung an Cytosinresten
durch Vorbehandlung von Tieren mit dem Analogon 5-
Azacytidin wurde gefunden, daB der Gehalt an Cytochrom
P-450 und bs abfiel!’*®, wihrend der Gehalt an mehreren
Isoenzymen der Glutathion-Transferasen sowie an
NADPH :Chinon-Oxidoreduktase!"*” in der Leber von
Miusen angestiegen war (Abb. 18). Kiirzlich wurde die
NADPH : Chinon-Reduktase kloniert; in persistierenden
Leberknotchen ist sie hypomethyliert!'l
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Abb. 18. Anstieg der Konzentration von NADPH : Chinon-Reduktase (DT-
Diaphorase) und Abfall der Konzentration von Cytochrom P-450 sowie von
Lactat-Dehydrogenase in Mauseleber nach Injektion von Azacytidin zur
Hemmung der DN A(Cytosin-5)-Methyltransferase (nach [140}).

Es bestehen also Beziehungen zwischen dem Status der
DNA-Methylierung und dem Expressionsmuster fiir einige
Enzyme, die in der Verteidigung gegen oxidative Belastung
eine Rolle spielen (siehe auch %), :

7.5. Synthetische Antioxidantien

Eine Vielzahl von Verbindungen, die als Antioxidantien
wirken, wurde synthetisiert und in biologischen Modellen
getestet. Diese Gruppe umspannt phenolische Antioxidan-
tien, die z. B. Nahrungsmitteln zugesetzt werden, bis hin zu
Medikamenten, die auch klinisch eingesetzt werden (Abb.
19). Dieses groBe Gebiet wird hier nicht im Detail bespro-
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Abb. 19. Einige synthetische Antioxidantien als Inhibitoren von Peroxi-
dationsreaktionen. 7: a- bis 5-Tocopherol; 8: BHA =2-rert-Butyl-4-meth-
oxyphenol; 9: BHT=2,6-Di-terr-butyl-4-methylphenol; 10: Propylgallat;
11: NDGA = Nordihydroguaiaretsiure.

chen. Zwei ausgewihlte Aspekte, die wir kiirzlich unter-
sucht haben, mogen kurz erwéhnt werden.

7.6. Ebselen, eine neue Organoselenverbindung

Das synthetische 2-Phenyl-1,2-benzoselenazol-3(2H)-on
(Ebselen) hat Antioxidansaktivitdt!'**. In einem iiblichen
Lipidperoxidationstest mit Rattenlebermikrosomen wurde
die Wartezeit (,,lag phase*) vor Beginn der Lipidperoxida-
tion nach Ausldésung mit Ascorbat/ADP-Eisen durch Zu-
satz von Ebselen verldngert, wihrend das Schwefel-Analo-
gon inaktiv war (Abb. 20); dieses betrifft nicht nur die ul-
traschwache Chemilumineszenz, sondern auch andere Pa-
rameter der Lipidperoxidation wie die Freisetzung von
Ethan und n-Pentan oder die Produktion von Thiobarbi-
tursdure-reaktivem Material. Zusitzlich zu dieser Antioxi-
dansaktivitit katalysiert Ebselen die GSH-Peroxidase-Re-
aktion!!3-1441;

2GSH + ROOH — GSSG + ROH + H;0

Auf diese Aktivitit soll auch der Schutz von intakten
isolierten Hepatocyten gegen oxidative Schiddigung zu-
riickzufiihren sein. Ebselen schiitzt Kontrollzellen gegen
ADP-Eisen-induzierte Schiadigung, wihrend es keinen
Schutz in Zellen bewirkt, in denen Glutathion vorher auf
sehr niedrige Werte (<2%) gesenkt worden war!'**®. Die
Cytotoxizitit von Chinonen bei Ehrlich-Ascites-Zellen
wird durch Ebselen signifikant herabgesetzt!'**"!,

Kiirzlich wurde beobachtet, daB Ebselen im Lipoxy-
genaseweg eine Hemmwirkung entfaltet!'*. Ob sie durch
die Beseitigung eines aktivierenden Hydroperoxids durch
die GSH-Peroxidase-Reaktion erklidrt werden kann (vgl.
Abb. 9) oder durch eine weitere Wirkung von Ebselen, ist
noch nicht klar.

