elektronisches
dokument

Aus dem Institut fir Umwelttoxikologie
der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
Direktorin: Prof. Dr. H. Foth

Der Einflussvon oxidativem Stress auf die
antioxidativen Enzyme von Lungenzellen und
Aspekte zum Mechanismus der Paraquattoxizitat

Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades
Doktor der Medizin (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

von Enrico Weidauer

geboren am 11.10.1972 in Zwickau
Gutachter:

1. Prof. Dr. H. Foth

2. Prof. Dr. R. Kahl

3. PD Dr. rer. nat. habil. H.J. Bromme

urn:nbn:de:gbv:3-000002788
[http://nbn-resolving.de/urn/resol ver.pl 2urn=nbn%3A de%3A gbv%3A 3-000002788]



“Niemals setzt sich die Wissenschaft das Phantom zum Ziel, endgiiltige Antworten zu geben
oder auch nur wahrscheinlich zu machen, sondern ihr Weg wird bestimmt durch ihre unendliche,
aber keineswegs unldsbare Aufgabe, immer wieder neue, vertiefte und verallgemeinerte Fragen
aufzufinden und die immer nur vorlaufigen Antworten immer von neuem und immer strenger zu
priifen.” Karl Popper, Logik der Forschung



Referat und bibliographische Beschreibung

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und freie Radikale spielen eine wichtige Rolle in lebenden Systemen.
Sie sind bei der Entstehung und Pathophysiologie von Krankheiten und dem Wirkungsmechanismus vie-
ler Fremdstoffe beteiligt. Die funktionstiichtige Zelle ist mit einer Grundausstattung an antioxidativen
Schutzmechanismen versehen. Eine Imbalance zwischen anfallenden ROS und/oder freien Radikalen mit
diesen Schutzmechanismen wird als oxidativer Stress bezeichnet. Es ist bekannt, dass verschiedene Zellty-
pen auf oxidativen Stress mit einer Erhéhung ihrer antioxidativen Enzymkapazitat reagieren. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde untersucht, ob verschiedene Lungenzelltypen in der Lage sind ihre Enzymkapazi-
tat anzupassen. Zur Generierung von ROS wurde das Herbizid Paraquat (PQ) und Wasserstoffperoxid
(H20,), eingesetzt. Als Untersuchungsobjekt dienten humane Bronchialepithelzellen (NHBEZ), primére
All-Zellen (Ratte) und zwei humane Tumorzelllinien. Die Untersuchung der mRNA-EXxpression erfolgte
mit Northern-Blot-Analytik und RT-PCR-Technik. Es wurden die Grundexpressionsmuster fiir Katalase,
Mangan-Superoxiddismutase und Kupfer/Zink-Superoxiddismutase im Kulturverlauf bestimmt. Die ab-
soluten Enzymaktivitdten der Tumorlinien und der Lunge wurden mittels Enzymassays bestimmt. Nach
einer Inkubation der Kulturen mit PQ oder Hy O, erfolgte die Bestimmung der konzentrationsabhéngigen
Toxizitatsdaten mit einem Vitalitatstest (MTT) und die Bestimmung von Malondialdehyd (MDA), einem
Abbauprodukt der Lipidperoxidation im Kulturmedium. Nach einer Inkubation mit PQ oder H,O, fand
sich in keinem der untersuchten Zellsysteme eine signifikante Erhdhung der Expressionsraten der mRNA
fur die untersuchten Enzyme.

Durch verschiedene Enzymsysteme kann Paraquat in Form von PQ*t zum Paraquatradikal (PQ®*) tiber-
fuhrt werden. Der Hauptschédigungsmechanismus von PQ wird tiber die Generierung von Superoxida-
nionen (O™, Einelektrontbertragung von PQ** auf O,) angenommen. Um den Mechanismus der Pa-
raquattoxizitat zu untersuchen, wurden einige Aspekte der PQ-Radikal-Generierung néher betrachtet. Da-
zu wurde in einem Mikrosomensystem (Ratte) die Generierung von Superoxidanionen (Lucigenin und
Nitro-Blue-Tetrazolium als Detektormolekile) und der Sauerstoff- und NADPH-Verbrauch durch den Zu-
satz von PQ untersucht. PQ steigerte den Sauerstoff- und NADPH-Verbrauch, aber nicht die Generierung
von Superoxidanionen. Wegen des schweren klinisch/pathologischen Bildes nach einer Paraquatvergif-
tung wird eine Mitbeteiligung von Hydroxylradikalen diskutiert. Es wird davon ausgegangen, dass Uber-
gangsmetallionen flr die Generierung von Hydroxylradikalen, im Sinne einer Fenton-Reaktion, erforder-
lich sind. Das reduzierte PQ® ™" lasst sich unter anaeroben Bedingungen stabilisieren. Mit dem chemischen
Reduktionsmittel Natriumdithionit (NDT) und einem enzymatischen System, bestehend aus Xanthin und
Xanthinoxidase (XO/X), wurden zwei Reduktionssysteme unter anaeroben Bedingungen etabliert. Die
Generierung von PQ-Radikalen wurde mittels UV-VIS- und ESR-Spektroskopie untersucht. In dieser Ar-
beit konnte gezeigt werden, dass unter bestimmten Bedingungen, in Abwesenheit von freien Metallionen,
PQ** aus H,O, Hydroxylradikale generieren kann. PQ*T akzeptiert molekularen Sauerstoff besser als
H,0, als Elektronenakzeptor. Uber eine Verschiebung des intrazellularen Milieus, z.B. durch den er-
hohten Sauerstoffverbrauch nach einer PQ-Vergiftung, kann es zu einer quantitativen Umverteilung der
Reaktionswege kommen.

Weidauer, Enrico: Der Einfluss von oxidativem Stress auf die antioxidativen Enzyme von Lungenzellen

und Aspekte zum Mechanismus der Paraquattoxizitat.
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 79 Seiten, 2001
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1 EINLEITUNG

1 Einleitung

Freie Radikale und andere reaktive Spezies spielen eine wichtige Rolle in vielen lebenden Syste-
men. Sie sind an der Entstehung und Pathophysiologie vieler Krankheiten und dem Wirkungsme-
chanismus vieler Toxine beteiligt. Eine funktionstiichtige Zelle ist mit einer Grundausstattung an
antioxidativen Schutzmechanismen versehen. Eine Imbalance zwischen anfallenden reaktiven
Sauerstoffspezies und/oder freien Radikalen mit den Schutzmechanismen wird als oxidativer
Stress bezeichnet. Im ersten Teil dieser Arbeit soll untersucht werden ob Lungenzellen in der
Lage sind, auf oxidativen Stress mit einer Erhéhung ihrer antioxidativen Enzymkapazitat zu rea-
gieren und ob sich die Kulturdauer auf die Expression der antioxidativen Enzyme in Alveolar
Typll-Zellen und humanen Bronchialepithelzellen auswirkt. Zur Generierung von oxidativem
Stress wurde das Herbizid Paraquat gewéhlt. Der PQ-Wirkungsmechanismus und die Generie-
rung von reaktiven Spezies, insbesondere von Hydroxylradikalen durch Paraquat, werden im
zweiten Teil der Arbeit n&dher untersucht.

1.1 Sauerstoff, reaktive Sauer stoffspezies und freie Radikale

Ein freies Radikal ist jedes Atom oder Molekdl, welches in der Lage ist unabhangig zu existieren
und ein oder mehrere ungepaarte Elektronen besitzt.! Ein ungepaartes Elektron ist ein Elektron,
das ein Atom- oder Molekdlorbital allein belegt. Die Anwesenheit von einem oder mehreren un-
gepaarten Elektronen bewirkt, dass Radikale paramagnetisch sind und so von einem Magnetfeld
angezogen werden kdnnen. Das einfachste bekannte freie Radikal ist der atomare Wasserstoff, er
besitzt nur ein Elektron. Radikale sind sehr reaktionsfreudig. Auf Grund des einzelnen Elektrons
zeigen sie eine starke Tendenz ein zweites Elektron von einem potenziellen Reaktionspartner zu
extrahieren, um eine hohere chemische Stabilitat zu erreichen. Die Interaktion mit Zellbestand-
teilen und die Mdglichkeit bestimmte Kettenreaktionen auszuldsen, kann zur Bildung sekundérer
Radikale aus Proteinen, Lipiden oder Nukleinsduren fuhren.

Der atmospharische, molekulare Sauerstoff wird von den Zellen aller héheren (heterotro-
phen) Organismen als Oxidationsmittel in Mitochondrien zur Energiegewinnung genutzt. In
Form energiereicher Phosphate wird diese Energie bendtigt, um alle Lebensprozesse zu sichern.
Dabei wird das Reduktionsaquivalent NADPH, durch Luftsauerstoff oxidiert und die dabei frei-
werdende Energie zur ATP-Synthese genutzt. Auf diesem Wege liefern beim oxidativen Abbau
1 Mol Glukose 38 Mol ATP, bei der anaeroben Garung werden dagegen nur 2 Mol ATP gebildet.
Seitdem Sauerstoff durch erste sauerstoffproduzierende Bakterien und durch die Photosynthese

!Diese Elektronen werden mit einem bzw. mehreren Punkten symbolisiert.



1 EINLEITUNG 1.1 Sauerstoff, reaktive Sauerstoffspezies und freie Radikale

von Pflanzen produziert wurde, haben Lebewesen gelernt, die chemische Reaktionsfreudigkeit
des Sauerstoffs auszunutzen.

Der molekulare Sauerstoff ist ein Biradikal, da beide Sauerstoffatome in den zwei &ul3eren
Molekdlorbitalen (7*QOrbitalen) je ein ungepaartes Elektron besitzen. Dennoch ist dies die sta-
bilste Form von zwei Sauerstoffatomen und wird Grundzustand genannt. Da die zwei auf3eren
Elektronen parallel ausgerichtet sind, d.h. sie besitzen einen parallelen Spin, sorgen sie aus Spin-
verbotsgriinden flr den relativ stabilen, reaktionstragen Zustand des molekularen Sauerstoffs.
Jede andere Anordnung der &ul3eren Elektronen fiihrt zu reaktionsfreudigeren Sauerstoffderiva-
ten, die reaktive Sauerstoffspezies (ROS) genannt werden. Der Begriff beinhaltet aber nicht nur
freie Radikale, sondern auch Nicht-Radikale, welche sich direkt vom Sauerstoff ableiten.

Zu den radikalischen ROS z&hlen Superoxid [O3 ], das Hydroxylradikal [O H*], das Per-
oxylradikal [RO3], das Alkoxyl-Radikal [RO*] und das Hydroxyperoxyl-Radikal [H O3]. Nicht
radikalische ROS sind Wasserstoffperoxid [H20], hypochlorige Saure [HOC1?], Ozon [Os],
Singulett Sauerstoff [' Ag singlet] und Peroxynitrit [ONOO™*].

Es gibt drei prinzipielle Mdglichkeiten der Entstehung von freien Radikalen:

e 1. Der Verlust eines Elektrons von einem Nichtradikal, es entsteht ein Radikal-Kation.
e 2. Die Aufnahme eines Elektrons durch ein Nichtradikal, es entsteht ein Radikal-Anion.

e 3. Die homolytische Aufspaltung einer kovalenten Bindung, der sogenannten Radiolyse,
es entstehen ungeladene Radikale.

Die verschiedensten physikalischen, chemischen und physiologischen Reaktionen kdnnen Aus-
gangspunkt fur die Entstehung von ROS sein. Viele Enzymsysteme generieren bei physiolo-
gischen Vorgéngen ROS. Einige davon sind die mikrosomalen und mitochondrialen Elektronen-
transportketten, die enzymatischen Umsetzungen in Peroxysomen oder im Zytosol wie durch das
Xanthin/Xanthinoxidase-System [127], die Prostaglandin-Synthese oder das Cytochrom-P450-
System im endoplasmatischen Retikulum, welches sauerstoffkonzentrationsabhangig Superoxi-
danionen produziert [65]. Eine weitere bedeutende Quelle ist der Stoffwechsel vieler Xenobioti-
ka im Mechanismus der (Ent-) Giftung, als Beispiel ware das Chemotherapeutikum Bleomycin
zu nennen [96, 148]. Viel komplexer und uniiberschaubarer wird die Situation bei komplexen
Stoffgemischen mit einer grofRen Anzahl verschiedenster Inhaltsstoffe und Wechselwirkungen
wie z.B. beim Tabakrauch.
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Aber auch eine Reihe physikalischer Einflisse, wie die verschiedenen Strahlungsarten oder
mechanische Reizungen, kénnen zur Bildung von ROS fiihren. So entstehen bei der homoly-
tischen Wasserspaltung, der Radiolyse, aus einem Wassermolekuil ein Wasserstoffradikal (H®)
und ein Hydroxylradikal (OH*), die fiir das Auslésen der akuten Strahlenkrankheit verantwort-
lich gemacht werden. Selbst die kleinen Partikel (PM10) in Dieselabgasen, welche wegen ihrer
geringen Grolie tief eingeatmet werden kénnen und in der Lunge verbleiben, da sie von ihren
Reinigungssystemen nicht erfasst werden, sind in der Lage Hydroxylradikale zu generieren [45].
Ein &hnlicher Wirkungsmechanismus wurde fir Asbestfasern nachgewiesen, welche in unmit-
telbarem Zusammenhang mit der Induktion von Lungenfibrosen, Lungenkarzinomen oder Pleu-
ramesotheliomen stehen [112]. Ebenso wird die Hautalterung (UV-Licht) und die Entstehung
verschiedenster anderer Tumore mit dem Wirken reaktiver Spezies in Zusammenhang gebracht
[24, 58, 57].

Reaktive Sauerstoffspezies sind aus mehreren Griinden zellpathogen. Sie kdnnen DNA- Strang-
briiche induzieren, Onkogene aktivieren bzw. Tumorsuppressorgene inhibieren, Enzyme und
Proteine inaktivieren oder zur Lipidperoxidation fuhren. Wegen ihrer hohen Reaktivitat konnen
sie praktisch mit allen molekularen Strukturen der Zellen reagieren, was je nach Lebensdauer
des Radikals, Bildungsort und Reaktionspartner zu strukturellen und funktionellen Stérungen bis
zum Zelltod fiihren kann. In den Nukleinsduren, insbesondere in der DNA kann es durch oxidati-
ve Veranderungen zu Fehlpaarungen und in der Folge zu Punktmutationen, Strang- und Chromo-
somenbrichen kommen [44]. Solche Erscheinungen sind mutagen und spielen bei der Tumori-
nitiation und -promotion eine Rolle. Wichtig ist hierbei, inwieweit durch die zelleigenen Schutz-
und Reparatursysteme einmal entstandene Schaden erkannt und repariert werden kénnen. Bei
irreparablen Schéden kann auBerdem ein Signal in Richtung programmierten Zelltod (Apoptose)
induziert werden, wodurch geschadigte Zellen aus dem Gesamtorganismus entfernt werden kon-
nen. Biologische Membranen und subzelluldre Organellen sind durch die dort vorhandenenen
mehrfach ungesattigten Fettsduren der Membranphospholipide gegeniiber oxidativen Prozessen
empfindlich. Oxidanzien reagieren dabei mit Fettsduren und konnen uber radikalische Zwischen-
stufen das Peroxyradikal generieren. Dieser als Lipidperoxidation beschriebene Vorgang kann
zur volligen Zerstorung von Zellmembranen fuhren. Im Rahmen der Lipidperoxidation entstehen
Aldehyde, welche weitere reaktive Eigenschaften besitzen und die Molekulstruktur von Protei-
nen, Enzymen, RNA und DNA schédigen kdnnen. Ein Abbauprodukt der Lipidperoxidation der
Membranlipide ist Malondialdehyd (MDA). Die Empfindlichkeit der Proteine hangt im wesent-
lichen von ihrer Aminosaurezusammensetzung ab, da bestimmte Aminoséuren besonders leicht
angreifbar sind (Zystein, Histidin, Methionin, Tryptophan, Tyrosin). AulRerdem spielt, in Bezug
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der funktionellen Beeintrachtigung durch die Schédigung z.B. einer wichtigen Bindungsstelle,
auch der Ort der oxidativen Veranderung am Protein ein ausschlaggebende Rolle [1].

Doch nicht nur die direkte Oxidation von Zellbestandteilen kann zur Beeinflussung der Zell-
homoostase fuhren: Uber die Beeinflussung des intrazellularen Kalziumhaushalts kann es zur
Aktivierung von Ca?*-abhangigen Endonukleasen kommen, welche in der Lage sein konnen,
DNA-Molekule zu fragmentieren [20, 71, 120].

Die verschiedenen ROS sind nicht nur durch ihre zelltoxische Wirkung bekannt, sondern sie
spielen auch eine Rolle bei der Erfullung von essenziellen biologischen/physiologischen Auf-
gaben und Reaktionen des Organismus. So wird Superoxid bei Entziindungsreaktionen der un-
spezifischen Abwehr, wie dem “respiratory burst”, in phagozytierenden Zellen wie Monozyten,
Makrophagen und polymorphkernigen Leukozyten zur Bekdmpfung von Bakterien benutzt. In
das extrazelluére Milieu abgegebene Superoxidanionen gelten dariiber hinaus als Teil von che-
motaktischen Faktoren fir andere Entziindungszellen [32]. Als endogene Aktivatoren der phago-
zytéren Superoxidradikalbildung gelten z.B. der Komplementfaktor C5a, Leukotrien B4 sowie
der Tumorpromotor Phorbolmyristylacetat (PMA) [149]. Desweiteren sind sie bekannt als Ereig-
nis der Signaltransduktion bei verschiedenen Regulationsmechanismen wie Wachstumsfaktoren
und Zytokinen, z.B. EGF, TNF-, TGF- oder als Second-Messenger-System uber die Aktivierung
von NF-xB [7, 85, 100, 115].

Bei der schrittweisen Reduktion des molekularen Sauerstoffs entstehen auf verschiedenen
Reduktionsstufen drei reaktive Spezies: Superoxidanionen, Wasserstoffperoxid und Hydroxylra-
dikale (Abb. 1).

Das Superoxidradikalanion O3~
02 +e — 05_

Besetzt ein Elektron eines der beiden freien 7*-Orbitale des molekularen Sauerstoffs, entsteht
das Superoxidradikalanion. Es besitzt also nur noch ein ungepaartes Elektron. Vorzugsweise wird
O35~ durch die Elektronentransportketten in den Mitochondrien gebildet, dieser Weg als Neben-
produkt der mitochondrialen Atmung ist direkt proportional zur Sauerstoffspannung und wird
daher auch als wesentlicher Mechanismus der Sauerstofftoxizitat diskutiert. Die Entstehung von
Superoxidanionen beim Stoffwechsel von Fremdstoffen steht oft in einer Beziehung zum toxiko-
logischen Erscheinungsbild. Besonders ausgeprégt ist diese Bildung bei Vergiftungen mit dem
Herbizid Paraquat [5, 56, 73].

Die Superoxidanionen sind polare Molekiile, welche schlecht Membranen permeieren kon-
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nen. Sie kénnen sowohl Oxidations- als auch Reduktionsmittel sein und werden durch Super-
oxiddismutasen in Wasserstoffperoxid und Sauerstoff dismutiert. Die effektive Halbwertszeit
liegt im Bereich von Millisekunden. O3~ haben eine geringe Reaktivitat; eine direkte Interak-
tion mit DNA, Lipiden oder Aminosauren ist moglich, doch nur mit geringer Effektivitat.2 Als
Folgeprodukte kénnen Wasserstoffperoxid, Peroxynitrite und Hydroxylradikale entstehen. Hy-
droxylradikale kdnnen nicht direkt aus Superoxid generiert werden. Das Superoxidanion ist je-
doch in der Lage, das dreiwertige Eisen in die fentonfahige zweiwertige Form zu (berfiihren
[67, 70]. Diese Reaktion wird Superoxid-assistierte-FENTON-Reaktion genannt.

Fe*™ + 05 = Fe*™ + O,
Reaktion vom FENTON-Typ:

H,05 + Fe*t — Fe** + OH* + OH~

Wasser stoffperoxid H,O,  Wasserstoffperoxid ist bei der schrittweisen Reduktion des mole-
kularen Sauerstoffs das zweite Zwischenprodukt und entsteht direkt aus Superoxid durch Dis-
mutation.

2057 + 2HY — H202 + 02

Wasserstoffperoxid aus der Gruppe der nichtradikalischen ROS entsteht unter physiologi-
schen Bedingungen vorrangig in den Peroxisomen, bei verschiedenen Enzymreaktionen als End-
produkt vieler Oxidationsreaktionen [26]. Es ist gut wasserldslich und sehr gut membranpermea-
bel. Die biologische Halbwertzeit ist abhangig von den H,O,-abbauenden Enzymen wie Katalase
und Glutathionperoxidase, welche fur ein Gleichgewicht zwischen Entstehung und Abbau sor-
gen. Es kann sowohl Oxidations- als auch Reduktionsmittel sein, ist aber selbst wenig reaktiv.
Nur ein Teil der Schaden, welche durch H,O, ausgeldst werden, kann auf eine direkte Wirkung
zuriickgefuhrt werden, da DNA-Molekiile, Lipide und die meisten Proteine nach einer Inkubati-
on mit H,0, keine Oxidationschaden zeigen [71].3

Wasserstoffperoxid kann aber metallionenkatalysiert tiber die FENTON-Reaktion Hydroxyl-
Radikale generieren und so z.B. fiir indirekte DNA-Schadigungen sorgen [129, 138].

250 konnen Superoxidanionen Ribonukleotidreduktasen inaktivieren [62].
3Nur fiir Proteine mit bestimmten -SH Gruppen, so fiir Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase sind Inakti-
vierungen durch H, O, beschrieben [19].
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Molekularer Sauerstoff O:

.
A\
Superoxid O:
er2H' Superoxiddismutase
A
. Katalase
Wasserstoffperoxid Hz()2 » 2H,0+0,
Fe
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\
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Abbildung 1: Die schrittweise Reduktion des molekularen Sauerstoffs: Der molekulare Sau-
erstoff (Os) ist selbst ein Biradikal, er besitzt zwei freie Elektronen. Die Ein-Elektronen-Reduktion
(ein Elektron wird auf Sauerstoff tibertragen) fihrt zum Superoxid (O35™). Eine Zwei-Elektronen-
Reduktion fuhrt zum Wasserstoffperoxid (HyOs), der vollprotonierten Form des Sauerstoffs. Ist
zweiwertiges Eisen (Fe?*) vorhanden, wird aus Wasserstoffperoxid das reaktivste Radikal, das
Hydroxylradikal (OH®) gebildet. Dies ist die FENTON-Reaktion. Superoxid ist in der Lage Fe3*t
in Fe** zu tberfihren (nach [66]).

DasHydroxylradikal OH*®
Hy0y + M"Y — OH® 4+ OH™ + Me™

Das Hydroxylradikal entsteht durch die Metallionen (Me) katalysierte Spaltung von Wasser-
stoffperoxid, der sogenannten FENTON- oder FENTON-ahnliche-Reaktion, aber auch bei me-
tallionenunabhangigen Reaktionen wie der Radiolyse von Wasser [136], z.B. beim Bestrahlen
der Haut mit UV-Licht*. Das Hydroxylradikal ist das starkste bekannte reaktive Sauerstoffradi-

“Selbst bei medizinischen Ultraschalluntersuchungen lasst sich die Entstehung von Hydroxylradikalen nachwei-
sen [36].
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kal und kann nur ein einziges Mal reagieren. Durch sein hoch positives Reduktionspotential ist
es extrem reaktionsfreudig und kann praktisch mit allen Molekdlen in einer Zelle sehr schnell
reagieren. Auf Grund dessen kénnen Schaden fast nur am eigenen Entstehungsort verursacht
werden®. Die biologische Halbwertzeit wird auf ca. 1 Nanosekunde geschatzt. Auf Grund der
grolRen Reaktionskraft ist es in der Lage, direkt an DNA- und Membranmolekiilen Schaden zu
verursachen [17, 126, 136].

1.2 Oxidativer Stressund antioxidative Schutzmechanismen

Da die Bildung von ROS eine Begleiterscheinung aerober Lebensweise darstellt, besteht bei nor-
malen Bedingungen in Saugetierzellen ein Gleichgewicht zwischen Oxidanzien und antioxidativ
wirkenden Substanzen, zu denen Enzyme (z.B. Superoxiddismutasen, Katalasen, das Glutath-
ionredoxsystem) und nicht enzymatische Antioxidanzien (z.B. Glutathion, Vitamin A, C, und E,
Harnstoff, Bilirubin u.a.m.) gezahlt werden. Sie sind die Gegenspieler flr Superoxidanionen und
Wasserstoffperoxid, aus denen wie oben beschrieben entweder spontan oder tber enzymatische
Reaktionen wesentlich zelltoxischere Sauerstoffradikale entstehen kénnen. Oxidativer Stress ent-
steht also immer dann, wenn die ROS-Generierung die antioxidative Kapazitat vortibergehend
Ubersteigt. Zwei der antioxidativen Enzymsysteme wurden im Rahmen dieser Arbeit ndher un-
tersucht. Dies sind Superoxiddismutasen und Katalasen.

Superoxiddismutase Das Vorkommen von Superoxiddismutasen ist ubiquitar, sie sind in vie-
len Spezies nachgewiesen, wobei die Konzentrationen organspezifisch schwanken. Hohe Kon-
zentrationen finden sich vor allem in den stoffwechselaktiven Organen wie Lunge, Herz, Le-
ber und Niere. Es sind verschiedene Metallenzyme mit unterschiedlichen katalytischen Zen-
tren. Sie werden nach dem zentralen Metallanteil in Mangan- (Mn-SOD), Eisen- (Fe-SOD), und
Kupfer/Zink-Superoxiddismutasen (Cu/Zn-SOD) unterteilt und sind spezies-, gewebe- und zell-
organellspezifisch verteilt und katalysieren die Dismutation von Superoxidanionen [56]:

205_ + 2H+ — H202 + 02

Diese Reaktion lauft sehr schnell ab (Reaktionskonstante 2*10% M/ ~1s~1), so dass intrazellular
gebildete Superoxidanionen gleich am Ort des Entstehens abgefangen werden kdnnen.
Die Kupfer/Zink-Superoxiddismutase (Cu/Zn-SOD) besitzt zwei Proteinuntereinheiten mit je

Der Aktionsradius liegt bei ca. 1nm. Vergleich: eine durchschnittliche Zelle hat einen Durchmesser von
10.000nm.



1 EINLEITUNG 1.2 Oxidativer Stress und antioxidative Schutzmechanismen

einem Metallion als Zentrum: ein Cu-lon als eigentliches katalytisches Zentrum und ein Zn-lon
zur Stabilitat des Molekuls. Es ist ein fir Hitze und Proteasen relativ unempfindliches Molekiil.
In eukaryontischen Zellen findet sich die Cu/Zn-SOD vorrangig im Zytosol, ist aber auch in
Lysosomen, Peroxysomen, im Kern und in der &uBeren mitochondrialen Membran zu finden.
Je nach Spezies und Gewebe, aber auch ethnisch und regional bedingt, gibt es verschiedene
Isoenzyme [35, 98, 134].

Die Mangansuperoxiddismutase (Mn-SOD) besitzt bei neutralem pH-Wert die gleiche Dis-
mutationsrate wie die Cu/Zn-SOD. Sie ist relativ instabil gegenuber chemischen und physika-
lischen Einflussen, besteht aus vier Proteinuntereinheiten und besitzt als katalytisches Zentrum
Mn-Atome. Die Mn-SOD wurde fast ausschlief3lich in Prokaryonten und in der Matrix von Mit-
ochondrien nachgewiesen.®

Die relativen Aktivitaten sind spezies- und gewebeabhédngig unterschiedlich. So sind in hu-
manem Leber- und Lungengewebe lber 95% der gesamten SOD-Aktivitat auf die Cu/Zn-SOD
zurlickzufihren. Erythrozyten besitzen keine Mn-SOD, da sie auch keine Mitochondrien besitzen
[56]. Superoxiddismutase mit Eisen (Fe-SOD) als Metallion befindet sich vor allem in Bakterien,
Algen und héheren Pflanzen. Des Weiteren gibt es nickelhaltige Superoxiddismutasen Ni-SOD
[86].

