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. Einleitung

1.1 Reaktive Sauerstoffspezies

Molekularer Sauerstoff im l).'.8-Triplett-Grundzustand ist im Ver-
gleich zu Singulett-Sauerstoff wenig reaktiv. Die Sauerstoffakti-
vierung kann physikalisch durch energieabhingige Spinumkehr bzw.
Spinpaarung erfolgen. Es entsteht lAg- und ‘z; -Singulett-Sauer-
stoff '3, Biologisch relevant ist die ‘Ag-Form. Chemisch 148t sich
Sauerstoff durch eine endergonische le"-Reduktion zum Superoxid-
anion (O;) aktivieren (Abb. 11.1.). Alle weiteren le”-Reduktions-
schritte iiber Wasserstoffperoxid (H,O,) und das Hydroxylradikal
((OH) bis zum Wasser sind exergonische Reaktionen. Daraus ergibt
sich die zentrale Rolle des Singulett-Sauerstoffs und des Superoxid-

anions im biologischen Geschehen.

O O
w2p [ il 0 L fill ] il il
=2p [fl fil & il £ fill {0 il {1

¥
O
O
O

a 2p il il

«*2s ifl il il ill il

« 25 il il fil i1l il

o’ ls il il il il id]

a ls ! il i1l il if!
Grund- Singulett Singulett Super- Peroxid
zustand oxid
‘%0, ‘a0, ‘2.0, 0; 0%

Abbildung 1.1.1. Spin- und Bindungszustinde im Sauerstof fmolekiil.



2 1. EINLEITUNG

Singulett-Sauerstoff, lO2 ('Ag), besitzt im Gegensatz zu Sauerstoff
im Grundzustand T*-Elektronen mit antiparallelem Spin. Die fiir
den Triplett-Sauerstoff "spin-verbotenen" Reaktionen mit Atomen
und Molekiilen im Grundzustand finden mit Singulett-Sauerstoff
statt, der sich durch Energiezufuhr aus Triplett-Sauerstoff darstel-
len 1iBt. Die 92 kJ mol™ Aktivierungsenergie fiir den lA‘I—Zustand
konnen Lichtquanten iiber bestimmte Transfermolekiile wie Chloro-
phyll, Rose Bengal und einige andere liefern ©1. Als Dunkelreaktion
produziert auch die Reaktion von enzymatisch dargestelltem Hy-
pochlorit (OC1") mit Wasserstoffperoxid Singulett-Sauerstoff (1.1.1.
und 1.1.2.). Die Hypochloritbildung wird durch Chloro-Peroxidase

c, +oH —E o + ocr + B (1.1.1.)

ocr + H,0, — CI" + HO + '0 o L2)

2

(E = Enzymkatalyse)

katalysiert 1. Die Singulett-Sauerstoffbildung kann durch die un-
spezifische Lichtemission (680 und 703 nm) beim bimolekularen
physikalischen Zerfall zu Triplett-Sauerstoff oder durch die spezi-
fische Infrarotemission (1270 nm) beim monomolekularen Zerfall
nachgewiesen werden ™.

Reaktionen von Singulett-Sauerstoff mit organischen Verbindungen
lassen sich in zwei Gruppen einteilen:

a) "Loschung" des physikalischen Anregungszustands,

b) Chemische Reaktion mit l02 unter Modifikation der organischen

Verbindung.



1.1. Reaktive Sauerstoffspezies 3

Neben synthetischen Reaktionspartnern sind als natiirliche Substanzen
Carotin und o-Tocopherol (Vitamin E) zu nennen. Die natiirlichen
Verbindungen werden zu einem geringen Prozentsatz durch Singu-
lett-Sauerstoff chemisch modifiziert, was nach ca. 20 wiederholten
Reaktionen zu einer Umwandlung dieser Verbindungen fiihrt. Da der
Korper diese Substanzen nicht selbst synthetisieren kann, miissen sie
stindig als Vitamine von auBen zugefiihrt werden.
Singulett-Sauerstoff reagiert mit organischen Verbindungen, die
eine oder mehrere Doppelbindungen besitzen. Er ist in seiner Reak-
tivitit dem Hydroxylradikal -OH vergleichbar. Die Produkte der
Oxidation durch lO2 und -OH sind in einigen Fiéllen unterschiedlich
und lassen dadurch Riickschliisse auf das entsprechende Oxidans
zu 1,

