
Biochemie des oxidativen Stress 

Von Helmut Sies* 

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

1. Einleitung 

Dieser Beitrag befafit sich mit oxidativen Schadigungen 
in biologischen Systemen. Zuniichst 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. Schliefilich folgt eine Darstellung 
neuerer Aspekte der Verteidigung gegen oxidativen Stress 
und der Reparatur der Schaden mit natiirlichen und syn- 
thetischen Antioxidantien. 

Die Ein-Elektronen-Reduktion des Sauerstoffs wurde 
Anfang dieses Jahrhunderts eingehend untersucht (siehe 
Warburg"' sowie Battelli und Sternl2?. Mi~haelis"~ betonte, 
daR die Ein-Elektronen-Schritte der Sauerstoffreduktion, 
die zur intermediaren Bildung von Radikalen fiihren, von 
allgemeiner Bedeutung fiir die Biologische Chemie sind. 
Sauerstoff bildet die Radikale 0:" und Oe"; ihre proto- 
nierten Formen sind HO: bzw. HO". Wie Haber und 
we is^'^^ in ihrer Arbeit Uber die Eisensalz-katalysierte Um- 
setzung von H202 erkannten, haben die Radikale Per- 
hydroxyl (HO:) und Hydroxyl (HO") Bedeutung fiir 
chemische, photochemische und elektrochemische Prozes- 
se. Die biologische Erforschung des Radikals Of" wurde 
durch die Entdeckung der Superoxid-Dismutase durch 
McCord und F r i d o ~ i c h ~ ~ ~  aufierordentlich stimuliert. Das 
Radikal Of" wird von Biochemikem Superoxid und von 
Anorganikem Hyperoxid genannt. - Alle diese Spezies 
sind in Tabelle 4 (Abschnitt 6)  aufgelistet. 

Andere reaktive Sauerstoffspezies sind nichtradikalisch. 
Wasserstoffperoxid (H202) mit O:", dem Zwei-Elektro- 
nen-Reduktionszustand von 02, interessiert seit der Ent- 
deckung von Katalase-,,Compound I" durch Chance[61 in 
der Enzymologie. AuDerdem sind die elektronisch ange- 
regten Sauerstoffzustande wie Singulettsauerstoff ( lo2) 

und angeregte Carbonylverbindungen zu erwahnen. 
Kaurskyf7] erkannte friih die potentiell wichtige Rolle einer 
,,metastabilen aktiven Sauerstoffspezies" (Singulettsauer- 
stoff), und Schenck['"I und Gollnick[8b1 trugen grundlegende 
Arbeiten zur Photochemie der Photooxygenierungsreaktio- 
nen bei. F 0 0 t e ~ ~ ~  klarte die Rolle des Singulettsauerstoffs 
bei der Photooxygenierung. 

[*I Rof. Dr. H. Sies 
Institut fiir Physiologische Chemie I der Universitnt 
MoorenstraDe 5, D-4000 Diisseldorf 

Die Biochemie der Sauerstoffaktivierung und die biolo- 
gische Bedeutung der reaktiven Sauerstoffspezies sind in- 
tensiv bearbeitet ~ o r d e n [ ' ~ - ' ~ ] .  Neuere Entwicklungen sind 
in [''-'01 beschrieben. 

2. Oxidative Schadigung von Nucleinsauren 

2.1. Ursachen und Auswirkungen 

Oxidative SchPdigung 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 verliiuft die Bildung 
von Strangbriichen komplizierter uber Peroxylradikale der 
Basen und der Zucker. Die Basenschadigung wurde beson- 
ders intensiv an Thymin und Guanin untersucht. Aus Thy- 
min entsteht Thyminglycol 2 (Abb. 2) oder 5-(Hydroxy- 
methy1)uracil (vgl. [233. Die am leichtesten durch y-Be- 
strahlung oder Photooxidation geschadigte 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 
iiber Guanin, wie fiir das Addukt mit Aflatoxinepoxid 
(Abb. 5 )  gezeigt ist. 

Die Strangbriiche durch ionisierende Strahlung wer- 
den zum Teil durch Hydroxylradikale hervorgerufen 
(siehe [21*221). Auch die Strangbriiche durch Superoxidradi- 
kale werden auf die in einer Folgereaktion gebildeten Hy- 
droxylradikale zuriickgefiihrt[261. Jedoch kannen zusatzlich 
zu diesen niedermolekularen Verbindungen auch andere 
reaktive Spezies von Interesse sein; zum Beispiel wurden 
Bmche in doppelstriingiger DNA auf das Hydroperoxid 
der Linolsiiure, 13-Hydroperoxylinols~ure, zuriickge- 
fiihrt1271. 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. I. Hydrolyse des C-4I-Radikals 1 der DNA unter Bildung von Strangbrijchen (anaerob). Unter 
aeroben Bedingungen konnen auch andere BrUche auftreten (modifiziert nach 12 I]). 
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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 fur 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 mil 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; bei Wasserstoffperoxid ist diese Reaktion be- 
kannt[”]. 

Die Schadigung von DNA (und vielleicht auch von 
Nucleoproteinen) durch ionisierende Strahlung und durch 
oxidierende Radikale fuhrt auch zur Veranderung von 
Chromosomen. Diese Vertlnderungen zeigen sich durch 
Chromosomenbriiche und konnen durch Messung der 
Chromosomen- und Chromatid-Aberrationen bestimmt 
werden. Chromosomenbriiche sind besonders haufig bei 
Erkrankungen wie BIoorns Syndr~rn[’~l, Lupus Erythema- 
t~des” ’~  oder Fanconi-Anamie” ’]. Superoxid-Dismutase ist 
anticlastogen (schiitzt vor Chromos~menbruch)[~~’. Es wird 
angenommen, daB Doppelstrangbriiche der DNA der Aus- 
gangspunkt fur Chromosomenbriiche sind[”’. Der genaue 
Mechanismus des Chromosomenbruchs ist noch nicht be- 
kannt. 

2.2. Reparatur 

Oxidierte Basen und Strangbriiche konnen enzymatisch 
repariert werden. Es sei angemerkt, daI3 die oxidative 
Schadigung nur ein Weg der Veranderung der DNA ist: 
andere mdgliche Schaden kommen zum Beispiel durch 
Fehler bei der Replikation durch falsche Basenpaarung 
oder auf anderem Wege durch chemische Veranderung wie 
Alkylierungs- oder Desaminierungsreaktionen zustande. 
Die DNA einer Saugetierzelle verliert pro 20 h Genera- 
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tionszeit schatzungsweise 5000- 10 000 Purin- und 200-500 
Pyrimidinreste oder tauscht sie  US[^‘'^. Nucleasen, die an 
der DNA-Reparatur beteiligt sind, arbeiten auf mehrere 
Wei~en[ - ' ' <~~~:  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 kannen im 
Urin nachgewiesen werden und haben maglicherweise Be- 
deutung zur Abschatzung der oxidativen Schadigung beim 
Men~chenl~'~. Ein ahnliches Metabolit-Paar ist 5-(Hydro- 
xymethy1)uracil und 5-(Hydroxymethyl)-2'-desoxyuridin; 
eine 5-(Hydroxymethyl)uracil-Glycosylase wurde kiirzlich 
b e s ~ h r i e b e n ~ ~ ~ ~ .  

Incisions-Endwuclease I I DNA- Glycosylase 
I I 

t 
+. 

Geschadigte 
,/ I Apvinixhe/ Apyrimldinixhe Base 

EndCWCleose r 
h b b  

Geschadigtes 
3esoxynuleosid 

I Excisions-Exonuclease I 

1 

1 Polymerase. Ligase 

888888 
Abb. 6. Zwei Wege der Excisionsreparatur. Links: Reparatur durch Nucleotid- 
excision; rechts: durch Basenexcision (modifiziert nach 1351). 