Katalase Ein weiteres Enzym der antioxidativen Abwehr ist Katalase. Sie katalysiert die Um-
setzung von Wasserstoffperoxid in eine Dismutation zu Sauerstoff und Wasser. Dabei dient Was-
serstoffperoxid selbst als Elektronendonor zur Reduktion.

2H202 — 02 + 2H20

Die Reaktionsgeschwindigkeit der Dismutation ist sehr hoch und von der vorhandenen H,0,-
Konzentration abhangig. Sie wird nur durch die Diffussion von H,O, an das katalytische Zen-
trum begrenzt. Ebenso kdnnen weitere Peroxidase-Reaktionen katalysiert werden (Methanol,
Ethanol, Formaldehyd, aber auch Nitrit zu Nitrat). Ein irreversibler Inhibitor flr die Katalase ist
Aminotriazol [39].

Die Katalase ist ein tetrameres Hamprotein mit je einer zentralen Eisen-Ham-Gruppe. Sie ist
ubiquitér im Saugergewebe vorhanden, doch besonders in den Peroxisomen, wo eine Reihe von
H,O,-generierenden Enzymreaktionen stattfinden, lokalisiert. Im Zytosol, im endoplasmatischen
Retikulum und in den Mitochondrien finden sich dagegen nur geringe Katalaseaktivitaten. Die

Die Aminosauresequenzen stimmen in allen Pflanzen, Bakterien und Tieren tiberein, was die Theorie der endo-
symbiotischen Aufnahme der Mitochondrien stiitzt.
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relativen Aktivitaten sind organspezifisch verteilt. So sind im Lebergewebe besonders hohe, im
Gehirn, Herz- und Skelettmuskel dagegen geringere Aktivitaten nachweisbar [99].

Die Takahara-Krankheit oder Akatalasdmie ist ein Krankheitsbild, welches durch einen kom-
pletten Katalasemangel hervorgerufen wird. Die Patienten dieser autosomal rezessiven Erbkrank-
heit (Japanischer Typ) leiden hdufig an ulcerierender Stomatitis, wahrend andere (Schweizer
Typ) symptomlos bleiben und nur zuféllig entdeckt werden. Die Prognose dieser Krankheit ist
im Allgemeinen gut, es bleibt zu vermuten, dass das anfallende Wasserstoffperoxid durch andere
Enzyme, wie z.B. der Glutathionperoxidase kompensatorisch abgebaut wird.

Antioxidanzien Die Antioxidanzien sind im weitesten Sinne Verbindungen, welche in der La-
ge sind, die Bildung von ROS einzuschranken bzw. die toxischen Wirkungen von einmal gebil-
deten ROS zu mindern. Sie schiitzen die Zellen, indem sie ein Elektron an das Radikal abgeben
und es dadurch “neutralisieren”. Doch dabei kénnen sie selbst zum organischen Radikal werden
und oxidative Schaden verursachen’. So kann VitE (o — TocH) die Kettenreaktion der Lipid-
peroxidation abbrechen, indem es das Lipidperoxylradikal (LO3) “einfangt”, es wird dabei aber
selbst zum Radikal und kann durch VitC zuriickgeneriert werden.

a—TocH+ LO; — «a—TocH®*+ LOH

Regulierung der Genexpression Normale Zellen tolerieren milden oxidativen Stress. Sie
sind mit einer “Grundausstattung” an antioxidativen Schutzsystemen ausgestattet, welche bei der
Entgiftung und/oder Dampfung oxidativer Schadigungen zusammenspielen. Dennoch ist eine
Uberexpression eines Gens fiir ein antioxidatives Enzym oft mit einer Steigerung des protek-
tiven Effektes gegeniliber oxidativem Stress verbunden. So zeigen Experimente mit transgenen
Méusen, welche hohe humane Mn-SOD in den Mitochondrien der Lunge (All-Zellen) expri-
mieren, eine starkere Resistenz gegeniiber hohen Sauerstoffkonzentrationen [155]. Transfizierte
Hamster-Trachea-Epithelzellen mit einer gesteigerten Mn-SOD-Expression zeigen eine hohere
Resistenz auf Asbest induzierten Stress [103]. Auch transgene Drosophila, welche hohe Expres-
sionsraten von Rinder-Cu/Zn-SOD haben, sind somit besser gegen oxidativen Stress durch Pa-
raquat oder Hyperoxie gewappnet [117]. Dagegen reagieren Mause ohne Cu/Zn-SOD empfind-
licher auf Schéaden durch Hyperoxie, Paraquat und andere Superoxid generierende Substanzen.
Sie werden nicht so alt wie Mause mit normalem Enzymstatus und zeigen neurologische und
kardiologische Ausfélle sowie eine reduzierte Fertilitat [79, 114].

’So sind z.B. die “Uberdosierung” mit Vitamin C und oxidative Schaden durch Vitamin A beschrieben [84, 104].



1 EINLEITUNG 1.2 Oxidativer Stress und antioxidative Schutzmechanismen

Auf Grund dieser Ergebnisse wurde in Induktionsexperimenten versucht, iber eine Steige-
rung der Expressionsraten der antioxidativen Enzyme (AOE), eine erhohte Resistenz gegeniiber
oxidativem Stress zu erreichen. Die Mechanismen der Regelungen der Genexpression sind je-
doch fur die einzelnen Enzyme sehr unterschiedlich. Sie sind einer Vielzahl verschiedenster Fak-
toren und Variablen unterlegen und nicht nur davon abhéngig, welches ROS gebildet wird, wie
und wo es gebildet wird und welches Target-Molekil einer potenziellen Schadigung unterliegt.
In der Literatur finden sich als Reaktion auf oxidativen Stress durch ROS und andere Radikale
gleichsinnige, aber auch gegenteilige sowie unbeeinflusste Expressionsmuster fur die AOE. So
zeigen Induktionsexperimente in E.coli die Induzierbarkeit von Mn-SOD durch Superoxid ge-
nerierende Substanzen wie Streptomycin, Pyozyanide, Methylen-Blau oder auch Paraquat [56].
In S&ugern lasst sich die AOE-Expression ebenfalls durch eine erhdhte Sauerstoffkonzentration,
z.B. in Ratten oder durch Inkubation mit Oxidanzien steigern [30, 54]. So reagieren tracheo-
bronchiale Epithelzellen nach einer Inkubation mit H,O, mit einem Anstieg ihrer Mn-SOD und
KAT mRNA-Expression, aber nicht flir GPX- und Cu/Zn-SOD mRNA [132]. Auch in humanen
Retinaepithelzellen lasst sich die Expression von Katalase durch H,O, steigern [142]. Werden
dagegen humane Bronchialepithelzellen unter steigenden Konzentrationen von Sauerstoff kulti-
viert, adaptieren sie zwar an diese Bedingungen, verandern aber nicht ihre Enzymexpressions-
muster fur die AOE [107]. Die Fibroblasten aus der Leber neugeborener Hamster werden sogar
durch geringe H,0, -Konzentrationen (1 M) in ihrem Wachstum stimuliert und erst bei héheren
Konzentrationen (100 1M) inhibiert [21].

Nicht nur diese Mechanismen, welche unmittelbar mit der Generierung von ROS in Verbin-
dung gebracht werden kénnen, beeinflussen die Expression von AOE in Geweben oder Zellen. Es
ist ebenso moaglich mit Zytokinen wie Interleukin 1 und XI, die mMRNA-Expression von Mn-SOD
in priméren Rattenhepatozyten oder Lungenepithelzellen selektiv zu steigern [150].

Aufféllig ist weiter, dass die Ergebnisse aus den Zellkulturexperimenten nicht zwingend auf
die in vivo Situation Ubertragbar sind, da gleiche oder &hnliche Zelltypen unter verschiedenen
Bedingungen, aber auch verschiedene Zelltypen eines Organverbandes in unterschiedlicher Art
und Weise mit einer Verdnderung ihres Enzymstatus reagieren konnen. So induzieren Lipo-
polysaccharide, ein bakterielles Endotoxin, in vivo in der Rattenleber zwar die Expression von
Mn-SOD, doch in priméren Rattenhepatozyten-Kulturen finden sich diese Effekte nicht mehr
[46]. Ebenso zeigen pulmonale Epithelzellen einen Anstieg der Mn-SOD auf Lipopolysacchari-
de, Interleukin I und TNF, wogegen Fibroblasten aus der Lunge diesen Effekt nicht zeigen [150].

10



1 EINLEITUNG 1.3 Lunge und ROS

Es gibt eine Reihe weiterer Arbeiten, welche die Induzierbarkeit der AOE in unterschied-
lichsten Zelltypen durch verschiedene Stimulanzien belegen. Eine Beeinflussung der Regulation
findet sich haufig fur die mMRNA-Expression und die Aktivitat der Mn-SOD Enzyme, vergleichs-
weise wenig dagegen flr die anderen antioxidativen Enzyme wie Cu/Zn-SOD, Katalase und
Glutathionperoxidase [132, 157].

1.3 Lungeund ROS

Auf Grund ihrer strukturellen und funktionellen Zusammenhénge als Gasaustauschorgan ist die
Lunge das Hauptkontaktorgan inhalativ aufgenommener Noxen. Uber die Zeitspanne eines gan-
zen Lebens wird der Respirationstrakt mit jedem Atemzug einem breiten Spektrum fester Par-
tikel, gasformiger und flussiger Stoffe konfrontiert. Es ist eine Fille von inhalativ lungenpatho-
genen und tumorinitiierenden Fremdstoffen vor allem aus der Arbeitsmedizin bekannt®. Eine
Biotransformation der verschiedensten Xenobiotika findet nicht nur in der Leber als Hauptstoff-
wechselorgan statt. Die Lunge selbst besitzt eine Vielzahl von Enzymsystemen, um den unter-
schiedlichen Belastungen gerecht zu werden. Ein besonderes Problem stellen dabei ROS und
freie Radikale dar, die entweder extern tber die Atemluft aufgenommen werden, systemisch mit
dem Blutkreislauf in die Lunge gelangen oder vor Ort durch anorganische Reaktionen bzw. durch
aktivierte Entzindungszellen (Alveolarmakrophagen bei der Phagozytose) entstehen. Eine atio-
logische Mitbeteiligung von ROS ist fur die unterschiedlichsten pulmonalen Erkrankungen und
pathophysiologischen Zustande nachgewiesen. Als Beispiele wéren die Effekte von Zigaretten-
rauchen, Emphysem, COPD (chronic obstruktive lung disease), Hyperoxie, bronchopulmonale
Dysplasie, Exposition durch Luftverschmutzung und Reizgasen (O3, NO,, SO,, Dieselabgas-
en), ARDS (adult respiratory distress syndrome), Mineralstdube, Pneumoconiosen, die Asbest-
Karzinogenese, Asthma oder die zystische Fibrose zu nennen [71].

Die Lunge ist auf Grund ihrer Funktion den hochsten Sauerstoffpartialdriicken im Korper
ausgesetzt (Normalatmosphare 21% O,). Hohere O,-Konzentrationen fuhren zu eindeutig toxi-
schen Effekten [29, 41, 54]. Es kommt zu Schadigungen der Alveolen und zur Entstehung von
Odemen mit Stérung des alveolaren Gasaustausches. Die Endothelzellen der BlutgefiRe reagie-
ren dabei besonders schnell. Im Weiteren kommt es zum Absterben der Alveolarepithelzellen
und zur Penetration von Proteinen in die Alveolen. Konnen diese Schaden nicht mehr repariert
werden, kommt es zur Ausbildung von fibrotischen Umbauvorgéngen und zur dauerhaften Sto-

8Zur Zeit bedingen die Karzinome der Lunge den gréRten Teil der Mortalitéitsrate durch Tumore bei Mannern.
Bei den Frauen ist es mit steigender Tendenz Platz vier. Bei 90% dieser Méanner und 78% der Frauen ist diese
Tumorentstehung mit dem Tabakrauchen assoziiert.
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rung des Gasaustausches [110].

Die Lunge besitzt eine komplexe Gewebsarchitektur mit einer starken Kompartimentierung
und Polarisierung. Es sind mehr als vierzig verschiedene Zelltypen beschrieben, doch nur sechs
sind bis jetzt als Targetzellen bei einer pulmonalen Schadigung bekannt. Dies sind Alveolar
Typl-Zellen, Alveolar Typll-Zellen, Alveolarmakrophagen, Kapillar-Endothelzellen, zilientra-
gende Bronchialepithelzellen und nichtzilientragende Bronchialepithelzellen. Einige dieser Zell-
typen reagieren starker auf initiierende Einfllsse, diese sind scheinbar die Zielpopulationen fir
die Induktion maligner Tumore. Fir nur wenige Zelltypen ist eine aktive Beteiligung an der
Biotransformation von Xenobiotika nachgewiesen [37, 66]. Drei dieser Zelltypen wurden im
Rahmen dieser Arbeit naher untersucht.

Nischenzellen, Alveolar Typll-Zellen  Das Epithel der Alveolen besteht in der Hauptsache
aus den Alveolar Typl-Zellen (ca. 95%), welche die Funktion des Gasaustausches von den Al-
veolen zu den Kapillaren des Blutgefa3systems erfullen. Sie sind sehr empfindlich flr Verletzun-
gen jeglicher Art und besitzen keine eigene Mitose- und Proliferationsmoglichkeiten oder Repa-
raturmechanismen. Zwischen diesen Typ-1-Zellen existieren eingestreute Alveolar Typll-Zellen
(All-Zellen). Diese Zellen besitzen eine irreguldre kuboidale Form, unter dem Elektronenmikro-
skop werden auf der Oberflache zahlreiche kurze Mikrovilli sichtbar. Ein Hauptmerkmal sind
die Lamellar-Kdrperchen im Cytoplasma der Zellen, dies sind osmiophile Einschlisse mit regel-
méaRig angeordneten Lamellen. Diese osmiophilen Korperchen enthalten das Surfactant-Lipid,
welches als Oberflachenlipid fur die Aufrechterhaltung/Stabilitdt der Lungenbl&schen verant-
wortlich ist. Schaden an Typ-I-Zellen werden durch proliferierende All-Zellen ersetzt, welche
sich in Al-Zellen differenzieren. All-Zellen sind weniger empfindlich, kdnnen aber trotzdem
durch erhohten Sauerstoff oder andere Mechanismen vor allem in ihrer Surfactantproduktion
gestort werden [12, 13, 29, 37, 92, 109, 121, 156].

Clarazellen Die Clarazellen sind die nichtzilientragenden Bronchialepithelzellen des distalen
Bronchialbaums. Sie befinden sich am Ubergang von den Bronchiolen zum gasaustauschenden
Alveolar-Epithel, den Acini, sowie auch im hoheren Respirationstrakt bis zur Nasenschleim-
haut. Es sind kuboide, sdulenartige Zellen, frei von Zilien, mit langen apikalen Mikrovilli und
neurosekretorischen Granula. Im Elektronenmikroskop zeigen sie ein ausgepréagtes agranuléres
endoplasmatisches Retikulum, groRe Mitochondrien und osmiophile Granula. Immunhistoche-
mische Studien an histologischem Sektionsmaterial und an isolierten Zellen haben belegt, dass
Clarazellen Cytochrom P-450 Isoenzyme als Indiz fiir eine Xenobiotika-Stoffwechselaktivitat
exprimieren [12, 29, 37, 92].

12
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Zilientragende Bronchialepithelzellen ~ Zilientragende Bronchialepithelzellen werden rein mor-
phologisch von den Clarazellen getrennt. Sie finden sich vorrangig im oberen Respirations-
trakt. Die Zilien sorgen fur einen standigen Abtransport von Schleim und so fur die Reinigung
der Atemwege. Uber die Stoffwechselaktivitaten dieses Zelltypus ist bis jetzt wenig bekannt
[29, 34, 37, 92].

1.4 Paraquat

Ein Generator von ROS ist Paraquat (1,1°-Dimethyl-4,4‘-bipyridinium-dichlorid oder Methyl-
viologen), ein quarterndares Ammonium-Herbizid aus der Gruppe der Bispyridilium-Verbind-
ungen, zu der ebenfalls Deiquat und Morfamquat gehoren. Diese Verbindungen zahlen zu den
wirkungsvollsten und toxischsten Herbiziden. Paraquat (PQ) ist ein schnell wirksames Kontakth-
erbizid, das seine Wirkung vor allem auf oberirdische Pflanzenteile entfaltet. PQ wurde im spaten
19. Jahrhundert beschrieben, als Redoxindikator genutzt und ist seit den flinfziger Jahren als Me-
thylviologen bekannt. Seitdem findet es eine breite Anwendung als schnell wirkendes Kontakth-
erbizid. Es wird im Boden in Abhéngigkeit von verschiedenen Mikroorganismen inaktiviert. Die
biologische Wirksamkeit dieser Verbindungen resultiert aus der Reduktion, welche im Prozess
der Photosynthese in den Chloroplasten stattfindet (Ubertragung eines Elektrons in Verbindung
mit dem Photosystem | oder (ber eine Ferrodoxin-NADPH* Reduktase). Das reduzierte PQ ist
in der Lage, ein Elektron auf molekularen Sauerstoff zu tUbertragen, wobei Superoxid entsteht.
Das in den Chloroplasten lber diesen Redoxzyklus generierte Superoxid wird zu einem Hauptteil
durch SOD in H,O, umgewandelt. Das entstehende und akkumulierende H,O, ist furr das schnel-
le Absterben der Pflanzen verantwortlich, da Chloroplasten keine eigene Katalase besitzen und
die hohen H,0,-Spiegel nicht durch Glutathion inaktiviert werden kdnnen [140].

Ein &hnlicher Mechanismus wird flir die Toxizitat in Tieren angenommen. Sie ist ein Re-
sultat der Reduktion von PQ durch verschiedene Enzymsysteme. Die Addition eines einzelnen
Elektrons an das PQ-Dikation (PQ?*) fiihrt zum Methylviologen, dem PQ-Radikal mit blauer
Farbe (PQ**). PQ** kann wiederum ein Elektron auf den molekularen Sauerstoff (ibertragen,
was zum Superoxid fuhrt und das PQ-Dikation regeneriert. Der Zyklus kann neu beginnen und
lauft ununterbrochen solange ein elektronenubertragendes System, PQ und O, vorhanden sind.

Die Aufnahme von PQ erfolgt durch Absorption (Haut), Inhalation oder Ingestion. Es wird
gut und schnell vom Gastrointestinal-Trakt resorbiert, Vergiftungserscheinungen kénnen dadurch
bereits vor Ablauf einer Stunde auftreten. Da PQ einen extrem kleinen Dampfdruck besitzt, ist
die Gefahr einer Vergiftung durch Inhalation relativ gering. Durch die unverletzte Haut kénnen
nur kleinere Mengen absorbiert werden. Aufgenommenes PQ verursacht ein breites Spektrum
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Abbildung 2: Aligemein akzeptierter Mechanismus der PQ-Toxizitét: Als elektronenibertra-
gendes System hier NADPH cytochrome ¢ Reduktase (Mikrosomenfraktion). Die Ubertragung
eines Elektrons auf PQ (unten) fuhrt zum PQ-Radikal (oben). Das zusatzliche Elektron “kreist”
in einem der beiden Pyrindinringe und kann auf Sauerstoff (O,) Ubertragen werden, wodurch
Superoxidanionen entstehen (O37) [102]. PPZ=Pentose-Phosphatzyklus.

toxischer Effekte in Sdugern. Betroffen sind vor allem die stoffwechselaktiven Organe wie Nie-
ren, Leber, Nervensystem, Herz und Muskelgewebe. Im Mittelpunkt der Schadigungen steht die
Lunge, in der die hdchsten Konzentrationen von PQ gefunden werden. PQ wird in den Alveolar
Typl- und Typll-Zellen sowie Clarazellen tiber einen energieabh&ngigen Transportmechanismus
akkumuliert, welcher physiologisch fur bestimmte biogene Amine wie Putrescin ist. Die Kon-
zentrationen in der Lunge steigen dadurch bis zu funfzigmal héher als im Blutplasma. Diese
selektive Anreicherung und Persistenz im Lungengewebe ist verantwortlich fiir die vordergriin-
dige Schadigung der Lunge. Die Patienten entwickeln eine Dyspnoe und Tachypnoe sowie einen
nichtproduktiven Husten. Der fibrotische Prozess entwickelt sich dann sekundar zur proliverati-
ven Alveolitis. Er kann bis zum Tode fuhren [2, 9, 27, 75, 80, 133, 135].

1.5 Problemstellung - Zielsetzung

Induktion von AOE in Lungenzellen Das Zusammenspiel der verschiedenen antioxidativen
Abwehrmechanismen und die Reaktionsmoglichkeiten der Zellen sind in den einzelnen Spezi-
es, Geweben und Zelltypen unterschiedlich und begrenzt. Schadigungen kénnen reversibel sein,
d.h. die Zelle findet einen Mechanismus zur Abwehr oder sie fiihren zum Tod der Zelle. Es
ist relativ schwierig, die Schadigungsmechanismen und Reaktionsablaufe durch ROS zu ent-
schlisseln. Einzig die Quantifizierung von Endprodukten, den sogenanten “footprints”, lassen
einen Rickschluss auf die abgelaufenen Reaktionen zu. Dafur kommen u.a. Malondialdehyd
oder DNA-Strangbriiche in Frage. Die zweite Moglichkeit zur Aufkl&rung ist die Untersuchung
der Genexpression und folgender Transkriptionsprodukte oder Proteine und deren Aktivitaten,
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1 EINLEITUNG 1.5 Problemstellung - Zielsetzung

um daraus Ruckschlusse auf die Schadigungsmechanismen zu ziehen.

Es ist bekannt, dass verschiedene eukaryontische und prokaryontische Zellen durch Oxidan-
zien in der Expression ihrer AOE unterschiedlich beeinflusst werden konnen. [139, 122, 123].
Uber die Regulationsmechanismen in Zellsystemen der Lunge ist wenig bekannt.

\or dem beschriebenen Hintergrund eines ausgewogenen Oxidanzien-/ Antioxidanzien-
Gleichgewichtes bei prooxidativer Belastungssituation soll im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss
verschiedener Oxidanzien auf die AOE in Epithelzellen der Lunge in vitro untersucht werden.
Es soll gepruft werden, ob sich die mRNA-Expression und die Enzymaktivitaten fir Katala-
se, Cu/Zn- oder Mn-Superoxiddismutase durch ROS und daraus generierte Radikale induzie-
ren lassen. Als Untersuchungssysteme wurden ein Primarzellkultursystem von All-Zellen aus
der Ratte, normale humane Bronchialepithelzellen aus OP-Resektionsmaterial und zwei Human-
Tumorzelllinien H322 (clarazelléhnlich) und H358 (All-zellahnlich) gegenubergestellt. Wegen
seiner Lungenspezifitat wurde als ein Induktor fir ROS das Herbizid Paraquat gewahlt. Als Re-
ferenzsubstanz diente Wasserstoffperoxid. Zur Quantifizierung einer radikalischen Schadigung
wurde ein Vitalitatstest und als Abbauprodukt der Lipidperoxidation Malondialdehyd im Kultur-
medium bestimmt.

Der Wirkungsmechanismus von Paraquat und das Hydroxylradikal — Der Mechanismus
der Paraquattoxizitat tber die Generierung von ROS mit Hilfe eines Redoxzyklus ist allgemein
anerkannt. Dabei wird Paraquat (PQ?") tiber einen Ein-Elektronen-Transfer zu dem Monokation
(PQ*) reduziert. In Gegenwart von O, kann PQ** dieses Elektron auf den Sauerstoff ibertragen,
gebildet werden Superoxidanionen und in der Folge Wasserstoffperoxid. Findet ein standiger
Elektronentransfer auf PQ?** statt und ist gentigend Sauerstoff verfiigbar, wird dieser Redox-
Zyklus mit einer kontinuierlichen Bildung von Superoxidanionen aufrechterhalten [74, 94, 135].

Auf Grund der limitierten Schaden durch Superoxidanionen im Kontrast zu den relativ schwe-
ren Schéden nach einer PQ-Intoxikation und der Méglichkeit DNA-Schéden zu verursachen (we-
der Superoxid noch Wasserstoffperoxid interagieren direkt mit DNA), wird dem Hydroxylradi-
kal eine entscheidende Rolle im Wirkungsmechanismus von PQ zuerkannt. Die Bedeutung von
Ubergangsmetallen wird in diesem Zusammenhang kontrovers diskutiert. Von den meisten Auto-
ren wird die Hydroxylradikalgenerierung mittels Ubergangsmetallen als einziger Weg vertreten.
Dabei werden tber die FENTON-Reaktion aus Wasserstoffperoxid Hydroxylradikale gebildet
[135, 154, 161].

Fe*T + HyOy, — OH® + OH  + Fe3t
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1 EINLEITUNG 1.5 Problemstellung - Zielsetzung

In anderen Arbeitsgruppen wurde dagegen vermutet, dass eine direkte Reaktion von PQ**
und Wasserstoffperoxid moéglich ist [153, 163], indem das Paraquatradikal H,O, direkt als Elek-
tronenakzeptor verwendet und analog dem Eisen bzw. Kupfer Hydroxylradikale generiert.

PQ*" + H,Oy — PQ*" +OH®+OH™

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb untersucht, welchen Einfluss das fentonféhige Ei-
sen auf die Generierung von Hydroxylradikalen durch das Herbizid Paraquat hat.
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2 MATERIAL

2 Material

Abbildung 3: Eingesetzte Zelltypen: von links nach rechts: Normale humane Bronchialepithel-
zellen, Tumorzelllinie H322, Tumorzelllinie H358 und Primarzellkultur Alveolar Typll-Zellen der
Ratte, 3 Tage in Kultur nach Osmiumtetroxid-Tanninséaure-Farbung.

2.1 Versuchstiere

Fur die Praparation von Alveolar Typll-Zellen, Lungenschnitten sowie Mikrosomenfraktionen
wurden mannliche Wistar-Ratten (Wistar Hanover) der zentralen Tierzucht der Universitat Halle
mit einem Gewicht von 100 - 150 g eingesetzt. Die Tiere wurden unter konstanten Bedingungen
mit Hell- und Dunkelperioden von je 12 h und freiem Zugang zu Wasser und Futter gehalten.

2.2 Normale humane Bronchialepithelzellen

Zur Gewinnung von humanen Bronchialepithelzellen (NHBEZ, Abb. 3), wurden humane Bron-
chusresektate aus tumorfreien Regionen von Lungenteilresektionen verwendet. Die Patienten
wurden aus verschiedenen Krankenh&usern aus der Umgebung von Halle an das Universitatskli-
nikum der Martin-Luther-Universitat zur operativen Therapie aus klinischer Indikation Gberwie-
sen. Das Alter, die Einnahme von Medikamenten, Rauchgewohnheiten und andere Besonderhei-
ten waren keine Ausschlusskriterien. Die Zustimmung der Ethikkommision der Universitat Halle
liegt vor. Eine Liste der Patienten zeigt Tabelle 1.
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2 MATERIAL 2.3 Zelllinien

2.3 Zdllinien

Die Tumorzelllinien H358 und H322 (Abb. 3) wurden von Professor Wiebel, Institut fur Toxiko-
logie, Gesellschaft fur Strahlenforschung zur Verfugung gestellt. Die Zellline H358 stammt von
einem humanen nichtkleinzelligen Lungen-Karzinom und ist morphologisch gleich den Alveolar
Typll-Zellen. Sie ist p-53 negativ. Die Linie H322 stammt von einem humanen nichtkleinzel-
ligem, nichtzilientragendem Lungen-Karzinom. Morphologisch sind es Bronchialepithelzellen,
sogenannte Clarazellen mit endogener Mutation im Tumorsuppressorgen p-53.

| ID Nr. | Geschlecht | Alter in Jahren | Diagnose |
63 m 64 Bronchialkarzinom
64 m 60 Bronchialkarzinom
68 m 75 Bronchialkarzinom
71 m 41 Bronchialkarzinom
74 w 46 Bronchialkarzinom
75 m 66 Bronchialkarzinom

Tabelle 1: Patienten fir NHBEZ (m=mannlich, w=weiblich)

2.4 Chemikalien und Biochemikalien

Alle im folgenden nicht gesondert aufgefiihrten Chemikalien wurden von der Firma SIGMA-
ALDRICH (Deisenhofen) bezogen.