Superoxid kann unter bestimmten Bedingungen wihrend der mito-
chondrialen Respiration entstehen. Das bedeutet, da die Zellatmung
durch sogenannte Blocker nach dem Cytochrom-b-Pool (Komplex III),
z. B. durch Antimycin, oder an der Cytochrom-Oxidase (Komplex V)
durch Cyanid gehemmt wird. Auf diese Weise entsteht auf zwei
voneinander unabhingigen Wegen Superoxid. Im Komplex I werden
Elektronen von NADH auf ein Flavoprotein iibertragen. Ein eng mit
dem Flavoprotein verkniipftes Nicht-Himeisenzentrum iibernimmt
die Reduktionsdquivalente und reduziert molekularen Sauerstoff zu
Superoxid. Als Elektronendonator im Komplex II dient Succinat,
aber auch exogenes NADH oder andere Reduktionsmittel. Die Elek-
tronen werden ebenfalls, wie im Komplex I, auf einen Flavopro-
tein/Nicht-Hidmeisenzentrum-Komplex iibertragen und an einen

Ubichinon/Ubihydrochinon-Pool  weitergegeben.  Ubihydrochinon
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kann unter Reduktion von Sauerstoff zu Superoxid Semiubichinon
bilden, das in einem weiteren le -Oxidationsschritt zu Ubichinon
reagiert oder zu Ubichinon/Ubihydrochinon disproportioniert. Die
Bildung von Superoxid wurde bei Rinderherz-Mitochondrien in
Anwesenheit von Succinat, Katalase und Antimycin A durch Oxida-
tion von Adrenalin zu dem Farbstoff Adrenochrom nachgewiesen.
Die Adrenochrombildung konnte durch Zugabe von Superoxid-Dis-
mutase unterbunden werden ..

Eine weitere Quelle der Superoxidbildung ist das in der Membran
des endoplasmatischen Retikulums lokalisierte Cytochrom-P-450-Sy-
stem. Cytochrom-P-450 enthilt eine Himgruppe pro Polypeptid-
kette. Der fiinfte Ligand des Eisens ist ein Cystein. Oxidationsreak-
tionen, Hydroxylierungen, Dealkylierungen, oxidative Deaminierun-
gen, Sulfoxidbildungen und Dehalogenierungen werden durch Cy-
tochrom-P-450 katalysiert ©’). Wird der P-450-Zyklus der Hydroxy-
lierung nicht vollstindig durchlaufen, dann werden Elekironen
durch Flavoproteine, Nicht-Himeisenproteine oder durch Autooxi-
dation einer P-450-Zwischenstufe™’ direkt auf Sauerstoff iibertra-
gen und dadurch Superoxid gebildet.

Des weiteren wurde eine NADPH-Oxidase-abhiingige Superoxidbil-
dung in plasmatischen Membranen von Zinkmangelpflanzen beo-
bachtet ). Unter anderem existiert in der pflanzlichen plasmati-
schen Membran auch eine NAD(NADP)H-Oxidase, die bei der Er-
kennungs- und Abwehrreaktion gegeniiber infektiosen Mikroorga-
nismen beteiligt ist. Die Pflanzenzellen reagieren also #hnlich wie

Leukozyten.
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Unter diesen bilden Blutmonozyten, polymorphonukleare Granulozy-
ten und Alveolarmakrophagen, aktiviert durch phagozytierbare Par-
tikel, 10sliche Antigen-Antikorper-Komplexe oder membranschidi-
gende Substanzen wie Detergentien, sowie chemotaktische Substan-
zen, Superoxid und Wasserstoffperoxid. Sauerstoff wird auf Kosten
von NADPH unter Beteiligung eines Cytochroms vom b-Typ, einem
Flavoprotein, einem Nicht-Himeisenzentrum und einem bestimmten
Ubichinon zu Superoxid reduziert ['°). Dies geschieht auf der Au-
Benseite der Membran, wihrend auf der Innenseite NADPH durch
eine Reduktase mit Hilfe der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-
Reaktion stindig wieder regeneriert wird.
Als Superoxidquelle fiir analytische Zwecke dient im allgemeinen
Xanthin/Xanthin-Oxidase (XOD) oder pulsradiolytisch erzeugtes Su-
peroxid. Die physiologische Bedeutung des Superoxids ergibt sich
einerseits aus seiner eigenen Reaktivitit bzw. der des Hydroperoxyl-
radikals (HO;), andererseits aus der Reaktivitit der Produkte weite-
rer Reduktionsschritte, wie Wasserstof fperoxid und Hydroxylradikal.
Das Superoxidanion stellt in wissrigem Medium eine
schwache Base dar (pK, = 4,88). Verschiebt sich der pH-Wert des
Mediums zum Sauren, so erfolgt eine Protonierung des Superoxids.
Das Hydroperoxylradikal ist als Neutralmolekiil lipidldslich und
zeigt gegeniiber dem Superoxidanion eine deutlich erhthte Oxidati-
onskraft (E°o;/H,0, = 0,89 V; E°no,/m,0, = 1,44 V ' ). Es ent-
steht bevorzugt in der sogenannten Gouy-Chapman-Stern-Schicht,
der Grenzschicht zwischen duBerem Medium und Membran. In die-
ser Grenzschicht konnen lokale pH-Gradienten von bis zu drei pH-

Einheiten auftreten. Das Superoxidanion gelangt in protonierter
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Form als Hydroperoxylradikal bis in die Membran, wo es zur Ab-
straktion von diallylischem Wasserstoff der Membranlipide und im
weiteren zur Kettenreaktion fiihrt, welche eine Lipidperoxidation

zur Folge hat (Abb. 1.1.2.).