DNA mit Thymidindimeren, die als Hauptllsion bei der 
Bestrahlung mit UV-Licht auftreten (Abb. 4), kann nicht 
nur mit der dimerspezifischen Endonuclease und danach 
der DNA-P~lymerase[~~] repariert werden, sondern auch 
durch eine lichtabhangige Reparaturreaktion. Diese Pho- 
toreaktivierung wird durch ein Flavinenzym katalysiert"''']. 

3. Oxidative Schadigung von Aminosauren und 
Proteinen 

Die Oxidation von Aminosaure-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 (siehe 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 Methioninc4''. 
Es kannen aber auch irreversible oxidative Schadigungen 
von Aminosauren auftreten, zum Beispiel Ringoffnung bei 
Histidin oder Tryptophan (siehe Abb. 7). 
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Abb. 7. End- oder Zwischenprodukte des oxidativen Abbaus einiger Amino- 
s8uren. der biologische Bedeutung haben k6nnte. Aussagen iiber die Stereo- 
chemie der Verbindungen sind nicht beabsichtigt. 

3.1. Methionin 

Methionin kann durch HOB, '02 oder H 2 0 2  zum Sulf- 
oxid und weiter zum Sulfon oxidiert werden. Diese Reakti- 
onsfolge hat sich als interessantes metabolisches Signal er- 
w ie~en '~~] .  Tabelle I enthllt eine Anzahl von Enzymen, bei 
denen die Oxidation eines spezifischen Methioninrests zu 
FunktionsZLnderungen fiihrt, meist zum Verlust der Funk- 
tion. Ein besonders interessantes Beispiel bietet a,-Anti- 
trypsin. Die Oxidation von Methionin-358 im aktiven Zen- 

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

Oxidierte Protein oder Peptid 
Aminosgure 

Lit. 

Methionin Ribosomales Protein L 12 ( E .  coli) 1421 
Lysozym 
Pepsin 
Ribonuclease 
Phosphoglucomutase 
a,-Proteinase-Inhibitor 
Calmodulin 
ACTH (adrenocorticotropes Hormon) 
Chemotaktische Faktoren 
Wet-Leu-Phe 
Complement C5A 
a,-Antitrypsin 1431 

Histidin Glutamin-Synthetase ( E .  coli) 148,491 
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trum bewirkt eine drastische Verringerung der inhibitori- 
schen Aktivitat gegen E l a ~ t a s e ~ ~ ~ !  Die mangelnde Kon- 
trolle der Elastase wurde in Zusammenhang mit dem Auf- 
treten von Lungenemphysemen gebrachtlU1. In der Tat 
kann die Emphysementwicklung durch intravenase Injek- 
tion von a,-Antitryp~in'~'~ begrenzt werden. Kiirzlich 
wurde das Problem der oxidativen Inaktivierung von aI- 
Antitrypsin durch Herstellung eines Derivats mit Valin an- 
stellc von Methionin-358 umgangen. Dieses aktive Analo- 
gon lie13 sich durch positionsspezifische Mutagenese und 
gentechnische Methoden gewinnen[&! Hierdurch wird die 
These gestutzt, dal3 gezielte Oxidation von Methioninre- 
sten in Proteinen biologische Bedeutung haben kann. Der 
menschliche al-Proteinase-Inhibitor wird durch Zigaret- 
tenrauch inaktiviert (Mechanismus siehe 14'9. 

3.2. Histidin 

Histidinreste in Proteinen konnen eine lhnliche Rolle 
wie Methioninreste spielen. Der selektive Verlust eines von 
16 Histidinresten pro Untereinheit fiihrt zu Inaktivierung 
der Glutamin-Synthetase aus E. coli[48*491. Eine Reihe ande- 
rer Enzyme des zellullren Stoffwechsels wird ebenfalls un- 
ter oxidierenden Bedingungen inaktiviert, zum Beispiel in 
einem mischfunktionellen System aus NADPH, Cyto- 
chrom-P-450-Reduktase und Cytochrom P-4501491. Es wird 
diskutiert, daS diese ,,Markierung" von Proteinen durch 
Oxidation von Histidin als Erkennungssignal fur Proteasen 
verwendet wird und so eine Funktion im Proteinumsatz 
ausubt. 

Die Oxidationsprodukte von Histidin sind noch nicht 
vollstandig identifiziert. Bei Aufspaltung eines Histidin- 
rests bildet sich eine Carbonylgruppe, die als stabiles Dini- 
trophenylhydrazon nachweisbar ist'"'. Singulettsauerstoff 
kann die in Abbildung 7 gezeigten Produkte erze~gen''~'. 

3.3. Tryptophan, Lysio und Tyrosin 

Diese Aminosauren werden ebenfalls schneller als die 
iibrigen Aminosauren 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 fur die 
Hydrolyse von Peptiden sein; dabei entstehen Fragmente 
mit N-terminalen Glutamatre~ten[~'1 (Abb. 8). Kollagen ist 
besonders empfindlich gegenuber oxidativem Angrip'*]. 

3.5. Cystein 

Obwohl die Bildung von Disulfidbriicken als solche 
nicht als direkte Schadigung betrachtet werden kann, da es 
sich um einen reversiblen ProzeB handelt, kannen Disul- 
fidbriicken in Peptiden und Proteinen die biologischen 
Funktionen drastisch andern. Die h d e r u n g  des Thiol/Di- 
sulfid-Status hat biologische Kon~equenzen~'~-'~~, die unter 
anderem auch die von Enzymeigenschaften (Km- oder 
urn,,-Effekte) betreffen (siehe Tabelle 2). Somit dient auch 

R-C?N4CO-NH-R' HO @ / O ,  R-CqN4C0-NH-R' 

OQ 5 
- V 

- RCOOH Spontonhydrolyse I 
23co-NSH-Ro 

CO-NH-R' 
H2 N-J "20 

HOOC 0 

Abb. M. Schema fiir die Spaltung von Proteinen bei Prolinresten nach einem 
Vorschlag in [51]. Zunechst wird Wasserstoff in einem komplizierten Schritt 
nach lnitiierung durch Hydroxylradikale abstrahiert: in Gegenwart von 
Sauerstoff bildet sich ddnn Bber ein organisches Peroxylradikal das Pyrroli- 
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. Enzymaktivitlten, die durch T3ioVDisulfid-Austausch modifiziert 
werden IS]. GSSG = Disulfid von Glutathion (GSH); Cystamin= Bis(2-ami- 
noethy1)disulfid ; DTNB = Bis(3-carboxy4nitrophenyl)disulfid. 

Enzym Aktivierung durch 

Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase GSSG 

Saure Phosphatase (Spinat) GSSG 
Kollagenase (Leukocyten) GSSG 

Fructose- I ,6-Diphosphatase Cystamin 
6-Aminolivulinat-Synthetase GSSG 

Enzym Hemmung durch 

Pyruvdt-Kinase 
Phosphorylase-Phosphatase 
Phosphofructo-Kinase 
Glycogen-Synthase D 
H MG-CoA-Reduktase 
Adenylat-Cyclase (Gehirn) 
Ribonucleotid-Reduktase (E .  coli) 
Hexokinase 
Tyrosin- Aminotransferase 
PDH-Kinase 
Fettsiure-Synthetase 
y-Glutamylcystein-Synthetase 
Papain, Trypsin 

~ 

GSSG 
GSSG 
GSSG 
GSSG 
GSSG 
GSSG 
GSSG 
Tetraethylcystamin 
Cystin 
DTNB 
DTNB 
Cystamin 
Dimethyldisulfid 

der Thiolredoxstatus als metabolisches Signal. Intrazellu- 
lare Proteine liegen im allgemeinen ubenviegend in der 
Thiolform vor (Cysteingehalt 1.6%), wahrend extrazellu- 
lare Proteine (z. B. im Blutplasma) im wesentlichen Disul- 
fidproteine sind (Halbcystingehalt 4.  YO)''^^. 