DEMEM Trockensubstanz, HAM-F 12 (Gieco, Berlin), L15-Leibovitz Puffer (BIoCHROM,
Berlin), Fetales Kalberserum (SEROMED, Berlin), Penicillin/Streptomycin, Rinderserumalbu-
min (C. c. PRO GMBH, Berlin), Percoll 1,124g/ml (PHARMACIA), Pentobarbital, Serdolit MB-
1 lonenaustauschharz, Katalase von Aspergilus niger und Nitrobluetetrazolium (SERvVA, Hei-
delberg), Tris-Puffer, Dimethylsulfoxid, Folin-Reagenz, Ciocalteus-Phenol Reagenz, Wasser-
stoffperoxid, Ameisenséure, Denharts, NADPH, DPI und Natriumdithionit (MERCK, Darm-
stadt), Sodium Dodecyl Sulfate, Heringssperma DNA, Polynukleotidkinase T4 und Xanthinoxi-
dase (BOEHRINGER, Mannheim), PBS Instand (BiocHROM KG, Berlin), TRYZOL*™ Reagenz
(LIFE TECHNOLOGIES, Karlsruhe), DNase RQ1 RNase free, Random Xexamere, Tag DNA-
Polymerase (PROMEGA, Mannheim), dNTP (HYBAGID-AGS, Heidelberg), Gel-Extraktions-Kit
(PEQLAB), Multiprime Kit (AMERSHAM), 2-Propanol, Agarose NEO (RoOTH), [y —32 P] ATP
6000 Ci/mmol (NEN, Bad Homburg), DEPMPO (CALBIOCHEM, La Jolla, Ca, USA), NTA,
Desferoxamin und Katalase aus Rinderleber (ICN-BIOMEDICAL, Inc. Ohio).
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2.5 Geréte und Verbrauchsmaterialien

2.5 Gerateund Verbrauchsmaterialien

GERATE/MATERIAL

- Autoklav

- Brutschrank BBD 6220

- KulturgefaRe

- Inversmikroskop Axiovert 25

- Invers Fluoreszensmikroskop

- Tiefkuhlschrank -80C

- Sterilbank HERA-safe

- Sterilfiltrations Filter

- Klhlzentrifuge Biofuge fresco

- Ultrazentrifuge XL-100

- Eppendorf-Concentrator 5301

- GS-15R Centrifuge

- Ultraschallhomogenisations-
gerét Labsonic L

- Ultra-Thurax-Messer T25

- Photometer DU 640

- Magnetriihrer, Cuv-o-stir

- Mikroliterspritze

- Chemoluminometer Lumat 9501

- Elektronenresonanz-Spektrometer

- Thermocycler

- BAS Imager, BAS-1500

- BAS-1500

- Imaging plates

- Imaging plates Cassette

- Eraser

- Auswertungssoftware Tina 2.0

- Scannersoftware Bas-Reader 2.9

- Bas-Reader 2.9

- horizontale Elektrophorese-
kammer

- Stromversorgungsgerat

HERSTELLER
HERAEUS-INSTRUMENTS Hanau
HERAEUS-INSTRUMENTS Hanau
NUNC Danemark

ZEISS Jena

ZEISS Jena
HERAEUS-INSTRUMENTS Hanau
HERAEUS-INSTRUMENTS Hanau
SARTORIUS AG Gottingen
HERAEUS INSTRUMENTS Hanau
BECKMAN-USA

EPPENDORF Hamburg
BECKMAN-USA

Braun Melsungen
IKA-Labortechnik

BECKMAN Miinchen
HELLMA, Mihlheim
HAMILTON GC

EG & G BERTHOLD Wildbach
ERS 220, ZWG Berlin
EPPENDORF Hamburg
RAYTEST Berlin

FUJIFILM, Uber Raytest, Berlin
FUJIFILM, Uber Raytest, Berlin
FUJIFILM, Uber Raytest, Berlin
FUJIFILM, Uber Raytest, Berlin
RAYTEST Berlin

RAYTEST Berlin

FUJIFILM, Uber Raytest, Berlin

RoTH Karlsruhe
BioTEC FISCHER Rieskirchen
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2.5 Geréte und Verbrauchsmaterialien

- MicroSpin Sephadex G25 Saulen

- Hybridisierungsofen

- Nylon-Membrane Hybond-N,
RPN 203 N 0,45um

- Photometer -Lamda 14

- UV WinLab und UV KinLab

- Polarograph

AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH Freiburg
BIOMETRA Gottingen

AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH Freiburg
PERKIN ELMER Uberlingen

PERKIN ELMER Uberlingen

Oroborus
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3 Methoden

3.1 Sterilisation von Materialien und L dsungen

Einmalartikel fur die Zellpraparation sowie Zellkultur wurden steril verpackt gekauft und ver-
wendet, hitzebestandige Glas- und Plastikmaterialien und Losungen wurden durch Autoklavie-
ren bei 120°C sterilisiert, nicht hitzebestandige Losungen mit Sterilfiltern 0,45 pm oder 0,2 xm
filtriert.

3.2 Alveolar Typll-Zelen, NHBEC, H322 und H358

Arbeit mit Zelllinien  Kulturen der Tumorzelllinien H322 und H358 wurden in 58 cm? Kul-
turflaschen und in “Dulbeccos‘s modified Eagle‘s medium” (DEMEM, 10% FKS, 1% Penicil-
lin/Streptomycin) bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchte kultiviert. Die Zellaussaat erfolgte in
einer Dichte von 20.000 - 30.000 Zellen pro cm?, Mediumwechsel erfolgte 3 mal pro Woche.
Bei Erreichen von 80% konfluentem Wachstum (etwa alle 7-10 Tage) wurden die Zellen durch
Trypsin/EDTA-L6sung (0,05%, 0,1% EDTA in PBS) und Inkubation im Brutschrank fiir 2 bis 5
min abgeldst und subkultiviert. Fir Induktions-Experimente wurden 21 cm? Kulturschalen ver-
wendet und die Zellen in einer Dichte von 50.000 Zellen pro cm? ausplattiert. Alle Inkubations-
ansétze wurden bei 80% subkonfluentem Wachstumsstadium (3. oder 4. Kulturtag) durchgefihrt.

NHBEC Isolation Die Bronchusresektate stammen aus Teilresektionen von Tumorpatienten.
Es wurde nur tumorfreies Gewebe distal vom Tumor verwendet. Die Organstiicke wurden nach
der Entnahme mehrmals mit kaltem L-15 Leibovitz-Puffer gewaschen und in L-15-Puffer trans-
portiert. Der Bronchusbaum wurde mechanisch vom tbrigen Lungengewebe getrennt und in ca.
0,2 - 0,5 cm? groRe Stiicke geteilt. Die Stiicke wurden auf beschichteten Kulturschalen (Kolla-
gen 2%, Fibronektin 1%, Rinderserumalbumin 0,1%) in L15-Medium ausgebracht. Nach 5 min
wurde serumfreies epith-o-ser Kulturmedium (10 pg/ml Insulin, 0,205 pg/ml Dexamethason,
10 pg/ml IGF) hinzugegeben. Zwei bis drei Wochen danach zeigte sich ein subkonfluenter (80-
90%) Zellrasen und die Bronchialstiicke konnten zur Auswachsung einer zweiten Generation
umgesetzt werden. Die eindeutige Charakterisierung dieser Zellen als Epithelzellen wurde mit-
tels immunhistochemischer Methoden getroffen. Die Zellen sind CD 68-negativ (Monozyten und
Makrophagen), Desmin-negativ (Muskel), LCA-negativ (T-Zellen, Leukozyten), SMA-negativ
(Fibroblasten), Vimentin-negativ (Mesoderm), aber Cytokeratin 7,8/18, 19-positiv (Epithelium)
(Frau Dr. C. Taege, Institut flr Pathologie).
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3 METHODEN 3.2 Alveolar Typll-Zellen, NHBEC, H322 und H358

Alveolar Typll-Z€ll-1solation  Fir die Praparation eines Kulturansatzes wurden zwei mann-
liche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von 100 - 160 g verwendet. Die Isolation erfolgte in An-
lehnung an die von Dobbs et.al. beschriebene und von Richards et.al. [42, 43, 118] modifizierte
Methode. Vor Operationsbeginn wurden die Tiere durch intraperitoneale Injektion von Pentobar-
bital (50 mg/kg Koérpergewicht) narkotisiert und anschlieBend heparinisiert (2500 IE/kg). Die
Lungen wurden freiprapariert, mit PBS perfundiert, alveolarlavagiert und mit Trypsin (0,25%)
bei 37°C fir 40 min inkubiert. Das Lungengewebe wurde separiert, zerteilt und fur 10 min mit
DNAse-L6osung bei 37°C inkubiert. Anschliellend wurde eine zweimalige Nylonnetzpassage mit
einer Porengréf3e von 250 pm und 60 M vorgenommen. Eine Aufreinigung der Zellen erfolgte
uber zwei diskontinuierliche Percollgradienten und differenzielle Adhérenz auf unbeschichteten
Kulturschalen fir 1 h (5% CO,, 37°C). Die im Uberstand verbleibenden All-Zellen wurden ab-
genommen, die Zellzahl in einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer und die Vitalitat durch Trypan-
blaufarbung bestimmt. Mittels Osmiumtetroxid-Tanninséure-Farbung nach Mason et. al. [101],
zur spezifischen Anférbung der Lamellenkdrperchen konnte eine iber 90%ige Reinheit der All-
Zellen nachgewiesen werden. Die Zellen wurden in einer Zelldichte von 300.000 - 400.000 Zel-
len pro cm? auf Rattenschwanzkollagen Typ1 (3,8 ;:g/cm?) beschichteten Kulturplatten ausplat-
tiert und in 50% DMEM / 50% HAM F12 (FKS 3%, Penicillin/Streptomycin 1 1E/ml, Insulin
5 pg/ml, Humantransferin 5 pg/ml, T3 3,2 pg/ml, Hydrocortison 0,242 ng/ml) kultiviert (37°C,
5% CO,). Innerhalb der folgenden 24 h bis 48 h breiteten sich die Zellen unter Abflachen und
Ausbildung einer polygonalen Zellstruktur auf der Kulturschale aus. Die meist vereinzelt ad-
hérierenden Zellen bildeten durch Proliferation mehrzellige Zellinseln. Zwischen 48 h und 72
h kam es zu einer ausgepragten Proliferation der kultivierten All-Zellen, so dass sich ein sub-
konfluenter Zellrasen ausbildete. Zur eindeutigen Identifizierung der kultivierten Zellen als All-
Epithel wurde der Monolayer einer Farbung mit Osmiumtetroxid und Tanninséure unterzogen.
Die kernnahen Lamellenk6rperchen, welche als morphologisches Korrelat der Surfactantspei-
cherung anzusehen sind, lieRen sich so auf Grund ihrer Osmiophilie als schwarze Einschlisse
darstellen (Abb. 3). Alle Inkubationsexperimente wurden am 3. Kulturtag angesetzt.

Zahlung kultivierter Zellen Nach Abnahme des Mediums und einer zweifachen Spilung mit
PBS erfolgte die enzymatische Abldsung der Zellen mit Trypsin. Die Zellsuspension wurde in
PBS aufgenommen, in ein Saarstedtréhrchen tberfuhrt und fir 5 min bei 900 x g zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde je nach der GréRRe der KulturgeféalRe in einer bestimmten Menge PBS geldst
und in einer Fuchs-Rosenthalkammer ausgezahit.
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Oxidanzien im Kulturmedium Fir die Expositionsversuche wurde PQ in NaCl (0,8%) als
100 mM Stamm geldst, kiihl und dunkel gelagert, Wasserstoffperoxid wurde stets frisch in bide-
stilliertem Wasser in einer 100 mM Lodsung angesetzt und in den Kulturmedien in den gewiinsch-
ten Konzentrationen verdunnt.

3.3 Bestimmung der Zytotoxizitat

Als Zytotoxizitats- bzw. Vitalitatstest diente der MTT-Test [25, 63]. Nach Abnahme des Nahrme-
diums und zweifacher Spulung mit PBS wurden die Kulturen mit dem gelben 3-4,5-Dimethyl-
thiazol-2-yl-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid in PBS (0,7 mg/ml) fiir 30 min inkubiert. Nach Ent-
fernung der Uberstande und zweifachem Spiilen mit PBS wurde das gebildete blaue Formazan
mit einem Gemisch aus Isopropanol und Ameisensaure (95/5, v/v) aus den Zellen geldst und im
Photometer bei 570 nm gegen Isopropanol/Ameisensdure vermessen.

3.4 HPLC-Analytik von Malondialdehyd

Malondialdehyd (MDA) im Kulturmedium wurde mittels einer modifizierten HPLC-Methode
von Draper et al. [47] bestimmt. Die Medientiberstande wurden in einer Phosphatldsung (25
mM) zusammen mit einer geséattigten Thiobarbitursdure-Lésung (TBS 100mM) und 0,2% Bu-
tylhydroxytoluol (BHT 23 mM) 30 min bei 93°C inkubiert. Danach wurde die Probe abgekuhlt,
jeweils 20 ul wurden bei Raumtemperatur auf einer Nova Pak C18 Stahl-Sdule (3,9 x 150 mm,
4 M PartikelgroRe) aufgetragen. Nach dem Prinzip der Reversed-Phase HPLC wurde der TBS-
MDA Komplex mit einer mobilen Phase aus Acetonitril (20%) und Tetrahydrofuran (9,6%) in
Phosphat-L6osung (5 mM, pH 6,7) bei 553 nm quantifiziert. Die Retentionszeit betrug 3.10 - 3.20
min. Tetrahydropropan wurde als Standard benutzt (Abb.4).

HS S N OH HO. N SH
Y/N OH CHO \( q My
2 | * CH —— _ - |+ 2H0
Ne I Naw CH—CH=CH—_ N 2
CHO
OH OH OH
TBA MDA Farbstoff

Abbildung 4: Nachweisreaktion von Malondialdehyd (MDA): Prinzip der Bestimmung mittels
HPLC, Thiobarbitursdure (TBA) + MDA zu einem TBA-MDA Farbstoffkomplex.
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3.5 Proteinbestimmung

Der Proteingehalt von Zellhomogenaten und Mikrosomenfraktionen wurde in Anlehnung an die
Methode von Lowry et. al. [95] bestimmt. Je Ansatz wurden 2 - 10 ul Proteinldsung eingesetzt, in
einer Einmalkivette mit H,O auf ein Volumen von 50 pl verdinnt und mit NaOH (0,1 mM) auf
ein Gesamtvolumen von 200 pl aufgefillt. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 1 ml Lowry-
Gemisch. Nach 10 minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden 200 | Folin-Ciocalteus-
Phenolreagenz, welches mit dem gleichen Volumen an bidestilliertem H,O vorverdinnt worden
war, hinzupipettiert, der Testansatz gut gemischt und nach einer Inkubationszeit von 30 min
bei Raumtemperatur die Absorption bei 578 nm gegen den Nullwert der Eichkurve gemessen.
Die Quantifizierungen wurden jeweils mittels einer parallel bestimmten Konzentrationsreihe aus
0 - 20 g Rinderserumalbumin (BSA) geeicht. Fir jede Probe wurde eine Doppelbestimmung
vorgenommen. Das Lowry-Gemisch aus Na,CO5 (189 mM) in NaOH (0,1 M), CuSO, (0,6 mM)
und Kalium-Natriumtartat (0,7 mM) wurde vor jeder Bestimmung frisch aus den Stammldsungen
hergestellt.

3.6 Mikrosomen-Praparation

Es wurden 0,5 - 1 g Frischgewebe oder Zellen einer 58 cm? Petrischale eingesetzt. Die Organe
wurden in 0,5 g-Proben portioniert und konnten nach Schockfrierung in flissigem Stickstoff bei
-80°C gelagert werden. Die Proben wurden in 3 ml eiskaltem Kaliumchlorid-Puffer (0,15 M, pH
7,4) aufgenommen. Feste Gewebsverbande der Organe wurden mit einem Ultra-Thurax-Messer
zerkleinert und die Zellen aus der Kultur mit einem Schaber geldst. Nach der Homogenisation
im Teflon-Glas-Homogenisator (5 ml) bei 500 U/min mit 10 Hiben erfolgte eine Zentrifugation
bei 9.000 x g und 4°C fiir 30 min. Der Uberstand (Supernatant S9) wurde in ein Tube fiir die UI-
trazentrifuge Uberfuhrt. Das Pellet, welches Zelltrimmer, Kerne und Lysosomen enthalt, konnte
verworfen werden. Es wurde eine Stunde bei 105.000 x g und 4°C zentrifugiert. Im Uberstand
befand sich jetzt das Zytosol. Die Mikrosomen im Pellet wurden zum Waschen noch einmal in
1 ml KCI-Puffer resuspendiert und ein weiteres mal bei 105.000 x g fur 1 h zentrifugiert. Die
Waschpufferldsung wurde verworfen und das Pellet in einem kleinen Potterhomogenisator (2 ml)
in 1 ml KCI resuspendiert. Die quantitative Proteinbestimmung erfolgte nach Lowry.

3.7 Enzymassay

Enzymassay SOD  Zur Bestimmung der zytosolischen Cu/Zn-SOD benutzten wir den Super-
oxiddismutase-Assay-Kit von CALBIOCHEM. Er wurde nach den Angaben des Herstellers
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durchgefuhrt und beruht auf der alkalischen Autooxidation von 5,6,6a,11bTetrahydro-3,9,10-
trihydroxybenzo[c] fluoran (Reagenz 1), zu einem blauen Farbstoff mit einem Absorptionsma-
ximum bei 525 nm. Diesen Oxidationsprozess beschleunigen Superoxiddismutasen. Reagenz
2 (1,4,6-Trimethyl-2- vinylpyridinium) eliminiert Stérungen durch Mercaptane (Thioalkohole).
Die Vorinkubation mit einem Gemisch aus Ethanol/Chloroform (62,5/37,5 v/v) diente zur Auf-
reinigung und Inaktivierung der Mn-SOD und Fe-SOD. Mit einem Teflon-Glas-Potter homoge-
nisiertes Gewebe bzw. Zellen einer 58 cm? Kulturschale in KCI-Puffer (0,15 mM, pH 7,4) wurde
30 min bei 9.000 x g und 4°C zentrifugiert. Im Uberstand erfolgte die Proteinbestimmung nach
Lowry. Einheitliche Proteinmengen wurden auf ein Volumen von 250 pl gebracht und mit 400
ul Ethanol/Chloroformgemisch kraftig gevortext und fir 5 min bei 3.000 x g und 4°C zentrifu-
giert. Der Messansatz (40 I Uberstand, 900 | Puffer-Reagenz 3, 30 ul Reagenz 2) wurde fiir
1 min bei 37°C inkubiert. Der Reaktionsstart erfolgte mit Reagenz 1 (30 ul). Gemessen wurde
im Photometer (Beckman 640) bei 525 nm und 37°C Uber 4 min, die Bestimmung des Anstieges
erfolgte im linearen Bereich. Der Hersteller gibt fir seinen Kit eine Sensitivitatsschwelle von 0,1
SOD-525 Einheiten (U-525) pro ml an. In einem Bereich bis 1,75 U-525 verhielt sich die En-
zymaktivitat linear zur eingesetzten Proteinmenge (Abb. 5a). Alle Messwerte lagen tber diesem
Grenzwert und im linaren Bereich der Eichkurve. Die Umrechnung der Anstiege in Enzymakti-
vitaten erfolgte tber den Quotienten der Anstiege Probe/Leerwert Vs/Vc.

Katalasebestimmung Die Katalaseaktivitat wurde in Anlehnung an eine von Cohen et.al. [31]
beschriebene Methode zur Messung des Wasserstoffperoxidverbrauchs (Absorptionsmaximum
bei 240 nm) als Mal} fir die Katalaseaktivitdten durchgefuhrt. Auf die Zugabe von Triton-X-
100 musste verzichtet werden, da dessen hohe Eigenabsorption die Messung erheblich storte.
Auf Grund der geringen Gesamtkatalase-Aktivitaten der Lungenzell- und Zelllinienproben war
es notig, relativ viel Zellhomogenat einzusetzen. Die Gesamtabsorption stieg dann mit Triton
uber den linearen Bereich des Lambert-Beerschen Gesetzes, welches zu nicht reproduzierbaren
Ergebnissen fiihrte. Da sich in den Peroxisomen die Hauptmenge der Katalase befindet und dies
recht fragile Zellorganellen sind, muss davon ausgegangen werden, dass der Zellaufschluss die
Aktivitatsmessung nicht beeintrachtigt. Als Puffer diente KCI (0,15 M, pH 7,4), da auch hier die
Messwerte am besten reproduzierbar waren und der pH-Wert dem physiologischen Wert naher
liegt. Der Zellmonolayer einer 58 cm? Kulturschale der Tumorlinien wurde zweimal mit PBS ge-
spult, mit Hilfe eines Schabers in 1 ml KCI aufgenommen und in ein Reaktionsgefal’ tberfihrt.
Bei den Gewebeproben wurden 0,5 g mit Hilfe eines Ultra-Turax Messers in 3 ml KCI zerklei-
nert. Die Lagerung der Proben zwischen den einzelnen Arbeitsschritten erfolgte immer auf Eis.
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Abbildung 5: a) Bestimmung der Kupfer/Zink Superoxiddismutase: 625 ;g Gesamtprote-
in aus einem 9.000 x g Uberstand homogenisierter Rattenleber in KCI-Puffer wurden mit einem
Ethanol/Chloroformgemisch extrahiert und mit Hilfe von Reagenz 1 bis 3 bei 525 nm vermessen.
Als Leerwert diente 250 pul reiner KCI-Puffer. Gezeigt ist die Extinktions&nderung pro Zeiteinheit.
Insert: Eichkurve der Cu/Zn-SOD Bestimmung. Der Messansatz bestand aus 0; 5; 20; 40 und
60 ul Extraktionsuiberstand, dies entspricht O bis 2,2 g Protein und Reaktionspuffer 1 bis 3. Ge-
zeigt sind die berechneten Enzymaktivitaten in U-525 zur eingesetzten Proteinmenge in ug. b)
Bestimmung der Katalaseaktivitat Uber den Abfall der H,0O,-Konzentration: Hier im 9.000 x
g Uberstand aus homogenisierter Rattenlunge. Gezeigt ist die Abnahme der Absorption tiber die
Zeit. Insert: Kalibrierungsgerade, 15 bis 60 ;g aus einem 9.000 x g Uberstand aus Rattenleber
wurden vermessen. Alle Verdiinnungen wurden viermal angesetzt, gezeigt sind die Mittelwerte
+Spg der relativen Anstiege als AE zur eingesetzten Proteinmenge in ug.

Die Homogenisierung erfolgte mit 15 Hiben in einem Teflon-Glas Potter bei 500 U/min, da
mit einem Ultraschallgerat keine befriedigenden Ergebnisse erzielt werden konnten. Die Proben
waurde fiir 30 min bei 9.000 x g und 4°C zentrifugiert. Im Uberstand erfolgte die Proteinbestim-
mung nach Lowry. Zur Messung wurden je nach Ausgangsmaterial 200 - 600 ;g Protein mit
KCI-Puffer auf ein einheitliches Volumen von 1.176 .l gebracht. Es erfolgte eine Vorinkubation
mit Ethanol (30 min., 17 M) auf Eis zur Hemmung anderer H,O, abbauender Enzyme und zur
Stabilisierung der Katalase. Gemessen wurde im Photometer bei 240 nm nach Zugabe von H,0,
(24 mM) flr 90 s. Im ersten linearen Teil der Kurve wurde der Anstieg bestimmt (Abb. 5b) und

die Enzymaktivitéat berechnet.
Anstieg - 1000

. mg Protein
437 6 ml Reaktionsmix

43,6=molarer Extinktionskoeffizient bei 24 mM von H,0, [31].
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3.8 Untersuchungen der mRNA-Expression

Fur das Arbeiten mit RNA wurden alle Proben und Ldsungen wéhrend der Préparation und
samtlicher weiteren Arbeitsschritte auf Eis gehalten, alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei
4°C. Die Elektrophoresekammer, Kdmme und Zubehor sowie Pipetten und Schaber wurden
mit einem NaOH-Bad (50 mM) und/oder UV-Bestrahlung von RNAsen befreit und nur DEPC-
bidestilliertem-Wasser (0,1% Diethylpyrokarbonat und anschliefende Autoklavierung) benutzt.

RNA-Isolierung Die gesamtzellulare RNA wurde nach einer Modifikation der Methode von
Chromczynski und Sacchi [28] mittels Phenol-Chloroform-Extraktion unter Verwendung des
Tryzol-Reagenz isoliert. Zur Isolierung wurden in der Regel Zellen einer 21 cm? groRen Petri-
schale eingesetzt, daraus wurden je nach Ausgangsmaterial zwischen 20 ng und 80 g Gesamt-
RNA isoliert. In die Kulturschalen wurde nach Abnahme des Nahrmediums und nach der Spu-
lung der Monolayer 1 ml Tryzol-Reagenz gegeben, die Zellen abgeschabt und in ein 2 ml Reak-
tionsgefal’ Uberfuhrt. Nach vollstandiger Lyse (5 min bei Raumtemperatur) wurden die Proben
mit Chloroform (200 ul) versetzt und gut durchmischt. Zur Phasentrennung wurden die Proben 5
min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlief3end fir 15 min bei 12.000 x g zentrifugiert. Die
obere wassrige RNA-haltige Phase (ca. 300 - 400 yl) wurde vorsichtig in ein neues Reaktionsge-
far Gberflhrt, Isopropanol (500 ) hinzugegeben und gevortext. Die Féllung der RNA erfolgte
uber Nacht bei -20 C° bzw. mindestens 30 min und einer Zentrifugation ftr 15 min bei 12.000 x
g. Nach zweimaligem Waschen der RNA-Pellets mit Ethanol (1 ml, 75%), vortexen und wieder
abzentrifugieren fir 10 min bei 12.000 x g, trocknete das Pellet bei gedffnetem Deckel des Reak-
tionsgefales flr 5 - 10 min bei 60°C im Thermomixer. Die Gesamt-RNA wurde je nach Menge
und Ausgangsmaterial in 20 - 40 ul DEPC-H,O aufgenommen und abschlieRend fiir 10 min bei
60°C inkubiert. Die Lagerung erfolgte bei baldiger Weiterverarbeitung auf Eis oder konnte bei
-80°C uber Monate gelagert werden.

RNA-Konzentrationsmessung 1 ul oder 5 ul RNA-Probe wurde auf 1 ml DEPC-H,0 ver-
dunnt und die Extinktion bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Der Quotient 260 nm / 280 nm
diente zur internen Qualitatskontrolle der Préparation und lag zwischen 1,8 und 2. Die Konzen-
tration der RNA in pg/ul ergab sich aus der OD bei 260 nm, multipliziert mit dem jeweiligen
Verdunnungsfaktor.
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3.8.1 Northern Blot-Analytik

Die Durchftihrung der Northern-Blot-Analysen zur Quantifizierung der spezifischen mRNA folg-
te mit leichten Modifikationen der bei Southern and Sambrook et. al. beschriebenen Standard-
protokolle [125, 137]. Die isolierte RNA wurde nach Denaturierung mit Formamid und Formal-
dehyd gelelektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Auftrennung in Banden der ribosomalen RNA
(rRNA) sowie der verschiedenen Messenger-RNA (mRNA)-Transkripte erfolgte der Transfer
auf eine Nylonmembran. Die spezifischen Transkripte lassen sich auf diesen Membranen durch
Hybridisierung mit 32Phosphor-markierten cDNA-Sonden und anschlieBender Autoradiographie
bzw. einer Auswertung im Phosphorimager sichtbar machen und quantitativ auswerten.

