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Referat und bibliographische Beschreibung

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind in eine Vielzahl von physiologischen und patho-
physiologischen Prozessen involviert. So kommt z.B. den Superoxidanionen (*Oy), die
durch die Xanthin- und die NAD(P)H-Oxidase gebildet werden kénnen, bei der Entstehung
des I schamie-Reperfusionsschadens und der Arteriosklerose eine grof3e Bedeutung zu.

Die Xanthinoxidase (XO) ist zudem als in vitro-Generator fur ROS weit verbreitet. Sie
diente in dieser Studie as Modellenzym fir das komplexe Reaktionsverhalten der ROS,
vor allem der <O, um durch eine stéchiometrisch eindeutige Reaktion eine Grundlage fir
die korrekte und adaguate Anwendung der verschiedenen Detektionsmethoden zu erhalten.
Die Charakteriserung und Bewertung dieser Verfahren soll zu einer Verringerung
mefdtechnischer Artefakte und deren falschlicher Interpretation beitragen.

Bedingt durch die grof3e Anzahl an Quellen und Préparationsmethoden ist jedoch eine
kritische Auswahl der XO notwendig. Daher wurde exemplarisch das Reaktionsverhalten
von XO aus Buttermilch (XOpmn) mit XO von Mikroorganismen (XOpo) verglichen. Es
konnte festgestellt werden, dal? XOme keine <O, generieren kann. Im Hinblick auf das
Schédigungspotential kommt den <O, besondere Aufmerksamkeit zu, da sie zur Bildung
von Hydroxylradikalen durch die <O, -vermittelte FENTON-Reaktion notwendig sind. Somit
Ist der Einsatz der XOno a's in vitro-Schéadigungsgenerator abzulehnen.

Ein wichtiger Schritt in der Pathogenese der Arteriosklerose ist die Reaktion von <O, mit
dem vasodilatatorisch wirksamen Stickstoffmonoxid zum toxischen Peroxynitrit und die
Oxidierung von low density-Lipoproteinen. Als Hauptquelle fur vaskulare <O, gilt die
endotheliadle NAD(P)H-Oxidase. Die mRNA-Expression der gp91"™*-Untereinheit dieses
Enzyms kann durch Endothelin-1 (ET-1) stimuliert werden. ET-1 ist Uber das
Renin-Angiotensin-System eng mit der Hypertonie assoziiert, die als Risikofaktor fir das
Entstehen einer Arteriosklerose gilt. In dieser Arbeit wurde der Einfluld von ET-1 auf das
funktionelle Verhalten der NAD(P)H-Oxidase in humanen umbilikalventsen
Endothelzellen unter Anwendung der zuvor etablierten Verfahren untersucht. Mit der
Coelenterazin-vermittelten Chemilumineszenz lie3 sich eine Stimulierung der
ROS-Bildung durch ET-1 nachweisen.

Wippich, Nico: Nachweismoglichkeiten reaktiver Sauerstoffspezies am Beispiel der
Xanthin- und der NAD(P)H-Oxidase. Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss.,, 56 Seiten,
2003
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1 EINLEITUNG

1  Einleitung

1.1 Sauerstoff

Sauerstoff (O,) zeigt in seinem Reaktionsverhalten eine Besonderheit, die in seiner
Elektronenkonfiguration begriindet liegt. In den zwei &uf3eren Molekllorbitalen befinden
sich zwei ungepaarte Aullenelektronen, die einen parallelen Eigendrehimpuls (Spin)
besitzen. Sollte Sauerstoff einen anderen Stoff oxidieren und somit ein Elektronenpaar
aufnehmen, so mifdte dieses ebenfalls einen parallelen Spin besitzen. Ein Elektronenpaar
in einem Orbital hat aber aus thermodynamischen Grinden gewohnlich enen
antiparallelen Spin. Diese Spinrestriktion ist fur den reaktionstragen Grundzustand von O,
verantwortlich und schitzt somit biologische Strukturen vor oxidativer Schéadigung
[9, 28, 95].

Eine Umgehung dieser Restriktion kann durch eine Reaktion mit Ubergangsmetallionen
erfolgen. Sie besitzen ungepaarte Auf3enelektronen, konnen in mehreren stabilen
Oxidationsstufen existieren und sind als aktive Zentren in vielen Enzymen anzutreffen
[9, 26, 33]. Produkt dieser univalenten (1-Elektronen-Ubergange) Reaktionen sind die
4 Reduktionsstufen des O, bis hin zum Wasser:

02 ® ‘02- ® H202 ® OH ® HQO (1)

Die dabei entstehenden Superoxidanionen (¢O,), das Wasserstoffperoxid (H2O,) und das
Hydroxylradikal (¢OH) werden - neben anderen - unter dem Begriff , reaktive Sauerstoff-
spezies' (ROS) zusammengefalit.

1.2 Freie Radikale und ROS

Als freie Radikale werden Atome oder Molekile mit einer ungeraden Anzahl an
Elektronen bezeichnet, die unabhangig existieren kénnen. Prinzipiell sind drei Formen der
Radikal entstehung mdglich:

- die Elektronenaufnahme eines Nichtradikals fuhrt zu einem Radikalanion

- bei Elektronenabgabe durch ein Nichtradikal wird ein Radikalkation gebildet

- die homolytische Aufspaltung einer kovalenten Bindung ergibt ungeladene Radikale.
Auf Grund ihres unginstigen energetischen Zustandes sind sie bestrebt, durch
Elektronenaufnahme oder -abgabe eine stabile Elektronenkonfiguration zu erreichen.
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Dadurch kénnen Radikale zur Schadigung des betreffenden Reaktionspartners fihren.
Die Entstehungsquellen von ROS sind vielfaltig: so werden ca. 2% des aufgenommenen
Sauerstoffs im Rahmen der oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien in ROS
umgewandelt. Dieser Anteil erhéht sich proportional zur Sauerstoffspannung und macht
einen wesentlichen Tell der Sauerstofftoxizitéat aus [84, 95].

Weiterhin entstehen ROS im Stoffwechsel von Xenobiotika und bei  vielen
enzymkatalysierten Reaktionen. So sind z.B. die Prostaglandinsynthase, die NO-Synthase
(NOS), die Xanthin- und die NADPH-Oxidase in der Lage, ROS zu bilden [9, 40, 93].
Freie Radikale bzw. ROS sind in vielfétige pathophysiologische Prozesse involviert, dabei
haben die jeweiligen Schédigungsmechanismen verschiedene Ansatzpunkte. Neben einer
direkten Interaktion mit der genetischen Information (Induktion von DNS-Strangbriichen
und Punktmutationen) ist die Inhibierung von Tumorsuppressorgenen und die Aktivierung
von Onkogenen moglich. Sauerstoffradikale konnen ebenfalls Enzyme und Proteine
inaktivieren und Lipidperoxidationen (LPO) initiieren [68, 80, 95].

ROS haben jedoch auch eine nicht zu unterschétzende Bedeutung im physiologischen
Stoffwechsel. So entstehen z.B. ROS bei der Signaltransduktion verschiedener
Regulationsvorgange. Sie fungieren als second messenger, stellen chemotakti sche Faktoren
bei entzindlichen Prozessen dar und dienen der Abwehr von Bakterien durch
phagozytierende Zellen [28]. Waeiterhin sind sie an der vasomotorischen Regulation
beteiligt [13, 30].

1.2.1 Superoxidanion (¢O3)
Superoxidanionen entstehen durch univalente Reduktion von molekularem Sauerstoff:

O,+te ® Oy (2

Auf Grund ihrer geringen Halbwertszeit und ihrer Polaritdt sind sie nicht in der Lage,
intrazellulér grof3ere Strecken zurtickzulegen bzw. Membranen zu permeieren. In wéldriger
Ldsung, besonders bei saurem pH-Wert, dismutieren die «O," zu H,O, und liefern damit
einen Ausgangsstoff fur die «OH-Generierung durch die FENTON-Reaktion [26, 28].
Der Hauptbildungsort der O, sind die Elektronentransportketten in den Mitochondrien,
aul3erdem sind sie Produkt vieler enzymkatalysierter Reaktionen (NO-Synthase, Xanthin-
und NADPH-Oxidase) [84, 93]. Neben ihrer Funktion als second messenger nehmen <O,

eine wichtige Rolle in der Vasoregulation ein und sind an der Genese der Arteriosklerose



1 EINLEITUNG

beteiligt [89, 96]. Weiterhin konnen <O, aus Speicherproteinen wie Ferritin Eisen
freisetzen [4, 54].

1.2.2 Wasser stoffperoxid (H20,)
H.O, kann neben einer direkten enzymatischen Bildung durch spontane oder vor allem
durch eine Superoxiddismutase-katal ysierte Dismutation von <O, entstehen:

20, +2 H" ® H.0, + O, (3)

Auf Grund seiner stabilen Elektronenkonfiguration ist es kein Radikal und somit wenig
reaktionsfreudig [95]. Bel einer Halbwertszeit von einigen Sekunden liegt die intrazellulére
Konzentration im mikromolaren Bereich. Das ungeladene H,O, kann grof3ere Distanzen
zurlicklegen und Membranen permeieren [26, 70]. H,O, hat als Vorstufe zur Bildung von
Hydroxylradikalen durch die <O,-vermittelte FENTON-Reaktion eine grofe
pathophysiologische Bedeutung. Der enzymatische Abbau von H;O, im Sinne einer
Entgiftung kann durch Katalase (KAT) und durch Glutathionperoxidase (GPX) erfolgen
[1, 28].

1.2.3 Hydroxylradikal (*OH)

Das «OH zahlt zu den aggressivsten Sauerstoffradikalen [95]. Durch sein stark positives
Redoxpotential von 183 mV ist es eines der stérksten Oxidationsmittel in walrigen
Losungen [12]. Der Hauptreaktionsmechanismus besteht dabei in der Abstraktion von
Wasserstoffatomen aus kovalenten C-H-Bindungen und in der Adduktierung an
Doppelbindungen oder an aromatische Strukturen [9, 71]. Als Hauptquelle fur die
Entstehung von *OH in biologischen Systemen gilt die Eisen(ll)-vermittelte FENTON-
Reaktion [54]. Durch seine extreme Kurzlebigkeit (biologische Halbwertszeit 1 ns) kann es
jedoch nur Stoffe in unmittelbarer Ndhe seines Entstehungsortes angreifen [12, 70].
Solange nicht jedes entstehende «OH durch einen Abfanger (scavenger) direkt entgiftet
werden kann, ist eine Generierung praktisch immer mit Schaden verbunden. Das «OH ist
der Hauptinitiator fUr Lipidperoxidationen (LPO). Diese finden vor allem in Zellbereichen
wie Membranen statt, die reich an mehrfach ungeséttigten Fettsduren sind [68].
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1.3 Oxidativer Strefd

Im ausbalancierten Zellstoffwechsel befinden sich Radikalbildung und Radikalentgiftung
im Gleichgewicht. Oxidativer Strel? bezeichnet das zeitweilige , Uberwiegen® von ROS
durch deren zunehmende Generierung oder durch verringerte antioxidative Kapazitét, z.B.
bei Fehlerndhrung oder schweren Krankheiten. Gemeinsame Endstrecke der verschiedenen
Radikalinteraktionen und Schéadigungsmechanismen, die zum oxidativen Stref3 fihren, ist
hauptséachlich die *OH-Bildung durch die FENTON-Reaktion. Die hierdurch verursachten
Erkrankungen sind vielféltig. Als Beispiel sind die Arteriosklerose, der Diabetes mellitus
und der Ischamie-Reperfusionsschaden (IRS) zu nennen [7, 64, 90, 95]. Weiterhin konnen
radikalvermittelte DNS-Schadigungen einen pradisponierenden Faktor fur die spétere
Entstehung von Neoplasien darstellen [70, 95].