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 laslichen Cytoplasma und in 
Membranen identifi~iert"~-'". Bei der S-Thiolierung von 
Proteinen in Herzzellen, die anschlieDend mit Diamid und 
tert-Butylhydroperoxid oxidiert wurden, zeigten sich typi- 
sche Muster: Es wurden im wesentlichen Proteine mit 
M, = 23 000, 42000 und 97 0001591 modifiziert. Der Gehalt 
an gemischten Disulfiden aus Protein und Glutathion ist 
niedrig; beispielsweise liegt er bei 20-30 nmol/g Le- 
ber[60-6'1. Wenn die GSSG-Spiegel erhoht werden, nimmt 
die Konzentration an gemischten Disulfiden ebenfalls 
Z U [ ~ ~ - " ~ ,  wahrscheinlich katalysiert durch Thiol-Transfera- 
se IIL"~. 

Es gibt auch gemischte Disulfide (CoASSG) aus Gluta- 
thion und Coenzym A. Die Schwankungen ihrer Konzen- 
tration konnen metabolisch interessant sein. Nach Oxida- 
tion rnit tert-Butylhydroperoxid kann die Konzentration 
des verfugbaren freien CoASH durch die Reaktion rnit 
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dem uber die Glutathion-Peroxidase erzeugten GSSG so 
stark herabgesetzt sein, dal3 Coenzym- A-abhlngige Pro- 
zesse blockiert ~ e r d e n [ ~ , ~ ~ ] :  

CoASH + GSSG F-=? CoASSG + GSH 

Thiolgruppen konnen auDerdem zu Alkylthioradikalen 
oxidiert werden und anschliel3end Sauerstoff anlagern: 

RS' + Oz 4 RSO? 

Weitere Umlagerungs- und Oxidationsschritte fuhren zu 
Sulfen-, Sulfin- und Sulfonsluren (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[661 oder Meerrettich-Per~xidase~~~~. 

Alkylthioradikale wurden mit ESR-Methoden in vitro in 
durch Meerrettich-Peroxidase katalysierten Reaktionen 
nachgewiesen168*6Y1; uber die Bildung dieser Radikale im 
Stoffwechsel der intakten Zelle ist noch nichts bekannt. 
Oxidationsprodukte von Disulfiden wie Cystin-S-monoxid 
oder Cystin-S,S-dioxid kommen ebenfalls vor; sie konnen 
miiglicherweise in Keratinfasern a ~ f t r e t e n ~ ~ ~ " ] .  

3.6. Schiidigung von Proteinen durch y-Strahluog und 
Radikale 

In der Strahlenbiochemie hat man sich in letzter Zeit mit 
den Reaktionen des Hydroxylradikals HO' und der Per-' 
oxylradikale (ROO') mit Proteinen beschlftigt (siehe 
170b*719. Inaktivierung von Alkohol-Dehydrogenase aus 
Hefe und der Schutz des Enzyms durch Anti~xidantien~"~ 
oder die Fragmentierung von Rinderserumalbumin in Pep- 
tide172.731 sind Beispiele von Studien in diesem Bereich. Die 
Fragmentierung iiber Hydroxylradikale scheint vonugs- 
weise an Prolinresten abzulaufen; Uber ein Peroxylradikal 
und ein Pyrrolidinonintermediat wird nach Hydrolyse ein 
N-terminaler Glutamatrest erhaltenI5'] (vgl. Abb. 8). 

4. Oxidative Schadigung von Kohlenhydraten 

Wie erwahnt, ist Desoxyribose empfindlich gegeniiber 
oxidativer Schadigung. Diese Eigenschaft wurde sogar fur 
den Aufbau eines Tests fur die Bildung von Radikalen be- 
nutzt. Im Thiobarbiturattest entsteht aus Desoxyribose ein 
Abbauprodukt, das rnit dem aus Malondialdehyd prak- 
tisch identisch istl7'I. 

Polysaccharide wie Hyaluronsaure konnen durch oxida- 
tiven Angriff geschldigt werden: Superoxid-Dismutase 
schiitzt Hyaluronslure in der Synovialflussigkeit gegen die 
D e p o l y m e r i ~ a t i o d ~ ~ . ~ ~ ~ .  Bei Proteoglycanen wurden eben- 
falls oxidative SchBdigungen nachgewiesen1761. 

5. Oxidative Schadigung von Lipiden 

5.1. Ursachen und Auswirkungen 

Mehrfach ungesattigte Fettsauren wurden hinsichtlich 
der Chemie und Biochemie der oxidativen Reaktionen be- 
sonders hiiufig untersucht. Diese Fettsauren sind im we- 

sentlichen in den Phospholipiden biologischer Membra- 
nen enthalten und konnen durch Phospholipase A2 vor 
oder nach dem oxidativen Angriff freigesetzt werden (Abb. 
9). Moglicherweise dient die Oxidation vor der Freisetzung 
als Markierung fur die Phospholipase. 

Cyclooxygenase 
Phospholipase A, Lipoxygenase 

ROOH(+) tlEntzijndung] 
7- 

Prostaglandine 
Thrornboxane 
Leukotriene 

Lipocortin( -) 

" 
"2 

Abb. 9. Schema zur Freisetzung von Arachidonshre aus Phospholipiden un- 
ter Bildung von Eicosanoiden. Hingewiesen ist auf die Hemmung der Phos- 
pholipase A2 durch Lipocortin, das durch Glucocorticoide induziert werden 
kann (siehe (771). und auf den positiven Effekt organischer Hydroperoxide 
auf die Cyclooxygenase 1781 und Lipoxygenase (.,Peroxidtonus"). 

Die spezifische enzymatische Oxidation ungesattigter 
Fettsauren ist naturlich keine schadigende Reaktion, denn 
sie fuhrt unter anderem zu besonders potenten und biolo- 
gisch wichtigen Signalverbindungen. Die Produkte dieser 
spezifischen Oxidation sind die Prostaglandine, Thrombo- 
xan A2, Prostacyclin und die Leukotriene (siehe I7']). Die 
unspezifische Oxidation mehrfach ungesattigter Fettsau- 
ren, die ,,Lipidperoxidation", fuhrt uber Radikale (Abb. 
10) zu einer Anzahl stabiler Abbauprodukte (Tabelle 3). 

H H  

+ RH 

ROO@ ROOH 
HOO H - R @  ' 

Abb. 10. Die ersten Schritte der Lipidperoxidation, schematisch dargestcllt 
an einem ungesattigten n-AIkan (RH): H-Abstraktion, Dienkonjugation. Oxi- 
dation und Umsetzung mit RH (nach [SO]). 

Tabelle 3. Rodukte der Lipidperoxidation [Ill]. 

Spaltprodukte des Kohlenstoffgeriists und ihre Oxidationsprodukte: 

Alkane, Alkene, n-Alkanale, 2-AIkenale, 2.4-Alkadienale. Alkatrienale, 
Hydroxyaldehyde, Hydroperoxyaldehyde, 4-Hydroxyalkenale, CHydro- 
peroxyalkenale, Malonaldehyd. Dicarbonylverbindungen, gesattigte und 
ungesattigte Ketone 

Umlagemngs- und Folgeprodukte: 
Hydroxysauren, Ketosluren, Ketohydroxysluren, Epoxyhydroxyshrcn, 
Dihydroxysauren, Ketodihydroxysauren, Trihydroxysauren 

Weitere Peroxidationsprodukte: 
Cycloendoperoxide (Prostaglandin G2) und analoge Verbindungen 

Dimere und Polymere: 
Dimere und Polymere mit folgenden Bmcken: -0-. -0-0-, 
-c-c- 
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Die Produktpalette hangt im wesentlichen von der verwen- 
deten Fettsaure ab; beispielsweise entsteht Pentan aus ei- 
ner n-6 mehrfach ungesattigten Fettsaure und Ethan aus 
einer entsprechenden n-3-Saure. Die Chemie der Lipidper- 
oxidation ist kompliziert und sol1 hier nicht im Detail be- 
sprochen werden (siehe lg2I). 