Analytische Agarose-Gelelektrophorese  Die RNA-Proben wurden schonend auf Eis aufge-
taut und 5 - 15 i.g in ein Reaktionsgefal? tberflhrt und mittels Wasser auf ein einheitliches Volu-
men gebracht. Es erfolgte die Zugabe von 10fach MOPS-Puffer 10% (v/v), Formaldehyd (final
2,2 M) und deionisiertem Formamid 50% (v/v). Pro ReaktionsgefaR wurde 1/5 des Endvolumens
Blaupuffer (Na;HPO, 5 mM, Bromphenolblau 0,45% w/v, Glycerin 13,7 M und Ethidiumbro-
mid 0,02 mg/ml) hinzugegeben. Die RNA-Marker wurden parallel behandelt. Die Auftrennung
erfolgte in einem 1% Agarosegel (1 g/100 ml in 1x MOPS-Puffer) in einer 12 x 14 cm groRRen
Gelkammer und mit einer Dicke von 0,5 cm bei 90 V lber 3 h. Als Laufpuffer diente 1 fach
MOPS (0,2 M MOPS , 50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA in DEPC-H,0). Die gleichmalRige
Gelbeladung wurde durch Dokumentation der mit Ethidiumbromid interkalierten ribosomalen
RNA-Banden mittels UV-Durchlicht gepruft. Die 28S- und 18S-Banden dienten als interner Mo-
lekulargewichtsstandard (Abb. 6). Die RNA wurde in Anlehnung an eine von Southern et. al.
[137] beschriebene Methode durch Nutzung von Kapillarkraften auf eine Nylonmembran (Po-
rengréRe 0,45 pm) Uber Nacht transferiert. Als Puffer diente 20 x SSC (NaCL 3 M, Trinatrium-
citrat 0,3 M, pH 7,4), danach wurde die RNA durch 3 min UV-Bestrahlung auf der Membran
fixiert.

Markierung von gereinigten cONA-Sonden Spezifische cDNA (PCR-Produkte) wurde gel-
elektrophoretisch aufgetrennt und mit einem Gel-Extraktions-Kit (PEQLAB) extrahiert. Die Mar-
kierung der gereinigten cDNA erfolgte mit einem Labelingsystem (Multiprime, Amersham) nach
Denaturierung bei 95°C fur 10 min in einem Ansatz aus 10 ul 5x Label-Puffer, 5 pl Primer,
2 pl Klenow-Fragment und 5 pl 32P- dCTP, fir 30 min bei 37°C. Uber eine Sephadex-G2-
Séule wurde der Ansatz von ungebundenem 32P-dCTP und Salzen gereinigt. Die gebunde-
ne Aktivitat in den cDNA-Fragmenten wurde in einem Szintillationszahler (2 ul Ansatz, 3 ml
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Abbildung 6: Northern-Blot-Analytik: Katalase und Mn-SOD mRNA-Expression unter Kon-
trollbedingungen (c) kultivierten All-Zellen und unter Gegenwart von PQ oder H,05 kultivierten
All-Zellen: All-Zellen wurden fur 72 h kultiviert und 20h mit PQ oder H,0O, inkubiert, Kontrollzel-
len erhielten ausschlieBlich All-Medium. Pro Probe wurden 20,9 Gesamt-RNA gelelektrophore-
tisch aufgetrennt. Der Nachweis der Katalase mRNA (Mitte) und Mn-SOD mRNA (unten) erfolg-
te durch Hybridisierung mit einer 3?Phosphor-markierten Katalase bzw. Mn-SOD-spezifischen
cDNA-Sonde. Zur Kontrolle einer gleichmafigen Gelbeladung sind die ribosomalen 18S und
28S rRNA gezeigt (oben).

Szintillationsflissigkeit-Rotoszint) bestimmt. Danach wurden 300 | Heringssperma-DNA (HS-
DNA) hinzugegeben. Die HS-DNA (10 mg/ml) wurde in Trispuffer (20 mM, pH 7,5) gel6st , Gber
Nacht bei 4°C gerthrt und mit einem Ultraschallgerat fragmentiert. Die Fragmente der HS-DNA
lagen zwischen 500 und 700 Basenpaaren, welches durch einmaliges Auftragen auf ein Agaro-
segel (3%) Uberpriuft wurde. Der Ansatz wurde nun komplett in die Prahybridisierungslésung zu
den Membranen pipettiert.

Hybridisierung und Waschen der Membranen  Der Prahybridisierungsschritt diente zum
Absattigen unspezifischer Bindungsstellen auf der Nylonmembran und wurde tber 2 h bei 65°C
durchgefiihrt. Die Prahybridisierungslosung bestand aus NaCl (0,9 M), Trinatriumzitrat (0,09
mM), deionisiertem Formamid (50% v/v), Denharts (10% v/v von 50fache Stammldsung) und
denaturiertem HS-DNA (400 pg/ml). Anschlieend wurde die markierte Oligonukleotidsonde
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hinzugegeben und tber Nacht bei 60°C hybridisiert. Danach wurden die Membranen bei 38°C je
zwei mal 5 Minuten in absteigender Konzentration des Waschpuffers SSC/SDS (2fach SSC/0,1%
SDS, 1fach SSC/0,1%SDS, 0,1fach SSC/0,1%SDS) gewaschen. Bei Erreichen konstanter Radio-
aktivitat bzw. etwa 1/10 des Ausgangswertes der Membranen, gemessen mit einem Counter nach
jedem Waschschritt, wurde die Waschprozedur abgebrochen.

Auswertung der Blots Die Auswertung erfolgte im Phosphorimager nach Exposition der
Imagerplatten mit der gewaschenen Membran in einer Autoradiographiekassette iber 2 h bzw.
bei zu schwachem Signal bis zu 24 h. Zur densitometrischen Computerauswertung wurde das
Programm TINA benutzt. Wenn die Hintergrundaktivitat auf den Membranen zu hoch war, wur-
de erneut gewaschen.

3.8.2 Reverse Transkription und PCR

Fur die Durchfiihrung der RT-PCR musste die zellulare Gesamt-RNA in cDNA umgeschrieben
werden (reverse Transkription). Es wurden 2 g Gesamt-RNA in 10 ul Puffer (40 mM Tris HCI
pH 8; 1 mM MgSO,; 1 mM CaCl,) eingesetzt. Um DNA-Verunreinigungen zu vermeiden, wurde
fiir 30 min bei 37°C mit RNase-freier DNase (1 unit/;zg RNA) inkubiert und mit 1 xl Stop-Puffer
(20 mM EGTA pH 8,0) fur 10 min bei 65°C beendet. Zu der Probe wurden 500 ng Random-
Hexamer gegeben und fir 5 min bei 70°C denaturiert. Nach Zugabe von 5x Reaktionspuffer (50
mM Tris HCI pH 8,0; 75 mM KCI, 3 mM MgCl,, 10 mM DTT) und dNTP (1 pl) wurde die
cDNA-Synthese bei 37°C fir 60 min durchgefihrt und bei 94°C fiir 5 min beendet.

Die so erhaltene cDNA wurde als Template fur die PCR-Amplifikation eingesetzt. Folgende
Primer wurden genutzt:

Mensch: B-Actin 196 bp ACG GCT CCG GCA TGT GCA AG und GGA TCT TCA TGA
GGT AGT CAG TC [83], Mn-SOD TCC ACC ACC GTT AGG GCT GAG G und CAC CAG
CAG GCA CCT GGC TCC [10], Katalase AAG ACC AGT TTA CCA ACT GGG UND CAG
ATG GAC ATC GCC ACA TG [48, 111].

Ratte: R-Aktin 630bp TAC AAC CTC CTT GCA GTC CC und GGA TCT TCA TGA GGT
AGT CAG TC [113], Mn-SOD 385 bp GAC CTG CCT TAC GAC TAT GG UND GAC CTT
GCT CCT TAT TGA AGC [40, 78], Cu/zZn-SOD 383 bp GCC GTG TGC GTG CTG AA und
TTT CCA CCT TTG CCC AAG TCA [27], Katalase 395 bp GTG AGA ACA TTG CCA ACC
AC und CTC GGG AAA TGT CAT CAA AAG [27, 60].

Zur Amplifikation wurden 10 ul 1 : 5 verdinnter cDNA eingesetzt. Der Reaktionsansatz
bestand aus 50 x1 10 mM Tris HCI (pH 9,0), 50 mM KClI, 0,1% Triton#-X-100, 1,5 mM MgCl,,
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200 M dNTP, 500 nM Primer und 1,2 Units Tag-DNA-Polymerase. Fur die Human- und Ratten-
Mn-SOD, Cu/Zn-SOD und Katalase wurde (ber 30 Zyklen bei 55°C amplifiziert, fir B-Aktin der
Ratte 24 Zyklen bei 58°C und human 25 Zyklen bei 55°C.

Die PCR-Produkte wurden in einem 2% Agarosegel mit TBE als Laufpuffer aufgetrennt, mit
Ethidiumbromid angefarbt und densitometrisch ausgewertet (Abb.7).

0 1 2 3 K 50 100 K 10 50
Kulturtage H,O, uM PQ uM

Abbildung 7: Exemplarische Darstellung der RT-PCR-Analytik: Einfluss der Kulturdauer oder
Inkubation mit PQ bzw. H,O- auf die mMRNA-Expression von Katalase, Mn-SOD und Cu/Zn-SOD
in Primarkulturen von Alveolar Typll-Zellen.

All-Zellen wurden bis 72 h kultiviert und 20 h mit PQ oder H50O, inkubiert. Kontrollzellen 8k)
erhielten ausschlie3lich All-Medium. Gezeigt sind die PCR-Produkte fir Katalase, Mn-SOD,
Cu/Zn-SOD und 3-Aktin an den Kulturtagen 0 bis 3 und nach PQ- oder H;O5-Inkubation.

3.9 Spektrophotometrische M ethoden

Quantitative Paraquatbestimmung im Kulturmedium Der Nachweis wurde in Abwand-
lung einer einfachen spektrophotometrischen Methode durchgefihrt, welche in der klinischen
Toxikologie zur Quantifizierung von PQ in Kérperflussigkeiten Verwendung findet [38, 88]. Das
Prinzip basiert auf der Messung des PQ-Radikals, das nach Zugabe eines Reduktionsmittels un-
ter alkalischen Bedingungen stabilisiert wird. Als Reduktionsmittel dient Natriumdithionit. Zum
Luftabschluss wurde Hexan uber die Proben geschichtet. Die Reduktionsmittellésung (1% Na-
triumdithionit in 0,1mol/l Natronlauge) wurde immer erst kurz vor Gebrauch hergestellt und
auf Eis gehalten. Als Extraktionsmittel und zur Eiweilldenaturierung diente ein Gemisch aus
80% Chloroform und 20% Ethanol (96%). In ein 2 ml Reaktionsgefall wurden zu 1 ml Pro-
be 750 ul Extraktionsmittel pipettiert und kraftig geschuttelt. AnschlieRend wurden ca. 0,5 g
Natriumthiosulfat-5-hydrat zugegeben und so lange intensiv geschdttelt bis sich das Salz voll-
standig gelost hatte. Nach Zentrifugation bei 2.000 x g fir 10 min wurden 200 - 600 ml von
dem Uberstand in eine Quarzkiivette tiberfiihrt. Natriumdithionit-Losung wurde auf Kiivetten-
volumen (1 ml) zugegeben und kurz verrihrt. Sofort wurde Hexan (100 pl) tberschichtet und
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bei 396 nm gegen den Reagenzienleerwert Medium ohne PQ vermessen. Zur Erstellung einer
Eichgerade wurden verschiedene PQ-Konzentrationen im Medium hergestellt und vermessen.
Die Vorbereitung zur Messung erfolgte fiir jede Probe einzeln, es wurde darauf geachtet, Proben
eines Messansatzes einschlieBlich der Eichkurve moglichst gleich zu bearbeiten. Unter der ge-
waéhlten Versuchsanordnung verhalt sich die Eichgerade in einem Bereich von 0 bis 250 M PQ
nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz.

NADPH Ver brauchsmessung und exemplarische Konzentrationsbestimmung Uber den mo-
laren Extinktionskoeffizienten NADPH besitzt ein Absorptionsmaximum bei einer Wellen-
lange von 340 nm und kann dadurch mit einem Photometer quantitativ bestimmt werden. Die
gemessene Extinktion E in Abhé&ngigkeit von der Zeit lasst eine Aussage Uber die Reaktions-
geschwindigkeit als AE/Zeiteinheit und damit umgesetzte Mole zu der Zeit zu. Mit Hilfe des
molaren Extinktionskoeffizienten e und Umstellung des Lambert-Beerschen-Gesetzes lasst sich
die Konzentrationsanderung Ac berechnen.
ml

€340nm = 0,22 - 7,umol —em

AFE = €340nm * Ac-d in Ac= AP
€340nm - d

Kontrollmessung: Die molare Masse flir NADPH betrégt 833,4 g. Daraus ergibt sich aus 8,33
mg in 1ml Puffer eine 10 mM Lo6sung bzw. entsprechen 4,17 mg/ml einer 5 mM Loésung. 20 ul
dieser NADPH-Stammldsung (5 mM) plus 980 ul Puffer (Tris 20 mM pH 8,0) ergeben dann
eine 0,1 mM NADPH-L6sung. Die gemessene Extinktion dieses Verdiinnungsansatzes betrug
0,61 bei 340 nm. Es ergibt sich ein errechneter Konzentrationswert von 0,098 mmol/I.

Die Messung der Enzymkinetik erfolgte in einem Ansatz aus PBS-Hepes (pH 7,4, 20 mM,
ad 1000 pl), Mikrosomenfraktionen aus Leber oder Lunge der Ratte (50 1g) und NADPH (300
1M). Nach 6 min erfolgte die Zugabe von PQ in einer Endkonzentration von 100 M bzw. 1
mM. Die Reaktionsgeschwindigkeit wurde Uber die Anstiege im ersten bzw. zweitem Teil der
Messkurve ermittelt (Abb. 8a).

Nitrobluetetrazolium Superoxid reduziert den gelben Farbstoff Nitrobluetetrazolium in das

blaue Formazan, wobei zur kompletten Reduktion 4 Elektronen bendétigt werden. Formazan be-
sitzt ein Absorptionsmaximum bei A=570 nm. Die Bildung von Formazan und damit indirekt von
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Abbildung 8: a) Bestimmung des NADPH-Verbrauchs, Einfluss von PQ auf den NADPH-
Verbrauch von Mikrosomen: Gezeigt ist die Extinktion bei 340 nm als Malf3 fir die NADPH-
Konzentration zur Zeit 0-15 min. Die Zugabe von PQ erfolgte zum Zeitpunkt 6 min und startet
die Reaktion.

b) Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs, Einfluss von NADPH und von PQ auf den Sau-
erstoffverbrauch von Mikrosomenfraktionen aus Gesamtleber- und Lunge der Ratte: Ge-
zeigt ist die Sauerstoffkonzentration (M) zur Zeit (min). Insert: Einfluss von NADPH auf den
Sauerstoffverbrauch von Mikrosomenfraktionen aus Hepatozyten der Ratte. Gezeigt ist die Sau-
erstoffkonzentration (M) zur Zeit (min). Mikrosomenfraktionen aus Hepatozyten der Ratte.

Superoxid kann mit einem Photometer quantitativ verfolgt werden. Uber den molaren Extinkti-
onskoeffizienten (es70nm = 11, Oum’(’)}fcm) und das Lambert-Beersche-Gesetz l&sst die gemessene
Extinktion in Abhangigkeit von der Zeit eine Aussage Uber die Reaktionsgeschwindigkeit als
AE/Zeiteinheit und damit umgesetzte Mole pro Zeiteinheit zu. Gemessen wurde in Mikrosomen
aus Leber und Lunge der Ratte (50 g) in einem Ansatz aus PBS-Hepes (pH 7,4 ad 1000 pul),

NBT (100 M), NADPH (300 ;M) unter Zugabe von 5 ;I SOD und oder PQ (1 mM).

3.9.1 Systeme zur PQ-Reduktion

Zur Reduktion von PQ in das blaue PQ-Radikal wurden zwei Systeme etabliert. Ein enzyma-
tisches mit Hilfe von Xanthin und Xanthinoxidase und ein chemisches mittels Natriumdithio-
nit. Eine Quantifizierung ist Uber den molaren Extinktionskoeffizienten von PQ**von 1,33 x
10* -2l bei 603 nm méglich [102].

Wenn anaerobe Bedingungen erforderlich waren, wurde der Puffer (PBS pH 7,4) und alle
weiteren Reaktanten vor der Zugabe mit Stickstoff begast. Auch die Quarzkivette wurde vor
dem Einbringen der Reaktanten mit Stickstoff gefiillt und nach dem Einflllen des Testansatzes

mit Hilfe eines speziell angefertigten Teflonstempels luftdicht verschlossen. Die weiteren Zuga-
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ben und der Start der Reaktion erfolgten mit Hilfe einer Mikroliterspritze Gber ein Steigrohr im
Teflonstempel. Eine Durchmischung des Reaktionsansatzes erfolgte mittels Magnetrihrer und
Magnetfisch direkt in der Kivette (Abb. 9).

—
e

Steigrohr

Stempel

—1— Quartzkivette

~ SN Rihrfisch

Abbildung 9: Spezialklvette fur die UV-Vis Spektroskopie: Kivette zum Messen unter an-
aeroben Bedingungen. Ein Teflonstempel schlie3t den Reaktionsansatz ab. Die Zugabe der
Reaktanten erfolgt tber ein Steigrohr. Gemischt wurde mit einem Magnetrihrer.

Natriumdithionit (NDT) PQ?** kann durch NDT zu PQ** reduziert werden und unter an-
aeroben Bedingungen so lange stabilisiert werden, wie ein neuer Elektronenakzeptor fiir das
PQ** fehlt. Das PQ** besitzt eine tiefblaue Farbe mit einem Absorptionsmaximum bei 603
nm und 396 nm. Es wurde die Bildung der reduzierten Form von PQ durch NDT und der Ein-
fluss von verschiedenen NDT-, H,O,- und Desferoxamin-Konzentrationen auf verschiedene PQ-
Konzentrationen untersucht. Ein typischer Messansatz bestand dann aus PBS (pH 7,4 ad 1000
wl) und PQ (50 M), in der Kuvette luftdicht verschlossen. Die Reduktion erfolgte durch die
Zugabe von NDT (0,6 mM), welches vor jedem Messansatz frisch in PBS geltst wurde, mittels
Mikroliterspritze. Um den Einfluss von H,O, und Desferoxamin auf die PQ**-Generierung zu
untersuchen wurden 5 ul HyO5 (100 mM) oder als Kontrolle 5 u:l H,O Uber das Steigrohr hinzu-
pipettiert und gemischt. Die Experimente wurden mit und ohne Desferoxamin (0,1 und 1 mM,
30 min vorinkubiert im Puffer) bei Raumtemperatur durchgefhrt.

Xanthin/Xanthinoxidase-Enzymsystem Zur Generierung von Paraquatradikalen durch ein
Enzymsystem wurde ein Xanthin/Xanthinoxidasesystem stellvertretend fir andere elektronen-
Ubertragende Enzymsysteme etabliert. Die Grundreaktion unter aeroben Bedingungen ist die
Bildung von Harnséure (HS), O3~ und H,0, aus Xanthin (X), Sauerstoff und Wasser.

X+02+H20 — HS+05_+H202

Mit PQ unter anaeroben Bedingungen erfolgt die Reduktion zu PQ** unter Bildung von
Harnsaure.
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X +PQ*" — HS+ PQ*"

In diesem System kann parallel zur PQ**-Generierung die Bildung von Harnsaure (Absorpti-
onsmaximum bei 293 nm) beobachtet werden. Die Versuchsanordnung erfolgte analog der NDT-
Experimente. Gemessen wurde in einer luftdichten Spezial-Quarzkiivette bei Raumtemperatur
(Abb. 9). Ein typischer Ansatz bestand aus PBS (pH 7,4, ad 1.000 Il ), PQ und Xanthin (200
M), die Reaktion wurde nach wenigen Minuten mit Xanthinoxidase (ca. 40 mU) mittels Mi-
kroliterspritze gestartet. PQ, H,O, und Katalase wurden in verschiedenen Konzentrationen zum
Ansatz pipettiert bzw. wurden schon vor dem Reaktionsstart hinzugefiigt. Die Loschung des PQ-
Signals erfolgte im Standardansatz (PQ 50 M) durch die Zugabe von 5 ul H;0,5 (10 mM) oder
als Kontrolle 5 ul H,O, beide stickstoffbegast. Die Experimente wurden mit und ohne Desfer-
oxamin (0,1 oder 1 mM, 30 min vorinkubiert im Puffer) durchgefihrt.

3.10 Polarographische Bestimmung des Sauer stoffver brauchs

Der Gesamtsauerstoffverbrauch einer Reaktion und die Geschwindigkeit des O,-Verbrauchs lasst
sich in wassriger Losung polarographisch in einer Oxygraphenkammer direkt bestimmen und
uber die Zeit verfolgen. Der Sauerstoffverbrauch von Mikrosomenfraktionen aus Leber und Lun-
ge der Ratte wurde in Abhéngigkeit zur PQ-Konzentration untersucht.

Zu einem Messansatz aus PBS Hepes (pH 7,4 ad 1600 pl) und Mikrosomen (50 1.g) wurde
nach 5 min NADPH (300 ;M) als Reaktionsstarter gegeben, nach weiteren 10 min erfolgte die
Zugabe von PQ (1 mM). Die Anstiege wurden im linearen Teil der Kurven bestimmt (Abb. 8b).

3.11 Lucigeninchemolumineszenz im Bioluminator

Lucigenin wurde lange Zeit als Detektormolekdil fiir Superoxidanionen genutzt. Der Einfluss von
PQ auf die durch Mikrosomen generierte Chemolumineszenz mittels Lucigenin wurde in einem
Bioluminat untersucht. Der Standardmessansatz bestand aus PBS-Hepes (pH 7,4 ad 1000 ul),
Lucigenin (50 M) und Mikrosomen (Leber/Lunge Ratte, 50 1.g), der Reaktionsstart erfolgte
nach 2 min durch Zugabe von NADPH (300 1M). Nach 5 bzw. 10 min erfolgte die Zugabe
von SOD (5 pl u.v.) und Katalase (10 ul u.v.). Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur
durchgefuhrt.

35
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3.12 ESR-Technik und Spin-Trap

Die angewendeten ESR-Untersuchungen beruhen auf dem Prinzip, dass paramagnetische Radi-
kale (durch das freie Elektron) durch ihr Resonanz-Spektrum in einem Magnetfeld erfasst werden
konnen. Es ist dabei moglich, aus der Analyse des Spektrums das Radikal zu identifizieren und
anhand einer Flachenintegration zu quantifizieren. Verschiedene, per se sehr kurzlebige Radikale
koénnen durch Reaktion mit einer Spin-Trap stabile Addukte bilden und dadurch vermessen wer-
den. Als Spin-Trap fur die Darstellung von Hydroxylradikalen wurde 5-Di-ethoxyphosphoryl-5-
methyl-1-pyrrolin-N-oxid (DEPMPO [55]) eingesetzt. Ein Standard OH*-Addukt wurde mittels
FENTON-Reaktion aus FeSO,4, NTA und H,O, generiert.

Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur in einer Quarz-Flachkivette durchgefiihrt. Um
maoglichst anaerobe Bedingungen zu erreichen, wurden die ReaktionsgeféalRe, die Flachkuvette,
der Puffer, alle Reaktanten sowie der komplette Reaktionsansatz mit Stickstoff begast und so in
die Kuvette uberfuhrt.

Darstellung des PQ-Radikals durch NDT  Unter anaeroben Bedingungen konnte das durch
NDT generierte 35-gipflige PQ-Radikal-Signal dargestellt werden. Ein typischer Reaktionsan-
satz bestand aus PBS-Puffer (pH 7,4 ad 1000 pl), PQ (50 M), und NDT (0,6 mM, frisch geldst).
Der Ansatz wurde mittels N,-Begasung gemischt und 300 xl davon in die Flachzelle tberfhrt
und verschlossen. Die Messung erfolgte unmittelbar danach im ESR-Gerat bei 9,53 GHz. Die
Spektrometer-Einstellungen betrugen dabei: Mikrowellenleistung 10 mW, Modulations-Ampli-
tude 0,05 mT, Zeitkonstante 0,5 s, Scan-Rate 10 mT/ 120 s. Der g-Wert von PQ*™ ist ca. 2.005.
Die Zugabe von H;0, (5 ul 100mM) erfolgte mittels Mikroliterspritze direkt in den Messbe-
reich der Flachzelle worauf ein neues Spektrum aufgezeichnet wurde.Alle Experimente wurden
bei Raumtemperatur mit und ohne Desferoxamin-Vorinkubation des Puffers (30 min) durchge-
fuhrt.

Dar stellung des PQ-Radikals durch eine Xanthinoxidaser eaktion (XO/X) Die Darstellung
des 35 gipfligen PQ-Radikal-Signals erfolgte in einem Messansatz aus PBS(pH 7,4 ad 1000),
PQ (0,1, 1 mM) und Xanthin (0,2 mM). Der Reaktionsstart erfolgte mit ca. 40 mU Xanthin-
oxidase. Die Ansatz wurde mittels N,-Begasung gemischt und 300 pl davon in die Flachzelle
uberfuhrt und verschlossen. Die Messung erfolgte nach 5 min im ESR-Gerat bei 9,53 GHz. Die
Spektrometer-Einstellungen betrugen dabei: Mikrowellenleistung 10 mW, Modulations-Amplitude
0,05 mT, Zeitkonstante 0,5 s, Scan-Rate 10 mT/ 120 s. Die Zugabe von H,O, (5 ul 10 mM)
erfolgte mittels Mikroliterspritze direkt in den Messbereich der Flachzelle. Alle Experimente
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3 METHODEN 3.13 Auswertung der durchgefihrten Experimente

wurden bei Raumtemperatur mit und ohne Desferoxamin-Vorinkubation des Puffers (30 min)
durchgefuhrt.

Darstellung des OH*-Radikal DEPMPO-Adduktes Als Standard diente ein Hydroxylra-
dikal, welches durch NTA-Fe?t und H,O, generiert wurde. Der Messansatz bestand aus PBS
(pH 7,4 ad 300 ul), DEPMPO (14 mM) und H,0, (0,1 mM), die Generierung wurde durch die
Zugabe von NTA-Fe?t(NTA/FeSO, 50/50 je 10 mM) gestartet.

Die Generierung von OH* durch PQ** und H,O, wurde in einem Ansatz aus PBS (pH 7,4
ad 1 ml), PQ (0,1 und 1 mM) und NDT (2 mM) untersucht. Zu 300 pl dieser Probe (blau)
wurde DEPMPO hinzugegeben und gemixt. Die Messung erfolgte unverziiglich im ESR-Gerat
bei 9,53 GHz. Die Spektrometer-Einstellungen betrugen dabei: Mikrowellenleistung 10 mW,
Modulations-Amplitude 0,35 mT, Zeitkonstante 0,5 s, Scan-Rate 30 mT/ 120 s. Alle Experimente
wurden bei Raumtemperatur mit und ohne Vorinkubation des Puffers mit Desferoxamin (0,1 oder
1 mM) durchgefiihrt.