HH H
/\=X=/\=A— > /\¢=)'\=/\==/\—
_H.
(RH) (R°)

T N NN S N N NN
‘00 H 9 H

(ROO")

- R- l + RH

HOO H
(ROOH)

Abbildung 1.1.2. Reaktionsschritte der Peroxidation ungesittigter
Lipide; H-Abstraktion, Dienkonjugation, Oxidati-
on, Kettenreaktion mit einem weiteren ungesit-

tigten Lipid ™23,

Superoxid kann, neben der aus einem Schritt der Dismutation stam-
menden Reduktion, auch aktiv iiber Semichinone zu Wasserstoffper-
oxid reduziert werden. Eine weitere Moglichkeit der Wasserstoff-

peroxidbildung besteht in einer direkten 2e -Reduktion von Sauer-
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stoff durch Hydrochinone. Der Nachweis, ob es sich um ein Folge-
produkt der Superoxidbildung oder eine direkte 2e -Reduktion han-
delt, 148t sich iiber die Enzyme SOD und Katalase fiihren. Wird die
Wasserstof fperoxidbildung ausschlieBlich durch Katalase gehemmt,
so handelt es sich um eine 2e -Reduktion. Wird die Wasserstoff-
peroxidbildung durch Superoxid-Dismutase beschleunigt und 148t sie
sich anschlieBend durch Katalasezugabe hemmen, so verlduft der

Mechanismus iiber Superoxid als Zwischenstufe (1.1.3. bis 1.1.4.).

20; + 28 —390 , o, + By, (1.1.3.)
2 H,0, Katalase , o + 2 H,0 (1.1.4.)
SH, + H,0, ferewdasen, g ., > ho (1.1.5.)

Neben der Katalase als Wasserstoffperoxid-Entgiftungsenzym sind
auch Peroxidasen in der Lage Wasserstoffperoxid umzusetzen
(1.1.5.). Sie oxidieren ein Substrat und bilden im Gegensatz zur Ka-
talase zwei Molekiile Wasser pro Molekiil H,O,. Der Sauerstoff, der
aus der Katalase-katalysierten Umsetzung von Wasserstoffperoxid
stammt, ist Triplett-Sauerstoff, also die relativ unreaktive Form.
Eine der reaktivsten Sauerstoffspezies entsteht in der so-
genannten Fenton-Reaktion. Reagiert Wasserstof fperoxid mit Uber-
gangsmetallen wie Eisen und Kupfer, die zuvor in die reduzierte
Form iiberfiihrt wurden, so wird die Sauerstoff-Sauerstoff-Bindung
gespalten und ein Elektron iibertragen. Es entstehen Hydroxidionen

und duBerst reaktive Hydroxylradikale (Abb. 1.1.3.).
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Fe?’* + e~ (Reduktionsmittel) ————> Fe?*
Fe?* + HO0, — Fe!* + OH™ + ‘OH (Fenton-Reaktion)
Cu** + e~ (Reduktionsmittel) ———s Cu®*

Cu* + HO, —— Cu’* + OH™ + -OH (Fenton-Reaktion)
20;+2H" — O,+HO, (Superoxid-Spontandismutation)

O; + HO, —— O, + OH™ + -OH (Haber-Weiss-Reaktion)

2

Abbildung 1.1.3. Fenton- und Haber-Weiss-Reaktion ™43,

Als Reduktionsmittel fiir das jeweilige Ubergangsmetall kann neben
Glutathion, Ascorbinsdure, Hydrochinon oder Riboflavin natiirlich
auch Superoxid dienen, wobei molekularer Sauerstoff entsteht. Aus-
gehend von Superoxid als Wasserstoffperoxidquelle hat die sich
anschlieBende Haber-Weiss-Reaktion praktisch keine Bedeutung. Ein
Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten der Spontandismutation
und der Haber-Weiss-Reaktion zeigt "% 3, daB Superoxid wesent-
lich schneller dismutiert als mit Wasserstoffperoxid zu reagieren
(Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten 2. Ordnung fiir die Spontan-
dismutation 10° M s™!, Haber-Weiss-Reaktion 10™ M™ s™). Dient
als Reduktionsmittel nicht Superoxid direkt, sondern ein durch Su-
peroxid reduziertes Ubergangsmetall in Form eines Chelatkomple-
xes, so ist die sogenannte Fenton-Reaktion "*” bevorzugt. Die Hy-
droxylradikalbildung muB also Metall-katalysiert erfolgen.