Tabelle 4. Reaktive Sauerstoffspezies, die Bedeutung fiir den oxidativen 
Stress haben. 

Spezies Name Bemerkungen 

Oe o 

HO? 

H202 

$bH17 FeH17 

HOo 

Abb. I I .  Oxidationsprodukte von Cholesterin: 5.6-Epoxid und Sa-Hydroper- 
oxid. 

Die Oxidation von Cholesterin ist von besonderem bio- 
logischem Interesse. Sie fiihrt zunachst zum 5,6-Epoxid 
und weiter zum Sa-Hydroperoxid (Abb. 11). Dieses Chole- 
sterinepoxid kommt in der menschlichen Brustdriisenflus- 
sigkeit in hohen Konzentrationen v0P3] und wurde als di- 
rekt wirkendes Mutagen identifi~iert'"~. 

5.2. Atherogenese 

Bei der Bildung arteriosklerotischer Lasionen wurde 
eine Beteiligung der Lipidperoxidation vorgeschlagen. 
Man beobachtete, daB modifizierte Formen des menschli- 
chen low-density-Lipoproteins (LDL) eine groBe Anrei- 
cherung von Cholesterinestern in Makrophagen bewirken 
konnen, z. B. nach Behandlung mit Mal~naldehyd~~'~.  4- 
Hydroxynonenal kann LDL ebenfalls modifizieren, und 
zwar geniigt ein Hundertstel bis ein Tausendstel der bei 
Malonaldehyd benotigten Konzentration@61. AuBer der er- 
hohten Anreicherung von Cholesterinestern fuhrt die Bin- 
dung von modifiziertem LDL an Makrophagen auch zu ei- 
ner verstarkten Freisetzung einer Anzahl lysosomaler En- 
~yme[~'"]. Die molekulare Basis der Modifikation von LDL 
durch Endothelzellen, welche zur erhohten Aufnahme 
durch Makrophagen fuhrt, ist noch nicht geklart[87b1. 

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 fur reaktive oder aggressive Sauerstoff- 
spezies verwendet. Es sei jedoch daran erinnert, daB mole- 
kularer Sauerstoff im Grundzustand (Triplett) als Diradi- 
kal sehr vie1 weniger reaktiv ist als molekularer Sauerstoff 
im angeregten Zustand ('Agoz, kurz lo2). Dieser Singulett- 
sauerstoff ist diamagnetisch und nicht-radikalisch'881. So- 
mit fallen auch die nicht-radikalischen angeregten Zu- 
stande des molekularen Sauerstoffs und auch Sauerstoff in 
organischen Verbindungen, z. B. in angeregten Carbonyl- 
verbindungen und Dio~etanen["~, sowie Ozon in die Kate- 
gone der reaktiven Sauerstoffspezies von biologischer Be- 

ROO 

ROOo 

ROOH 
' 4 0 2  

(auch 0: 
oder loz) 

' R'R"C0 
(auch 
R'R"CO*) 

Superoxid 
oder Hyperoxid 

Perhydroxyl 

Wasserstoffperoxid 

Hydroxyl 

R-oxyl, 2. B. 
Alkoxyl 
R-dioxyl. z. B. 
Alkyldioxyl 

R-hydroperoxid 
Singulettsauerstoff 

Triplettcarbonyl 

~ ~~~ 

Ein-Elektronen-Reduktionszustand; 
bei vielen Autoxidationsreaktionen 
gehildet (siehe Tabelle 5) 
Protonierte Form von Ofo. 
hesser lipidlaslich 
Zwei-Elektronen-Reduktionszustand; 
aus 07' iiber HO? durch Dismuta- 
tion oder direkt aus Oz gebildet 
Drei-Elektronen-Reduktionszustand ; 
iiber die Fenton-Reaktion oder die 
Metall(Eisen)-katalysierte Haber- 
Weiss-Reaktion gebildet; sehr reaktiv 
Sauerstoffzentriertes organisches 
(z. B. Lipid-)Radikal 
Aus organischem Hydroperoxid 
ROOH durch HO-Abstraktion gebil- 
det 
Beispiele: Lipid- oder Thymin-OOH 
Erster elektronisch angeregter 
Zustand. 22 kcal/mol Uher dem 
Grundzustand (Triplett; 'OZ); rote 
(Dimol-) und infrarote (Monomol-) 
Photoemission 
Angeregte Carbonylverbindung ; 
blau-griine Photoemission, z. B. iiber 
Dioxetane gcbildet (siehe Abb. 13) 

deutung. Die kinetischen Konstanten der Reaktionen von 
H@/OY" mit mehr als 300 organischen und anorgani- 
schen Verbindungen in waBriger Losung wurden kiirzlich 
z~sammengestelIt[~"l. 

Die reaktiven Sauerstoffspezies bilden sich auf mehre- 
ren enzymatischen und nicht-enzymatischen Wegen. Die 
Ein-Elektronen-Reduktion, die zunachst zur Bildung des 
Radikals 0:" fuhrt, ist eine wesentliche Quelle (Tabelle 5). 
Die direkte Zwei-Elektronen-Reduktion fiihrt zu Wasser- 
stoffperoxid; als Beispiel hierfiir sei die Fettsaure-Acyl- 
CoA-Oxidase der Peroxysomen genannt. Das Hydroxylra- 

Tabelle 5 .  Bildung des Rddikals 07" in biologischen Systemen [176]. 

1. 07O-Bildung durch Autoxidation (inklusive Lit. 
.,Redoxcycling") 

Hydrochinone (Semichinon) 
Flavine 
HHmoglobin(e) 
Glutathion und andere Thiole 
Catecholamine 
tibergangsmetall-Ionen 

2. @O-Bildung durch Enzyme oder Enzymkomplexe 

Flavin-abhiingige Oxidationen [186, 1871 
Photosynthetische Sauerstoffreduktion [I881 
Mitochondriale Atmung [ 1891 
Mikrosomale Oxygenierung [I901 
NADPH-abhingige Sauerstoffreduktion durch 
Granulocyten und Makrophagen 1191-193) 

3. Erh6hte (enzymatische) 0: @-Bildung durch Xenobiotica 

Antimycin I 1891 
Adriarn ycin [194, 1951 
Paraquat 1196. 1971 

4. OQo-Bildung durch physikalische Einfliisse 

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

Fe'" + H 2 0 2  --* Fe-'" + OHQ + O H o  

Die Quellen fur das Radikal 0:" durch Ein-Elektronen- 
Reduktion von molekularem Sauerstoff in der Zelle liegen 
unter anderem in den mitochondrialen und mikrosomalen 
elektronenubertragenden Systemen sowie in der bakterici- 
den Aktivitat von Leukocyten und Makrophagen. Die phy- 
siologische Bedeutung der zellularen Quellen ist schwer 
generell zu beurteilen; sie konnten einen groDen Teil zur 
Aufrechterhaltung der stationaren Konzentration dieses 
Radikals beitragen. Ebenso nimmt die Bedeutung von Aut- 
oxidationsreaktionen wie ,,Redoxcycling" (Abb. 12) zur 
Erklarung des oxidativen Stress durch Xenobiotica zu ; 
dazu geharen Verbindungen wie Chinone, die in der Krebs- 
chemotherapie eingesetzt ~erdenl""~. 