1.3.1 FENTON-/HABER-WEISs-Reaktion

Lange Zeit postulierte man eine direkte Reaktion zwischen «O,” und H,O,, die zur Bildung
von hochtoxischem «OH fiihren sollte. Nach ihren Entdeckern wurde sie HABER-WEISS-
Reaktion genannt [8]. Auch fur die Xanthinoxidase (XO) wurde ein Mechanismus zur
*OH-Generierung diskutiert [41, 83]. Spéter konnte jedoch festgestellt werden, dal3 fur eine
*OH-Bildung die Katalyse durch Ubergangsmetallionen notwendig ist. In biologischen
Systemen spielt neben anderen Ubergangsmetallen, wie z.B. Kupfer, das Eisen (Fe) die
wichtigste Rolle [27, 33, 54]:

Fe"" + H,0, ® Fe* +OH + OH (4)

Diese Reaktion wurde nach FENTON benannt. Fir die Reduktion des Fe** sind in vivo vor

allem die «O, verantwortlich [26]:
Fe* ++0, ® F& +0, )

Die *O, kdnnen jedoch unter bestimmten Bedingungen durch andere Stoffe wie Vitamin C
oder Glutathion ersetzt werden [8, 33]. Fir den aus (4) und (5) bestehenden
Reaktionsmechanismus ist der Term “«O, -vermittelte FENTON-Reaktion” gebrauchlich.

Auf Grund der geringen Menge an freiem Eisen sind die O, fur die Unterhaltung der
Reaktion zwingend notwendig, da sonst nur ein Zyklus nach Gleichung 4 mdglich wére.

Diese  Limitiereung kann jedoch bei  Zustdnden —mit  Eisenlberladung
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(bel hereditérer H&mochromatose oder nach Massivtransfusionen) aufgehoben werden, so
dal3 unter diesen Bedingungen mit einer verstarkten «OH-Generierung zu rechnen ist [28].

1.4 ROS-generierende Enzymsysteme

141 Xanthinoxidase (XO)

Die Xanthinoxidoreduktase (XOR) ist ein im Purinstoffwechsel involviertes zytosolisches
Enzym, welches in 2 mdglichen Formen existiert: in der hauptsachlich vorhandenen
Dehydrogenaseform (XDH, 80 %) und in der Oxidaseform (XO, 20 %) [62, 75]. Beide
katalysieren den Abbau von Hypoxanthin (HX) tber Xanthin (X) zu Harnsaure (HS), die
XDH verwendet dabei as Elektronenakzeptor oxidiertes Nicotinamidadenindinucleotid
(NAD™):

X +NAD" +H,0 ® HS+NADH +H" (6)

Wahrend der Ischamiephase des Ischamie-Reperfusionsschadens (IRS) kann eine
Umwandlung der XDH-Form in die XO-Form erfolgen [44, 89]. Die XO ist ein dimeres
Protein mit zwei unabhéngigen aktiven Zentren. Diese enthalten jeweils eine Molybdan-,
zwei Eisen/Schwefel- und eine Flavinadenindinucleotid-Untereinheit (FAD). HX bzw. X
wird am Molybdan oxidiert, die Ubertragung der Elektronen am FAD auf den Akzeptor
Sauerstoff fuhrt zur Bildung von H;O, und <O, in einem Verhdltnis von ca. 80 : 20
[5, 19, 31]:

X+0,+H,0 ® HS+H,0,/ 0y (7)

Ein hoher pH-Wert, eine hohe O,- und geringe X-Konzentration fuhren zur Verschiebung
des Verhaltnisses H,0O, / «O, zu Gunsten der <O, [20].

Beim IRS erfolgt nach Einsetzen der Reperfusionsphase mit Reoxigenierung eine
XO-katalysierte Generierung von ROS nach Gleichung 7. Die nachfolgende FENTON-
vermittelte «OH-Bildung fuhrt zur Schadigung biologischer Strukturen [7, 76, 90].
Wichtige Hemmstoffe der XO sind das Allopurinol (ALP) und sein Metabolit Oxypurinol.
ALP ist ein Substratanalogon, welches an die Molybdanuntereinheit bindet und zu einem
vollstéandigen Aktivitéatsverlust fuhrt [5, 31, 51].

Zur Klarung der Genese vider ROS-vermittelter Erkrankungen ist die Kenntnis des
genauen Schédigungsmechanismus notwendig. Der Einsatz der XO als in vitro-Generator
fur ROS bietet hierflr gute Voraussetzungen. So z.B. ihr Produktspektrum (¢O,” und H,0,
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as Vorstufen fur die FENTON-Reaktion), ihre stéchiometrisch eindeutige Reaktion und die
Detektionsmoglichkeit sowohl ihrer Ausgangsstoffe wie auch der Produkte [55]. Welterhin
ist die einfache Isolierbarkeit der XO in hoheren Mengen vorteilhaft.

Bedingt durch unterschiedliche Préparationsmethoden sind artifizielle Enzymformen
bekannt. Hier soll das deflavo-Enzym genannt werden. Dieses kann infolge fehlender
Oxidaseaktivitdét keine ROS generieren [5, 39]. Um die Verwendung einer solchen
Préparation as in vitro-Quelle fir ROS zu verhindern, soll in dieser Arbeit exemplarisch
das Reaktionsverhalten von XO verschiedener Herkunft, von Buttermilch und von

Mikroorganismen, untersucht werden [91].

1.42 NAD(P)H-Oxidase

Die phagozytare NADPH-Oxidase ist ein Enzymkomplex aus vier Untereinheiten. Es
lassen sich zwei zytosolische (p47"™™ und p67°"™™) und zwei membrangebundene
(gp91°™ und p22°"*, diese bilden das Flavocytochrom bssg) unterscheiden [23, 78].

Bel Aktivierung der NADPH-Oxidase durch z.B. opsonierte Bakterien kommt es durch die
Phagozytose des Fremdmaterials zu einer intravesikuléaren Lage der NADPH-Oxidase.
Dabel erfolgt eine kalziumabhangige Phosphorylierung der zytosolischen Faktoren durch
die Proteinkinase C mit Translokation und ,,Andocken* an das Flavocytochrom bssg.
Weitere notwendige zytosolische Aktivierungsfaktoren sind p40P™ und p21® [23].
Als Produkt dieser Aktivierung entstehen <O,

NADPH +H"+20, ® NADP'+2H"+2+0, (8)

Die Dismutation der generierten «O,” zum H,O, und die nachfolgende Bildung von «OH
fhren zur Zerstérung bzw. Lyse des inkorporierten Fremdmaterials [50, 78, 95]. Dabei
wird ein as respiratory burst bezeichnetes, ca 20faches Ansteigen des
extramitochondrialen Sauerstoffverbrauches beobachtet [11, 28]. Das verbrauchte NADPH
kann durch den Hexosemonophosphatweg wieder bereitgestellt werden.

Die NADPH-Oxidase kann durch Diphenyl- (IDP) bzw. Diphenyleniodonium (DPI)
gehemmt werden [29, 65]. Als Flavoenzyminhibitoren blockieren sie das Flavin, welches
die Substratbindungsstelle fir NAD(P)H darstellt. Aus diesem Grund sind DPI bzw. IDP
keinesfalls spezifisch fir die NADPH-Oxidase, sondern hemmen weitere flavinhaltige
Enzyme wie die XO und die NOS [ 36, 65].

Die NADPH-Oxidase-Untereinheiten konnten in anderen Geweben bzw. Zellen wie
Fibroblasten, glatten Gefél3muskelzellen und Endothelzellen nachgewiesen werden.
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Auch in diesen Geweben wird somit eine Funktion der NADPH-Oxidase vermutet
[36, 37, 58]. Ungeklart ist jedoch die Substratspezifitdét (NADH bzw. NADPH) dieser
Enzyme, so dal3 hierfir die Schreibweise "NAD(P)H-Oxidase” verwendet wird. Von der
phagozytéren Form unterscheiden sich diese NAD(P)H-Oxidasen weiterhin durch eine ca.
10%ach geringere *O, -Produktion ohne respiratory burst [30].

Bel den vaskuléaren Enzymformen wird eine enge Interaktion mit der vasomotorischen
Regulation diskutiert [23, 30]. FUr die vasokonstriktorischen Peptide Angiotensin-11 und
Endothelin-1 (ET-1) konnte eine Expressionsstimulation der membrangebundenen
Untereinheit  gp91™™ der NAD(P)H-Oxidase in humanen umbilikalvendsen
Endothelzellen (HUVEC) nachgewiesen werden [14, 60, 73]. In dieser Arbeit soll nun
geklart werden, ob sich durch ET-1 auch eine funktionelle Stimulierung der NAD(P)H-

Oxidase im Sinne einer Erhéhung der generierten Radikal menge nachweisen |&03t.

1.5 Antioxidativer Schutz

151 Superoxiddismutase (SOD)
Die SOD katalysiert die Dismutation von «O,:

2¢0, +2H" ® H,0,+ 0O, 9)

Diese Reaktion lauft 10*ach schneller als die Spontandismutation ab und wird nur durch
die Diffusion vom Substrat zum Enzym limitiert [26]. Auf Grund des dabel entstehenden
H,0, ist diese Reaktion keine Entgiftung. Durch die Entfernung von «O,” wird jedoch die
Reduzierung von Fe** zu FenToNn-fahigem Fe?* nach Gleichung 5 verhindert und der
Ablauf einer FENTON-Reaktion eingeschrankt.

SOD kommt in verschiedenen Formen vor. Neben der mitochondrialen Mangan-SOD
macht die Cu-Zn-SOD mit 95 % den Hauptanteil bei Sdugetieren aus [20]. Sie besteht aus
zwei identischen Untereinheiten mit Kupfer (Cu) im katalytischen Zentrum. Als
Mechanismus wird eine zweimalige Reaktion der <O, mit dem Cu angenommen. Dadurch
entstehen einerseits hohere und andererseits niedrigere Oxidationsstufen der <O,
O, sowie H,0; [20].