Berechnung der Radikalkonzentrationen Eine Quantifizierng der gebildeten PQ-Radikale
und OH*-DEPMPO-Addukte ist Uber den Vergleich mit einem Standard mdglich. Als Standard
wurde Ultramarin mit einer bekannten Spinzahl von 3,61 x 10'® verwandt. Dabei gilt, dass 1
Spin einem Molekul entspricht. Nach einer doppelten Integration der primdren Aufzeichnung
(z.B. das 8-gipflige OH*-DEPMPO-Signal), dies ist die 1. Ableitung des eigentlichen Signals,
lieBen sich die errechneten Flacheneinheiten miteinander vergleichen und die entsprechenden
Spin-Zahlen errechnen. Es kénnen nur ESR-Signale verglichen werden, welche mit derselben
Modulationsamplitude aufgezeichnet werden. Die Aufnahme der Signale mit einer unterschied-
lichen Verstarkung kann rechnerisch tber die Multiplikation mit dem Dampfungsfaktor bereinigt
werden.

3.13 Auswertung der durchgefiihrten Experimente

Die Auswertung erfolgte mit Standardsoftware EXEL und SIGMAPLOT. Um zwei Gruppen von
Experimenten zu vergleichen, wurden von den einzelnen Versuchspunkten einer Gruppe der Mit-
telwert (MW) und der Standardfehler Sz berechnet. Die Berechnung signifikanter Unterschiede
erfolgte mit dem Student*s t-Test oder dem gepaarten t-Test.
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4 ERGEBNISSE

4 Ergebnisse

Verschiedenste Zelltypen reagieren in Kultur auf oxidativen Stress mit einer Veranderung in der
Expression der antioxidativen Enzyme. So reagieren primdre Rattenhepatozyten nach einer In-
kubation mit PQ mit einer Erhdhung ihrer Expressionsraten fir Katalase und Mn-SOD mRNA
[123]. Ob sich in Lungenzellen die antioxidativen Enzyme durch oxidativen Stress induzieren
lassen, ist bisher weitgehend unklar. In den vorliegenden Experimenten wurde deshalb unter-
sucht, ob oxidativer Stress durch Paraquat oder Wasserstoffperoxid zu einer Veranderung der
Expression von Katalase, Cu/Zn-SOD oder Mn-SOD fuihren. Zuerst wurden in den Zellmodellen
die zytotoxischen Eigenschaften und die Bildung von Malondialdehyd im Kulturmedium be-
stimmt. Danach wurde versucht, die Aktivitat von Katalase und Cu/Zn-SOD in Lungengewebe
zu bestimmen.

4.1 Untersuchungen zur Vitalitat

b)
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* == All Medium
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3 ¥ 100% 100% | 179%
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0+~ ; ; ; ‘ ‘ ‘ 0,0
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Abbildung 10: Wachstumskurve und Einfluss von verschiedenen Kulturmedien auf die Vi-
talitat von H322 und H358: a) Es wurden eine Million Zellen auf eine 21 cm? Kulturschale in
5 ml Medium eingesat. Die Zellzahlen wurden vom 1. bis 5. Kulturtag mittels Auszahlung in ei-
ner Fuchs-Rosenthalkammer bestimmt. Gezeigt ist die Gesamtzahl in der Kulturschale tber die
Zeit. b) Die Kulturen von H322 und H358 wurden in DEMEM kultiviert. Fur 20 h erfolgte eine
Subkultivierung in All-Zellmedium. Kontrollkulturen erhielten ausschlieR3lich DEMEM. Der Nach-
weis der Vitalitat erfolgte mit dem MTT-Assay. Dargestellt sind die Mittelwerte +S der absoluten
Extinktionswerte des umgesetzten Formazans bei 570 nm (n=5), * p < 0,05 zur Kontrolle.

Die Abbildung 10a zeigt die Wachstumskurve der Tumorlinien H322 und H358 in einer
21 cm? Kulturschale. Werden diese Kulturen fiir 20 h mit dem Kulturmedium fir All-Zellen
kultiviert, findet man gegenuber mit DEMEM Kkultivierten Kulturschalen eine Steigerung der
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4 ERGEBNISSE 4.1 Untersuchungen zur Vitalitat

Zellproliferation; in Kulturen von H322 um 116% und in Kulturen von H358 um 75% gegeniiber
DEMEM, bei sonst konstanten Kulturbedingungen (Abb. 10b).
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Abbildung 11: Einfluss von PQ- und H;Os-Inkubation auf die Vitalitit und die
Malondialdehyd-Entstehung (MDA) im Kulturmedium von Alveolar Typll-Zellen und Kul-
turen von H322 und H358. Zellkulturen von Alveolar Typll-Zellen, H322 und H358 wurden fir
20 h mit PQ oder H,0, inkubiert. Die Kontrollen erhielten ausschlie3lich Normalmedium. a) und
c): Gezeigt sind die Mittelwerte + Sy der relativen Messwerte (n=5-7). Kulturen mit Normalme-
dium sind Kontrollen gleich 100%. b) und d): Gezeigt sind die Mittelwerte + S g der Messwerte
in pMol (n=3), * p<0,05 zur Kontrolle ohne Behandlung.

Um einen Anhaltspunkt fir die in den Inkubationsexperimenten einzusetzenden Konzen-
trationen zu erhalten, wurde ein Vitalitatstest durchgefuhrt. Es wurde der MTT-Test (3-4,5-
Dimethylthiazol-2-yl-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid) genutzt. Der Nachweis erfolgt Uber die
Bildung von Formazan aus Methyltetrazolium durch die Aktivitat der mitochondrialen Dehy-
drogenasen. Die Inkubation der Kulturen von primaren Alveolar Typll-Zellen und den Tumor-
linien unter Standardbedingungen mit PQ (zwischen 50 M und 1 mM) sowie H,O, (zwischen
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4 ERGEBNISSE 4.2 Malondialdehydbestimmung im Kulturmedium

100 M und 1 mM) uber 20 h, fuhrt zur konzentrationsabhangigen Verminderung der Vitalitét
(Abb. 113, c). Dabei sind die Tumorlinien etwas resistenter als die Priméarkulturen von Alveolar
Typll-Zellen der Ratte. Die in den Induktionsexperimenten benutzten Konzentrationen wurden
aus diesen Daten festgelegt. Dabei wurde eine Uberlebensrate von iiber 90% angestrebt. Um
eine moglichst gute Vergleichbarkeit zu erlangen, wurden in allen Untersuchungssystemen die
gleichen Konzentrationen eingesetzt.

4.2 Malondialdehydbestimmung im Kulturmedium

Als Marker fur eine radikalische Schadigung wurde Malondialdehyd (MDA), ein Abbauprodukt
der Lipidperoxidation, im Kulturmedien der Zellkulturen bestimmt. Zur Analytik von MDA im
Kulturmedium wurde eine auf der Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC) basierende Me-
thode eingesetzt.

Nach Behandlung mit PQ (0,05; 0,1; 0,5; und 1 mM) sowie H,0O, (0,1; 0,5; 1 mM) fir je
20 h wurde MDA im Kulturmedium bestimmt (Abb. 11b, d). In den Kulturmedien der Alveolar
Typll-Zellen konnte ein konzentrationsabhangiger Anstieg von MDA nach PQ und H,O, gemes-
sen werden. In den Karzinomlinien H358 und H322 wurde erst ab 1 mM H,0, eine signifikante
Erhohung des MDA-Spiegels auf etwa 1 pMol gemessen. Auch bei Konzentrationen bis 5 mM
und entsprechenden Uberlebensraten unter 10% blieb die gemessene MDA-Konzentration eben-
falls auf diesem Niveau (Daten sind nicht dargestellt). In den Medien der mit PQ behandelten
Tumorlinien wurde kein Anstieg von MDA gemessen. In den Kontrollen, also den Kulturen ohne
Behandlung zeigte sich, dass die basalen MDA-Spiegel bei den Karzinomlinien signifikant klei-
ner sind als in der Primarkultur von All-Zellen. Die MDA-Konzentrationen der Karzinomlinien
untereinander zeigten nur geringe Unterschiede.

4.3 Quantitative Paraquatbestimmung im Kulturmedium

Um das Verhalten von PQ im Kulturmedium von Zellkulturen zu untersuchen, wurde die PQ-
Konzentration im Medium spektrophotometrisch bestimmt. Dazu wurden Kulturen von H358
und H322 mit PQ in Konzentrationen von 50 xM, 100 M und 500 ;M inkubiert. Die Kon-
zentration von PQ, gemessen wurde zu den Zeitpunkten 1/2, 1, 2, 8, 24 und 48 h, bleibt im
Kulturmedium von H322 (nicht dargestellt) und H358 (iber 48 h konstant (Abb. 12a).
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Abbildung 12: a) Einfluss der Kulturdauer auf die PQ-Konzentration im Kulturmedium von
H358: Zellkulturen von H358 wurden mit PQ inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0,5; 1; 2; 8; 24 und
48 h, danach erfolgte die Bestimmung der PQ-Konzentration im Kulturmedium spektrophoto-
metrisch. Gezeigt sind die Extinktion bei 396 nm zur Zeit in Stunden. Insert: Kalibrierungsge-
rade der quantitativen PQ-Bestimmung; PQ-Verdinnungen 25; 50; 100 und 250 ;M wurden je
drei mal angesetzt und vermessen. Gezeigt sind die Mittelwerte +Sg der absoluten Extinkti-
onswerte zur eingesetzten PQ-Konzentration. b) Wasserstoffperoxidverbrauch von Leber-,
Lungenhomogenaten aus der Ratte und Homogenat aus H322-Zellen als Mal? fur die Ka-
talaseaktivitat: Dargestellt ist die Extinktion bei 240 nm zur Zeit in min nachdem H,0, (24 mM)
zum Ansatz gegeben wurde. Eingesetzt wurden 625 ;g H322 und Lungenhomogenat, aber nur
36,5 ug Leberhomogenat. Zum Vergleich sind die Extinktionen von KCI-Puffer/Ethanol und KCI-
Puffer/Ethanol/ H,O- Uber die Zeit aufgetragen.

4.4 Enzymaktivitatsbestimmungen

Um die Ergebnisse aus den mRNA-Expressionsexperimenten mit der funktionellen Aktivitat der
untersuchten Enzymsysteme zu vergleichen, wurden die Enzymassays fir Katalase und Cu/Zn-
SOD gewahlt (Abb. 13). Die Sensitivitatsschwellen dieser photometrischen Assays liegen relativ
hoch, so dass hohe Aktivitaten bzw. viel Ausgangsmaterial bendtigt werden. Die maximal ein-
setzbare Menge an Zellhomogenat wird durch die hthere Eigenabsorption schnell begrenzt. Auf
Grund der geringen Aktivitaten in Lungenzellen und der begrenzten Zellausbeute aus der Al-
veolar Typll-Zellpréparation konnten die Aktivitaten der Katalase und Cu/Zn-SOD in diesem
Zelltyp nicht bestimmt werden. Um die Messmethoden zu optimieren bzw. nahe der Bestim-
mungsgrenze reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen, wurde mit Homogenat aus Gesamtleber-
bzw. Lungengewebe begonnen.

Fur die Superoxiddismutasebestimmung konnten auch fur Homogenate aus Zellkulturansat-
zen der H322 und H358 reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden. Die Messung der Katalase-
aktivitéat in H322 und H358 war nicht reproduzierbar, da die Aktivitdten im maximal einsetzbaren
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Zellnomogenat an der Nachweisgrenze der Messmethode lagen (Abb. 12b).

4.4.1 Kupfer/Zink-Superoxiddismutase

Die Cu/Zn-SOD-Aktivitaten differieren zwischen den Organsystemen. Das Gesamtlebergewebe
zeigt die hochste Grundaktivitét, die Homogenate aus dem Gesamtlungengewebe besitzen nur
etwa die Halfte der Leberaktivitat. Bei der vergleichsweisen Messung in Schnitten aus der Rat-
tenlunge wurde eine Abnahme der Enzymaktivitat Gber die Kulturdauer gefunden (nach funf
Tagen nur noch 60% der Aktivitat nach 12 h). Die Kulturen von H322 hatten eine vergleichbare
Superoxiddismutaseaktivitat wie Gesamtlungengewebe. Kulturen von H358 lagen etwas darun-
ter (Abb. 13a). Werden Kulturen von H322 und H358 tber 20 h mit PQ (50 M) oder H,O, (100
M) inkubiert, findet sich eine signifikante Steigerung der Enzymaktivitét in beiden Tumorzell-
linien. Dabei ist die Aktivitatssteigerung durch PQ geringfiigig héher (Abb. 13c).

442 Katalase

Die Enzymaktivitat von Katalase ist in Homogenaten aus Lebergewebe 25 mal hoher als in Lun-
gengewebe. Auch hier fiel die Aktivitat des Enzymes tber die Kulturdauer in Lungenschnitten
vom 1. zum 5. Kulturtag um ca. die Hélfte. Die Tumorlinien H322 und H358 zeigten nur Aktivi-
taten zwischen 0,4% und 0,5% der Leberaktivitat (Abb. 13b). Eine reproduzierbare Messung war
nicht moglich. Nach einer Inkubation mit PQ (50 M) bzw. H,O, (100 M) ber 20 h konnten
keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Abb. 13d).

4.5 Untersuchungen zur mRNA-EXxpression
45.1 Uber dieKulturdauer in Alveolar Typll-Zellen

Um den Einfluss der Kulturdauer auf die AOE zu erfassen, wurde die mRNA-Expression fur
Cu/Zn-SOD, Mn-SOD und Katalase untersucht. Die Zellen wurden maximal vier Tage kul-
tiviert, da es bei langerem Kulturverlauf zu fortschreitendem Absterben der Alveolar Typll-
Populationen kam. Bis zum vierten Kulturtag blieb die g-Aktin mRNA-Expression konstant,
wodurch eine unspezifische Veranderung des allgemeinen RNA-Expressionsmusters durch die
Kulturdauer ausgeschlossen werden konnte. Unter den gewéhlten Bedingungen konnten keine
signifikanten Unterschiede fir die Enzymexpression fur Cu/Zn-SOD, Mn-SOD und Katalase bis
zum vierten Kulturtag gefunden werden (Abb. 14b).
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Abbildung 13: Cu/Zn-SOD- und Katalaseaktivitaten in Homogenaten von Gesamtleber, Ge-
samtlunge, Lungenschnitten in Kultur aus der Ratte und Zellen der Tumorlinien H322 und
H358. Einfluss von PQ und H,0, in Kulturen von H322 und H358 auf die Enzymaktivitaten:
a) und c) Cu/zZn-SOD: Dargestellt sind die Mittelwerte +S g der absoluten Aktivitaten in U-525
und die prozentualen Aktivitdten zu Gesamtlebergewebe bei einem Homogenateinsatz von 625
119 Gesamtprotein Leber- (n=5), Lungen- (n=5), Lungenschnittpraparationen (n=2), Kulturansat-
zen H322/H358 (n=5). Zellkulturen von H322 und H358 wurden fur 20 h mit PQ (50 ;M) oder
H,0, (100 M) inkubiert. Die Kontrollen erhielten ausschlieRlich Normalmedium. Dargestellt
sind die absoluten Messwerte +Sg der Cu/Zn-SOD- Aktivitaten in U-525 bei einem Homogena-
teinsatz von 626 ug Gesamtprotein, (n=4), * p < 0,05 zur jeweiligen Kontrolle ohne Behandlung.
b) und d) Katalase: Dargestellt sind die Mittelwerte +Sg der absoluten Katalase-Aktivitaten
in U/mg aus den negativen Anstiegen des H,O,-Verbrauchs und die prozentualen Aktivitaten
zu Gesamtlebergewebe, Leber- (n=4), Lungen- (n=5), Lungenschnittpraparationen (n=2), H322
(n=10), H358 (n=4). Zellkulturen von H322 und H358 wurden fir 20 h mit PQ (50 M) oder H 20,
(100 M) inkubiert. Die Kontrollen erhielten ausschlief3lich Normalmedium. Dargestellt sind die
absoluten Messwerte £Sy in U/mg, H322 (n=7), H358 (n=5).

45.2 Nach PQ- oder H,O,-Inkubation in Alveolar Typll-Zellen

Um den Einfluss von ROS auf die Expression von AOE in Alveolar Typll-Zellen zu untersuchen,

wurden Priméarkulturen am dritten Kulturtag mit H,O, (50 M, 100 M) sowie PQ (10 uM, 50
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Abbildung 14: Einfluss der Kulturdauer und PQ oder H,0,-Inkubation Giber 20 h auf die
MRNA-Expression von Katalase, Mn-SOD und Cu/Zn-SOD in Primarkulturen von Alveolar
Typll-Zellen. a) Northern-Blot-Analytik: Pro Probe wurden 20 ;g Gesamt-RNA gelelektropho-
retisch aufgetrennt. Der Nachweis der Katalase und Mn-SOD mRNA erfolgte durch Hybridisie-
rung mit einer 32Phosphor-markierten Katalase bzw. Mn-SOD-spezifischen Sonde. Dargestellt
ist die densitometrische Auswertung der resultierenden Northern-Blot-Analysen aus den Mittel-
werten + Sg PQ 50 uM (n=3), H,O, 100 xM (n=2), PQ 10 xM (n=2), PQ 100 uM (n=1). b)-d)
PCR-Analytik: Gezeigt ist die densitometrische Auswertung der PCR-Produkte fir Katalase,
Mn-SOD, Cu/Zn-SOD und R-Aktin an b) den Kulturtagen 0 bis 4 und nach c) PQ- (10 uM, 50
M) oder d) H,O5- Inkubation (50 M, 100 pM). Dargestellt sind die Mittelwerte +£S; der relati-
ven Expression zum Praparationstag aus drei unabhangigen Préaparationen (Tag 0-3 n=3, Tag 4
n=2), bzw. die relativen Expressionsdnderungen zu Zellkulturen ohne Behandlung (n=3, fir PQ
50 uM n=2). Eingerechnet ist das jeweilige Verhaltnis zur -Aktin-Expression.

M) in schwach toxischen Konzentrationen fiir 20 h inkubiert. Die Vitalitat lag in diesem Bereich
bei 85 - 95%. Mittels RT-PCR wurden die Expression von Cu/Zn-SOD, Mn-SOD und Katala-
se untersucht. Hierbei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede fiir die Enzym-Expression
(Abb. 14c, d). In der mit der Northern-Blot-Analytik untersuchten mMRNA konnten ebenso keine
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4 ERGEBNISSE 4.5 Untersuchungen zur mRNA-Expression

signifikanten Differenzen fur die Mn-SOD- und die Katalase-Expression gefunden werden (Abb.
14a).

45.3 Uber dieKulturdauer in NHBEZ

In den Kulturen von NHBEZ finden sich mittels RT-PCR-Analytik starke interindividuelle Un-
terschiede fir Katalase und Mn-SOD uber den Verlauf der verschiedenen Kulturgenerationen. Es
wurde eine Steigerung der Katalase- und Mn-SOD-Expression zwischen der ersten und zweiten
Generation (erste Auswachskultur ca. 2 - 3 Wochen, zweite Auswachskultur nach weiteren 2 -
3 Wochen) gefunden. Die Signifikanzniveaus lagen flr Katalase bei p=0,124 und fir Mn-SOD
p=0,645 (n=4), sie sind den interindividuelle Unterschiede und den geringen Patientenzahlen
geschuldet (Abb. 15a).

45.4 Nach PQ- oder H,O,-Inkubation in NHBEZ

Wurden Kulturen von NHBEZ in der ersten Generation mit Paraquat (50 M) oder H,O, (100
M) fur 20 h inkubiert, fanden sich keine signifikanten Unterschiede in der mRNA-Expression
fur Katalase und Mn-SOD (Abb. 15b).
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Abbildung 15: Einfluss a) der Generationen und b) der PQ- oder H ,0,-Inkubation (20 h) auf
die mMRNA-Expression von Katalase und Mn-SOD Kulturen von NHBEZ mit PCR-Analytik:
Gezeigt ist die densitometrische Auswertung der PCR-Produkte fir Katalase und Mn-SOD bis
zur dritten Generation und nach PQ- (50 xM) oder H2O5-Inkubation (100 ;M) . Dargestellt sind
die Mittelwerte £Sy der relativen Expression zur ersten Generation aus vier unabhangigen
Praparationen (erste n=4, zweite n=4, dritte n=2), bzw. die relativen Expressionsanderungen
zu Zellkulturen ohne Behandlung (n=3). Eingerechnet ist das jeweilige Verhaltnis zur R-Aktin-
Expression.
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4 ERGEBNISSE 4.6 Untersuchungen im Mikrosomensystem

455 Nach PQ- oder H,O,-Inkubation in humanen Karzinomlinien H322 und H358

Nach einer Inkubation 90% konfluente Kulturen von H322 und H358 mit PQ (50 M) und H,0,
(100 M) fir 20 h, fanden sich in beiden Zelllinien keine Veranderungen der mRNA Expression
fir KAT und Mn-SOD, weder in der Northern-Blot-Analytik (nicht dargestellt) noch in der RT-
PCR- Analytik (Abb. 16).

a) H322 b) H358

S 1907 mmmm Katalase S ™50 mmmm Katalase
@ === Mn-SOD 7 === Mn-SOD
5 s
100 | ﬁ 100 1
< <
pd pd
kS k)
o e

0 0

Kontr. PQ H,O, Kontr. PQ H,0,

Abbildung 16: Einfluss der Kulturdauer und PQ oder H,0, (20 h) auf die mRNA-Expression
von Katalase und Mn-SOD in den Tumorlinien H322 und H358 mit PCR-Analytik: Gezeigt
ist die densitometrische Auswertung der PCR-Produkte fur Katalase und Mn-SOD nach PQ-
(50 uM) oder H505- Inkubation (100 pM). Dargestellt sind die Mittelwerte +S; der relativen
Expressionsanderungen zu Zellkulturen ohne Behandlung (H322 n=4, H358 n=5). Eingerechnet
ist das jeweilige Verhdltnis zur 3-Aktin-Expression.

4.6 Untersuchungen im Mikrosomensystem
4.6.1 NADPH-Verbrauchsmessung

Die NADPH-Verbrauchsraten mit und ohne PQ von Mikrosomenpréparationen aus Leber- und
Lungengewebe wurden in einem Ansatz aus PBS-HEPES (ad 1000), Mikrosomenfraktion (50
g Gesamtprotein), NADPH (300 M) und PQ (100 M oder 1 mM) bestimmt. Die Zugabe von
Mikrosomenfraktionen zum Ansatz aus PBS und NADPH filhrt zum sofortigen, wenn auch nur
geringem Verbrauch von NADPH. Es gibt also noch andere NADPH-verbrauchende Enzymsy-
steme in der Mikrosomenpréparation. Befindet sich nur PQ und NADPH im Ansatz, findet keine
Reaktion statt. Die Anwesenheit von PQ flihrt zu einem konzentrationsabhdngigem Anstieg der
Reaktionsgeschwindigkeit, so stieg sie bei einer Endkonzentration von 1 mM Paraquat um das
5-fache (Tab. 3). Die Lebermikrosomenfraktionen zeigen eine deutlich starkere Reaktionskraft
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als Lungenmikrosomenfraktionen (Abb. 17a). Die Zugabe von SOD hatte keinen Einfluss auf
diese Reaktion (nicht dargestellt).

4.6.2 Sauerstoffverbrauchsmessung

Die Sauerstoffverbrauchsraten von Mikrosomenpraparationen aus Leber- und Lungengewebe
mit und ohne PQ wurden in einem Ansatz aus PBS-Hepes (ad 1600), Mikrosomenfraktion (50 1.9
Gesamtprotein), NADPH (300 M) und PQ (1 mM) im Oxygraph bestimmt. Im Ansatz aus Mi-
krosomen und Puffer wurde ohne NADPH kaum Sauerstoff verbraucht. Die Zugabe von NADPH
startete die Reaktion, welche aber schnell wieder abflachte. Die mehrmalige Zugabe von NADPH
fuhrte immer wieder zum Anschub der Reaktion (Abb. 8). Mikrosomen aus dem Lebergewebe
verbrauchten 1,7 mal mehr Sauerstoff als Lungenmikrosomen. Die Zugabe von PQ flhrte in bei-
den Untersuchungsobjekten zu einer deutlichen Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit: um
Faktor 2,7 fiir Lunge und 2,8 fiir Leber (Tab. 3, Abb. 17b). Die Zugabe von SOD im Uberschuss
beeinflusste die Reaktion nicht. Der Zusatz von Katalase bewirkt einen Anstieg der Sauerstoff-
konzentration im Reaktionsansatz. Die Zugabe von NDT fuhrt zum sofortigen Verschwinden von
Sauerstoff (nicht dargestellt).
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Abbildung 17: a) Einfluss von PQ auf den NADPH-Verbrauch von Mikrosomenfraktio-
nen aus Leber- und Lungengewebe der Ratte: Gezeigt sind Mittelwerte +S g der absoluten
NADPH-Verbrauchsraten in nmol pro Minute (n=3-5) * p < 0,05 zur Kontrolle. b) Einfluss von
PQ auf den Sauerstoffverbrauch von Mikrosomenfraktionen aus Leber- und Lungengewe-
be der Ratte: Gezeigt sind Mittelwerte +S;; der absoluten Sauerstoffverbrauchsraten in nmol
pro Minute (n=5-6), * p < 0,05 zur Kontrolle ohne PQ.
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4.6.3 Superoxidquantifizierung

Lucigeninchemolumineszenz Der Zusammenhang der Entstehung von Chemolumineszens
(CL) durch Mikrosomenfraktionen in Abh&ngigkeit von PQ wurde in einem Bioluminat mit
Hilfe von Lucigenin untersucht. Erst die Zugabe der Mikrosomen bzw. von NADPH startete
die Reaktion in einem Ansatz aus Mikrosomenfraktionen aus Rattenleber (50 p.g, Gesamtpro-
tein), PBS-Hepes (pH 7,4, ad 1000 pl), Lucigenin (50 M) und NADPH (300 ;M). Befand
sich PQ (50 M) im Ansatz, konnte bei den untersuchten Konzentrationen keine Verénderung
der Chemolumineszenz festgestellt werden (Abb. 18a). Im Bereich von 0,1 mM bis 5 mM PQ
lieRd sich ebenfalls keine Konzentrationsabhangigkeit auf PQ nachweisen, tendenziell wurde aber
eine Hemmung der CL von Mikrosomenfraktionen ohne PQ festgestellt (Daten sind nicht dar-
gestellt). Die Mikrosomen aus Lebergewebe flihrten zu einer starkeren CL als Mikrosomen aus
dem Lungengewebe. Die Zugabe von SOD im Uberschuss (5 I u.v.) filhrte mit und ohne PQ
zu einer Hemmung der CL um ca. 30%. Wurde Katalase (10 pl u.v.) hinzugegeben, zeigte sich
keine Anderung.

DPI (Diphenyleneiodonium Sulfat) ist ein spezifischer Hemmer fur NADPH-Reduktasen
[89]. Eine DPI-Vorinkubation des Reaktionspuffers tber 10 min zeigte einen gleichen Anstieg
der Reaktionsgeschwindigkeit, fuhrte aber zu einem rascheren Abfall der CL. Nach einer DMSO-
Vorinkubation (Dimethylsulfoxid) ber 10 min halbierte sich die CL bei gleichen Anstiegen
(Abb. 18b).