Eine besondere Rolle kommt der stationaren Suuerstqf- 
konzentrulion zu. Bei niedrigen 02-Partialdriicken, im Be- 
reich der Hypoxie, ergibt sich ein Optimum fur die Schadi- 
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 02-abhangigen Schritten der Lipid- 
peroxidation (Abb. 10 und 13) a b l a ~ f e n ~ ~ " .  Beispielsweise 
wurde in einem Oxystat-System an Lebermikrosomen fur 
die Lipidperoxidation durch CCI, oder Halothan 
(CF,CHBrCI) das Optimum mit 2 Torr fiir den 02-Partial- 
druck be~ t immt~"~~ .  

a-T -OH a-T-OO 

R a  ROO@ ROOH 
RH -T 

2 <- lo, R'R"CO* 

hu 
703 nrn) 

tt hu 0-0 
Dioxetan 

Abb. 13. Bildung von elektronisch angeregtem SauentoB (Singulettsauer- 
stoff. linke Seite) oder angeregten Carbonylverbindungen R'R"C0' (Tn- 
plettcarbonylverbindungen: rechte Seite) von Lipidperoxylradikalen nach 
dem Russell-Mechanismus [92, 931. a-T-OH bedeutet a-Tocopherol (siehe 
Abb. 19). 

Tabelle 6. ..Dismutationsreaktionen" von Sauerstoffmetaboliten. ffi - F'ro- 
staglandin. 

.@ 
Reaktion Enzym 

oxidierte n Verbindung reduzierte 

Verbindung 

reaktive Sauerstoffspezies: 
HzOz, OH@, ROO @, RO @, '0, 

Abb. 12. Schema des ,,Redoxcycling". Oy" wird unter aeroben Bedingungen 
gebildet; die Elektronen werden von NADPH iiber Reduktasen einge- 
schleust. 

Die reaktiven Sauerstoffntermediate 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. Wahrend die 
Dismutation von 0:" und von H202 durch Superoxid- 
Dismutase bzw. Katalase zum Grundzustand, also Triplett- 
sauerstoff, fiihren, liefert die ,,Dishutation" von Prosta- 

460 nrn) 

20:' + 2 H" H202 + 02 Superoxid-Dismutase 

2H202 --t 2H20 + 0 2  Katalase 

2PG G2 -* 2 PG H2 + ' 0 2  PG- Hydroperoxidase 

2 ROOH 4 2 ROH + '02 Cytochrom P-450 

2 Phl=O + 2 Phl + '02 Cytochrom P-450 

glandin G2 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 iibertragt dann in seinem Triplettzustand die 
Energie auf Sauerstoff; bei (b) ist keine Aktivierung durch 
Licht erforderlich (,,Photochemie im D~nklen"~"~). Im 
Prinzip gibt es zwei Wege fur die chemische Anregung von 
Sauerstoff. Der erste fiihrt uber eine Radikal-Radikal- 
W e c h ~ e l w i r k u n g [ ~ ~ * ~ ~ ~  (,,Russell-Mechanismus", siehe Abb. 
13), der zweite fiihrt uber O~en t rans fe r '~~~ ,  wobei dreiwer- 
tiges Hameisen (Fe3") eine Rolle spielt'941: 

(Fe3') + ROOH (Fe=O) + ROH 

(Fe=O) + ROOH - (Fe3") + ROH + '02 

2 ROOH - 2 ROH + lo2 
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Singulettsauerstoff kbnnte von besonderer Bedeutung 
fur biologische Systeme sein, weil er eine erhebliche 
Strecke in Membranen diffundieren kann. In Stearinsaure- 
Monoschichten betragt die Diffusionsstrecke des Singu- 
lettsauerstoffs fur Halbinaktivierung 1 15 A (Abb. 14)19s1. 

- 0  1m 2bo 3iu 
d [A1 - 

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 Stearinsaure-Monoschichten variabler Dicke d eingestellt (nach (951). 

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

' 0 2  + 'Oz 2 '02 + hv (2 = 634 nm, 703 nm) 

Die Verwendung dieser ultraschwachen Chemilumines- 
zenz als Indikator fur '02 in intakten Zellen und Organen 
wird durch empfindliche Einzelphotonenzahlung ermog- 
l i ~ h t l ~ ~ ] .  Die Spektren sowie die Erhohung der Photoemis- 
sion durch Diazabicyclooctan und die Verminderung 
durch Azid dienten zum Nachweis von Singulettsauerstoff 
in der intakten Leber wiihrend des Redoxcyclings von 2- 
Methyl- I,4-naphthochinon (Menadion)I9'] oder 1,l'-Dime- 
thyL4,4'-bipyridinium (Paraquat)1981. Somit konnte Singu- 
lettsauerstoff die toxischen Effekte dieser Verbindungen 
hervorrufen. Menadion wirkt mutagenIw1. Singulettsauer- 
stoff, der durch Mikrowellenentladung erzeugt wurde, 
fuhrte zu Schadigungen biologisch aktiver DNA, und zwar 
zum Verlust von Transformationsaktivitiit in einem Testsy- 
stem mit dem Plasmid 'pBR 3221'wa1. Ahnlich verhielt sich 
'02 aus einem thermodissoziierbaren Naphthalin-endoper- 

Bei isolierten enzymatischen Reaktionen iihneln die 
Photoemissionsspektren denen der H202/NaOCI-Reakti- 
on11o11. Zwei Maxima in den Bereichen von d = 634 nm und 
703 nm wurden mit der isolierten Prostaglandin-Hydroper- 
oxidase (Cyclooxygenase) aus Samenblasen von Schafbok- 
ken be~bachte t l~~l  (Abb. 1 5), ebenfalls rnit isoliertem Cyto- 
chrom P-450 und Iodosylbenzol als Substrat (vgl. Tabelle 
6)['02]. Die Monomol-Photoemission von Singulettsauer- 
stoff liegt bei A= 1270 nm (im IR). Kurzlich wurde fur die 
Lacto-Peroxidase eine Photoemission bei d =  1270 nm be- 
s ~ h r i e b e n ~ ' ~ ~ ] .  

oxid[ IOObl.  

I I t  

3- 

t, 2- 
* 
C - 

1- 

\ '. 
s b O & 7 6 Q & -  

0 
610 650 690 

h Inrnl - Alml- 

Abb. IS. Dimol-Emissionsspektrum der ultraschwachen Chemilumineszenz 
von Singulettsauerstoff Bildung von '02 a) durch die Hypochlorit/HZ02- 
Reaktion (nach [ lo l l ) ;  b) enzymkatalysiert durch die Prostaglandin-Cyclo- 
oxygenase-Reaktion (nach [94]). Intensitat der Chemilumineszenz in willkllr- 
lichen Einbeiten. 

7. Verteidigung gegen oxidativen Stress: 
Biochernische Antioxidantien 

Die Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies ist eine der 
Voraussetzungen fur das aerobe Leben; die vielfiiltigen, in 
der Evolution herangereiften Verteidigungslinien bilden 
zusammen ein starkes Antioxidanssystem (Tabelle 7). Das 
Repertoire zur Kontrolle der miiglicherweise gefahrlichen 
Reaktionen von Sauerstoffmetaboliten umfal3t alle Stufen 
eines Schutzsystems: Verhutung, Abwehr, Reparatur. Es 
besteht aus nicht-enzymatischen Abfangern (,,Scavenger"), 
die im engeren Sinne rnit der Bezeichnung Antioxidantien 
gemeint sind, sowie aus enzymatischen Systemen. 

7.1. Nicht-enzymatische Antioxidantien 

a-Tocopherol (Vitamin E, vgl. Abb. 19)1'041 ist das wich- 
tigste lipidlosliche anti ox id an^^'^^^; seine besondere Wir- 
kung in der Membran wird durch die spezifische physiko- 
chemische Wechselwirkung zwischen dem Phytylrest und 
den Fettsaureresten der mehrfach ungeslttigten Phospholi- 
pide bedingt1"'61. Die Insertion des Vitamins in die Mem- 
bran erhoht seine Effektivitat etwa 50fach1'07'. 