SOD weist eine hohe Konzentration in stoffwechselaktiven Organen wie Herz, Lunge,
Leber und Niere auf, liegt dabel hauptsachlich intrazelluléar-zytoplasmatisch vor und ist
nicht membranpermeabel [28].
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152 Katalase (KAT)

Das Enzym Katalase ist ein tetrameres Hamprotein mit je einer zentralen Eisen-Ham-
Gruppe. Es fuhrt durch einen Zwei-Elektronen-Ubergang unter Bildung des
Zwischenproduktes compound-I zur direkten Entgiftung von H,O, zu H,O und O [1]:

2H0, ® 2H,0+ 0O, (10)

Die Geschwindigkeit dieser Reaktion ist praktisch nur durch die Diffusion von H,O, zum
Enzym begrenzt. Die Freisetzung von O, &3t sich polarographisch bestimmen und gilt als
indirekter H,O,-Nachweis[1, 25]. Durch Wegnahme des Ausgangsstoffes H,O, kann KAT
eine (in vitro-)Bildung von «OH durch die FENTON-Reaktion vollstandig verhindern [26].
Da aber KAT vor alem intrazellular-mikrosomal vorkommt, hat sie im H,O,-Stoffwechsel

im Vergleich zum GPX/GSH-System nur eine untergeordnete Bedeutung [95].

1.5.3 Glutathionperoxidase (GPX)
Die GPX fuhrt zur Entgiftung von H,O, unter Verbrauch von reduziertem Glutathion
(GSH):

2GSH + H,O, ® GSSG + 2 H,0O (11)

GSH wird zu GSSG oxidiert und steht nicht mehr als Antioxidans zur Verfigung. Die
Ruckfuhrung der oxidierten in die reduzierte Form unter Verbrauch von NADPH erfolgt
durch die Glutathionreduktase [28].

Auf Grund der zur Katal ase komplementaren Kompartimentierung — die GPX befindet sich
hauptséchlich im Zytosol und in der Mitochondrienmatrix — und ihrer geringen
Substratspezifitét besitzt die GPX als antioxidatives Enzym einen hohen Stellenwert [95].

154 Antioxidantien

Der Begriff Antioxidantien beinhaltet im engeren Sinn Substanzen, die ohne die
Vermittlung von Enzymen mit frelen Radikalen reagieren und diese neutralisieren kénnen
(Abfénger = scavenger). Die Wirksamkeit des Abfangens der Radikale wird vor alem
durch die Konzentration der scavenger-M ol ekiile bestimmit.

Das schon as Substrat fur die GPX genannte Glutathion (GSH) zéhlt auf Grund seiner
hohen intrazelluldren Konzentration von ca. 5 mM zu den wichtigsten Vertretern dieser
Gruppe [28, 95]. Die Harnsaure kommt im Blutplasma in Konzentrationen von bis zu
450 uM vor und gehort damit zu den wesentlichen extrazelluléren Abfangern [34].
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Das Vitamin E ist das bedeutendste lipidl6sliche Antioxidans. Es kann sich in Membranen
einlagern und dort zur Termination von Lipidperoxidationen fuhren [80]. In der wéaldrigen
Phase ist das Vitamin C neben dem GSH der wesentliche scavenger. Es fungiert weiterhin
als Regenerator fur das Vitamin E [9, 81, 95].

155 Bindungvon Eisen

Die «OH gelten als Hauptverursacher fir oxidative Schaden. Ein direktes Abfangen schon
gebildeter *«OH ist infolge der in vivo begrenzten Fangerkonzentration und der
Kurzlebigkeit von «OH nur in engem Rahmen mdglich [81]. Der Organismus versucht
somit, die *OH-Bildung zu verhindern. Dazu ist das Entgiften der zur «OH-Entstehung
notwendigen ROS wie O, oder H,O, durch die oben beschriebenen antioxidativen
Substanzen notwendig.

Dem Eisen kommt als notwendigem Redoxpartner in der FENTON-Reaktion (Gleichung 4)
ein groller Stellenwert zu. Ein weiterer wichtiger Schutzmechanismus ist somit die
Bindung von Eisen. Es wird in den Transport- und Speichermolekilen Transferrin und
Ferritin  in  einem nicht-FENTON-féhigen Zustand ,eingepackt®. Damit ist das
reaktionsfahige Eisen vor direkter Interaktion mit H,O, geschitzt [27, 54, 81].

1.6 Vasomotorische Regulation

In der vasomotorischen Regulation kommt dem Stickstoffmonoxid (¢NO) eine zentrale
Bedeutung zu. Als sogenannter endothelium derived relaxing factor (EDRF) wird *NO
durch die endotheliale NO-Synthase (eNOS) aus L-Arginin gebildet und fuhrt zur
Vasodilatation. Durch Reaktion des *NO mit <O, ist eine physiologische Modulation des
Gefaftonus moglich:

O, +sNO ® ONOO (12)

Diese Interaktion, die dreifach schneller ablauft als die durch SOD vermittelte Dismutation
von <O,, ist jedoch auch pathophysiologisch fur die Genese der Arteriosklerose
bedeutsam. Der UberméRige Verbrauch von *NO bedingt eine Verschlechterung der
Geféaidrelaxation. Das entstehende Peroxynitrit (ONOQ) fuhrt durch seine Zytotoxizitat zur
oxidativen Gewebe- und DNS-Schadigung [10, 30, 66, 69]. Die endotheliale
NAD(P)H-Oxidase gilt als Hauptquelle fur <O, [22, 57, 60]. Uber deren Reaktion zum
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ONOQO nach Gleichung 12 und weitere Mechanismen kommt es zu einer Oxidierung von
low density-Lipoprotein (LDL bzw. oxLDL). oxLDL kann von Endothelzellen und
infiltrierenden Makrophagen aufgenommen werden. Es entstehen Schaumzellen, welche
die Integritdt der Endothelschicht zerstoren. Weiter anhaftende Thrombozyten,
Makrophagen und Fibroblasten fuhren zur Organisation einer Plague und im spéteren
Verlauf zu einem Thrombus [13, 28, 72].

1.7 Methodische Grundlagen

1.7.1 Cytochrom c-Reduktion

Cytochrom ¢ (Cyt. ¢) ist elne seit langem etablierte Detektorsubstanz fir <O,, die
urspringlich zur Bestimmung der SOD-AKktivitét eingesetzt wurde [15, 50, 52]. Grundlage
dafir ist die spektral photometrische Unterscheidbarkeit der zwei Redoxformen ferri-Cyt. ¢
(Fe*) und ferro-Cyt. ¢ (F€*"). Hierbei weist die reduzierte Form bei 550 nm eine héhere
Extinktion auf. Die oxidierte Form wird durch Ein-Elektronen-Ubertragung vom <O, in

die reduzierte Form umgewandelt. Deren Zunahme kann bei 550 nm verfolgt werden:
Cyt. c (F€™) ++O, ® Cyt.c(Fe*) + 0, (13)

Uber das Lambert-Beersche Gesetz 143t sich die Menge des gebildeten Ferrocytochroms

bzw. des dazu notwendigen Reduktionsmittels quantifizieren.

1.7.2 NBT-Reduktion
Nitroblautetrazolium (NBT) wird durch <O, zu dem blauvioletten, schwerléslichen
Farbstoff Formazan reduziert. NBT liegt als Ditetrazoliumsalz vor, die Reduktion erfolgt

durch vier Elektronen Uber radikalische Intermediate:
NBT? +e& ® Tetrazolinylradikal + 26 ® Monoformazan+¢€ ® Diformazan (14)

Die Entstehung von Formazan ist optisch sichtbar bzw. kann spektralphotometrisch bei
570 nm verfolgt werden [15]. Als Nachweistest fur die Fahigkeit der Phagozyten zur
Bildung von <O, erlangte die NBT-Reduktion klinische Bedeutung [28]. Storungen dieser
Abwehrfunktion kommen in Form der sogenannten ,septischen Granulomatose® zum
Ausdruck. Sie bezeichnet die fehlende Bildung von O, durch die NADPH-Oxidase.
Daraus resultiert ein Unvermdgen der Phagozyten zur Lyse des inkorporierten
Fremdmaterials mit Immunschwéche und charakteristischer Granulombildung [78].

10
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1.7.3 Luminometrie

Die Luminometrie z&hlt zu den photometrischen Methoden. Entsteht bel einer chemischen
Reaktion ein Produkt in angeregtem Elektronenzustand, so wird bei Ruckkehr der
Elektronen in den Grundzustand mefdbares Licht (Chemilumineszenz, CL)
ausgesendet [92]. Als lumineszierende Stoffe werden sogenannte CL-Substrate eingesetzt,

hierzu zéhlen das Coelenterazin und das Lucigenin.

L ucigenin-vermittelte CL
Lucigenin liegt als zweiwertiges Kation (Luc®") vor und wird durch Reduktion in das

Lucigeninradikal (sLuc") umgewandelt:
Luc® +& ® eLuc’ (15)

Eine weitere Reduktion des «Luc’ fulhrt zum instabilen Dioxetan. Beim Nachweis von Oy
Ubernehmen diese die Funktion des Reduktionsmittels fiir das <Luc’. Dioxetan zerfallt in
2 Molekule N-Methylacridon, wobei sich eines davon in angeregtem Zustand befindet.
Kehrt dieses in den Grundzustand zurlick, wird ein luminometrisch mef3bares Photon

ausgesendet [16]:
sLuc’ ++O, ® Dioxetan ® 2 N-Methylacridon + Licht (16)

Lucigenin gilt als sensitiver und spezifischer Detektor fur <O, [24]. In den letzten Jahren
ist seine Verwendung jedoch in die Kritik geraten. Grund hierfir ist die Moglichkeit der
artifiziellen O, -Bildung durch Lucigenin selbst [3, 45, 46, 87].

In dieser Arbeit soll der Frage nachgegangen werden, ob Lucigenin bei Einsatz als
*O, -Detektor unter den hier gegebenen Bedingungen (Vermessung von <O, -bildenden

Systemen wie XO/X) zu einer artifiziellen «O,-Generierung fuhren kann.

Coelenterazin-ver mittelte CL

Coelenterazin ist ein biolumineszentes Protein der Qualle Aequora victoria. Es wurde
urspringlich as Kalziumindikator eingesetzt, gewinnt aber auf Grund seiner hohen
Sensitivitdt fur den ROS-Nachweis zunehmend an Bedeutung. Das membranpermeable
Coelenterazin wird durch O, unter Emission von luminometrisch mef3baren blauen Licht
zum Coelenteramid oxidiert. Neben «O,” kann durch Coelenterazin auch Peroxynitrit
detektiert werden [48, 61, 79].

11
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1.7.4 Polarographie

Die Polarographie stellt eine indirekte quantitative Nachweismethode fur H,O, dar. Die
Konzentration des durch Katalase freigesetzten O, ist dabel nach Gleichung 10 hab so
gro3 wie die Konzentration des urspringlich vorhandenen H,O, [25]. Durch die
Verwendung der Polarographie ist es moglich, die Wirkung von Enzyminhibitoren zu
untersuchen, die sonst mit den verschiedenen Detektormolekilen interagieren
konnten [35]. Weiterhin erlaubt der Vergleich des gemessenen Sauerstoffverbrauchs mit
der Menge an direkt detektierten ROS ene Bewertung der verwendeten
Nachweismethoden in Hinblick auf eine artifizielle ROS-Bildung.