LEBER LUNGE
(50 1.9) (50 129)
OHNE PQ PQ OHNE PQ PQ
(final ImM) (final ImM)
NADPH 0,0086 + 0,0012 | 0,0492 + 0,0086 | 0,0027 + 0,00027 | 0,0169 + 0,0033
(nmol/min) (n=4) (n=5) (n=5) (n=5)
0O, 0,913 + 0,159 2,6 +£ 0,362 0,535 + 0,104 1,443 + 0,224

(nmol/min) (n=5) (n=5) (n=6) (n=6)
FORMAZAN 0,00922 0,0083 0,00198 0,00147
(nmol/min) (n=1) (n=1) (n=1) (n=1)

Tabelle 3: Gegenuiberstellung der NBT, NADPH und O, Raten: Angabe der Mittelwerte +S.
Ansatz aus 50 ;g Mikrosomenfraktionen in PBS (pH 7,4), NADPH (0,2 mM), ohne PQ oder mit
PQ (1 mM).
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Abbildung 18: a) Einfluss von PQ, SOD und Katalase auf die Lucigeninchemolunineszenz
von Mikrosomenfraktion aus Rattenleber: Mikrosomenfraktion aus Rattenleber (50 ug Ge-
samtprotein) in PBS-Hepes (pH 7,4 ad 1000 pl), Lucigenin (50 M), NADPH (300 M), SOD
(5 pl uv) und Katalase (10 pl uv) einmal mit PQ (50 mM) und einmal ohne PQ. Gezeigt sind
die Mittelwerte £S5Sg von drei unabhéngigen Messungen. b) Einfluss von DPI und DMSO-
Vorinkubation auf die Lucigeninchemolunineszenz von Mikrosomenfraktion aus Ratten-
leber: Mikrosomenfraktion aus Rattenleber (50 ug Gesamtprotein) in PBS-Hepes (pH 7,4 ad
1000 pl), Lucigenin (50 uM), NADPH (300 M), SOD (5 ul uv) und Katalase (10 ul uv) einmal
mit PQ (50 mM) und einmal ohne PQ und je einmal mit DPI-Vorinkubation 10 pl fur 10 min,
DMSO-Vorinkubation 10 pl fir 10 min.

Nitrobluetetrazolium (NBT) Der Einfluss von Paraquat und Superoxiddismutase auf die For-
mazanbildung aus NBT durch Leber- oder Lungenmikrosomen aus der Ratte wurde im Spek-
trophotometer bei 570 nm untersucht. Leber- und Lungenmikrosomenfraktionen der Ratte (50
(g Gesamtprotein), in PBS-Hepes (pH 7,4, ad 1000 pl), NBT (10 M) und NADPH (300 M)
wurden mit PQ (1 mM) und ohne PQ untersucht. Die Zugabe von NADPH oder Mikrosomen
zum Ansatz startete die Reaktion. Die Lebermikrosomen besaRen eine 5-fach stérkere Aktivitat
als die Lungenmikrosomen (Tab. 3). Die Zugabe von SOD (5 yl u.v.) im Uberschuss, fiihrte zu
einer Hemmung der Reaktion um maximal ein viertel. PQ in einer Endkonzentration von 1 mM
hemmte die Reaktion um 10% - 25% (Daten sind nicht dargestellt).

4.7 Untersuchungen zur Paraquat ver mittelten Radikalgenerierung

Eine Mdglichkeit freie Radikale direkt nachzuweisen, ist die spektroskopische Technik der Elek-
tronen-Spin-Resonanz (ESR). Die z.T. extreme Kurzlebigkeit reaktiver Strukturen begrenzen je-
doch deren Detektionsmoglichkeiten. Nur stabile bzw. sehr langsam reagierende Radikale sind
direkt nachweisbar. Bestimmte Radikale lassen sich unter besonderen Bedingungen wie unter
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stark alkalischem pH-Wert, unter anaeroben Verhéltnissen oder bei niedrigen Temperaturen sta-
bilisieren. Eine weitere Moglichkeit des Nachweises kurzlebiger Radikale ist das Binden an
Detektormolekile, das sogenannte Einfangen (trapping) der Radikale. Das Radikal reagiert mit
diesem Trap-Molekil und es entsteht ein relativ stabiles radikalisches Produkt. Zum Nachweis
der sehr kurzlebigen Hydroxylradikale wurde DEPMPO (5-Di-ethoxyphosphoryl-5-methyl-1-
pyrrolin-N-oxid) verwendet.

4.7.1 Generierung des PQ-Radikals

Das blaue PQ-Radikal (PQ**) wurde durch chemische Reduktion mittels Natriumdithionit (NDT)
und durch ein Enzymsystem mittels Xanthin und Xanthinoxidase (X/XO) generiert. Das PQ**
besitzt eine tiefblaue Farbe mit einem Absorptionsmaximum bei 603 nm und 396 nm und ei-
ne typische 35-gipflige Hyperfine-Struktur. Uber den molaren Extinktionskoeffizienten bzw. den
Vergleich mit einem bekannten Spin-Standard ist eine Quantifizierung des PQ** mdglich. Als
Spin-Standard diente das stabile paramagnetische Ultramarin mit einer Spinzahl von 3,61 x 1016,
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Abbildung 19: a) Einfluss von Desferoxamin auf die Generierung des PQ-Radikals durch
NDT und die L6schung des Signals durch H,04: Ansatz aus PBS (pH 7,4 ad 1 ml), mit N»-
Begasung in luftdichter Kuvette, PQ (50 M), Reaktionsstart mit NDT (0,6 mM). Die Zugabe von
H,0, (0,5 mM) oder Puffer nach 2,5 min. Desferoxamin Vorinkubation ca. 30 min 1 mM. b) Ent-
stehung des PQ-Radikals durch NDT in Abhangigkeit von der eingesetzten Konzentration
NDT: Ansatz: PBS, PQ (500 uM), H,O4 (500 M), NDT (0,1-2 mM).

Chemische Generierung mittels Natriumdithionit  In Gegenwart von NDT wird PQ?* zu
PQ*" reduziert. In einem Ansatz aus PBS (pH 7,3 ad 1000 pl) und PQ (50 xM) wird PQ?**
unter anaeroben Bedingungen sofort nach der Zugabe von NDT (0,5 mM) zu PQ** reduziert.
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Dabei ist die reduzierte PQ-Menge von der eingesetzten NDT-Konzentration (0,1 mM bis 2
mM) abhéngig. Um eine maximale Reduktion von PQ?* zu erreichen, ist etwa die 3-fache NDT-
Konzentration notwendig. In den Standardexperimenten wurde eine ca. 10-fache NDT-Menge
eingesetzt (0,6 mM NDT und 50 M PQ). Uber den molaren Extinktionskoeffizienten ergibt
sich eine rechnerische Konzentration von 41 + 1,0 umol. Die Zugabe von H,O, (5 ul Ny be-
gast, final 500 M) in die Kuvette fihrte zum sofortigen Abfall der Extinktion. Eine analoge
Zugabe von 5 pl PBS-Puffer @nderte die Extinktion nicht. Die Vorinkubation des Puffers mit
Desferoxamin (1 mM) tber 30 min zeigte keinen Einfluss auf diese Reaktionen.

Eine Natriumdithionitlésung (100 mM) zeigte in der ESR-Spektroskopie das typische ein-
gipflige Signal flr schwefelzentrierte Radikale (Abb. 26a). In einem Ansatz aus NDT (0,6 mM)
und PQ (50 ;zM) zeigte sich unter anaeroben Bedingungen das PQ**-Signal (Abb. 20a). Uber die
doppelte Integration der Flache und dem Vergleich mit dem Ultramarinstandard errechnete sich
ein Konzentration von 46,2 + 5 M (Tab. 4). Die Zugabe von H,O, (3 I N5 begast, 100 ;M)
direkt in die Messkammer der Flachzelle fiihrte zum Ausldschen des PQ**-Signals, wogegen
die vergleichsweise Zugabe von 3 ul PBS-Puffer zu keiner Verdnderung flhrte (Abb. 20b, c).
Die Vorinkubation des Puffers mit Desferoxamin (1 mM) tGber 30 min zeigte keinen Einfluss auf
diese Reaktionen.

1mT TmT

— PQ/NDT = PQIXO/X

LAA/\/\/\/\N\A[\/\/WV\IU\/\/W\/\/\W mevwv\f

b + H,0, e + H,0,

> AN S A A i NN Nl N NN AN N At bt SN et SN
+ Puffer + Puffer

T

Abbildung 20: Das PQ-Radikal in der ESR und der Einfluss von H,0, a) bis c) durch Na-
triumdithionit (NDT): Ansatz PQ?* (50 M) in PBS (pH 7,4) durch NDT (0,6 mM) zu a) PQ*,
b) Zugabe von 5 ul H,O4 (100 mM) direkt in den Messbereich der Flachzelle fihrte zum Auslé-
schen des Signals wogegen c) die Zugabe von 5 pl Puffer nur zur partiellen Léschung fiihrte.
b) bis f) durch Xanthin und Xanthinoxidase (XO/X): a) Ansatz aus PQ (1 mM), X (0,2 mM)
und XO ca. 60 mU, b) Zugabe von 3 ul H,0, (100 mM) direkt in den Messbereich der Flachzelle
fuhrte zum Ausléschen des Signals wogegen c) die Zugabe von 3 pl Puffer nur zur partiellen
Léschung fuhrte.
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Abbildung 21: Messung der Harnsaurebildung, des Xanthinverbrauchs und der PQ-
Radikalbildung mittels XO/X: a) Gezeigt ist der Verbrauch von Xanthin (275 nm) und die Ent-
stehung von Harnsaure (293 nm) unter aeroben Bedingungen. b) Gezeigt ist die Extinktion bei
293 nm im Harnsauremaximum, bei 396 nm und bei 603 nm fir PQ?* (PBS pH 7,4 ad 1 ml, X
0,2 mM, PQ (1 mM), Reaktionsstart mit 40 mU XO).
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Abbildung 22: a) Einfluss von Desferoxamin auf die Generierung des PQ-Radikals durch
XO/X und die Ldschung des Signals durch H,O5: Ansatz PBS pH 7,4 ad 1000ul, mit No-
Begasung in Spezialkivette, PQ (50 xM), X (0,2 mM), Reaktionsstart mit XO (ca. 104 mU),
Zugabe von 5 ul H2O5 (10 mM) oder 5 ul Puffer nach 10 min. Desferoxamin Vorinkubation ca.
30 min 1 mM. Gezeigt sind die Mittelwerte PBS n=4, Kontrolle Puffer n=2, Desferoxamin n=4.
b) Einfluss von H,05 im Ansatz auf die Generierung des PQ-Radikals durch XO/X: Ansatz:
PBS pH 7,4 ad 1000 ul, mit No-Begasung in Spezialkuvette, PQ (50 M), (0,2 mM), H,04 (O -
150 M) Reaktionsstart mit XO (ca. 104 mU).

Enzymatische Generierung durch Xanthinoxidase Die Xanthinoxidase kann PQ?* als Elek-
tronenakzeptor verwenden und ein Elektron auf PQ?** (bertragen. In einem wassrigen System
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4.7 Untersuchungen zur Paraquat vermittelten Radikalgenerierung

PQ** (umol)
UV-VIS ESR
PQ?*/NDT DF vor H,O, | nach H50,
1 mM/5 mM n.b. 562 + 25 0,0
(n=13)
0,05 mM/0,6 mM 41,0 £1,1 | 46,2+ 5,0 0,0
(n=5) (n=10)
0,05 mM/2,0 mM 39,3+10 | 259+54 |17,2+9,1
(n=5) (n=3) (n=3)
0,1 mM/2,0 mM 73,8+09 |66,2+10,1 | 7,6 £3,8
(n=5) (n=8) (n=3)
0,1 mM/2.0 mM 1,0mM | 68,0+0,9 | 67,4 £+ 18,2 0,0
(n=5) (n=4)
PQZF/X/OX
1,0 mM/0,2 mM/60 mU 703+£19 | 31,0+ 3,5 0,0
(n=5) (n=8)
0,1 mM/0,2 mM/60 mU 97+0,7 | 13,0+1,6 0,0
(n=3) (n=3)

Tabelle 4: PQ-Radikalkonzentration: mittels UV-VIS und Berechnung tber den molaren Ex-
tinktionskoeffizienten oder durch Vergleich mit einem Spin-Standard in der ESR (n.b. nicht be-
stimmbar).

aus Xanthin und Xanthinoxidase lief sich die Harnsaureentstehung (Absorptionsmaximum 293
nm) und der Xanthinverbrauch (Absorptionsmaximum bei 275 nm) parallel spektrophotome-
trisch beobachten. Ein Standardansatz bestand aus PBS (pH 7,4, ad 1000 pl), Xanthin (200 M),
und Xanthinoxidase (ca. 40 mU) (Abb. 21a). Unter anaeroben Bedingungen wurde in diesem
System nur wenig Harnséure gebildet (Abb. 21b). Befand sich PQ im System, konnte im Oxy-
graph beobachtet werden, dass in einem Ansatz aus PBS (pH 7,4 ad 1600), Xanthin (200 1M),
Xanthinoxidase (30 mU) und PQ (1 mM) innerhalb weniger Minuten samtlicher Sauerstoff ver-
braucht wird. Durch die Zugabe von Katalase (5 pl u.v.) liel sich tiber die entstehende O,-Menge
eine Aussage Uber die gebildete Menge H,O, treffen (nicht dargestellt). Unter anaeroben Bedin-
gungen lief3 sich die Entstehung des blauen PQ-Radikals, parallel zur Harnsaurebildung spektro-
photometrisch beobachten. In einem Ansatz aus PBS (pH 7,3 ad 1000 pl), PQ (50 M), Xanthin
(0,2 mM) und Xanthinoxidase (60 mU) wurde unter anaeroben Bedingungen innerhalb von 10
min eine bestimmte Menge PQ?* zu PQ** reduziert. Es fanden sich etwa 10% der eingesetzten
PQ?*-Menge im reduzierten Zustand (Tab. 4). Die direkte Zugabe von H,0, (final 50 M) in die
Kivette fuhrte zum sofortigen Abfallen der Extinktion. Die analoge Zugabe von 5 ul PBS-Puffer
anderte die Extinktion nicht. Eine Vorinkubation des Puffers mit Desferoxamin (1 mM) tiber 30
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min flhrte zu einer leichten Verzogerung der Reaktionsgeschwindigkeit, die maximal reduzier-
bare Menge PQ** (10% von PQ?*) wurde aber auch hier erreicht (Abb. 22a). Wurde bereits vor
dem Reaktionsstart mit Xanthinoxidase, H,O, zwischen 50 und 100 1M in den Ansatz gegeben,
wurde eine konzentrationsabhangige Verzdgerung der PQ-Reduktion und eine Verminderung der
maximal erreichbaren PQ**-Menge festgestellt (Abb. 22b).

1mT

—

a aerob (o3 Katalase

Abbildung 23: Einfluss von Katalase und Superoxiddismutase auf das PQ-Radikal in der
ESR-Spektroskopie. Ansatz PQ (100 M) in PBS, X (0,2 mM) und 60 mU XO. a) unter normal
Luftsauerstoff, b) unter anaeroben Bedingungen, c) Zugabe von 10 pl Katalase (u.v.) oder d) 10
1l SOD (u.v.) direkt zum Reaktionsansatz.

In einem Ansatz aus PQ (1 mM) und Xanthin (0,2 mM) generierten 60 mU Xanthinoxidase
unter anaeroben Bedingungen in der ESR-Spektroskopie das typische PQ-Signal (Abb. 20d).
Eine Zugabe von 3 ul H,0, direkt in die Messkammer der Flachkiivette 16schte diese Signal
vollstandig (Abb. 20e). Die analoge Zugabe von 3 pul Puffer verkleinerte das Signal dagegen nur
um ca. 10% (Abb. 20f). Auch hier fand sich nur ein Teil der eingesetzten PQ-Konzentration in
reduzierter Form wieder. Bei einem Einsatz von 1 mM PQ 31,0 + 3,5 M und bei 0,1 mM PQ
Einsatz 13,0 + 1,6 xM (Tab. 4). Der Einfluss von antioxidativen Enzymen auf diese Reaktion
wurde durch die Zugabe von Katalase und Superoxiddismutase im Ansatz geprift. Beide fiihren
zu keiner Veranderung des generierten PQ-Radikal-Signals (Abb. 23).

4.7.2 Hydroxylradikalnachweis mit Spin-Trap

Mit Hilfe der Spin-Trap DEPMPO liel3 sich das Hydroxylradikal “einfangen”, es zeigte ein ty-
pisches 8-gipfliges DEPMPO-OH*-Addukt. Ein Standard-Addukt wurde durch NTA-Fe?* und
H,O, generiert (Abb. 24a). Dieses Signal lieR sich nach einer Vorinkubation des Puffers mit
Desferoxamin (1 mM) nicht mehr darstellen (Abb. 24b). Mit einem Ansatz aus PBS (pH 7,4 ad
350 ul), PQ (0,1 mM), NDT (2 mM) und DEPMPO (12 mM), welcher geschttelt wurde und
dadurch Sauerstoff eingebracht wurde, lie} sich das DEPMPO-OH*®-Addukt gut darstellen (Abb.
24c). Befand sich kein PQ im Ansatz, konnte auch kein DEPMPO-OH*-Addukt gefunden wer-
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Abbildung 24: DEMPO-eOH-Addukte Standard und mittels NDT und PQ: Standard a) PBS
(pH 7,4), DEPMPO (12 mM), H,0, (0,1 mM), Reaktionsstart mit NTA-Fe?* (je 0,6 mM final),
b) gleicher Ansatz mit Desferoxamin (DF 1 mM) 30 min Vorinkubation des Puffers, c) PBS (pH
7,4 ad 1 ml), PQ (100 M), NDT (2 mM), davon 330 pl plus DEPMPO (12 mM) vortexen und in
die Flachzelle Gberfiihrt. d) gleicher Ansatz wie ¢, nur ohne PQ, e) gleicher Ansatz, nur 0,1 mM
Desferoxamin Vorinkubation 30 min, f) gleicher Ansatz, nur 1 mM Desferoxamin Vorinkubation
30 min.

den (Abb. 24d). Eine Vorinkubation des Puffers mit Desferoxamin (0,1 oder 1 mM) Gber 30 min
flhrte zu einer leichten Verminderung der Signalstarke des DEPMPO-OH*-Adduktes (Abb. 24e,
f). Mit Hilfe des Standards Ultramarin war eine Quantifizierung der DEPMPO-OH*-Addukte
maoglich. Es errechnete sich eine DEPMPO-OH*-Addukt-Konzentration von 4,63 M =+ 0,75
ohne Desferoxamin und mit 1 mM Desferoxamin Vorinkubation von 4,21 ;M + 0,82 bei einem
Verhaéltnis von PQ 0,1 mM und NDT 2 mM.

Eine direkte Zugabe von H, O, in die Flachzelle flihrte dagegen nur zu sehr schwachen OH*-
DEPMPO-Signalen, welche an der Nachweisgrenze des ESR-Gerates lagen (nicht dargestellt).
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5 Diskussion

Im Respirationstrakt stehen die ROS und/oder freien Radikale in einem engen Zusammenhang
mit der Inhalation von verschiedenen Gasen und Partikeln sowie dem systemischen Anfluten
von Fremdstoffen. Zudem ist die Lunge den hdchsten Sauerstoffpartialdriicken im Korper aus-
gesetzt. Da die ROS sehr reaktiv sind und als pathologische Faktoren wirken, haben Organismen
verschiedene enzymatische und nichtenzymatische Schutzmechanismen entwickelt.

Die Beeinflussbarkeit der Expressionsmuster der antioxidativen Enzyme in der Lunge durch
ROS stand in der vorliegenden Arbeit im Mittelpunkt. Als in vitro-System dienten primar kul-
tivierte Alveolar Typll-Zellen, humane Brochialepithelzellen und zwei Zelllinien aus humanen
Lungenkarzinomen. Das Herbizid Paraquat wurde auf Grund seiner organspezifischen Toxizitét
als Generator fur reaktive Sauerstoffspezies gewéhlt. Zum Vergleich wurde Wasserstoffperoxid
in den Induktionsversuchen eingesetzt. Im weiteren wurde der Wirkungsmechanismus von Pa-
raguat naher untersucht.

51 PrimareAll-Zédlen, humane NHBEC und Tumorlinien H358/H322

Die Karzinome der Lunge bedingen den grofiten Teil der Gesamtmortalitatsrate durch Tumore
bei Mannern. Diese sind zu 90% mit der Inhalation von Tabakrauch assoziiert. Aus epidemiologi-
schen Studien und der Arbeitsmedizin sind gewisse Risikofaktoren fir bestimmte Berufsgruppen
bzw. fur den Umgang mit bestimmten Stoffen bekannt (z.B. Asbestarbeiter). Doch die moleku-
laren Mechanismen der Tumorentstehung in der Lunge liegen mit einer Vielzahl von Signalwe-
gen, Transportern, Onkogenen, Tumorsupressorgenen, der gegenseitigen Beeinflussung und dem
Wechselspiel mit den auf3eren Einflissen weitgehend im Unklaren [131]. In Kanzerogenitatsstu-
dien konnte gezeigt werden, dass bestimmte Zellpopulationen innerhalb des Lungengewebes auf
aulere Einflisse sensitiver reagieren. Die durch NNK (4-(Methylnitrosamin)-1-(3-pyridyl)-1-
butan), einem Nitrosamin aus dem Tabakrauch, induzierten Lungentumoren in Ratten und Mé&u-
sen gehen aus transformierten All-Zellen oder Clarazellen hervor. Fir diese beiden Zelltypen ist
eine Beteiligung am Stoffwechsel von Fremdstoffen nachgewiesen [11, 12, 13, 141, 159].

Die Untersuchungen der Genexpression lassen nur einen kleinen Einblick in die zellphy-
siologischen Zusammenhénge zu. Es sind lediglich “Momentaufnahmen” maoglich, die zudem
durch die experimentellen Mdglichkeiten nur eine beschrankte Aussagekraft besitzen. Um die
Reaktionsmuster eines einzelnen Zelltypes separat zu untersuchen, stehen nur Primarkulturen
und immortalisierte Zelllinien zu Verfugung. In beiden Systemen kann die in vivo Situation nur
annahernd nachgeahmt werden. So ist die basal-apikal-Ausrichtung von Epithelzellen, z.B. Al-

56



5 DISKUSSION 5.2 Radikalische Schadigung durch Paraquat und Wasserstoffperoxid

veolar Typll-Zellen (basal: Blutstrom, apikal: Luft) in einem Kulturgefal® nur mit einem hohem
technischem Aufwand realisierbar. Meist muss mit einer Vereinfachung gearbeitet werden. Eine
Schwierigkeit stellen dabei die phanotypischen Verdnderungen als Anpassungsreaktion auf die
Kulturbedingungen dar. Die Expressionsmuster und die Aktivitaten der verschiedenen Enzyme
und Proteine unterliegen damit gewissen Unsicherheiten und relativ groRen Schwankungen. Die-
se Tatsache erfordert eine moglichst konstante Einhaltung einmal festgesetzter Kulturbedingun-
gen, da Veranderungen des Phanotyps durch die &ulleren Bedingungen mit den entsprechenden
Auswirkungen auf die Versuchsergebnisse nur so minimiert werden kdnnen bzw. die einzelnen
Ergebnisse miteinander vergleichbar bleiben.

Als die, der in vivo Situation am n&chsten stehenden Zellkulturformen standen fir diese Ar-
beit primar, isolierte Alveolar Typll-Zellen und humane Bronchialepithelzellen zur Verfugung.
Die in vivo Kultivierung von Zellen, insbesondere von primaren Kulturen, erfordert ein sehr
komplexes Prozedere. Die Kulturbedingungen sollten, sofern sie einmal optimiert wurden, auf
das peinlichste konstant gehalten werden, da selbst die Menge des Zellmediums einen Einfluss
auf die Toxizitat, z.B. von PQ zeigt [81].

Die Veranderung der metabolischen Parameter von verschiedenen Zelllinien und Priméarkul-
turen ist in umfangreichen Studien belegt. Alveolar Typll-Zellen zeigen in der Primarkultur eine
Reihe phénotypischer Veranderungen. Sie verringern die Anzahl ihrer Lamellarkdrperchen, pro-
duzieren mehr Surfactant und zeigen eine Verringerung der Cytochrom P-450-Expressionsmuster
[43, 64, 130].

Der Einsatz permanenter Zelllinien aus immortalisierten Zellen stellt die einfachste M6g-
lichkeit der Zellkultur dar, da zudem auf Versuchstiere verzichtet werden kann. Doch haben
permanente Zelllinien den Nachteil, dass sie primér aus Tumorzellen entwickelt werden und im
Verlauf ihrer Kultivierung Veranderungen unterworfen sind, so dass die Ergebnisse nur mit Ein-
schréankungen interpretierbar sind.

5.2 Radikalische Schadigung durch Paraquat und Wasser stoffperoxid

Da die reaktiven Produkte meist sehr kurzlebig sind und die zellularen Schéden von den Repara-
tursystemen der Zelle zum Teil sofort repariert werden, ist die Untersuchung eines radikalischen
Schédigungsmechanismus relativ schwierig und stark abhangig von der gewahlten Methode und
dem Untersuchungssystem. Eine Mdglichkeit, einen Einblick in den Wirkungsmechanismus zu
bekommen, ist die Bestimmung von sog. “footprint’s”. Dabei werden die oxidativen Verande-
rungen an Molekulen, z.B. DNA (Strangbrtiche) oder Folgeprodukte einer radikalischen Schadi-
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gung, z.B. Lipidperoxidationsprodukte (MDA), erfasst. Die Sensitivitatsbereiche der einzelnen
Methoden sind relativ unterschiedlich. So lassen sich DNA-Strangbriiche bedeutend friiher als
Lipidperoxidationsprodukte nachweisen, was nicht heiflen muss, dass noch keine Lipidperoxi-
dation stattgefunden hat.

In dieser Arbeit wurde Malondialdehyd (MDA) im Kulturmedium der Alveolar Typll-Zellen
sowie H358 und H322 nach einer Inkubation mit PQ oder H,O, untersucht. MDA ist ein Ab-
bauprodukt der Lipidperoxidation und gibt Auskunft darlber, ob die verwendeten Stressoren
und/oder daraus generierte ROS in der Lage sind, Lipidperoxidation an den Zellkulturen auszu-
l6sen.

Im Kulturmedium der Alveolar Typll-Zellen fand ein konzentrationsabhangiger Anstieg auf
die Inkubation mit PQ und H,O, statt, selbst bei geringen Konzentrationen (PQ 50 M, H,O, 100
#M mit einer Vitalitdt von 75% bis 85%) wurde eine signifikante Erhéhung von MDA im Kul-
turmedium gemessen, wahrend sich in Kulturen der Tumorlinien H322 und H358 auf PQ kein,
und auf H,O, erst ab 1 mM ein signifikanter Anstieg fand, welcher bei noch héheren Konzen-
trationen nicht weiter anstieg. Ab dieser Konzentration sind weniger als 50% der metabolischen
Aktivitat nachzuweisen.

Es konnte gezeigt werden, dass MDA und damit die Lipidperoxidation auch in Kulturen ohne
zusétzlichen oxidativen Stressor vorkommt. Primare All-Zellen zeigen dabei signifikant hthere
MDA-Spiegel im Kulturmedium als die Tumorlinien H322 und H358. Die Tumorlinien sind
demzufolge besser an den “Stress” der Kulturbedingungen angepasst. Aus diesen Beobachtungen
lasst sich ableiten, dass die Lipidperoxidation einen “normalen” Prozess in lebenden Systemen
darstellt, immer und Uberall stattfindet und von den Reparatursystemen der Zellen erfasst werden
muss. In diesen Untersuchungen mussten die Messungen der MDA-Spiegel in den Tumorlinien
H322 und H358 in Alveolar Typll-Zellmedium erfolgen, da eine Messung in DEMEM, dem
Standardmedium, mit der gewéhlten Untersuchungsmethode nicht méglich war. Auf Grund der
Tatsache, dass Tumorlinien, wenn sie fir 20 h im Medium flr All-Zellen kultiviert werden, fast
die doppelte metabolische Aktivitat wie Kontrollzellen in DEMEM zeigen, muss offen bleiben,
ob das Ausbleiben von MDA typisch fir diese Tumorlinien ist oder nur auf die verbesserten
Kulturbedingungen zurtickgefuhrt werden kann.