Ascorbinsaure (Vitamin C) ist, neben Glutathion, in der 
waBrigen Phase das wesentliche Antioxidans. Ascorbin- 
siiure kann rnit dem Vitamin-E-Radikal reagieren und so 
das Tocopherol in der Membran regenerieren[1081. Auf wei- 
tere interessante Aspekte, auch der der E r n a h r ~ n g ~ ' ~ ~ l  
(Normalbedarf: 12mg Vitamin E und 75mg Vitamin C 
pro Tag['Io1), kann hie, nicht niiher eingegangen werden. 

Wichtige weitere Antioxidantien sind in Tabelle 7 aufge- 
fiihrt. 

7.2. Enzymatische Antioxidantien 

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

Antioxidans Bemerkungen 
~~~ ~ ~ ~ 

Nicht-enzyrnafisch 

a-Tocopherol (Vitamin E) 

Ascorbinsrure (Vitamin C) WasserlOslich 
Flavonoide Pnanzliche Antioxidantien (2.6. Ru- 

Chemische Antioxidantien 

b-Carotin (Vitamin A) Singulettsauerstoff-FBnger 
Harnsaure Singulettsauerstoff-FBnger, Radikal- 

Plasmaproteine Beispiel: Coeruloplasmin 

Enzyrnatiseh 

Superoxid-Dismutasen CuZn-Enzym, Mn-Enzym 
GSH-Peroxidasen Selenoenzyrn; von Selen unabhangige 

MembranstBndig : Rezeptoren? Rege- 
nerierung aus dern Radikal? 

tin, Quercetin) 
Nahrungsmittelzusntze, z. B. BHA und 
BHT [a] 

ranger? 

Aktivitat (einige GSH-Transferasen, 
Cytosol und rnitochondrialc Matrix) 

peroxysomalen Matrix 
Katalase HBmenzym, hauptsachlich in der 

Antioxidansenzyme irn weiteren Sinne 

NADPH : Chinon-Oxidoreduktase 
(DT-Diaphorase) 
Epoxid-Hydrolase 
Konjugationsenzyme 

GSSG-Reduktase 
GSH-synthetisierende Enzyme 
NADPH-Versorgung 

Transporlsysteme 

Semidehydroascorbat- Reduktase 
Methioninsulfoxid-Reduktase 
DN A-Reparaturenzyme 

Zwei-Elektronen-Reduktion, 
Dicumarin-hemmbar 

UDP-Glucuronyl-Transferasen 
Sulfo-Transferase 
GSH-Transferasen 

Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase 
6-Phosphogluconat-Dehydrogenase 
Isocitrat-Dehydrogenasen 
Malat-Enzym 
Energieabhrngige Transhydmgenase 

Konjugatexport 
GSSG-Export 

[a] BH A = 2-tert-Butyl-4-methoxyphenol ; ETA = 2,6-Di-terr-ButyI-4-methyl- 
phenol (siehe 8 bzw. 9 in Abb. 19). 

Aktivitat in der Zelle und spezifische Verteilung in Orga- 
nen und im subzellularen Bereich (hlufig komplementar) 
charakterisiert. Typisch ist ferner die Beteiligung von Me- 
tallen bei der Enzymreaktion, besonders von Kupfer, Zink, 
Mangan, Eisen (Ham) und Selen. Die Antioxidanssysteme 
haben besondere Bedeutung fur die Organotropie der To- 
xizitat (,,target organ toxicity")['"1. Fur eine ausfuhrliche 
Diskussion dieser Hauptenzyme in der Antioxidanskette 
sei auf die Literatur verwiesen (siehe [13-201). Im folgenden 
sollen einige neuere Aspekte von nicht direkt beteiligten 
Reaktionen dargestellt werden. 

Ein neues Protein, das Membranen vor Peroxidation 
schutzt und GSH-Peroxidase-Aktivitat gegenuber Phos- 
phatidylcholin-hydroperoxiden zeigt, wurde identifiziert 
und als Selenoenzym charakterisiert["21. Neu ist auch ein 
GSH-abhangiger hitzelabiler Faktor, der die Lipidperoxi- 
dation in biologischen Membranen hemmt'"31. Nach jiing- 
sten Befunden handelt es sich bei diesem cytosolischen 
Protein nicht um eines der bekannten GSH-abhangigen 

Einige spezielle Zelltypen konnen extrazellulares GSH 
verwenden. Die basolaterale Membran von Darmepithel- 
zellen hat ein Na-abhangiges GSH-Aufnahmesystem, so 
daD exogenes GSH diese Zellen gegenuber oxidativem An- 
griff schiitzen kann" 14bl. Die meisten iibrigen Zelltypen 

konnen GSH als solches nicht verwenden, sondern mussen 
es intrazellular aus den Aminosauren synthetisieren. 

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

Auch die Verminderung der stationaren Spiegel von 
Verbindungen, die reaktive Sauerstoffspezies bilden kon- 
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- 
tenlY7. 1151. 

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 k6n- 
nen an Glutathionbindungsstellen an anderen Enzymen 
inhibierend wirken. So wurde durch kinetische und ront- 
genkristallographische Studien gezeigt, daB Glutathion- 
konjugate an der Bindungsstelle fur GSSG im aktiven Zen- 
trum der GSSG-Reduktase binden1"61 (Abb. 16). Ein An- 
stieg der Konzentration von GSSG hat eine Reihe metabo- 
lischer Wirkungen, z. B. auch die Abschaltung der Protein- 
synthese (siehe 

Die Transportsysteme fur GSSG und Glutathionkonju- 
gate (Thioether) sind in letzter Zeit intensiv untersucht 
worden["'] (siehe Abb. 17). In der Leber konkurrieren 
diese beiden Glutathion-Derivate um den Transpod' l8I, 

ein Ausdruck der Tatsache, daB das Transportsystem der 
Membran beide Substrate akzeptiert. In der Plasmamem- 
bran der Leberzelle scheint es eine durch GSSG aktivier- 
bare ATPase-Aktivitat zu gebex~[''~l. Auch im Henen 
wurde eine Transportkompetition zwischen GSSG und 
Glutathion-Konjugaten gefunden['201. Mit der Kreatin-Ki- 
nase-Reaktion als Indikatorsystem wurde der (ATPI 
ADP)r,,i-Quotient p: 10 fur halbmaximalen GSSG-Trans- 
port am intakten durchstrbmten Rattenherz bestimmt1'2'1. 

Interessanterweise kommt im Herzen das Isoenzym 4-4 
der GSH-Transferasen in hoher Aktivitiit vor, welches 4- 
Hydroxynonenal als Substrat akzeptiert11221 und daher die- 
ses biologisch aktive Produkt der Lipidperoxidation ent- 
giften kann1'231. Kiinlich wurde ein weiteres hochaktives 
lsozym (8-8) beschrieben1'2z1. 

Manche Isoenzyme der GSH-Transferasen kbnnen die 
GSH-Peroxidase-Reaktion mit organischen Hydroper- 
oxiden als Substrat kataly~ierenl"~~. Diese nicht-selenab- 
hangigen Aktivitaten konnen bei Selenmangel besondere 
Bedeutung erlangen, wenn die zellullre Aktivitat des Sele- 
noenzyms GSH-Peroxidase sehr niedrig ist. Da die GSH- 
Transferasen jedoch H202 nicht als Substrat akzeptieren, 
laDt sich das Selenoenzym nicht vollig ersetzen. Dies 
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7.4. Kontrolle der Antioxidanskapazitat 

Abb. 16. a) GSSG-Bindungsstelle der Glutathion-Reduktase; b) Bindung von 
S-(l,2-Dinitrophenyl)glutathion (fett gezeichnet) an dieser Stelle (nach 
I1 161). 

Extrazellularraurn 

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-SGs hemmen die GSSG-Reduktase (nach [120u. 