1.75 ESR-Spektroskopie

Die Elektronenspin-Resonanz-Spektroskopie (ESR) ist eine der sensitivsten Moglichkeiten
zum Nachweis von Radikaen. Diese sind durch ihre ungepaarten Aul3enelektronen
paramagnetisch, d.h. sie besitzen ein magnetisches Moment. Die Elektronen weisen neben
ihrer Ladung auch einen Eigendrehimpuls (Spin) auf. Dadurch kénnen sie in einem
Magnetfeld in zwei Zustdnden bestehen: parallel zum Feld auf einem niedrigeren
Energieniveau oder antiparallel auf einem hoheren Energieniveau. Fir den Ubergang vom
niedrigeren zum hoheren Energieniveau muf3 Energie in Form el ektromagnetischer Wellen
(Mikrowellen) zugefihrt werden. Diese kehren den Spin der Elektronen um, wenn sie mit
der nétigen Energie in Resonanz stehen. Praktisch wird die zu untersuchende Probe mit
einer konstanten Mikrowellenfrequenz bestrahlt und die angelegte magnetische Feldstérke
Bo verandert. Bei Resonanz entsteht ein Absorptionssignal der Mikrowellen mit einem
Peak im ESR-Spektrum. In diesem wird somit die Absorption der eingestrahlten Energie
gegen die jewellige Feldstarke By aufgetragen. Das aufgezeichnete Spektrum ist
charakteristisch fur das jeweilige Radikal, entspricht jedoch der 1. Ableitung des
eigentlichen Signals. Eine Quantifizierung ist durch 2malige Flachenintegration und den
Vergleich mit einem Standard, der eine bekannte Spinzahl (1 Spin = 1 Molekil) besitzt,
maoglich. Instabile, kurzlebige Radikale wie z.B. O, und *OH kdnnen mit sog. spin traps
stabilere, fir das jewellige Radikal spezifische Addukte bilden und sind somit der
Detektion zuganglich. In dieser Arbeit wurden hierfir die Verbindungen 5,5-Dimethyl-1-
Pyrrolin-N-Oxid (DMPO) und 5-Diethoxy-Phosphoryl-5-Methyl-1-Pyrrolin-N-Oxid
(DEPMPO) verwendet [17, 18].

12
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2  Zidstelung

In der vorliegenden Arbeit soll das Reaktionsverhaten der Xanthinoxidase (XO)
charakterisiert werden, um ein Grundlagenverstandnis fur die komplexe Chemie der
Sauerstoffradikale und deren Nachwei smoglichkeiten zu erhalten.

Die XO kann aus einer Vielzahl von Quellen durch unterschiedliche Préparationsmethoden
isoliert werden. Da sich daraus differente Mef3ergebnisse und Fehlinterpretationen ergeben
konnen, sollen in dieser Studie XO verschiedener Herkunft in Bezug auf gebildete reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) verglichen werden. Verwendet werden dabel Enzyme aus
Buttermilch und von Mikroorganismen.

Die XO katalysiert eine stochiometrisch genau definierte Reaktion. Dadurch ist die
Anwendung verschiedener Nachweisverfahren fir ROS und eine Korrelation der
Ergebnisse mit den grundlegenden Reaktionsparametern der XO-Reaktion mdglich. Eine
weitere Aufgabe dieser Arbeit besteht folglich in der Beurtellung der verwendeten
Mel3methoden.

Die hieraus gewonnenen Erkenntnisse sollen nun auf die membrangebundene
NAD(P)H-Oxidase von humanen umbilikal venésen Endothelzellen (HUVEC) angewendet
werden. Es soll eine Charakterisierung des Enzyms hinsichtlich der generierten ROS und
der Nachweis der moglichen funktionellen Stimulierbarkeit durch das Hormon

Endothelin-1 erfolgen.

Folgende Vorhaben lassen sich definieren:

Charakterisierung des allgemeinen Reaktionsverhaltens der X anthinoxidase

Vergleich des Reaktionsverhatens von XO aus Buttermilch und Mikroorganismen
Beschreibung und Beurteilung der verwendeten Detektionssysteme

Luminometrie: Lucigenin- bzw. Coelenterazin-vermittelte Chemilumineszenz

Spektral photometrie: Cytochrom c- und NBT-Reduktion

Polarographie

ESR-Spektroskopie: Verwendung der spin traps DM PO und DEPM PO
Charakterisierung der NAD(P)H-Oxidasein HUVEC

Nachweis der funktionellen Stimulierbarkeit durch Endothelin-1

13
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3 Material und Methodik

3.1 Chemikalien

Xanthinoxidase aus Buttermilch (XOpm, Grad 1), Xanthinoxidase von Mikroorganismen
(XOmo, lyophilisiertes Pulver mit BSA und Glutamat as Stabilisatoren), Lucigenin
(Bis-N-Methylacridiniumnitrat), Wasserstoffperoxid (H,O,, 30 gew.-%ige Losung in H,0),
Salicylsaure,  Nicotinamidadenindinucleotid(-phosphat) [NAD(P)H], Eisen(ll)-sulfat
(FeSO, - 7 H,0), Superoxiddismutase (SOD, Lyophilisat aus Rindererythrozyten), Xanthin
(X), Allopurinol (ALP), Nitroblautetrazolium (NBT), 5,5-Dimethyl-1-Pyrrolin-N-Oxid
(DMPO), Endothelin-1 (ET-1), Kaliumdihydrogenphosphat (KHPO4), Dinatrium-
hydrogenphosphat (Na&xHPO, - 7 H,0), Natriumdithionit (N&S;0,4), Natriumhydroxid
(NaOH) und Natriumchlorid (NaCl) sind Produkte der Firma Sigma-Aldrich, Deisenhofen,
Deutschland. Coelenterazin wurde von Molecular Probes Eugene, Oregon, USA, bezogen,
Katalase (KAT, aus Rinderleber) war von ICN Biomedica GmbH, Eschwege,
Deutschland. Cytochrom c (oxidierte Form von Pferdeherzen, salzfrel) und Xanthinoxidase
aus Kuhmilch (XOk) sind Produkte der Firma Boehringer Mannheim, Deutschland.
5-Diethoxy-Phosphoryl-5-Methyl-1-Pyrrolin-N-Oxid ~ (DEPMPO) und  Glutathion
(reduzierte Form, GSH) wurden von Calbiochem, La Jolla, CA, USA, bezogen. Ethanol
(96% v/v) war von Merck, Darmstadt, Deutschland.

3.2 Herstellen der Stammldsungen

Zur Herstellung der eingesetzten Losungen wurde pyrogenfreies, bidestilliertes Wasser
(Bidest) benutzt. Der Phosphatpuffer nach Sorensen mit einer Stammkonzentration von
66 mM wurde durch Mischen von 82 Teilen einer 66 mM Na,HPO,4-Stammlésung und
18 Teilen einer 66 MM KH,PO,-StammlGsung hergestellt. Zum Ausgleich der Osmolaritét
erfolgte die Zugabe von 54 mM NaCl. Der entstandene PBS-Puffer hatte einen pH-Wert
von 7,4.

Die XO aus Buttermilch wurde unverdiinnt als Suspension in 2,3M Ammoniumsulfat und
1 mM Salicylsaure mit einer Stammaktivitat von 25 U/ml eingesetzt. Um Differenzen im
Reaktionsverhalten der XO-Pr8parationen durch Einflufd unterschiedlicher Lésungsmittel
zu vermeiden, wurde das XO-Lyophilisat von Mikroorganismen im gleichen Medium

suspendiert.

14
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XO aus Kuhmilch, suspendiert in 3,2 M Ammoniumsulfalt mit 10 mM EDTA, wurde
ebenfalls wie die mikrobielle Prgparation unverdinnt eingesetzt. Die Stammaktivitéten
betrugen auch hier jeweils 25 U/ml. Die 8,5 mM Stammlésungen von Xanthin und
Allopurinol wurden durch Lésen in 100mM NaOH hergestellt.

SOD as Lyophilisat wurde in PBS pH 7,4 mit einer Stammkonzentration von 4 mg/mli
gelost. KAT wurde unverdunnt (Stammaktivitét 38000 bzw. 62700 U/ml) eingesetzt. Die
Lucigenin-Stammlésung (10 mM) wurde durch Lésen in PBS pH 7,4 hergestellt und
lichtgeschiitzt aufbewahrt. Coelenterazin wurde in stickstoffbegastern Ethanol (96 % v/v)
mit einer Stammkonzentration von 1 mM gelost und lichtgeschiitzt bei —20 °C gelagert.
Cytochrom ¢ wurde ebenfalls in PBS pH 7,4 mit einer Stammkonzentration von 1 mM
gelost. Eine 10 mM Stammlésung von NBT wurde durch Ldsen in Bidest hergestellt. Die
Stammldsungen fur DMPO und DEPMPO (1M bzw. 212 mM in Stickstoff-aqulibriertem
PBS pH 7,4) wurden gleichfalls lichtgeschiitzt bei —20°C aufbewahrt. H,O, wurde auf eine
Stammkonzentration von 10mM mit Bidest verdinnt. FeSO, wurde ebenfalls in Bidest mit
einer Stammkonzentration von 10mM gel6st.

Die Einwaage der Chemikalien erfolgte auf einer Analysenwaage Typ ,,870/13" der Firma
Kern, Albstadt-Ebingen, Deutschland. Alle Konzentrationsangaben ohne nahere
Erléuterung verstehen sich als Initialkonzentrationen im Reaktionsansatz. Soweit moglich
wurden alle Stammlésungen téglich frisch hergestellt und ihre Konzentrationen unter
Verwendung der entsprechenden molaren Extinktionskoeffizienten spektralphotometrisch

kontrolliert.

3.3 Generelle Versuchsanordnung

Die Durchfihrung der verschiedenen Experimente erfolgte unter standardisierten
Bedingungen. Die Messungen fanden bei Raumtemperatur in PBS pH 7,4 als
Reaktionsmedium statt. Das Finalvolumen der Mef3ansdtize betrug 1 ml, bei
polarographischen Messungen 1,6 ml und bei ESR-Messungen 350 pl. SOD-Zugaben
erfolgten in einer Menge von 40 ug ad 1 ml. KAT wurde in einer Aktivitdt von 380 bzw.
627 U ad 1 ml hinzugefugt. Abweichende Mef3bedingungen fir die NAD(P)H-Oxidase in
den HUVEC sind gesondert aufgeftihrt. Um durch den Zusatz von unterschiedlich gel 6sten
Reaktanten eine pH-Verschiebung auszuschlief3en, wurde nach jeder Messung der pH-
Wert mit einem ,pH-Meter 765 Calimatic® der Firma Knick, Berlin, Deutschland,
kontrolliert.

15



3 MATERIAL UND METHODIK

3.4  Spektralphotometrische Untersuchungen

Eingesetzt wurde ein Spektral photometer Typ ,,DU 640" der Firma Beckman Instruments,
Fullerton, CA, USA mit Prazisionskivetten ,UV 6040 aus Quarzglas, Schichtdicke
d =1 cm, der Firma Helma, Muhlheim, Deutschland. Unter Verwendung des Lambert-
Beerschen Gesetzes E=e - c - d 18} sich aus der gemessenen Extinktion E und des
jeweiligen stoffspezifischen Extinktionskoeffizienten e die Konzentration ¢ der
detektierten Substanz berechnen.