Selen zeigt viele biologische Effekte (siehe !'*)). So
spielt es als Selenocystein eine bedeutende Rolle im akti-
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Abb. 20. Ebselen und sein Schwefel-Analogon. Die Organoselenverbindung
hat Antioxidansaktivitit, wie die verlingerte Wartezeit (,,lag phase®) in der
mikrosomalen Lipidperoxidation zeigt (nach [143]).

ven Zentrum der GSH-Peroxidase!'**-'*%, Es diirfte inter-
essant sein, den Katalysemechanismus der GSH-Peroxi-
dase-Reaktion im Enzym mit dem von Ebselen zu verglei-
chen. Uber Selen als Antioxidans!*"! und als Anticarcino-
gen sowie iiber sein Potential als Carcinogen und als cyto-
toxische Verbindung wurde kiirzlich ausfiihrlich berich-
tet!!3%),

7.7. Das Selenoenzym GSH-Peroxidase

Dieses Enzym ist kiirzlich sequenziert!'*?® und réntgen-
kristallographisch!’**! untersucht worden. Das Gen der
Maus wurde kloniert; erstaunlicherweise wird dabei das
Selenocystein im aktiven Zentrum durch das Termina-
tionscodon TGA codiert!'*2%, ebenso das Selenocystein in
der Formiat-Dehydrogenase von E. coli!'52),

7.8. Superoxid-Dismutase als Medikament

Das Cu,Zn-Enzym Superoxid-Dismutase™ wird als An-
tioxidans eingesetzt. In der klinischen Medizin wurde das
Enzym bislang im wesentlichen topisch verwendet, z. B. in-
traartikuldr ins Kniegelenk (Synovialspalt)!'*®, und hat
sich als entziindungshemmend erwiesen. Das Enzym ist
kloniert worden!'*"; die rekombinante Human-Superoxid-
Dismutase wurde in Hefe exprimiert!'>%], Die gentechni-
sche Gewinnung des Humanenzyms sollte die systemati-
sche Verwendung und die Behandlung von klinischen Zu-
standen ermdglichen, die mit oxidativem Stress verbunden
sind. Beispielsweise sind Radikale an der Schidigung des
Herzmuskels!**! oder des Darms!'*"! durch Ischimie und
nachfolgende Reperfusion beteiligt. Kiirzlich wurde ge-
zeigt, daB O$® zum Abbau des endothelialen vaskuldren
Relaxationsfaktors (EDRF) beitriigt!'*®. Um den therapeu-
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tischen Nutzen von Sauerstoffradikalfingern und Antioxi-
dantien abschitzen zu kdnnen, sind weitere exakte klini-
sche Untersuchungen erforderlich.

8. Biologie des oxidativen Stress: Einige Aspekte

Die biologischen Implikationen des oxidativen Stress
sind ausfiihrlich dargestellt worden (neuere Zitate sieche
z.B. 1320159 Anscheinend kénnen fast alle komplexen
biologischen Prozesse auf die eine oder andere Weise mit
reaktiven Sauerstoffspezies und Radikalen in Verbindung
gebracht werden. Fiir eine tiefergehende Beurteilung der
Rolle von Prooxidanszustinden bei der Tumorpromo-
tion'"* oder bei der spontanen Mutagenese''®" sei auf die
Literatur verwiesen. Ahnlich erfordern der Alterspro-
zefl'%% 1831 oder die komplexen Beziehungen bei Entziin-
dungszustinden'*" vom biochemischen Standpunkt aus
eine kritische Diskussion. Zwischen den Organen existie-
ren in physiologischen und pathophysiologischen Zustin-
den vielfiltige Wechselbeziehungen; Abbildung 21 erldu-
tert einige davon beziiglich des Glutathions.