konnte erklaren, warum bei Selenmangel klinische Sym- 
ptome wie die als Keshan-Krankheit bekannte Cardiomy- 
opathie a~ftreten~'~'] .  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 vollstandig verhindert ~e rden~ '* '~ .  

7.3. DNA-Reparatur 

Die moglicherweise biologisch bedeutendste Verteidi- 
gungslinie des Organismus besteht darin, nach der oxidati- 
ven Schadigung die Identitat des genetischen Materials 
durch Reparatur aufrechtzuerhalten (vgl. Abb. 6)1361. Au- 
Berdem ist fur Mikroorganismen die enzymatisch gesteu- 
erte Mutagenese ein ebenso wichtiger ProzeB, um sich an 
veranderte Umweltbedingungen anzupassen. 

Das Reparatursystem scheint gegeniiber ionisierenden 
Strahlen weniger empfindlich als DNA zu sein. In Hefezel- 
len ist die Reparatur von Einzelstrangbriichen unabhangig 
von der Strahlendosis (bis zu hohen Dosen von 2400 
Gy)1'261. Die Reparaturenzyme sind somit fur die Zelle als 
ein zentraler Bestandteil der Antioxidansenzyme im weite- 
ren Sinne zu betrachten. 

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) wPhrend UbergPngen von Anaerobiosis 
zur Aerob io~ i s~ '~ '~  oder durch Behandlung mit H2021'ZB1 be- 
obachtet; es gibt auch Adaptati~nsphanomene~'~~-'~'~. Eine 
Doppelmutante von E. coli ohne die beiden SOD-Aktivita- 
ten kann aerob auf Minimum-Glucose-Medium nicht 
w a ~ h s e d ' ~ ~ ] .  Wahrend der Adaptation an H 2 0 2  werden 30 
Proteine induziert; neun davon stehen unter der positiven 
Kontrolle eines Regulons fur die Verteidigung gegen oxi- 
dativen Stress, das OxyR genannt w ~ r d e ~ ' ~ ~ ] .  Das OxyR- 
Regulon kontrolliert eine globale Antwort auf eine DNA- 
Schadigung Hhnlich 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 erhoht ; bei Uberex- 
primierung des OxyR-Gens lag die Mutagenese unter den 
K ~ n t r o l l w e r t e n ~ ' ~ ~ ~  (Tabelle 8). In ahnlicher Weise zeigen 
SOD-defiziente E.-coli-Mutanten eine sauerstoffabhangige 
M~tagenese~"']. 

Tabelle 8. Spontanmutagenese in Abhdngigkeit vom OxyR-Regulon in Test- 
stammen von S. fyphimurium. Stdmme mit His G428 und dern Plasmid 
pKM 101 mit dem OxyR-Regulon (oxyR+) oder mit uberexprimiertem 
(oxyR1) oder deletiertem (oxyA2) OxyR-Regulon wurden im His-Reversions- 
test (Ames-Test) hinsichtlich der Spontanmutagenese untersucht. Zur Be- 
schreibung des Phdnotyps werden die Durchmesser der auf Agarplatten mit 
H 2 0 2  erzeugten Hemmzonen aufgefuhrt [ 1341. 

Stamm Beschreibung Kolonien Hemmzone 
pro Platte [mml 

TA4117 oxyR+ 33*6 18.0 
TA 41 18 oxyRl 1 2 f 4  12.5 
TA 41 I9 oxyA2 1408f 160 33.5 

Derartige Adaptationsphiinomene scheinen auch fur Eu- 
karyonten von Bedeutung zu sein; die Kontrolle der Mu- 
ster der Antioxidansenzyme sowie auch die Kontrolle der 
niedermolekularen Antioxidantien wie Vitamin E in Slu- 
getienellen sind allerdings noch nicht gut charakterisiert. 
In dieser Hinsicht sind die Veranderungen der Enzymmu- 
ster in Leberknbtchen als Adaptation aufzufassen. Diese 
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Knotchen (Noduli) enthalten Klone von Hepatocyten, die 
einen neuen Differenzierungsgrad der Leberzelle erreicht 
haben; dies wird als eine physiologische Antwort auf ver- 
anderte Umweltbedingungen b e t r a ~ h t e t ~ ' ~ ~ ] ,  ahnlich etwa 
wie der OxyR-Response. Die in den Knotchen beobachte- 
ten Veranderungen betreffen einige der zusatzlichen Anti- 
oxidansenzyme in Tabelle 7. Es handelt sich um den An- 
stieg der zellularen Aktivitaten einiger Isoenzyrne der Glu- 
curonyl-Transferasen, der Glutathion-Transferasen sowie 
der y-Glutamyl-Transferase, Epoxid-Hydrolase und 
NADPH : Chinon-Oxidoreduktase. Diese Enzyme geharen 
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 Kniit- 
chen erniedrigte zellulare Aktivitaten. Diese Veranderun- 
gen der Genexpression stehen in Beziehung zum Methylie- 
rungsgrad der DNA (vgl. 1137*1381). In Experimenten zur 
Verminderung der DNA-Methylierung an Cytosinresten 
durch Vorbehandlung von Tieren rnit dem Analogon 5- 
Azacytidin wurde gefunden, daO der Gehalt an Cytochrom 
P-450 und b5 abfie1['391, wahrend der Gehalt an mehreren 
lsoenzymen der Glutathion-Transferasen sowie an 
NADPH : Chinon-Oxid~reduktase['~"' in der Leber von 
Mausen angestiegen war (Abb. 18). Kiinlich wurde die 
NADPH : Chinon-Reduktase kloniert ; in persistierenden 
Leberknotchen ist sie hyp~methyIiert['~''. 

0 25 50 
5-kocy t i d in lmg lkg  Korpergewtchtl - 

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 lnjektion von Azacytidin zur 
Hemmung der DNA(Cytosin-S)-Methyltransferase (nach 11401). 

Es bestehen also Beziehungen zwischen dem Status der 
DNA-Methylierung und dern Expressionsmuster fur 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 groOe Gebiet wird hier nicht im Detail bespro- 

1 R' R2 
w2 
I \  

a-T CH3 CH3 

p - T  H CH3 
R' 7 - T  CH3 H 

OH OH 

bCH3 
8 

CH3 OH 
9 10 

Abb. 19. Einige synthetische Antionidantien als lnhibitoren von Peroxi- 
dationsreaktionen. 7 :  a- bis 6-Tocopherol: 8 :  BHA =Z-rert-Buty1-4-meth- 
oxyphenol; 9: BHT- 2,6-Di-ren-butyl-4-methylphenol: 10: Propylgallat; 
11 : NDGA = Nordihydroguaiaretsgure. 

chen. Zwei ausgewahlte Aspekte, die wir kiirzlich unter- 
sucht haben, mogen kun  erwahnt werden. 

7.6. Ebselen, eine neue Organoselenverbindung 

Das synthetische 2-Phenyl-l,2-benzoselenazol-3(2H)-on 
(Ebselen) hat Antio~idansaktivitat"~~]. In einem iiblichen 
Lipidperoxidationstest mit Rattenlebermikrosomen wurde 
die Wartezeit (,,lag phase") vor Beginn der Lipidperoxida- 
tion nach Auslbsung mit Ascorbat/ADP-Eisen durch Zu- 
satz von Ebselen verlangert, wahrend 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- 
tursaure-reaktivem Material. Zusatzlich zu dieser Antioxi- 
dansaktivitat katalysiert Ebselen die GSH-Peroxidase-Re- 
aktion[143. 1441- 

2GSH + ROOH 4 GSSG + ROH + HzO 

Auf diese Aktivitat sol1 auch der Schutz von intakten 
isolierten Hepatocyten gegen oxidative Schadigung zu- 
riickzufuhren sein. Ebselen schiitzt Kontrollzellen gegen 