3.4.1 Harnsiure-Bildung und XO-Aktivitatsmessung

Die Bildung der HS 183t sich spektralphotometrisch bei 293 nm verfolgen und Uber den
molaren Extinktionskoeffizienten €3 nm = 12,2 mM™ - cm™ quantifizieren [34, 38]. Auf
Grund der 1:1-Stochiometrie entspricht der ermittelte Wert der praktisch vorhandenen
initialen X-Konzentration. Die Reaktion wurde nach Leerwertregistrierung durch Zugabe
von XO zum Ansatz mit 170 uM X gestartet. Die Eigenabsorption der XO bei 293 nm ist
von der gemessenen Extinktion abgezogen worden. Der Einfluld von Allopurinol (ALP)
wurde durch kurzzeitige Inkubation der XO mit 100 uM ALP und nachfolgende Zugabe
zum X-Ansatz untersucht.

Aus der gebildeten Menge von HS pro Zeiteinheit ergibt sich die eingesetzte Aktivitét der
XO. Nach der Definition gilt: 1 U XO wandelt 1 pumol X zu HS in 1 min bel 25 °C und
pH 7,5 um. Die eingesetzten X O-Aktivitéten lagen zwischen 6 und 50 mU und wurden vor
jeder Verwendung der XO kontrolliert.

Um die Forderung nach einer Substratkonzentration » 10 - Ky, zu erflllen, wurden 170 uM
1

X eingesetzt und die Konzentration der X-Stammlésung mit €70 nm = 11,0 mM™ - cm’
bestimmt [38].

3.4.2 Lucigenin-Einflul? auf die XO-Aktivitat

Um eine mdgliche Beeinflussung der XO-Aktivitat durch Lucigenin festzustellen, wurde
die oben beschriebene Aktivitdtsmessung mit verschiedenen Lucigenin-Konzentrationen
durchgefuhrt. Im Ansatz befanden sich damit 25 mU XOpy, und jeweils 0, 10, 50 bzw.
250uM Lucigenin. Gestartet wurde die Reaktion durch Zugabe von 170puM X.
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3.4.3 Cytochrom c-Reduktion

Die Reduktion von Cytochrom c |&3 sich anhand der Extinktionszunahme bei 550 nm
verfolgen. Der Mel3ansatz enthielt 50 uM Cytochrom c¢ (oxidierte Form), 170 uM X und
6-30 mU XO. Die Reaktion wurde nach Leerwertregistrierung mit X oder XO gestartet.
Sollte der Einflufd von 40 ug SOD bzw. 380U KAT untersucht werden, erfolgte die Zugabe
vor dem Start der Reaktion. Zur Berechnung der reduzierten Menge an Cytochrom c bzw.
der dazu notwendigen <O, Uber das Lambert-Beersche Gesetz wurde ein
Extinktionskoeffizient essonm von 21,1mM™ - cm™* verwendet [15, 96]. Die Darstellung der
Absorptionsspektren erfolgte mit 50 uM Cytochrom c, die oxidierte Form wurde dabel
durch eine Spatel spitze Natriumdithionit vollstandig reduziert. Dadurch war eine Kontrolle
der Stammkonzentration moglich.

3.4.4 Lucigenin-Einfluf3 auf die Cytochrom c-Reduktion

Um den Einflu® von Lucigenin als artifiziellen «O,-Generator zu untersuchen, wurde der
oben beschriebene Cytochrom c-Assay mit der XOpy, as *O,>-Quelle und verschiedenen
Lucigenin-Konzentrationen durchgefuhrt. Im Ansatz befanden sich somit 30 mU XOpp,
50uM Cytochrom c und jeweils 0, 10, 50 bzw. 250 uM Lucigenin. Gestartet wurde durch
Zugabe von 170uM X.

3.45 NBT-Reduktion

Die reduktive Umwandlung von Nitroblautetrazolium in den blauen Farbstoff Formazan
|al3t sich spektralphotometrisch bel 570nm verfolgen. Im Mef3ansatz befanden sich 100 uM
NBT, 170 uM Xanthin und 6-30 mU XO. Der eventuelle Zusatz von 40 ug SOD erfolgte
vor Reaktionsbeginn. Nach Leerwertaufzeichnung wurde durch Zugabe von X bzw. XO
gestartet.

Der Einflu3 von Allopurinol (ALP) wurde durch kurzzeitige Inkubation der XO mit
100uM ALP und nachfolgende X-Zugabe untersucht.

3.5 Luminometrie

3.5.1 Lucigenin-ver mittelte Chemilumineszenz
Zur Anwendung kam ein Luminometer ,,LB 9501 der Firma EG & G Berthold, Wildbad,
Deutschland. Als Reaktionsgefélde dienten Plastik-Rohren der Firma Sarstedt, Nurnbrecht,

Deutschland. Bei der Untersuchung zum Einflu der Lucigeninkonzentration auf das
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CL-Signal wurden zwischen 1 und 500 uM Lucigenin eingesetzt. Fur den Vergleich der
CL-Intensitdt mit Coelenterazin kamen 10 uM Lucigenin zum Einsatz. Alle weiteren
Messungen erfolgten mit 50 uM Lucigenin. Der Reaktionsansatz enthielt weiterhin
6-30mU XO, 170 uM Xanthin und wahlweise 40 ug SOD. Gestartet wurde durch Zugabe
von XO oder X. Die Wirkung von Allopurinol (ALP) wurde durch kurzzeitige Inkubation
der XO mit 100 uM ALP und nachfolgende X-Zugabe gepriift. Die Mef3wertregistrierung

erfolgte in Form von relativen Lichteinheiten pro Sekunde (rLU/s).

3.5.2 Coelenterazin-vermittelte Chemilumineszenz

Die Mef3bedingungen entsprachen denen des Lucigenin-Assays. Im Ansatz befanden sich
10uM Coelenterazin, 6mU XO und 170uM Xanthin. Die Reaktion wurde durch XO bzw.
X gestartet, wahlweise erfolgte die Zugabe von 40 ug SOD.

3.6 Polarographie

3.6.1 Bestimmung des Sauer stoffver brauchs

Veranderungen des Sauerstoffgehaltes im Reaktionsansatz liefen sich durch enen
Oxygraphen der Firma Oroboros/Anton Paar, Innsbruck, Osterreich nachweisen. Dieser ist
nach dem Prinzip der Clark-Elektrode aufgebaut. Das Reaktionsvolumen betrug hierbei
1,6 ml. Die Messungen erfolgten in ener luftdicht verschlossenen Kammer unter
konstantem Ruhren. Eine Nullwertkontrolle wurde durch  Hinzufiigen von
Natriumdithionit, das O, quantitativ bindet, durchgefiihrt. Die Ausgangskonzentration von
Sauerstoff entsprach dem bei 25° C |uftaquilibierten Wert von ca. 260uM.

Der Reaktionsansatz enthielt 30 mU/ml XO und 170 uM Xanthin. Die Zugabe der
Reaktanten erfolgte Uber eine sauerstoffdichte Mikroliterspritze (Innovative Laborsysteme
GmbH, Stitzerbach, Deutschland). Gestartet wurde die Reaktion mit X bzw. XO nach
Stabilisierung des Mefdsignals. Der Einflul3 von ALP wurde durch kurzzeitige Inkubation
der XO mit 100 uM ALP untersucht. Nach vollstandigem Substratumsatz wurde die
Sauerstofffreisetzung aus akkumuliertem H,O, durch Hinzufiigen von 627 U/ml KAT
bestimmt.

3.6.2 Lucigenin-Einflul3 auf den Sauer stoffverbrauch
Eine artifizielle «O,-Generierung durch Lucigenin im XO/X-System muf3 durch einen

zusétzlichen Sauerstoffverbrauch detektierbar sein. Der unter 3.6.1 vorgestellte
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Reaktionsansatz enthielt somit zusdtzlich Lucigenin-Konzentrationen von jewells
10, 50 und 250 uM. Als ROS-Quelle diente die XOpy, mit einer Aktivitét von 30 mu/ml,
gestartet wurde die Reaktion durch Zugabe von 170uM X nach Signal stabilisierung.

3.7 ESR-Spektroskopie

ESR-Untersuchungen erfolgten mit ESR-Spektrometern (,ERS 220“ bzw. , miniscope
ms100*) der Firma Magnettech, Berlin, Deutschland. Das Volumen des Reaktionsansatzes
betrug 350 pl. Damit wurde eine Quarz-Flachzelle (Spaltbreite 0,3 mm) beflllt, im
Spektrometer ausgerichtet und das Spektrum bel 9,53 GHz (,ERS 220*) bzw. 9,48 GHz
(,ms100) aufgenommen. Als spin traps kamen DMPO und DEPMPO zur Anwendung.
Zur Positivkontrolle diente eine Spektrenregistrierung von *OH-Radikalen. Diese wurden
durch eine FENTON-Reaktion aus 1 mM H;O, und 200 uM FeSO, (bei 12 mM DEPMPO)
bzw. 1 mM H,0O, und 250 pM FeSO, (bei 50 mM DMPO) im Reaktionsmedium Bidest
generiert [94].

3.7.1 DEPMPO

DEPM PO-Untersuchungen fanden unter Verwendung des ,, ERS 220" - Spektrometers statt.
Der Mef3ansatz enthielt 12 mM DEPM PO, 30mU/ml XO, 170uM Xanthin und wahlweise
40ug/ml SOD ad 350 ul PBS. Eine Meldreihe wurde mit 40mu/ml X Op, und 15mM H,0;
ohne X durchgefihrt. Das Spektrum wurde mit folgenden Einstellungen aufgenommen:
Mikrowellenleistung 10 mW, Feldbereich 15 mT, Scan-Zeit 120 s, Modulationsamplitude
0,35mT, Verstarkung 1.

3.7.2 DMPO

Die XOpn wurde weiterhin mit der spin trap DMPO und dem ,miniscope ms100
vermessen. Im Ansatz mit einem Finalvolumen von 350 pl PBS befanden sich hierbei
50 mM DMPO, 50 mU/ml XO und 170 uM X, wahlweise wurden 40 pg/ml SOD bzw.
380 U/ml KAT zugegeben. Die Spektrenregistrierung erfolgte mit den nachstehenden
Parametern:

Mikrowellenleistung 75 mW, Feldbereich 10 mT, Scan-Zeit 60 s, Modulationsamplitude
0,1mT, Verstarkung 500.
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3.8 NAD(P)H-Oxidase

Fur die Durchfihrung der Experimente wurden Primérkulturen von humanen
Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVEC) verwendet. Die Zellgewinnung,
-kultivierung und Inkubation mit Endothelin-1 (ET-) bzw. Diphenyliodonium (IDP)
erfolgte im molekularbiologischen Labor des Institutes fir Pathophysiologie an der
Martin-Luther-Universitét Halle-Wittenberg.

3.8.1 Praparation und Me3verfahren

HUVEC wurden direkt in Pyrex-Glasréhren (Dunn Corp., Asbach, Deutschland) kultiviert.
Die ET-1-Inkubation (10nM) erfolgte tUiber einen Zeitraum von 90 min. Nach Dekantieren
des Mediums, vorsichtigem Spulen mit PBS (37 °C) und Wiederauffullen mit PBS (37 °C)
ad 1 ml wurden die Rohrchen sofort in das Luminometer Gberfihrt und die Messung nach
Zugabe von Coelenterazin (10 uM) gestartet. Somit konnte der Einfluf der Endothelin-1-
Inkubation direkt an intakten Zellen gemessen werden. Die Mef3werte sind as relative
Lichteinheiten - min™® - pg Protein® ausgedriickt. Nach Mefbeginn wurden NADPH
(100 uM) und SOD (40 pg) zugegeben, der Einflul? von IDP (500 uM) wurde durch

90mindtige Inkubation der Zellkulturen untersucht.