Eine Lipidperoxidation an Doppelten-Lipidmembranen ist nur méglich, wenn das reaktive
Produkt in der Lage ist ein Wasserstoffatom von einer Methylengruppe der Membranfettsau-
ren zu entreiBen. Das entstehende Kohlenstoffradikal kann wieder mit Sauerstoff reagieren und
andere Peroxyl-Radikale konnen entstehen. Eine einzige Initiation kann, je nachdem wo das er-
ste Wasserstoffatom abgespalten wurde, unterschiedliche Mengen an Hydroperoxidmolekiilen
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generieren. Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid sind nicht, die Hydroxylradikale mit ih-
rer grolRen Reaktionskraft dagegen hervorragend in der Lage diese Kettenreaktion anzustof3en
[61, 151]. Im Schadigungsmechanismus von PQ und H,0, missen in jedem Fall Hydroxylradi-
kale eine Rolle spielen.

Das Malondialdehyd ist nur ein Abbauprodukt der Lipidperoxidation, es existiert in verschie-
denen Formen und entsteht hauptsachlich bei der Peroxidation von Linolol- und Aranidolsauren.
\Von Sédugerzellen wird es sehr schnell zu Azetat tiber Malonséure und Azetaldehyd verstoft-
wechselt [50]. MDA selbst besitzt noch toxische Eigenschaften und kann mit den verschieden-
sten Zellbestandteilen, sogar mit DNA reagieren [15]. Ein Nachweis im Kulturmedium kann
nur unverstoffwechseltes und freies, auBRerhalb der Zellen befindliches MDA erfassen. Es muss
entweder aus der intakten Zelle transportiert werden, direkt an der Oberflache entstehen oder
erst bei ihrer volligen Zerstorung freigesetzt werden. Im benutzten Untersuchungssystem ist nur
die Summe dieser Vorgénge erfassbar. Aus diesem Grund spricht das Ausbleiben von MDA im
Kulturmedium der Tumorlinien nicht zwingend gegen das Vorliegen eines radikalischen Schadi-
gungsprozesses in den Zellen. Der treppenférmige Anstieg durch H,O5 in den Tumorlinien kann
eventuell mit dem vollstandigen Auflésen des Zellverbandes erklért werden.

In einem Mikrosomen-System ist die MDA-Bildung reziprok abhéngig von den Konzentra-
tionen von PQ, Sauerstoff und NADPH, der Inkubationszeit und umgekehrt reziprok dem Zusatz
von SOD und VitE [146, 147]. Dies zeigt, dass die MDA-Bildung und damit Schadigung durch
PQ vor allem organspezifisch ist. Das toxikologische Erscheinungsbild wird von der Enzymaus-
stattung (PQ-reduzierendes kontra antioxidativ schutzendes System), dem Sauerstoffpartialdruck
und der erreichten PQ-Konzentration im Gewebe bestimmt. Die gefundenen Speziesunterschie-
de von Ratten- und Mausmikrosomen werden von dieser Arbeitsgruppe auf den relativen VitE-
Gehalt zurtickgefiihrt. Uber die relativen VitE Mengen in humanem Gewebe ist wenig bekannt,
doch sind die protektiven Effekte auf Lipidperoxidation hinreichend belegt [50, 61].

Die einzelne Zelle vermag bis zu einem gewissen Grad, oxidativen Stress zu tolerieren, Scha-
den zu reparieren oder sich mit einer Steigerung von Schutzmechanismen zu adaptieren. Die to-
xischen Wirkungen auf die Zelle kdnnen damit reversibel sein. Davon zu unterscheiden sind die
irreversiblen die 1.) bleibende Veranderungen am Erbmaterial (z.B. Mutationen) bewirken oder
2.) zum vollstandigen Untergang der Zelle flhren. Prinzipiell gibt es dafiir zwei Maoglichkeiten:
den programmierten Zelltod, die sog. Apoptose, flr die es einen “point of no return” gibt oder
die sofortige Nekrose [105].

In diesen Studien diente der MTT-Test als Zytotoxizitats- bzw. Vitalitatstest, eine Differen-
zierung, ob die Zellen nekrotisch verandert sind oder in Apoptose Uibergegangen sind, ist dabei
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nicht moglich. Der MTT-Test beruht auf der Reduktion von schwach gelben Tetrazoliumsalzen
zu dunkelblauem Formazan. Dabei wird der Tetrazolinring durch die Aktivitat der mitochon-
drialen Dehydrogenasen aufgebrochen. Proportional zur Aktivitat der Dehydrogenasen bildet
sich in den Zellen das unldsliche Formazan und dient als quantitativer Marker fur die gesam-
te Vitalitat/Stoffwechselaktivitat einer Zellkultur. Eine Inkubation mit PQ oder H,O, fiir 20 h
fihrte in Alveolar Typll-Kulturen und den Tumorlinien H322 und H358 zu einer konzentrations-
abhéangigen Verminderung der Reduzierungsféhigkeit des Formazans. Dabei reagieren Alveolar
Typll-Primarkulturen etwas sensitiver auf beide Stoffe. Dieser Unterschied tritt bei den mit PQ
behandelten Kulturen deutlicher hervor. Bei den Tumorlinien untereinander treten keine zelltyps-
pezifischen Unterschiede hervor. So zeigen die Alveolar-Typll-&hnlichen H358, welche in vivo
die Hauptakkumulatoren fur PQ darstellen, keine signifikanten Unterschiede zu den Clarazell-
ahnlichen H322 auf eine Inkubation mit PQ.

In vielen Zellsystemen ist die Induzierbarkeit des programmierten Zelltodes durch ROS und
die Aufhebung bzw. Verlangsamung durch Antioxidanzien nachgewiesen [23]. Ein Vitalitatstest
mit einer Coinkubation von Antioxidanzien oder antioxidativen Enzymen wurde in dieser Arbeit
nicht durchgefinhrt.

Der Einfluss der duReren Bedingungen, im speziellen des Kulturmediums, wurde durch die
Steigerung des Wachstumsverhaltens wahrend einer 20 h Inkubation der Tumorlinien H322 und
H358 im Alveolar Typll-Medium deutlich gezeigt.

Die Permanenz von PQ im Kulturmedium konnte Gber 48 h belegt werden, d.h. Gber den
ganzen Inkubationszeitraum bleibt die Konzentration von PQ im Kulturmedium konstant. Chen
et al. [27] haben belegt, dass die Aufnahme von PQ in Alveolar Typll-Zellen in Kultur zeitlich
begrenzt ist und nur eine bestimmte maximale Menge aufgenommen wird. Diese Angaben liegen
weit unter den von in vivo durchgefuhrten Versuchen, in denen in Alveolar Typll-Zellen bis zu
50-fach hohere Konzentrationen als im Blutstrom gefunden wurden. Warum derselbe Zelltyp in
vivo solch hohe Paraquatmengen gegen einen Konzentrationsgradienten akkumuliert, in vitro da-
gegen nicht, ist weitgehend unklar. Ein Erklarungsansatz ist vielleicht die fehlende basal-apikale
Ausrichtung, da PQ in vivo Uber einen aktiven Transportmechanismus aus dem Blut, also der
basalen Seite aufgenommen wird. Im Gegensatz dazu ist die gesamte Wasserstoffperoxidmenge
innerhalb von ca. 30 min aus dem Zellmedium verschwunden. H,O, diffundiert sehr schnell in
alle Zellen und wird dort verstoffwechselt [49, 76, 122]. Eine radikalische Schadigung kann also
im Gegensatz zu PQ nur wéhrend dieser relativ kurzen Zeitspanne stattfinden. Die entstehen-
den Schadigungen an kultivierten Zellen durch H,O, sind in vielen Studien belegt, z.B. auch
Mitochondrialen- und Kern-Genom-Veranderungen [44].
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5.3 DieAOE in All-Zéllen, NHBEC und Lungentumorlinien

Eine groRRe Anzahl verschiedener Mechanismen wird mit dem Schutz vor ROS vermittelten Scha-
digungen in Verbindung gebracht. Eine Schlisselrolle wird dabei den AOE zugeordnet [71]. Die-
se stehen oft in einem direktem Zusammenhang mit dem Resistenzverhalten der verschiedenen
Zelltypen gegenuber oxidativem Stress. So zeigen mit bakterieller Katalase transfizierte Zellen
bedeutend hohere Uberlebensraten auf oxidativen Stress durch PQ und H,0, [82]. Aus einigen
Experimenten geht weiter hervor, dass durch einen direkten oxidativen Stimulus, z.B. mittels
H,O,-Inkubation, die Expression von Mn-SOD reaktiv beeinflusst werden kann [132]. Ein ahn-
lich gutes Ansprechen ist fur die Cu/Zn-SOD und die Katalase trotz verschiedener Induktions-
versuche weitestgehend unbekannt [4, 128, 152]. Doch auch eine Reihe anderer Zellfunktionen
werden durch oxidativen Stress beeinflusst. E.coli reagieren auf milden oxidativen Stress durch
H,0, mit der Hochregulierung von tiber 30 verschiedenen Proteinen [91]. Uber die Mechanis-
men in Lungenzellen ist bis jetzt wenig bekannt.

Die Alveolar Typll-Zellen bilden je nach Spezies insgesamt nur etwa 10 - 15% der Lun-
genzellen. Diese geringe Zahl stellt fir quantitativ vergleichende Untersuchungen der All-zell-
spezifischen Genexpression eine der Hauptschwierigkeiten dar. Die geringe Zellausbeute, die
demzufolge geringe Gesamt-mRNA-Menge und die Mdglichkeit aus einer Tierpréparation nur
einen einfachen Versuchsansatz aus Kontroll- und Stressorkulturschale zu gewinnen, flhrten
im Verlauf der Versuche zu einem Methodenwechsel bzw. zu Methodenuberschneidungen von
Northern-Blot-Analytik und RT-PCR-Technik. Ahnliche Schwierigkeiten mussten bei der Mate-
rialgewinnung fur die NHBEZ (iberwunden werden.

Die Auswertung der mRNA-Expression erfolgte durch die Einbeziehung der 5-Aktin-Expres-
sion. S-Aktin ist ein wichtiger Bestandteil der Mikrofilamente und ist somit am Aufbau des
Cytoskeletts beteiligt. Auf Grund der essenziellen Bedeutung des Cytoskelettes fur die Zelle un-
terliegt S-Aktin einer hohen Expressionsrate, die zur Kontrolle des allgemeinen Zellstatus her-
angezogen werden kann. Um unspezifische Anderungen der mRNA-Expression in den Kulturen
auszuschlieen, wurden Kontrollansatze fir 3-Aktin in der RT-PCR hergestellt und gelelektro-
phoretisch aufgetrennt. Die Membranen der Northern-Blot-Analytik wurden mit einer 5-Aktin
spezifischen Oligonukleotidsonde rehybridisiert. Die Kontrolle einer gleichméafiigen Gelbela-
dung im Northern-Blot konnte durch Beurteilung der ribosomalen RNA (18S und 28S rRNA)
gesichert werden. Fir die Auswertung der densitometrischen Messungen wurden die relativen
Anderungen mit den jeweiligen Kontrollen aus den 3-Aktin bzw. rRNA Banden ins Verhaltnis
gesetzt.

Der Methodenaufbau fiir die Aktivitatsbestimmungen der Enzyme erfolgte mit Mikrosomen-
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fraktionen aus praparierten Lebern der Ratte. Eine Messung in Alveolar Typll-Zellen und NH-
BEZ schied aus, da nicht genligend Material zur Verfligung stand. Zum Vergleich wurden pra-
parierte Lungenschnitte nach 12 Stunden und nach 5 Tagen in Kultur in die Untersuchungen
einbezogen. Die Messung der Cu/Zn-Aktivitaten in den Tumorlinien konnte durch den Einsatz
hoher Gesamtproteinmengen in den Sensitivitatsbereich der Messmethode gebracht werden. Im
Falle der Katalase war dies nicht mdglich. Grundsatzlich hatte der Einsatz von Westernblottech-
niken eine héhere Sensitivitat zum Nachweis der AOE mdglich gemacht [108].

Die ermittelten Enzymaktivitaten fur die Gesamtorgane Leber und Lunge der Ratte bestéti-
gen die Ergebnisse von Stevens et al. [139]. Die Differenzen zwischen den beiden Organsyste-
men sind bei den Katalaseaktivitaten in weit hoherem Malfe als bei den Cu/Zn-SOD-Aktivitaten
ausgepragt. Dies ist bekannt und scheint auf Grund der besonderen Funktion der Leber als Haupt-
stoffwechselorgan und der Lokalisation von Katalase in den Peroxysomen sinnvoll. Die Aktivita-
ten der Tumorlinien zeigen fur Katalase nur 10% der Lungenaktivitat, bei der Cu/Zn-SOD ist dies
nicht in diesem Mal3e ausgepragt. Aus den Ergebnissen der Lungenschnitte, die eine Abnahme
der Aktivitaten fur beide Enzyme (ber die Kulturdauer zeigen, geht hervor, dass die Aktivitaten
der AOE trotz des relativ gut erhaltenen Organverbandes in vitro einer Abnahme unterworfen
sind. Auch fur andere Zelltypen und Organverbande sind &hnliche Befunde in der Literatur be-
schrieben. So fallt die Grundexpression und die Enzymaktivitat fiir Katalase in primére Ratten-
Hepatozyten tiber Kulturdauer von 3 Tagen besténdig ab, wogegen die Cu/Zn-SOD-Expressionen
und -Aktivitaten gleichbleibend sind, wéhrend die Mn-SOD bis zum zweiten Tag einen Anstieg
auf 300% zeigt und erst danach abfallt [122]. Die Alveolar Typll-Zellen der Ratte zeigten keine
Verénderung ihrer MRNA-Expression flir Katalase, Cu/Zn-SOD oder Mn-SOD ber die Kultur-
dauer von 4 Tagen. Bei den NHBEC fanden sich dagegen groRe individuelle Unterschiede, im
Allgemeinen aber eine Steigerung der Katalase- und Mn-SOD-mRNA-Expression von der ersten
zur zweiten Generation. Diese Steigerung war fir Katalase in einem weit starkerem Mal3e aus-
geprégt. Solche individuellen Differenzen, welche auch in anderen Zellfunktionen anzutreffen
sind (z.B. Enzyme der Cytochrom P450 Familie), lassen die Unterschiede im Ausldsen und in
der Auspragung bestimmter Krankheiten verstandlich erscheinen. So ist bekannt, dass z.B. bei
Expositionen am Arbeitsplatz die individuelle Empfénglichkeit auf bestimmte Stoffe, in Verbin-
dung mit individuell unterschiedlichen Reaktionen bestimmter Schutzgene oder Antioxidanzien
auf bestimmte Reizstoffe erheblich differiert. In welchem MaRe die antioxidativen Mechanismen
der AOE in diesem Zusammenhang von Bedeutung sind, ist derzeit nicht bekannt.

Ein Wissen Uber die Regulationsmdoglichkeiten der AOE wirde das Verstandnis fiir viele
Entziindungsreaktionen und Oxidanzien assoziierte Lungenkrankheiten verbessern. Bei der Ver-
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wendung von Katalase- und SOD-Derivaten, welche durch Targetmolekiile eine gewisse Or-
ganspezifitat erhalten oder via rezeptorvermittelter Endozytose in vivo eingesetzt werden kon-
nen, wird derzeit untersucht, ob bei verschiedensten Krankheitsbildern (Ischdmie/Reperfusion
Hirninfarkte) eine antioxidative Unterstiitzung moglich ist [8, 158]. Der protektive Effekt, insbe-
sondere einer regulativen Mn-SOD-Uberexpression, ist in der Vergangenheit in vitro Systemen
oft dokumentiert worden. Priméare Hepatozyten und Hepatomzelllinien kénnen nach H,0,- oder
PQ-Inkubation mit einem Anstieg ihrer Mn-SOD und Katalase reagieren [122, 123]. Aus die-
sen Grinden sollte untersucht werden, ob sich die Expression von AOE in Lungenzellen im
Sinne einer Anpassung beeinflussen lassen. Es war zu vermuten, dass PQ und H,O, zu einer
Erhohung von Mn-SOD- und Katalase-mRNA-Expression fihren wiirden. In keinem der Kultur-
systeme konnte unter den untersuchten Konzentrations- und Zeitbedingungen eine signifikante
Steigerung festgestellt werden. Die in diesen Untersuchungen beobachtete Unbeeinflussbarkeit
der Katalase- und Mn-SOD-mRNA-Spiegel in Bronchialepithelzellen bestatigt im wesentlichen
die von anderen Arbeitsgruppen erhaltenen Ergebnisse [53, 107]. In einer humanen Bronchiale-
pithelzelllinie (BEAS-2B) liel3en sich durch erhohte O,-Konzentrationen ebenfalls keine Veran-
derungen der Expressionsraten fir Mn-SOD, Cu/Zn-SOD, Katalase und Glutathionperoxidase
nachweisen [107]. In Alveolar Typll-Zellen ist dagegen unter vergleichbaren Bedingungen eine
Erhohung aller AOE zu finden [16]. Diese zelltypspezifischen Unterschiede konnten durch eine
PQ- oder H,05-Inkubation nicht bestétigt werden.

Die signifikante Aktivitatssteigerung um maximal 20 - 50% fur Cu/Zn-SOD in den Tumor-
linien H322 und H358 nach PQ- oder H,O,-Inkubation deckt sich mit d&hnlichen Ergebnissen
aus anderen Zelltypsystemen. So finden Stevens et al. [139] in Gingivalzellen eine Aktivitats-
steigerung fir die zytosolische SOD und die Katalase durch eine PQ-Inkubation der Kulturen.
Eine Aussage fur das Verhalten der Katalase ist wegen der beschriebenen Schwierigkeiten nicht
mdoglich. Dass diese Aktivitatssteigerung ohne eine Veranderung der entsprechenden mRNA
einhergeht, liegt entweder an der zeitlichen Versetzung der mRNA- und Proteinsynthese oder
an einer einfachen Aktivitatssteigerung der SOD ohne eine Proteinneusynthese. Es ist bekannt,
dass die Expression auf mRNA-Ebene nicht in jedem Fall mit der funktionellen Aktivitat und
der Menge der Proteine korreliert [3]. Einige Autoren beschreiben sehr schnelle Reaktionen der
MRNA-Expression der SOD mit einem Maximum nach bereits 30 min als Reaktion auf oxidati-
ven Stress. Im Falle von H,O, kénnte es durchaus moéglich sein, dass aus diesem Grund nach 24
h keine Expressionsdnderung mehr gefunden werden kann. Im Falle von PQ, welches tber den
ganzen Zeitraum konstant im Zellmedium nachweisbar ist, diirfte dies aber nicht zutreffen.

In humanem Gewebe ist die Katalaseaktivitat weit niedriger als in anderen Spezies [71]. Die
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relative “Bedeutungslosigkeit” der Katalase in humanem Gewebe wird durch das relativ leichte
Krankheitsbild der Akatalasdmie unterstrichen. Dies wird sich auch auf den Mechanismus der
Genexpression auswirken.

Die nur maRige Induktion der SOD-Aktivitaten in den Tumorzellen und das Fehlen einer si-
gnifikanten mMRNA-SOD-Enzymsteigerung durch Oxidanzien veranlasst zu der Hypothese eines
maoglicherweise vermehrten Oxidanzien-getriggerten SOD-Enzymumsatzes, wof(r z.B. auch die
extrem schnellen Umsatzraten der Enzyme sprechen. Liochev et al. konnten in einem E. coli-
System zeigen, dass ab einem bestimmtem Enzymstatus eine Verdopplung oder gar Verfunffa-
chung der SOD-Menge keine Beschleunigung der Elimination von Superoxidanionen mehr mog-
lich macht [93]. Vielleicht sind dies, zusammen mit einer bloRen Aktivitatssteigerung ohne neue
Transkription, die Mechanismen, die eine Neusynthese fur die einzelne Zelle unsinnig machen.
Wegen dieses iberaus schnellen Reaktionsumsatzes durften die effektiven Konzentrationen von
Superoxid und H,O, in der Zelle gering bleiben.

Das humane MnSOD-Gen enthélt mehrere Kopien von sog. consensus Sequenzen, so eine
NF-xB consensus Sequenz und zwei fir die Transkriptionsfaktoren AP-2 und SP-1, dies weist
auf eine potenzielle Regulationsmoglichkeit bei der Steuerung der Mn-SOD-Genexpression hin
[152]. Uber diesen Weg kénnen Entziindungsmediatoren wie Zytokine in den Regulationsme-
chanismus der Mn-SOD-Transkription eingreifen. Die prinzipielle Mdglichkeit dieses Reakti-
onsweges wird durch mehrere Induktionsexperimente belegt [72, 128, 150, 157]. Da verschiede-
ne Lungenzellen in der Lage sind solche Mediatoren zu produzieren, diirften sie in der Lage sein
mit ihren eigenen Mediatoren die Enzymexpression zu steuern, welches zum derzeitigen Kennt-
nisstand spekulativ ist. Ebenso wird seit kurzem die Aktivierung der Transkription von AOE tber
bestimmte Signal-Proteine untersucht. So fihrt eine Aktivierung von HRE (hydrogen peroxide-
responsive element) oder HSE (heat shock element) zu einer SOD-Expressionssteigerung [162].

5.4 Untersuchungen im Mikrosomensystem

Das Herbizid Paraquat fihrt, bei Unféllen oder in suizidaler Absicht aufgenommen, zu einem
schweren toxikologischen Erscheinungsbild. Der Wirkmechanismus Uber die Generierung von
ROS wie Superoxidanionen, Wasserstoffperoxid und letztendlich von Hydroxylradikalen ist all-
gemein anerkannt [73, 93, 135]. Welche Rolle der Vermittlung von Ubergangsmetallen in der
Generierung von Hydroxylradikalen aus Wasserstoffperoxid zukommt, wird kontrovers disku-
tiert.

Um sich dem allgemein akzeptierten Mechanismus der PQ-Toxizitat anzunéhern, wurde ein
mikrosomales System gewabhlt. In einem System aus Mikrosomenfraktionen der Lunge oder der
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Leber wurde der NADPH-Verbrauch, der Sauerstoffverbrauch sowie die Generierung von Su-
peroxidanionen durch PQ untersucht. In einem solchen System sollte die Zugabe von PQ zu
einer Steigerung des NADPH- und Sauerstoffverbrauchs und zu einer Erh6hung der Superoxi-
danionenproduktion fihren. Die Zugabe von Mikrosomenfraktionen zum Ansatz aus PBS und
NADPH flihrte zum sofortigen, wenn auch nur geringem Verbrauch von NADPH. Das heilit,
dass es noch andere NADPH verbrauchende Enzymsysteme in der Mikrosomenpréparation ge-
ben muss. Zwischen den Organen Leber und Lunge sind deutliche Unterschiede ausgepragt (1
: 0,3). Das Hauptstoffwechselorgan Leber besitzt pro Proteinmenge auch die héhere Enzym-
ausstattung. Die Anwesenheit von PQ fiihrt zu einem konzentrationsabhédngigem Anstieg des
NADPH-Verbrauchs, bei einer Endkonzentration von 1 mM um den Faktor 5 in beiden Organ-
systemen. Die rapide Verringerung der NADPH-Reserven verstarkt die rein oxidativen Scha-
digungen bei einer PQ-Intoxikation, da der Zelle ein wichtiges Instrument im Kampf gegen die
Schédigung entzogen wird. Bei der Sauerstoffverbrauchsmessung fanden sich ahnliche Ergebnis-
se und auch hier wurde der hohere Sauerstoffverbrauch im Lebersystem gemessen (Mikrosomen
und NADPH, Leber : Lunge, 1 : 0,6). Es wurde eine Steigerung durch die Zugabe von PQ um
den Faktor 2,7 in beiden Organsystemen festgestellt. Die Entstehung von Superoxidanionen im
Mikrosomensystem sollte mittels zweier unterschiedlicher Techniken quantifiziert werden. Un-
tersucht wurde die lucigeninvermittelte Chemolumineszenz und die Formazanbildung aus Ni-
trobluetetrazolium. Lange Zeit galt die lucigeninvermittelte Chemolumineszenz als Methode der
Wahl, um die Entstehung von Superoxidanionen in biologischen Systemen besonders durch pha-
gozytierende Zellen zu quantifizieren [18, 116]. Die Hemmbarkeit der Chemolumineszenz durch
Superoxiddismutase wurde als Spezifitdtsnachweis herangezogen.

Im Mikrosomensystem fiihrt die Zugabe von NADPH zur raschen Entstehung von Chemolu-
mineszenz. Mikrosomen aus Lebergewebe sind dabei bedeutend wirksamer als Lungenmikroso-
men. Die Zugabe von Superoxiddismutase fiihrt in beiden Systemen zu einem Abfall der CL um
30 - 50%. Befindet sich PQ mit im Reaktionsansatz wird das messbare chemoluminometrische
Verhalten der Mikrosomenfraktionen nicht beeinflusst.

Die Formazanbildung aus Nitrobluetetrazolium als indirekter Nachweis flir Superoxidanio-
nen zeigte ahnliche Ergebnisse wie die Lucigenin-CL. In den Lebermikrosomen wurde eine 5-
fach stérkere Aktivitét als in den Lungenmikrosomen gemessen. Eine Zugabe von Superoxiddis-
mutase oder PQ hemmte diese Reaktion um maximal 25%.

Die Versuche zur NADPH- und Sauerstoffverbrauchsmessung sind mit den aus in vivo Ex-
perimenten bekannten toxikologischen Effekten durch PQ vereinbar. Besonders betroffen sind
die stoffwechselaktiven Organe und es besteht ein Zusammenhang mit der PQ-Konzentration
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im Gewebe. Die Entstehung von PQ-Radikalen ist demnach also direkt abhéngig von der Enzy-
mausstattung (dem reduzierenden System) und der intrazellularen PQ-Konzentration [66]. \er-
starkend zum aktiven Transportmechanismus in Alveolar Typll-Zellen kommt der hdchste Sau-
erstoffpartialdruck des Gesamtorganismus in diesem Zelltyp hinzu. Ob der erhohte Sauerstoff-
verbrauch durch die Zugabe von PQ ein Ausdruck der Elektroneniibertragung vom PQ-Radikal
auf Sauerstoff ist oder ob die Enzymsysteme in Verbindung mit PQ als Substrat mehr Sauer-
stoff benotigen, bleibt unklar. Aus dem gebildeten O3~ und H,O, entsteht spontan oder tber
Superoxiddismutasen, Katalasen und/oder andere Enzyme neben H,O, auch wieder Sauerstoff,
deshalb mussen die absoluten Verbrauchsraten héher sein. Im Oxygraph ist nur die Summe dieser
\organge erfassbar.

Abbildung 25: Lucigenin und Paraquat

Die Ergebnisse der CL und NBT Superoxidquantifizierung kénnten zu der Vermutung Anlass
geben, dass PQ keinen Einfluss auf die Superoxidanionenbildung im Mikrosomensystem hat. In
jedem Fall mussen zusétzliche Faktoren am Entstehen der CL und des Formazans beteiligt sein.
Dass beide Methoden im gewahlten Untersuchungssystem nicht spezifisch flir Superoxidanio-
nen sind, wird durch die unvollstdndige Hemmbarkeit der Reaktionen durch Superoxiddismutase
deutlich. Die Enzymsysteme in den Mikrosomenfraktionen werden selbst in der Lage sein, in Ab-
héngigkeit von der Sauerstoffkonzentration, Lucigenin bzw. NBT direkt zu reduzieren [51, 93].
Auf Grund der relativen Strukturéhnlichkeit von PQ und Lucigenin, dem Detektormolekil, sind
auch direkte Interaktionen zwischen PQ und Lucigenin nicht auszuschlieen (Abb. 25).