Die le -Reduktion von Wasserstoffperoxid durch Chinone wie Me-
nadion oder Ubichinon %) als Reduktionsmittel fiihrt ebenfalls zur

Hydroxylradikalbildung.
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Eine weitere Quelle fiir Hydroxylradikale ergibt sich in Verbin-
dung mit der Ozon-Toxizitit. So konnen Hydroxylradikale, durch
aromatische Verbindungen beschleunigt, iiber Ozonid-Ionen (O,) bei
niedrigen pH-Werten gebildet werden {17: 161,

Die biologische Wirkung des Hydroxylradikals ist vor allem die Oxi-
dation von Makromolekiilen, wie Peptiden, ungesiittigten Fettsduren,

Zuckern und Nukleinsduren.

1.2. Kupfer,Zink-Superoxid-Dismutase

Die katalytische Wirkung der Superoxid-Dismutasen besteht darin,
die Spontandismutation von Superoxid zu Wasserstoffperoxid und
Sauerstoff (1.2.1.) um das 10 000fache zu beschleunigen. Dieses wird

erreicht, indem redox-aktive Metallionen (M™ /M 1M) im yatalyti-

Spontandismutation

20; + 2 HY — HO, + O, (1.2.1)
Metall-katalysierte Superoxiddismutation

M®*  +0; —s M D' 4 o (1.2.2.)
M@+ 4 0; + 2 HY — M™ + H,0, 1.2.3.)

schen Zentrum nach einem sogenannten "Pingpong-Mechanismus”
mit Superoxid reagieren. Ein Schritt besteht in der Oxidation von
Superoxid zu Sauerstoff unter le -Reduktion des Metallzentrums
(1.2.2.). Der zweite Schritt ist die Protonen-abhingige Reduktion
von Superoxid zu Wasserstoffperoxid unter le”-Oxidation des Me-
tallzentrums (1.2.3.). Das Metall im aktiven Zentrum kann Eisen

(bakteriell) %), Mangan (bakteriell, mitochondrial) oder Kupfer
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(zytoplasmatische CuZan-Superoxid-Dismutase) darstellen. Im wei-
teren beschiiftige ich mich mit dem Kupfer,Zink-Enzym. Wenn ich
den Begriff SOD verwende, bezieht er sich im folgenden auf
Cu,Zn,-Superoxid-Dismutase.

Die SOD ist ein Protein mit einer Masse von 32 kDa, bestehend aus
zwei Untereinheiten mit einer Masse von je 16 kDa. Jede Unterein-
heit trigt im katalytischen Zentrum je ein Zink- und ein Kupfer-
atom. Innerhalb der Aminosiuresequenz sind die Aminosiduren, die
fiir die Funktion der SOD essentiell sind, von Spezies zu Spezies
stark konserviert. Es handelt sich um ein sogenanntes "nicht-blaues"
Kupferprotein vom Typ II 120» 213,

SOD wurde erstmals von T. Mann und D. Keilin (1939) aus Rinder-
erythrozyten isoliert und Kupfer als Bestandteil identifiziert. Daher
erhielt das Protein den Namen Erythrocuprein’®). Die katalytische
Funktion der Dismutation von Superoxid durch Cuprein wurde von
J. M. McCord und 1. Fridovich (1969) vorgeschlagen, die erstmals
von Superoxid-Dismutase sprachen %*, R. J. Carrico und H. F.
Deutsch zeigten (1970), daB SOD neben zwei Kupferatomen auch
zwei Zinkatome enthilt 241, Dies wurde per Rontgenstrukturanalyse
durch D. C. Richardson, C. J. Bier und J. S. Richardson (1972) be-
stitigt 2%3. Zwei Jahre spiiter (1974) veroffentlichten Richardson et
al. eine verbesserte Kristallstruktur mit einer Auflosung von 5,5 )4
261 Die Funktion des Cupreins wurde Ende der sechziger, Anfang
der siebziger Jahre kontrovers diskutiert. Alternativ schlugen W.
Paschen und U. Weser (1973) den Namen Singlet Oxygen Deconta-
minase entsprechend der Abkiirzung SOD vor. Sie hatten festge-

stellt, daB Cuprein Singulett-Sauerstoff abfingt, eine Eigenschaft,