3.8.2 Proteinbestimmung

Die Bestimmung des Proteingehaltes der Zellpraparation erfolgte mit dem ,,BCA Protein
Assay Reagent” (Pierce Corp., Rockford, Irland) und wurde im molekularbiologischen
Labor des Institutes fir Pathophysiologie der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg
durchgefiihrt.

3.9 Statistische Auswertung

Alle angegebenen Zahlenwerte verstehen sich als Mittelwerte der Kontroll- bzw.
Wiederholungsmessungen * Standardfehler des Mittelwertes aus mindestens drei
voneinander unabhéngigen Messungen. Fur die statistische Analyse der Daten wurde der
Student’s t-Test verwendet. Ergebnisse wurden al's signifikant betrachtet, wenn sich bei der

statistischen Analyse eine Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner 5% (p<0,05) ergab.
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4  Ergebnisse

4.1 Reaktionsverhalten der XOy,, im Vergleich mit der XOy

4.1.1 Bestimmung der Harnsdurebildung und Aktivitatsmessung

Die Bildung von Harnsaure (HS) aus Xanthin (X) durch die Xanthinoxidase aus
Buttermilch (XOpm) kann spektral photometrisch bei 293 nm verfolgt werden, ebenso die
Abnahme der X-Konzentration bei 274 nm (Abb. 1a). Den zeitlichen Verlauf der
Spektrenanderung zeigt Abb. 1b:
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Abbildung 1: Umwandlung von X in HS: a) zeigt die Abnahme der Extinktion bei 274 nm als MaR3

des X-Verbrauches und die gleichzeitige Zunahme der Extinktion bel 293 nm als Mal3 der HS-Bildung.
In b) ist der Zeitverlauf dieser Umwandlung Uber einen Wellenlangenbereich von 210 bis 325 nm
dargestellt. Ansatz: 10mU X Oy, 170puM X ad 1 ml PBS.

Der Umsatz von X zu HS durch die XOpn, erfolgt &guimolar. Die Konzentration von X mit
theoretisch eingesetzten 170uM wurde so gewahlt, dal3 Sauerstoff als weiteres Substrat mit
einer Konzentration von ca. 260 UM im UberschuR vorliegt. Sobald das X verbraucht ist,
mufd die HS-Bildung und somit die Extinktionszunahme bel 293 nm zum Stillstand
kommen. Dies wird in Abb. 2a durch das Plateau ca. 6 min nach Reaktionsbeginn deutlich
(Kontralle).

Nach Inkubation des XOpn-Ansatizes mit dem Hemmstoff Allopurinol (ALP) und
nachfolgender X-Zugabe &t sich im Vergleich zum Kontrollwert ohne ALP keine

Extinktionszunahme und damit keine Umwandlung von X zu HS mehr beobachten.

21



4 ERGEBNISSE

Unter Verwendung der XO aus Mikroorganismen (XOy,) ist ebenfalls eine der XOpn
entsprechende  Extinktionszunahme  erkennbar  (Abb. 2b). Die gemessene
Extinktionsanderung dEzgz nm betrégt dabei 1,8278 fir XOpm und 1,8219 fir XOp,. Daraus
errechnet sich eine Konzentration von ca. 150 uM an gebildeter HS. Dieser Wert stimmt

weitgehend mit der theoretisch eingesetzten X-Konzentration von 170uM Uberein.
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Abbildung 2: Bestimmung der HS-Bildung: a) EinfluR von ALP. Ansatz: 30 mU/ml XOpy,, 170 uM X

ad 1 ml PBS, wahlweise 100 uM ALP. b) Vergleich der Enzyme XOy,, und XOy,. Ansatz: 25 mU/ml
XOpm/XOppo, 170puM X ad 1 ml PBS.

Die Aktivitét des eingesetzten Enzyms ergibt sich aus dem Substratumsatz pro Zeiteinheit.
Aus der schon ermittelten X-Konzentration von 150 pM, die innerhalb von 8 min
umgesetzt wird, 183t sich eine X O-Aktivitét von ca. 19mU berechnen.

4.1.2 Polarographische Messung

Die Abnahme der Sauerstoffkonzentration durch die XOpn/X-Resktion |&3 sich
polarographisch verfolgen. Sie kommt nach vollsténdigem Umsatz des Substrates X zum
Stillstand (Abb. 3a Kontrolle). Nach Inkubation des X Opm-Ansatzes mit ALP und Starten
der Reaktion mit X ist kein O,-Verbrauch mehr zu beobachten. Weder XO noch X alein
Im Ansatz fuhren zu einer mef3aren Signalverringerung.

Die Abb. 3b zeigt im direkten Vergleich das Vermogen beider XO-Praparationen,
Sauerstoff zu verbrauchen und hauptsachlich in H,O, umzusetzen. XO-Zugabe zum
X-Ansatz bewirkt einem Abfall der Sauerstoffkonzentration um 157,0 £ 2,4 uM (XOpn)
respektive 150,9 £ 2,9 uM (XOp). Durch Zugabe von 627 U/ml Katalase (KAT) nach
Reaktionsende wird bisher akkumuliertes H,O, in H,O und O, umgewandelt. Es kommt zu
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einem sprunghaften Anstieg der Sauerstoffkonzentration um 71,8 + 1,7 uM bzw.
65,0+ 3,3uM O fir XOpm bzw. XOme. Nach Gleichung 10 ergeben sich daraus fur das
gebildete H,O, Konzentrationen von 143,5+ 3,3 UM (XOpy) und 129,9+ 6,5 UM (XOpg).
Somit werden ca. 91% respektive 86 % des verbrauchten O, in H,O, umgewandelt.

O,-Konzentration (UM)
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Abbildung 3: Messung des O,-Verbrauchs: a) EinfluR von ALP. Ansatz: 30 mU/ml X Oy, 170 uM X

ad 1,6 ml PBS, wahlweise 100 uM ALP. b) Vergleich der Enzyme XOy, und XOp,. Ansatz: 30 muU/ml
XOpm!XOpo, 170uM X ad 1,6 ml PBS, 627 U/ml KAT.

4.1.3 Lucigenin-vermittelte Chemilumineszenz (CL)

Chemiluminometrisch &3t sich unter Verwendung von Lucigenin (Luc) und XOpy, €n
CL-Signal detektieren, welches nach dem Verbrauch von X zusammenbricht
(Abb. 4a Kontrolle). Der Hemmstoff ALP verhindert nach seiner Inkubation mit XOpn,
jegliche Signalbildung nach X-Zugabe.

Zugabe von Superoxiddismutase (SOD) zur laufenden Reaktion fuhrt zur sofortigen
Ausloschung des CL-Signals. Ebenso verhindert SOD im XOpm-Ansatz  jegliche
Signalentstehung nach X-Zusatz (Abb. 4b). Mit XO bzw. X alein im Ansatz |&3t sich kein
Signal detektieren.

Die Abhangigkeit des XOpy-vermittelten Signals von der  eingesetzten
Lucigeninkonzentration ist in Abb. 4c dargestellt. Es zeigt sich ein anndhernd
hyperbelférmiger Kurvenverlauf. Ab einer Konzentration von ca. 150 uM ist nur noch eine
geringe Steigerung des Signalniveaus zu beobachten. Bei Einsatz von 50uM Lucigenin ist
annadhernd die Halfte der maximalen Signalintensitét detektierbar.
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Die Abbildung 4d zeigt den direkten Vergleich der CL-Signale beider X O-Préparationen.
Mit der XOpn, ist ein Signal in Hohe von 37724 + 3673 rLU/s detektierbar. Nach dem

Verbrauch von 170puM Xanthin kommt es zum Zusammenbruch der Chemilumineszenz.

Bel Verwendung der XOno 183t sich nur ein schwaches Signal detektieren, das mit

135+ 5 rLU/s um den Faktor 300 kleiner als das vergleichbare XOpm-Signal ist.
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Abbildung 4: Lucigenin-vermittelte CL: a) EinfluR von ALP. Ansatz: 30 mU/ml XOpy,, 50 uM Luc,
170puM X ad 1 ml PBS, wahlweise 100puM ALP. b) Einflufd von SOD. Ansatz: 30 mU/ml XOyp,, 50uM Luc,
170 uM X, 40 ug SOD ad 1 ml PBS. c) Einflul3 der Lucigeninkonzentration. Ansatz: 30 mU/ml XOypm,
170 uM X, 1-250 uM Luc ad 1 ml PBS. d) Vergleich der Enzyme XOp, und XOp,. Ansatz: 25 mu/ml
XOpm/XOppo, 50pM Luc, 170puM X ad 1 ml PBS.

4.1.4 Coelenterazin-vermittelte Chemilumineszenz
Im XOpm/X-System ist mit Coelenterazin (Coel.) ein ca. 25fach hoheres CL-Signal im

Vergleich zu Lucigenin nachweisbar (Abb. 5a).
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Mit der XOpn 1813t sich ein Signal in Hohe von 18759 + 1420 rLU/s generieren, welches
sich durch Zugabe von SOD auf 150+ 9rLU/s verringert (Abb. 5b).

Bel Einsatz der mikrobiellen XO ist im Vergleich zur XOyyn €n um den Faktor 60
geringeres Signal von 309+ 19rLU/s detektierbar. Dieses verkleinert sich nach Zusatz von
SOD auf 133 + 1 rLU/s. Mit XO bzw. X alein im Ansatz kann kein Signal gemessen

werden.
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Abbildung 5: Coelenterazin-vermittelte CL. a) Vergleich der CL-Intensitéten von Luc und Coel.

Ansatz: 6 mU/ml XOyp,, 10 uM Luc/Codl., 170 uM X ad 1 ml PBS. b) Vergleich der Enzyme XOy,, und
XOmo- Ansatz: 6mU/ml XOp/ X Opo, 10uM Codl., 170puM X ad 1ml PBS, 40 ug/ml SOD.

4.1.5 Cytochrom c-Assay

In Abb. 6a sind die unterschiedlichen Spektren der oxidierten und reduzierten Form von
Cytochrom c (Cyt. c) als Grundlage des Assays aufgezeichnet.

Die Reduktion von Cytochrom ¢ durch XOp, zeigt Abb. 6b. Zugabe von X zum
XOpm-Ansatz fuhrt zu einer Extinktionszunahme, die bei 550 nm verfolgt werden kann.
Nach Durchschreiten eines Scheitelpunktes kommt es zu einer Extinktionsabnahme bis
unter den Leerwert, die as eine Reoxidation von Cyt. ¢ aufgefaldt werden kann (Kontrolle).
SOD verhindert fast vollstdndig die Extinktionszunahme. Auch hier ist nach dem
Scheitel punkt eine weitere Extinktionsabnahme bis unter den Leerwert zu beobachten. Die
Reoxidation von Cytochrom ¢ wird durch KAT komplett verhindert (Abb. 6¢).