5.5 Untersuchungen zur Radikalgenerierung durch Paraquat

Bei vielen enzymatischen Umsetzungen entstehen unter physiologischen Bedingungen reaktive
Sauerstoffspezies und freie Radikale. Diese sind Teil des normalen Lebens einer Zelle. Auch
Paraquat kann durch verschiedene Enzymsysteme reduziert werden. Einige in der Literatur be-
schriebene sind die mikrosomalen NADPH-Cytochrom P450 ¢ Reduktasen [66, 71, 145, 164],
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NDT
(NDT/H,O anaerob)
schwefelzentriertes Radikal

+ Paraquat
(PQ”/NDT) +H,0,
PQ-Radikal (PQ*/NDT/H,0,/DEPMPO)

Ubermoduliert DEPMPO-OH-Addukt

Misch-Signal
(PQ*/NDT/H,0,/DEPMPO)
PQ-Radikal und
DEPMPO-OH-Addukt

PQ-Radikal
voll aufgelost

Abbildung 26: Schematische Darstellung der Elektronenresonanz-Spektroskopiesignale (2. Ab-
leitung des primaren Signals) aller untersuchten radikalischen Strukturen.

die Enzyme der mitochondrialen Atmungskette (Komplex | Ubiquinone Oxidoreduktase) [59,
74, 143], die Glutathion-Reduktasen, die Stickstoffoxid-Synthetasen [97] oder die Xanthinoxi-
dasen [87, 124, 154]. Fir in vitro Untersuchungen wurde meist Natriumdithionit als chemisches
Reduktionsmittel gewahlt [74, 102]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden PQ-Radikale durch ein
Mikrosomensystem (NADPH P450 ¢ Reduktase), durch Xanthinoxidase und mittels chemischer
Reduktion durch Natriumdithionit generiert.

Die Ubertragung eines Elektrons auf PQ?* filhrt zum blauen PQ**, welches sich unter anae-
roben Bedingungen solange stabilisieren lasst, wie ein geeigneter Elektronenakzeptor fehlt. Das
PQ-Radikal besitzt ein charakteristisches 35-gipfliges ESR-Spektrum und lasst sich bei 605 nm
und 396 nm spektrophotometrisch bestimmen [102]. Diese zwei Methoden wurden zur Untersu-
chung und Quantifizierung eingesetzt.

Mittels ESR-spektroskopischer Untersuchungen konnten folgende radikalische Strukturen
dargestellt werden: Eine Natriumdithionitlésung (100 mM) zeigt unter anaeroben Bedingungen
das typische Bild fur schwefelzentrierte Radikale. Sie besitzen keine Hyperfinestruktur (Abb.
26a). In einem Ansatz aus NDT (0,6 mM) und PQ (50 M) zeigte sich daraufhin ebenfalls un-
ter anaeroben Bedingungen das bermodulierte PQ**-Signal (Abb. 26b). Eine Auflésung war
erst mit einer Optimierung der Modulationsamplitude méglich (Abb. 26c). Wasserstoffperoxid
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war in der Lage, dieses Signal auszuléschen und nach entsprechender Geréteeinstellung konnte
ein OH*-DEPMPO-Addukt nachgewiesen werden (Abb. 26d). Ein besonders seltenes Bild zeigt
die Abbildung 26e, es sind das PQ-Radikal und das OH*-DEPMPO-Addukt zu erkennen. Un-
abhangig vom Reduktionsweg konnte das PQ-Radikal mittels UV-VIS-Spektroskopie und ESR-
Technik dargestellt und quantifiziert werden. Es ist davon auszugehen, dass NDT in den ein-
gesetzten Konzentrationen das PQ vollstandig reduziert. Die Differenzen zwischen eingesetzter
Menge und der tatséchlich bestimmten Konzentration beruhen wahrscheinlich auf einer Unge-
nauigkeit beim Einwiegen von PQ fir die Stammldsungen. So wurde z.B. darauf verzichtet, das
PQ-Salz vor der Einwaage zu trocknen [102]. Durch Xanthin/Xanthinoxidase wurde dagegen
nur etwa 10% der eingesetzten PQ-Menge reduziert.

Es werden zwei prinzipielle Wege der Hydroxyl-Radikalgenerierung im Mechanismus der
PQ-Toxizitat in der Literatur diskutiert. Einige Autoren verweisen auf die strikte Notwendigkeit
von Ubergangsmetallionen, wobei Eisen in vivo quantitativ am bedeutendsten ist. Dabei ist die
Quelle fur die Hydroxylradikale H,O,, welches dismutativ aus Superoxidanionen entsteht und
mit den Ubergangsmetallen in der Reaktion vom FENTON-Typ interagiert [22, 69, 135, 154,
161].

HyOy + Me™ ) — OH®* + OH + Me™

Die zweiwertige Form des Eisens kann dabei durch Superoxidanionen oder auch durch das
PQ-Radikal zuriickreduziert werden.

O3 oder PQ*" + Fe*™ — Fe*™ + Oy oder PQ*"

Auf Grund der geringen Verfligbarkeit von freien Metallionen im intrazellulédren Milieu ver-
muten andere Autoren eine direkte Interaktion zwischen dem PQ-Radikal und Wasserstoffper-
oxid [14, 153, 163].

PQ*t + H,Oy — PQ*T +OH*+OH™

Um die prinzipielle Reaktionsmdglichkeit von PQ** und H,0, nachzuweisen, wurde unter
anaeroben Bedingungen H,O, in die Ansétze gegeben. Im Xanthinoxidase-System fiihrt dies zur
sofortigen Reoxidierung von PQ**. Befand sich H,O, schon zu Beginn der Reaktion im Ansatz,
wurde eine Verzogerung der Reaktionsgeschwindigkeit und eine Verminderung der absoluten
PQ**-Konzentration gefunden. Im NDT-System ist die verbleibende PQ**-Menge nach H,0,-
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5 DISKUSSION 5.5 Untersuchungen zur Radikalgenerierung durch Paraquat

Zugabe von der vorhandenen NDT-Konzentration abhdngig. Bei sehr hohen Konzentrationen
zeigte sich nur eine partielle Verringerung der PQ**-Konzentration. Der Zusatz von Desferoxa-
min, einem Eisenkomplexbilder, flhrte zu keiner Verdnderung dieser Beobachtungen, was eine
Beteiligung von freien Metallionen an der direkten Reaktion von PQ** und H,O, unwahrschein-
lich macht. Das Produkt aus dieser Reaktion ist die Reduktion von H,0, zu Hydroxylradikalen.

Die nur teilweise Reduzierung der PQ**-Konzentration durch H,O,-Zugabe bei hohen NDT-
Konzentrationen liegt an der sofortigen Riickreduktion des vorhandenen PQ’s. Sie kann nicht mit
dem Nachlassen der reduktiven Eigenschaften von NDT erklart werden, da eine erneute Zugabe
von NDT zu keiner Extinktionssteigerung fiihrte. Die Verminderung der Extinktion kann nur mit
einer Verringerung der absoluten PQ-Menge erklart werden. Es ist wahrscheinlich, dass die ge-
nerierten Hydroxylradikale, welche direkt am PQ-Molekiil entstehen, Gber einen sog. “backbite”
-Mechanismus auf das PQ-Molekil zurlickschlagen und es dabei zerstoren.

Auf Grund der extremen Reaktionsfreudigkeit von OH* ist ihr Nachweis relativ schwierig.
Deshalb versuchen die meisten Autoren sie ber sog. “footprints”, also eine Quantifizierung der
Schéden, nachzuweisen [68, 119]. Hier wurde versucht mittels ESR-Technik und DEPMPO als
Spin-Trap die entstehenden Hydroxylradikale quantitativ zu erfassen. Es konnte gezeigt wer-
den, dass es bei der Reoxidation von PQ** durch die Zugabe von H,O, oder das Einbringen
von Sauerstoff zur Bildung von OH*-DEPMPO-Addukten kommt. Dabei mussten durch PQ,
welches durch den Redoxzyklus immer wieder reduziert wird, stochiometrisch genau so viele
Hydroxylradikale entstehen wie H,O, zugegeben wurde. Die extrem kleinen Konzentrationen
von Hydroxylradikalen, die am unteren Sensitivitatsbereich des ESR-Gerétes lagen, lassen sich
mit der Wechselwirkung der Hydroxylradikale mit allen Reaktionspartnern, insbesondere den
NDT-Radikalen (SO3™) erklaren. Nur ein kleiner Teil kann an die Spin-Trap gebunden wer-
den, der groRere Teil wird sofort wieder mit PQ, mit SO3 oder mit sich selbst reagieren. Da-
fiir spricht, dass die Konzentration des messbaren Hydroxylradikals von der eingesetzten NDT-
Konzentration abhéngig ist und sich durch Vortexen erhéhen lasst. Der Eintrag von Sauerstoff
fuhrt zu dessen Reduzierung zu H,O, durch NDT [33] und damit zur Abnahme der reduktiven
Eigenschaften, wodurch entsprechend mehr Hydroxylradikale an der Spin-Trap gebunden wer-
den. Es folgt daraus, dass das NDT-Radikal ein guter Hydroxyl-Radikalfanger sein muss. Diese
Beobachtungen sind unabhéngig von Desferoxamin im Reaktionsansatz und damit unabhéngig
von der Anwesenheit von Ubergangsmetallionen. Die Wirksamkeit von Desferoxamin als kom-
petenter Komplexbildner wurde durch die Ausléschung des Standard-Signals aus NTA-Fe?* und
H,0, bewiesen.

Die intrazellularen Konzentrationen von H,O, und O3~ befinden sich in gesunden S&auger-
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zellen in einem konstanten Gleichgewicht wobei, O3~ in einem hohen MaRe uberwiegen (H,0,
: O3~ wie 1 : 10%). Weiter ist die Reaktionsgeschwindigkeit zwischen PQ** und Sauerstoff be-
deutend groRer als die zwischen PQ** und Wasserstoffperoxid (PQ**/O, k = 7.7X 108 M~ 571
' PQ*/H,0, k = 2.3 X 10% M~ 57! [52, 144]). Das bedeutet, dass unter in vivo Bedingungen
PQ** wesentlich schneller mit Sauerstoff unter Superoxidanionenbildung reagieren wird. Eine
direkte Reaktion mit H,O, ist unter normalen Bedingungen also relativ unwahrscheinlich.

Bei einer PQ-Intoxikation wird aber in erhéhtem Malie Sauerstoff verbraucht und H,O, ge-
bildet, wodurch es zu einer Verschiebung des intrazellularen Quotienten von O,/H,O, kommt
und eine direkte Reaktion zwischen PQ und H,O, wahrscheinlicher wird. Mdglicherweise ist
dies der Mechanismus, welcher zum schweren toxikologischen Bild der PQ-Intoxikation fiihrt.

Der Weg Uber eine metallkatalysierte Reaktion vom FENTON-Typ (insbesondere Fe?*) ist
in jedem Fall ein effektiver Weg, um H,0, (iber Fe** zu den toxischen Sauerstoffradikalen OH*
und OH~ umzusetzen. Die lineare Beziehung zwischen dem Eisengehalt und dem Ausmal der
durch die Radikalbildung induzierten Lipidperoxidation ist belegt [6, 112]. Die Verfligbarkeit
von freiem Eisen wird also eine Steigerung der oxidativen Schaden und der toxischen Effekte,
z.B. durch PQ, bewirken [77, 90, 160]. Doch Eisen und Kupfer sind im intrazellularen Milieu
meist in einer nicht fentonfahigen Form an Komplexe, z.B. an Ferritin, gebunden. Dies ist ei-
ner der wichtigsten antioxidativen Schutzmanahmen Utberhaupt. Durch Superoxidanionen und
wahrscheinlich auch PQ** kénnen die Metallionen aus ihren Bindungen, z.B. aus Ferritin und
aus Enzymen in die fentonfahige Form freigesetzt werden. Dies ist aber nur unter stark azidoti-
schen Bedingungen mdglich [106]. Wenn PQ** mit dem héheren Oxidationspotenzial als O35~
in der Lage sein sollte, noch effektiver Metallionen aus den Bindungen zu l6sen, vielleicht sogar
aus der Komplexbildung mit Desferoxamin (O35~ ist nicht in der Lage), wére dies ein starkes
Argument gegen die vorgeschlagene metallionenunabhdngige Reaktion. Zum jetzigen Zeitpunkt
ist dies spekulativ.
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5.6 Zusammenfassung

Oxidativer Stress kann Uber viele Mechanismen die Zellintegritat beeinflussen. Die antioxida-
tiven Enzyme wie Katalasen und Superoxiddismutasen vermitteln einen Teil der antioxidativen
Abwehr auf radikalische Schadigungsprozesse. Eine Uberexpression von antioxidativen Enzy-
men ist daher oft mit einer Steigerung der Resistenz auf oxidative Schadigungsmechanismen
verbunden. Uber die Regulation der antioxidativen Enzyme, im besonderen in Lungenzellen, ist
bisher wenig bekannt. Daher sollten in der vorliegenden Arbeit mogliche oxidativ wirkende Mo-
dulatoren der Katalasen- und Superoxiddismutasenexpression untersucht werden. Als Modell-
system dienten hierzu primér kultivierte Alveolar Typll-Zellen, normale humane Bronchialepi-
thelzellen und zwei Tumorlinien. Es wurde untersucht, ob sie auf oxidativen Stress mit einer
Anpassung ihrer antioxidativen Enzyme reagieren. Als Oxidanzien wurde das Herbizid Paraquat
(PQ) und Wasserstoffperoxid (H,O-) eingesetzt.

Einen universellen Marker fur oxidativen Stress gibt es nicht. Die Wirkung von ROS st u.a.
an einer verstarkten Lipidperoxidation sowie an einer gesteigerten Zytotoxozitéat quantifizierbar.
Nach einer Inkubation der Kulturen mit Paraquat (PQ) oder Wasserstoffperoxid (H,O) erfolgte
die Bestimmung der Zytotoxizitatsdaten mit einem Vitalitatstest (MTT) und die Bestimmung von
Malondialdehyd (MDA), einem Abbauprodukt der Lipidperoxidation im Kulturmedium, mittels
HPLC-Analytik. MDA stieg im Kulturmedium von Alveolar Typll-Zellen der Ratte nach PQ-
oder H,0O,-Inkubation konzentrationsabhangig an. Im Kulturmedium der Tumorlinien H322 und
H358 fand sich nach einer PQ-Inkubation kein, nach H,O, erst ab 1 mM ein signifikanter Anstieg
von MDA. Die Untersuchungen im MTT-Test an primaren Kulturen von Alveolar Typll-Zellen
und den Tumorlinien H322 und H358 zeigten einen konzentrationsabhangigen Abfall der Vitali-
tat nach einer Inkubation mit PQ oder H,O, ber 20 Stunden.

Die absoluten Aktivitaten von Katalase und Cu/Zn-Superoxiddismutase waren im Lungen-
gewebe der Ratte bedeutend niedriger als im Lebergewebe (Katalase 1 : 200; Cu/Zn-SOD 1 : 3).
Die Tumorlinien H322 (Clarazell-&hnlich) und H358 (Alveolar Typll-ahnlich) zeigen nur 10%
der Katalaseaktivitdt und 50% der Cu/Zn-SOD-AKktivitat von Lungengewebe der Ratte.

Die antioxidativen Enzyme Katalase, Mn-SOD und Cu/Zn-SOD der Alveolar Typll-Zellen
zeigen auf MRNA-Ebene keine Veranderungen bis zum 4. Kulturtag. Nach einer Inkubation mit
PQ oder H,0, von Alveolar Typll-Zellen fur 20 Stunden finden sich keine Unterschiede in der
MRNA-Expression fiir Katalase, Mn-SOD und Cu/Zn-SOD.

Die mRNA-Expression fur Katalase und Mn-SOD in humanen Bronchialepithelzellen (NH-
BEZ) zeigte starke interindividuelle Unterschiede. Als adaptive Antwort auf die Kulturbedin-
gungen fand sich eine 5-fache Steigerung der mMRNA-Expression fir Katalase und eine 2-fache
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Steigerung der Mn-SOD-mRNA von der 1. Auswachskultur (nach ca. 2 Wochen) zur 2. Aus-
wachskultur (nach weiteren 2 Wochen).

Nach einer Inkubation mit PQ oder H,O, von NHBEZ und der Tumorlinien H322 und H358
fir 20 Stunden fanden sich keine Unterschiede in der mRNA-Expression fir Katalase und Mn-
SOD.

Die im Rahmen dieser Arbeit an verschiedenen Lungenzellen gewonnenen Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die radikal vermittelten Wirkungsmechanismen nicht zwingend zu einer direkten
Steigerung der antioxidativen Enzyme fiihren missen. Die untersuchten Zelltypen miissen bis zu
einem gewissen Mal3e ihre Zellintegritat durch andere Mechanismen als der bloRen Enzymneu-
synthese aufrecht erhalten. Es bleibt spekulativ, ob eine Enzymneusynthese flr die einzelne Zelle
einen Vorteil gegenuber einer radikalischen Schadigung birgt oder ob durch die sehr schnellen
Reaktionsumséatze der antioxidativen Enzyme schon eine optimale Ausstattung vorhanden ist.
Die nur méaRige Induktion der SOD-Aktivitaten in den Tumorzellen und das Fehlen einer signi-
fikanten mMRNA-Induktion durch Oxidanzien veranlasst zu der Hypothese eines mdglicherweise
vermehrten Oxidanzien-getriggerten Enzymumsatzes.

Durch verschiedene Enzymsysteme kann Paraquat (PQ?*) zum Paraquatradikal (PQ**) tiber-
fiinrt werden. Der Mechanismus der PQ-Toxizitat kann in der sequenziellen Ubertragung von
Elektronen vom PQ** auf O, gesehen werden, in deren Folge sowohl Superoxidanionen (O357),
H,O, als auch Hydroxylradikale (OH*®) generiert werden kénnen. Insbesondere fir die Bildung
von OH* aus H,0, wird die Anwesenheit von Ubergangsmetallionen, wie Fe>* oder Cu™, im
Sinne einer Reaktion vom FENTON-Typ, als notwendig angesehen. In dieser Arbeit konnte ge-
zeigt werden, dass unter bestimmten Bedingungen, in Abwesenheit von freien Metallionen, PQ**
aus H,0O, Hydroxylradikale generieren kann.

Das PQ** bevorzugt O, als Elektronenakzeptor. Uber die Bildung von O35~ und den Weg der
FENTON-Reaktion kénnen in Anwesenheit von Ubergangsmetallen Hydroxylradikale gebildet
werden. Da Metalle intrazellular meist in Komplexen gebunden sind, kénnen unter bestimmten
Bedingungen aus der direkten Reaktion zwischen PQ** und H,O, ebenfalls Hydroxylradikale
gebildet werden. Uber eine Verschiebung des intrazellularen Milieus, z.B. durch den erhohten
Sauerstoffverbrauch nach einer PQ-Vergiftung, kann es zu einer quantitativen Umverteilung der
intrazelluldren Konzentrationen von O,/H,O, und damit zu einer Verschiebung der Reaktions-
wege kommen. Auf dem Weg der direkten Interaktion zwischen PQ** und H,0, kénnten dann
Hydroxylradikale generiert werden, so lange wie Elektronen auf PQ?* bertragen werden und
H,O, vorhanden ist.
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7 THESEN

7 Thesen

1. Das Lungengewebe ist auf Grund der besonderen Funktion einer Vielzahl von Schadstof-
fen ausgesetzt. Dabei spielen oxidativ wirkende Gase, Mineralfasern oder Promotoren von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) bei der Entstehung verschiedenster Krankheitsbilder
eine besondere Rolle. Die antioxidativen Enzyme wie Katalase und Superoxiddismutasen
(SOD) vermitteln einen Teil der antioxidativen Abwehr auf radikalische Schadigungspro-
zesse.

2. Die absoluten Aktivitaten von Katalase und Cu/Zn-Superoxiddismutase waren im Lungen-
gewebe der Ratte bedeutend niedriger als im Lebergewebe (Katalase 1 : 200; Cu/Zn-SOD
1 : 3). Die Tumorlinien H322 (Clarazell-ahnlich) und H358 (Alveolar Typll-ahnlich) zei-
gen nur 10% der Katalaseaktivitat und 50% der Cu/Zn-SOD-Aktivitat von Lungengewebe
der Ratte.

3. Die Wirkung von ROS ist u.a. an einer verstarkten Lipidperoxidation sowie an einer ge-
steigerten Zytotoxizitat quantifizierbar. Nach einer Inkubation der Kulturen mit Paraquat
(PQ) oder Wasserstoffperoxid (H,O,) erfolgte die Bestimmung der Zytotoxizitatsdaten mit
einem Vitalitatstest (MTT) und die Bestimmung von Malondialdehyd (MDA), einem Ab-
bauprodukt der Lipidperoxidation im Kulturmedium, mittels HPLC-Analytik. MDA stieg
im Kulturmedium von Alveolar Typll-Zellen der Ratte nach PQ- oder H,O,-Inkubation
konzentrationsabhéngig an. Im Kulturmedium der Tumorlinien H322 und H358 fand sich
nach einer PQ-Inkubation kein, nach H,O, erst ab 1 mM ein signifikanter Anstieg von
MDA. Die Untersuchungen im MTT-Test an primdren Kulturen von Alveolar Typll-Zellen
und den Tumorlinien H322 und H358 zeigten einen konzentrationsabhangigen Abfall der
Vitalitat nach einer Inkubation mit PQ oder H,O, iber 20 Stunden.

4. Die mRNA-Expression fiir Katalase und Mn-SOD in humanen Bronchialepithelzellen (NH-
BEZ) zeigt starke interindividuelle Unterschiede. Als adaptive Antwort auf die Kulturbe-
dingungen fand sich eine 5-fache Steigerung der mRNA-Expression fur Katalase und eine
2-fache Steigerung der Mn-SOD-mRNA von der 1. Auswachskultur (nach ca. 2 Wochen)
zur 2. Auswachskultur (nach weiteren 2 Wochen).

5. Alveolar Typll-Zellen zeigen bis zum 4. Kulturtag keine Veranderungen der mRNA-Expres-
sion von Katalase, Mn-SOD und Cu/Zn-SOD. Nach einer Inkubation mit PQ oder H,O,
fir 20 Stunden fanden sich keine Unterschiede in der mRNA-Expression fur Katalase,
Mn-SOD und Cu/Zn-SOD.
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6. Nach einer Inkubation mit PQ oder H,O, der NHBEZ sowie der Tumorlinien H322 und
H358 flr 20 Stunden fanden sich keine Unterschiede in der mRNA-Expression fur Ka-
talase und Mn-SOD. Tumorlinien zeigten eine signifikante Steigerung der Cu/Zn-SOD-
Aktivitaten um maximal 50%.

7. Das Herbizid PQ ist besonders lungentoxisch. Uber einen “Redox-Zyklus” generiert es
reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Das PQ-Dikation (PQ?*) wird durch verschiedene En-
zymsysteme zum Paraquatradikal (PQ®") reduziert. Der Mechanismus der PQ-Toxizitat
kann in der sequenziellen Ubertragung von Elektronen vom PQ** auf O, gesehen werden,
in deren Folge sowohl Superoxidanionen (O3~), H,O, als auch Hydroxylradikale (OH*)
generiert werden konnen. Insbesondere fir die Bildung von OH*® aus H,O, wird die An-
wesenheit von Ubergangsmetallionen, wie Fe?* oder Cu™, im Sinne einer Reaktion vom
Fenton-Typ, als notwendig angesehen. Die vorliegende Arbeit konnte jedoch zeigen, dass
unter anaeroben Bedingungen das PQ°®™" selbst durch eine Einelektroneniibertragung auf
H,0O, OH* generieren kann.

8. In einem Mikrosomensystem sollte die Zugabe von PQ den NADPH- und Sauerstoffver-
brauch sowie die Bildung von O3~ steigern. Es wurde eine Konzentrationsabhangigkeit fiir
den Sauerstoff- und NADPH-Verbrauch durch die Zugabe von PQ nachgewiesen, wobei
Mikrosomen aus Rattenleber bedeutend stérker reagieren als Mikrosomen aus der Rat-
tenlunge. Als indirekter Nachweis fir die O3~ -Generierung wurde die lucigeninvermit-
telte Chemolumineszenz und die Formazanbildung aus Nitrobluetetrazolium untersucht.
PQ fuhrt im Mikrosomensystem zu keiner Veranderung der Chemolumineszenz von Mi-
krosomenfraktionen aus Leber- oder Lungengewebe der Ratte durch Lucigenin und zur
Verminderung der Formazanbildung aus Nitrobluetetrazolium.

9. Das reduzierte PQ** lasst sich unter anaeroben Bedingungen stabilisieren und kann mit-
tels UV-VIS- oder Elektronen-Spin-Resonanz-Spektroskopie (ESR) dargestellt werden.
Mit dem Reduktionsmittel Natriumdithionit (NDT) und einem enzymatischen System, be-
stehend aus Xanthin und Xanthinoxidase (XO/X), wurden zwei Reduktionssysteme unter
anaeroben Bedingungen etabliert. NDT reduzierte PQ?* ab einem Verhaltnis von 3 : 1
vollstandig, wogegen das XO/X-System nur maximal 10% der eingesetzten PQ-Menge
reduzierte.
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10.

11.

12.

13.

Wenn PQ**+ durch H,0, reoxidiert werden kann, sollte eine Anderung der Extinktion
und eine Veranderung des ESR-Signals erkennbar sein. Unter anaeroben Bedingungen
ist die Oxidation des PQ-Radikals durch H,O, mit beiden Untersuchungstechniken nach-
weisbar. Im NDT-System ist die Nachweisbarkeit der PQ**-Oxidation vom Konzentra-
tionsquotienten von PQ und NDT abhéngig. Die Produkte der Interaktion von PQ** und
H,0O, sind Hydroxylradikale. Sie lassen sich mittels DEPMPO (5-Di-ethoxyphosphoryl-
5-methyl-1-pyrrolin-N-oxid) in der ESR-Spektroskopie nachweisen.

Wenn freie Metallionen fiir die Interaktion zwischen PQ** und H,O, erforderlich sind,
musste der Einsatz von Desferoxamin, einem Komplexbildner fur Eisen die Beobachtun-
gen verhindern. Eine Vorinkubation des Reaktionsansatzes mit Desferoxamin hatte in bei-
den Untersuchungssystemen keinen Einfluss auf die Interaktion von PQ** und H,0O,. Dies
zeigte, dass unter bestimmten Bedingungen die Bildung von Hydroxylradikalen aus der
Reaktion zwischen PQ*~ und H,O, ohne die Beteiligung von fentonféhigen Metallionen
maoglich ist.

Die im Rahmen dieser Arbeit an verschiedenen Lungenzellen gewonnenen Ergebnisse deu-
ten darauf hin, dass die radikal vermittelten Wirkungsmechanismen nicht zwingend zu ei-
ner direkten Steigerung der antioxidativen Enzyme flihren missen. Die untersuchten Zell-
typen missen bis zu einem gewissen Male ihre Zellintegritat durch andere Mechanismen,
als der blofRen Enzymneusynthese, aufrecht erhalten. Die nur maRige Induktion der SOD-
Aktivitaten in den Tumorzellen und das Fehlen einer signifikanten mRNA-Induktion durch
Oxidanzien veranlasst zu der Hypothese eines moglicherweise vermehrten Oxidanzien-
getriggerten Enzymumsatzes.

Das PQ** bevorzugt O, als Elektronenakzeptor. Uber eine Verschiebung des intrazellula-
ren Milieus, z.B. durch den erhdhten Sauerstoffverbrauch nach einer PQ-Vergiftung, kann
es zu einer quantitativen Umverteilung der intrazellularen Konzentrationen von O,/H,0,
und damit zu einer Verschiebung der Reaktionswege kommen. Auf dem Weg der direkten
Interaktion zwischen PQ** und H,0, kdnnten dann Hydroxylradikale generiert werden,
so lange wie Elektronen auf PQ ubertragen werden und H,O, vorhanden ist.
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