Intrazellular

reversibler Verlust] GSSG

Protein-SSG
Acyl-SG
.gebundenes” GSH

Aminosduren ———» GSH

‘ irreversibler Verlust

\ Ausscheidung{Niere)

:t';ﬂ‘ssss——hlercuptursﬁuren

Transport zuden Zellen

GSH-Efflux{Sinusoidalraum u. Galle)
duren GSSG-Efflux (Galle)

Schwermetallkomplexe (Galle)

{Niere und
epitheliale Organe)

P>

Abb. 21. Chemische Prozesse und Translokationsprozesse, die den intrahe-
patischen und extrahepatischen Glutathionstatus beeinflussen (nach [55]).

Die biochemischen Prozesse bei der Strahleneinwirkung
laufen iiber Radikale (siche Abschnitt 3.6). Kiirzlich wur-
den nach Behandlung von Mausen mit y-Strahlen (5 Gy)
in Gehirn, Milz und Leber durch in-vivo-,,Spinabfang*-
Techniken Radikale nachgewiesen!'®*. Selenit und Vitamin
E hemmen in vitro die durch Strahlen oder chemisch indu-
zierte Zelltransformation!'*®., Die Verringerung der Kon-
zentration dieser Antioxidantien durch sechswéchige
Mangelerndhrung brachte bei Miusen in vivo jedoch keine
Verstiarkung der Strahlenschidigung mit sich!'®”., Strahlen-
schutzsubstanzen und Anticarcinogene sind zusammen zu
betrachten, da dhnliche Radikalreaktionen zugrunde lie-
gen!'68l,

Die biochemisch-biologischen Studien zum oxidativen
Stress haben derzeit einen Stand erreicht, der besondere
Sorgfalt und Vorsicht beim Einsatz von Methoden und
Konzepten verlangt. Es sei daher auf zwei kiirzlich erschie-
nene Binde mit Methoden hingewiesen!'¢®> "%, die sich fiir
biologische und klinische Untersuchungen iber Auswir-
kungen der reaktiven Sauerstoffspezies eignen.

Zum SchluB soll erwiahnt werden, daB der Terminus
»oxidativer Stress* nicht ausschlieBlich eine potentielle
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Schidigung bezeichnet, gegen die der Organismus sich
verteidigen muB. Zahlreiche physiologisch wichtige Reak-
tionen in den Zellen laufen iiber reaktive Sauerstoffspezies
und Radikale ab!'’!). Diese Reaktionen umfassen solche vi-
talen Funktionen wie die der Makrophagen!'’? oder der
neutrophilen Granulocyten!'”" sowie die katalytischen Me-
chanismen der Formiat-Pyruvat-Lyase!"’ und der Ribo-
nucleotid-Reduktase, die fiir die Desoxyribonucleotid-Be-
reitstellung erforderlich ist!'*®, und natiirlich auch den
groBen Bereich der selektiven Oxidation mehrfach unge-
sittigter Fettsduren zur Produktion von Eicosanoiden
(siehe ") mit weitreichenden pathophysiologischen Kon-
sequenzen, beispielsweise bis hin zu klinischen Zustinden
wie Ischimie und Schock!'’s®),

Arbeiten aus dem Institut des Autors wurden in dankens-
werter Weise unterstiitzt durch die Deutsche Forschungsge-
meinschaft (Schwerpunkiprogramm ,, Mechanismen toxischer
Wirkung von Fremdstoffen*), durch die National Founda-
tion for Cancer Research, Washington, durch das Ministe-
rium fir Wissenschaft und Forschung des Landes Nord-
rhein-Westfalen sowie den Fonds der Chemischen Industrie.
Dank gilt auch zahlreichen Kollegen fiir fruchtbare Diskus-
sionen, dariiber hinaus den Mitarbeitern und Kollegen, de-
ren Beitrdge im Text zitiert worden sind.
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