In der Abb. 6¢c wird der XOpn/X-Reaktionsansatz mit KAT gezeigt. Die durch SOD
hemmbare Extinktionszunahme als Mald der <O, -Generierung betrdgt 0,7261. Das
entspricht einer Konzentration von reduziertem Cytochrom ¢ bzw. <O, von 34,4 uM.

Bezogen auf die X-Finalkonzentration von 170 uM werden somit ca. 20 % des
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verbrauchten O, zu O, reduziert. Es verbleibt jedoch ein nicht durch SOD hemmbarer
Anteil an reduziertem Cytochrom in Hohe von 7%.

Mikrobielle XO im X-Ansatz kann Cytochrom c nicht reduzieren (Abb. 6d). Auch hier ist
eine Extinktionsabnahme im Sinne einer Oxidation von Cytochrom ¢ zu beobachten. Diese
Abnahme unterschreitet deutlich den Leerwert. KAT verhindert die Oxidation

(nicht gezeigt). Mit Xanthin bzw. XO allein im Ansatz kann keine Extinktionsdnderung

beobachtet werden.
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Abbildung 6: Cytochrom-c-Reduktion. a) Darstellung der Absorptionsspektren der oxidierten und
der reduzierten Form. Ansatz: 50 uM Cyt. ¢ ad 1 ml PBS, die Reduktion erfolgte durch Zusatz einer
Spatelspitze Natriumdithionit. b) Einfluld von SOD. Ansatz. 6 mU/ml XOyn, 50 uM Cyt. ¢, 170 pM X
ad 1 ml PBS, wahlweise 40 pg/ml SOD. c) EinfluR von KAT und SOD. Ansatz: 30 mU/ml XOpy,, 50 uM
Cyt. ¢, 170 uM X, 380 U/ml KAT ad 1 ml PBS, wahlweise 40 ug/ml SOD. d) Vergleich der Enzyme XOyp,
und XOp,e. Ansatz: 6mU/ml X Op/ X Opno, S0UM Cyt. ¢, 170uM X ad 1 ml PBS.
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4.1.6 NBT-Assay

Nitroblautetrazolium (NBT) kann durch <O, zum blauen Farbstoff Formazan reduziert
werden. Unter Verwendung der XOpy, zeigt sich eine deutliche Extinktionszunahme bei
570 nm as Mald der Formazanbildung, die nach dem Verbrauch von X zum Stillstand
kommt (Abb. 7a Kontrolle). Nach Inkubation des X Opm-Ansatzes mit ALP und Starten der
Reaktion mit X ist keine Extinktionsdnderung mehr zu beobachten.

SOD im Ansatz verhindert die Formazanbildung nur partiell, es verbleibt ein Anteil von

46% NBT, der unspezifisch und somit nicht durch <O, reduziert wird.
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Abbildung 7: NBT-Reduktion: a) EinfluR von SOD und ALP. Ansatz: 30 mU/ml X Oy, 100 uM NBT,

170uM X ad 1 ml PBS, wahlweise 40 ug/ml SOD bzw. 100 uM ALP. b) Vergleich der Enzyme XOy,, und
XOpo- Ansatz: 6mU/ml X O/ X O, 100uM NBT, 170uM X ad 1 ml PBS.

Bel Verwendung der XO-Préparation aus Mikroorganismen (Abb. 7b) la%t sich keine
NBT-Reduktion bzw. Formazanbildung nachweisen. Weder X noch XO haben allein im
Ansatz einen Einfluld auf die Extinktion.

4.1.7 ESR-Spektroskopie

Die mittels FENTON-Reaktion aus H.O, und Fe** gebildeten *OH reagieren mit den
spin  traps DEPMPO und DMPO unter Bildung charakteristischer Addukte.
Die Spektrenregistrierung der dabel entstehenden DEPMPO-OH- und DMPO-OH-
Addukte diente als Positivkontrolle fur jeden Meftag (Abb. 8a, 9a).

Bel Einsatz der spin trap DEPMPO kann mit der XOyy, ein Mischaddukt, bestehend aus
DEPMPO-OOH und DEPMPO-OH, detektiert werden (Abb. 8b). Dessen Entstehung wird
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durch SOD vollstandig verhindert (Abb. 8c). Durch Zugabe von H,O, zu einem
XOpm-Ansatz ohne X &3t sich ebenfalls kein Addukt nachweisen (nicht gezeigt).
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Abbildung 8: ESR-Spektroskopie mit DEPMPO: a) FENTON-ver mitteltes DEPM PO-OH-Addukt.
Ansatzz 1 mM H,0,, 200 pM FeSO,, 12 mM DEPMPO ad 350 pl Bidest. b) DEPMPO-OH-Addukt
generiert durch XOp,/X-Reaktion. Ansatz: 30 mU/ml XOy,, 12 mM DEPMPO, 170 uM X ad 350 pl PBS.
¢) Einfluk von SOD. Ansatz; 30 mU/ml X Oy, 12mM DEPMPO, 170puM X, 40 ug/ml SOD ad 350 ul PBS.
d) Verwendung der mikrobiellen XO. Ansatz. 30 mU/ml XOy,,, 12 mM DEPMPO, 170 uM X ad
350l PBS.

Mit der mikrobiellen XO kann kein DEPMPO-Addukt registriert werden (Abb. 8d).
Weitere Untersuchungen erfolgten mit der spin trap DM PO und einer neuen Charge X Opn,.
Hiermit kann ein DMPO-OH-Addukt dargestellt werden, dessen Amplitude durch KAT
um 33% und durch SOD um 70% vermindert wird (Abb. 9b-d).
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Abbildung 9: ESR-Spektroskopie mit DMPO: a) FENTON-ver mitteltes DM PO-OH-Addukt. Ansatz:
1 mM H,0, 250 pM FeSO,, 50 mM DMPO ad 350 ul Bidest. b) DMPO-OH-Addukt durch
XOpm/X-Reaktion generiert. Ansatz: 50 mU/ml XOpp, 50 mM DMPO, 170 uM X ad 350 uM PBS.
¢) EinfluR von KAT. Ansatz: 50 mU/ml X Oy, 50mM DMPO, 170 uM X, 380U/ml KAT ad 350 uM PBS.
d) EinfluR von SOD. Ansatz: 50mU/ml XOpy,, 50mM DMPO, 170uM X, 40ug/ml SOD ad 350 uM PBS.

4.2  Kontrolluntersuchungen mit X Og

Um auszuschliefRen, dal’ die bisherigen unterschiedlichen Mef3ergebnisse durch einen
Praparationsartefakt der Enzyme XOpy, bzw. XOn, bedingt sind, wurde eine weitere
Milch-XO von einem anderen Hersteller (XOx) auf ihr Reaktionsverhalten untersucht.
Nach Zugabe von XOx zum X-Ansatz kann spektralphotometrisch bel 293 nm eine
Extinktionszunahme von 1,9156 verfolgt werden. Uber das Lambert-Beersche Gesetz
ergibt sich eine Konzentration an gebildeter Harnsaure bzw. umgesetztem Xanthin von
157uM (nicht gezeigt).
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4 ERGEBNISSE

Polarographisch 183t sich ein Sauerstoffverbrauch von 161 puM messen. Die Zugabe von
KAT fuhrt zur Liberation von 66 pM O,. Folglich werden ca. 82 % des verbrauchten
Sauerstoffsin H,O, umgewandelt (nicht gezeigt).

Chemiluminometrisch 183 sich mit Lucigenin ein durch SOD vollstdndig hemmbares
Signal in Héhe von 22294 + 3951 rLU/s detektieren (nicht gezeigt).

Mit der spin trap DEPMPO kann in der ESR-Spektroskopie ein Mischaddukt aus
DEPMPO-OH und DEPMPO-OOH dargestellt werden, dessen Entstehung durch SOD
verhindert wird (Abb. 10).
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Abbildung 10: ESR-Spektroskopie mit DEPMPO: a) DEPMPO-Addukt durch XOy/X-Reaktion
gebildet. Ansatz: 30 mU/ml XOx, 12 mM DEPMPO, 170 uM X ad 350 ul PBS. b) EinfluR von SOD.
Ansatz: 30mU/ml XOy, 12mM DEPMPO, 170uM X, 40 pg/ml SOD ad 350l PBS.

4.3 Untersuchungen zum Reaktionsverhalten von Lucigenin

4.3.1 EinfluB von Lucigenin auf die XO-Aktivitat
Lucigenin fuhrt zu keiner satistisch signifikanten Beeinflussung der eingesetzten
XO-Aktivitét (nicht gezeigt).

4.3.2 Einfluf von Lucigenin auf den O,-Verbrauch

Wie schon gezeigt, kommt es durch die XOpn/X-Reaktion zu einem polarographisch
mef3baren O,-Verbrauch, dessen Gesamtmenge von der X-Konzentration abhéngig ist. Mit
Lucigenin  im  Ansatz |&% sich ene dgnifikante  Steigerung  der
O,-Verbrauchsgeschwindigkeit feststellen (Abb. 11a). Diese Steigerung ist proportional
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zur eingesetzten Lucigeninkonzentration. Lucigenin bewirkt jedoch keine dartiber hinaus
gehende signifikante Steigerung des O,-Gesamtverbrauches (Abb. 11b).

a) b)

50
= . 160 _ -
S 1l - T
£ . * s
=~ - = 2 120]
2 30 | 5
2 °

5 ]

5 20 4 33
5 >
>|N 10 A ON 40
O

0 0

0 10 50 250 0 10 50 250
Lucigenin (uM) Lucigenin (uM)

Abbildung 11: EinfluR von Lucigenin auf den O,Verbrauch durch XOy./X-Reaktion:
a) Verbrauchsgeschwindigkeit. Ansatz: 30 mU/ml XOyy,, 170 uM X, 0-250 uM Luc ad 1,6 ml PBS.
b) Gesamt-O,-Verbrauch. Ansatz: 30 mU/ml XOpy,, 170 pM X, 0-250 uM Luc ad 1,6 ml PBS.
* - gtatistische Signifikanz

4.3.3 Einflu von Lucigenin auf die Cytochrom c-Reduktion
Die durch die XOpy, gebildeten <O, fihren zu einer Reduktion von Cytochrom c.
Lucigenin im XOp/X-Ansatz verstérkt signifikant die Geschwindigkeit der Cytochrom c-

Reduktion, und zwar wiederum proportional zur Lucigeninkonzentration (Abb. 12a).
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Abbildung 12: EinfluR von Lucigenin auf die XOp,-vermittelte Cytochrom c-Reduktion:
a) Geschwindigkeit der Cyt. c-Reduktion. Ansatz: 30 mU/ml XOypm, 50 uM Cyt.c, 170 uM X, 0-250 uM
Luc ad 1 ml PBS. b) Gesamtkonzentration an reduzierten Cyt. c. Ansatz: 30 mU/ml X Oy, 50 UM Cyt. c,
170uM X, 0-250uM Luc ad 1 ml PBS. * - statistische Signifikanz
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Lucigenin fuhrt jedoch auch hier zu keiner statistisch signifikanten Erhohung der

Gesamtmenge an reduziertem Cytochrom c (Abb. 12b).