ADP-Eisen-induzierte Schadigung, wlhrend es keinen 
Schutz in Zellen bewirkt, in denen Glutathion vorher auf 
sehr niedrige Werte (< 2%) gesenkt worden ~ a $ ~ ~ ~ ~ ~ .  Die 
Cytotoxizitat von Chinonen bei Ehrlich-Ascites-Zellen 
wird durch Ebselen signifikant herabge~etzt['~'~l. 

Kiinlich wurde beobachtet, da13 Ebselen im Lipoxy- 
genaseweg eine Hemmwirkung entfaltetl'461. Ob sie durch 
die Beseitigung eines aktivierenden Hydroperoxids durch 
die GSH-Peroxidase-Reaktion erklart werden kann (vgl. 
Abb. 9) oder durch eine weitere Wirkung von Ebselen, ist 
noch nicht klar. 

Selen zeigt viele biologische Effekte (siehe [I4']). So 
spielt es als Selenocystein eine bedeutende Rolle im akti- 
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Abb. 20. Ebselen und sein Schwefel-Analogon. Die Organoselenverbindung 
hat Antioxidansaktiviat, wie die verlangerte Wartezeit (Jag phase") in  der 
mikrosomalen Lipidperoxidation zeigt (nach 11431). 

ven Zentrum der GSH-Pero~ idase [ '~~- '~~~ .  Es durfte inter- 
essant sein, den Katalysemechanismus der GSH-Peroxi- 
dase-Reaktion im Enzym mit dem von Ebselen zu verglei- 
chen. Uber Selen als anti ox id an^['^'^ und als Anticarcino- 
gen sowie iiber sein Potential als Carcinogen und als cyto- 
toxische Verbindung wurde kiirzlich ausfiihrlich berich- 
tet[l5za1. 

7.7. Das Selenoenzym GSH-Peroxidase 

Dieses Enzym ist kiirzlich sequenziert['s2b1 und rontgen- 
kristallographi~ch['~~~~ untersucht worden. Das Gen der 
Maus wurde kloniert ; erstaunlicherweise wird dabei das 
Selenocystein im aktiven Zentrum durch das Termina- 
tionscodon TGA ~ o d i e r t ~ ' ~ ~ ~ ] ,  ebenso das Selenocystein in 
der Formiat-Dehydrogenase von E. 

7.8. Superoxid-Dismutase als Medikament 

Das Cu,Zn-Enzym S~peroxid-Dismutase[~] wird als An- 
tioxidans eingesetzt. In der klinischen Medizin wurde das 
Enzym bislang im wesentlichen topisch verwendet, z. B. in- 
traartikular ins Kniegelenk (Synovial~palt)[ '~~~, und hat 
sich als entziindungshemmend erwiesen. Das Enzym ist 
kloniert w ~ r d e n [ ' ~ ~ I ;  die rekombinante Human-Superoxid- 
Dismutase wurde in Hefe e~primiert[ '*~~. Die gentechni- 
sche Gewinnung des Humanenzyms sollte die systemati- 
sche Verwendung und die Behandlung von klinischen Zu- 
standen ermoglichen, die mit oxidativem Stress verbunden 
sind. Beispielsweise sind Radikale an der Schadigung des 
Herzmuskels['s61 oder des Darm~['~']  durch Ischamie und 
nachfolgende Reperfusion beteiligt. Kiinlich wurde ge- 
zeigt, dal3 Of" zum Abbau des endothelialen vaskulilren 
Relaxationsfaktors (EDRF) beitragt['s81. Um den therapeu- 

tischen Nutzen von Sauerstoffradikalfangern und Antioxi- 
dantien abschatzen 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 siehe 
z. B. 113-20.ls91 ). Anscheinend konnen fast alle komplexen 
biologischen Prozesse auf die eine oder andere Weise mit 
reaktiven Sauerstoffspezies und Radikalen in Verbindung 
gebracht werden. Fur eine tiefergehende Beurteilung der 
Rolle von Prooxidanszustanden bei der Tumorpromo- 
tion[Im0' oder bei der spontanen Mutagenese['6'1 sei auf die 
Literatur verwiesen. Ahnlich erfordern der Alterspro- 
zeJ[162. 1631 oder die komplexen Beziehungen bei Entziin- 
d u n g ~ z u s t a n d e n ~ ~ ~ ~ ~  vom biochemischen Standpunkt aus 
eine kritische Diskussion. Zwischen den Organen existie- 
ren in physiologischen und pathophysiologischen Zustiln- 
den vielfaltige Wechselbeziehungen; Abbildung 21 erlilu- 
tert einige davon beziiglich des Glutathions. 

Intrazellular 

Prot ei n-SSG 
Acyl- SG 
..gebundenes" GSH 

Aminosauren - GSH 

\ \\ I (irreversiblar Verlust 1 
I Ausscheidung(Niered 

Transport zu den Zcllen 

I 
\'GSH-Efflux(Sinusoida1raum u. Galle) 

GSSG-Efflux (Gallel 
I 

Aminosauren 4 -1 Schwermetallkomplexe~Gallel 

(Nierc und 
cpitheliale Organe) 

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

Die biochemischen Prozesse bei der Strahleneinwirkung 
laufen iiber Radikale (siehe Abschnitt 3.6). Kurzlich wur- 
den nach Behandlung von Mausen mit y-Strahlen ( 5  Gy) 
in Gehirn, Milz und Leber durch in-vivo-,$pinabfang"- 
Techniken Radikale nachgewie~en[ '~~~. Selenit und Vitamin 
E hemmen in vitro die durch Strahlen oder chemisch indu- 
zierte Zelltransformation['661. Die Verringerung der Kon- 
zentration dieser Antioxidantien durch sechswochige 
Mangelernahrung brachte bei MIusen in vivo jedoch keine 
Verstarkung der Strahlenschadigung rnit sich[l6']. Strahlen- 
schutzsubstanzen und Anticarcinogene sind zusammen zu 
betrachten, da ahnliche Radikalreaktionen zugrunde lie- 
gen['681. 

Die biochemisch-biologischen Studien zum oxidativen 
Stress haben deneit einen Stand erreicht, der besondere 
Sorgfalt und Vorsicht beim Einsatz von Methoden und 
Konzepten verlangt. Es sei daher auf zwei kiirzlich erschie- 
nene Bande mit Methoden h ingewie~en[~~~."~l ,  die sich fiir 
biologische und klinische Untersuchungen iiber Auswir- 
kungen der reaktiven Sauerstoffspezies eignen. 

Zum SchluD sol1 erwahnt werden, dal3 der Terminus 
,,oxidativer Stress" nicht ausschlieOlich eine potentielle 
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Schadigung bezeichnet, gegen die der Organismus sich 
verteidigen muR. Zahlreiche physiologisch wichtige Reak- 
tionen in den Zellen laufen uber reaktive Sauerstoffspezies 
und Radikale ab[I7’]. Diese Reaktionen umfassen solche vi- 
talen Funktionen wie die der Makr~phagen“~” oder der 
neutrophilen Gran~locyten~”’~ sowie die katalytischen Me- 
chanisrnen der Formiat-Pyr~vat-Lyase~’~~~ und der Ribo- 
nucleotid-Reduktase, die fur die Desoxyribonucleotid-Be- 
reitstellung erforderlich i ~ t ~ ’ ~ ~ ’ ] ,  und natiirlich auch den 
groBen Bereich der selektiven Oxidation mehrfach unge- 
sattigter Fettsauren zur Produktion von Eicosanoiden 
(siehe 1799 rnit weitreichenden pathophysiologischen Kon- 
sequenzen, beispielsweise bis hin zu klinischen Zustanden 
wie Ischarnie und S c h o ~ k ~ ’ ~ ’ ~ ] .  

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