44 NAD(P)H-Oxidase

44.1 Reaktionsverhalten

Die Zugabe von Coelenterazin (Coel.) zu den immobilisierten Endothelzellen (HUVEC)
ergibt ein detektierbares CL-Signal von 170+27rLU -min™* - pgProtein™. Durch Zusatz von
NADPH und SOD kommt es zu einer Verringerung des Signals, welche aber statistisch
nicht signifikant ist (Abb. 13a). Eine 90minltige Inkubation der Zellen mit dem
Flavoenzyminhibitor Diphenyliodonium (IDP, 500 pM) hat keinen Einflul} auf die
gemessene CL. Das CL-Signal ist abhéngig von der Anwesenheit der Zellen. Mit 50 uM
Lucigenin ist keine Signaldetektierung moéglich (nicht gezeigt).

4.4.2 Endothelin-1-Stimulierung
Nach einer Inkubation der HUVEC mit Endothelin-1 (ET-1) zeigte sich eine statistisch

signifikante CL-Stimulierung um ca. 38% von 170+ 27rLU -min™ - pgProtein™ (Kontrolle)
auf 235+ 44rLU - min™ - ug Protein™ (Abb. 13b). Die jeweilige Signalverringerung nach
Zugabe von NADPH und SOD ist statistisch nicht signifikant. Eine Inkubation des
Zellansatzes mit IDP in einer Konzentration von 500 uM fir 90 min zeigte keinen Effekt
(nicht gezeigt).

a) b)
300 | .
}% ] | ;% 250 | T
£ } 2 |
o
o 150 J L > 200 T
£ J € 1501 i
E 100 £
3 3 100 ]
E 50 E o]
0 0
Kontrolle+ NADPH + SOD Kontrolle ET-1

Abbildung 13: Coelenterazin-vermittelte CL in HUVEC: a) EinfluB von NADPH und SOD auf
Kontrollwert. Ansatz: 10pM Coel. ad 1 ml PBS (37 °C) in Glasréhrchen mit HUVEC bewachsen + 100 uM
NADPH + 40 ug SOD. b) Einfluf3 von 90minttiger Inkubation der HUVEC mit 10 nM ET-1. Ansatz:
10uM Cod. ad 1 ml PBS (37 °C) in Glasréhrchen mit HUVEC bewachsen. * - statistische Signifikanz
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5 Diskussion
5.1 Vergleich der XO-Prdparationen

Die Xanthinoxidase (XO) ist ein haufig verwendeter in vitro-Generator fir reaktive
Sauerstoffspezies (ROS), der eingesetzt wird, um die komplexen Schéadigungs-
mechanismen der ROS besser deuten zu konnen. Bei Gebrauch der XO ist ene
Bestimmung ihrer Aktivitdt notwendig. Dabei sollte die Substratkonzentration beim
10fachen des K-Wertes liegen. Fur Xanthin (X) wurden K-Werte zwischen 1,3 uM und
27,9 UM beschrieben [19, 76]. Mit den hier eingesetzten 170 uM X ist diese Bedingung
hinreichend erfullt.

Die Verwendung von Hypoxanthin (HX) als Substrat wirde im Vergleich zu X zu einer

Verdopplung der ROS-Ausbeute fihren:

HX +0,+H,O ® X+ H0,/ 0Oy (17)
X+0,+H,0 ® HS+H,0,/ 0, (7)

Dieser Effekt ist aber auf Grund der in vitro limitierenden Sauerstoffkonzentration von
ca. 260 uM ohne grof3e Bedeutung. Weiterhin wurde bel HX-Konzentrationen grof3er as
1mM ein Reaktionsabbruch auf der Stufe von X beobachtet, so dafl3 in dieser Arbeit X als
Substrat verwendet wurde [5, 32]. Dadurch werden auch spétere Berechnungen
vereinfacht.

Auf Grund der stéchiometrisch genau definierten Reaktion, die durch die XO katalysiert
wird, ist ein direkter Ruckschlu? von der eingesetzten X-Konzentration auf die
Konzentrationen des verbrauchten Sauerstoffs (O,), der gebildeten Harnséure (HS) und der
Superoxidanionen (¢O;) bzw. des Wasserstoffperoxids (H.O,) moglich. Da die
XO-Reaktion einen Nachweis dieser verschiedenen Substrate bzw. Produkte erlaubt,
konnen somit auch die unterschiedlichen Nachweismethoden quantitativ miteinander
verglichen werden.

Bel der Anwendung der verschiedenen Methoden lassen sich im Hinblick auf
Konzentrationen, Aktivitaten und Reaktionszeiten Differenzen zwischen den berechneten
und den praktisch ermittelten Werten feststellen. Hierfur ist die abnehmende
Reaktionsgeschwindigkeit bei geringeren Substratkonzentrationen verantwortlich, die bei

der Berechnung nicht berlicksichtigt wurde. Aus diesem Grund zeigt sich in der
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5 DISKUSSON

graphischen Darstellung der Ergebnisse, so z.B. bei der HS-Bildung, ein teilweise deutlich
asymptotischer Kurvenverlauf.

Zur Verringerung der Mef3ungenauigkeiten ist eine genaue Konstanthaltung der
Reaktionsbedingungen notwendig. Hierzu zdhlen Temperatur, pH-Wert, Konzentrationen
und Aktivitéten der eingesetzten Substanzen bzw. Enzyme. So kann z.B. die Zugabe von
Reaktanten in unterschiedlichen Losungsmitteln zu einer pH-Verschiebung und damit zu
einer Beeinflussung der Enzymaktivitét fuhren. Durch Einsatz einer pH-Elektrode und
einer Temperatursonde war es moglich, diese Bedingungen direkt im Mef3ansatz zu
kontrollieren. Weiterhin wurde durch die spektralphotometrische Konzentrations-
bestimmung der Substanzen versucht, mogliche Fehlerquellen weitgehend zu eliminieren.
Superoxiddismutase (SOD) und Katalase (KAT) sind im UberschuB eingesetzt worden, um
eine Limitierung durch unzureichende Aktivitét auszuschliefZen.

Bel der Untersuchung der XO aus Buttermilch (XOym) 183t sich erwartungsgemal? der
Umsatz von X zu HS und der Verbrauch von O, beobachten. Das hierbei akkumulierende
H.O, wird durch KAT zu Sauerstoff und Wasser dismutiert (Gleichung 10). Die
Sauerstofffreisetzung fuhrt zu einem polarographisch mefRbaren Signalanstieg, aus dessen
Hohe sich die urspringlich vorhandene H,O,-K onzentration berechnen |1&(3t. Es zeigt sich,
dal3 die XOpm H20, und *O,” in einem Verhéltnis von ca. 91: 9 bildet.

Nunmehr stand die Detektierung der «O," im Vordergrund. In dieser Arbeit wurden dafUr
die Lucigenin- und Coelenterazin-vermittelte Chemilumineszenz (CL), die Cytochrom c-
und die NBT-Reduktion sowie die ESR-Spektroskopie verwendet. SOD fuhrt nach
Gleichung 9 zur Dismutation von *O, und verhindert damit deren Interaktion mit den
verschiedenen Detektorsubstanzen wie Lucigenin oder Cytochrom c. Die Hemmbarkeit
dieser Interaktion und damit der Signalentstehung durch SOD gilt als spezifischer
Nachweis fir das Vorhandensein von <O, [20, 52].

Chemiluminometrisch &3t sich mit Lucigenin und Coelenterazin ein Signal detektieren,
das durch SOD nahezu vollstandig hemmbar ist. Daraus 1&8/% sich ableiten, dal3 sowohl
Lucigenin wie auch Coelenterazin spezifisch mit O, reagieren und nicht durch das
ebenfalls entstehende H,O, beeinflufdt werden kénnen.

Bel Verwendung der Detektorsubstanzen Cytochrom c (Cyt. ¢) und Nitroblautetrazolium
(NBT) wird eine durch SOD hemmbare Reduktion beobachtet, welche die Fahigkeit der
XOpm zur *O,-Bildung zweifelsfrei belegt. Die Quantifizierung dieses SOD-sensitiven
Antells an reduziertem Cyt. c ergibt fir die eingesetzte XOpy, €in Verhéltnis an gebildetem
H20O, zu «O," von 80: 20. Damit werden friihere Ergebnisse aus der Literatur bestétigt [19].
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Die XOpm-vermittelte Reduktion von NBT zum Formazan ist nur zu 54 % durch SOD
hemmbar. Fur einen qualitativen <O, -Nachweis ist dieser Antell jedoch nicht von
Bedeutung.

Der Hemmstoff Allopurinol (ALP) wurde bel der XOpy-vermittelten HS-Generierung, der
Polarographie, der Lucigenin-CL und bei der NBT-Reduktion eingesetzt. ALP verhindert
nach Inkubation mit der XOym vollstdndig das Entstehen von HS und damit auch den
Verbrauch von O,. Weiterhin ist in Gegenwart von ALP keine Lucigenin-vermittelte CL
und keine Formazanbildung mehr zu beobachten. Die ALP-Wirkung ist somit nicht auf ein
Abfangen der <O, zurtickzufthren, sondern auf eine Hemmung der Aktivitét der XO.

Die Reaktion eines Radikals mit einer spin trap fuhrt zu einem charakteristischen und
weitgehend stabilen, paramagnetischen Addukt, das mit der ESR-Spektroskopie
detektierbar ist. So entsteht aus der Interaktion mit «OH das OH-Addukt und aus der
Reaktion mit «O," das OOH-Addukt. Es kommt jedoch zu einer Spontanumwandiung des
OOH-Adduktes in das OH-Addukt, deren Zeitbedarf abhangig von der eingesetzten
spintrapist [17, 18]. Aus der alleinigen Detektierung eines OH-Adduktes darf somit nicht
auf elne ursachliche Bildung von «OH geschl ossen werden.

Mit der spin trap DEPMPO im XOpy/X-Ansatz kann ein Mischaddukt aus DEPM PO-OH
und DEPMPO-OOH detektiert werden. Dies konnte als eine gleichzeitige Generierung von
*OH und <O, gedeutet werden. Fir die XO ist eine direkte Hydroxylradikalgenerierung
beschrieben worden, die zu einem DEPMPO-OH-Addukt fuhren wirde [41, 83]. Jedoch
konnte dies auf adhérentes Eisen am Enzymprotein zuriickgefthrt werden, welches mit
H,O, Uber die FENTON-Reaktion zum «OH reagiert [6]. In der hier vorliegenden Arbeit ist
die Adduktentstehung vollsténdig durch SOD hemmbar. Als Quelle fir das Mischaddukt
kommen daher nur <O, in Frage. Dal jedoch kein reines DEPMPO-OOH-Addukt
detektiert werden konnte, ist auf die Spontanumwandlung von DEPMPO-OOH zu
DEPMPO-OH zurickzufiihren. Die Halbwertszeit von DEPMPO-OOH betrégt zwar
ca. 15min, aber auf Grund der zeitaufwendigen Befullung und Ausrichtung der Flachzelle
im , ESR-220"-Spektrometer erfolgt offenbar schon eine partielle Umwandlung zum
OH-Addukt [18].

Sollte eine Enzympréparation adharentes Eisen aufweisen, so konnte — bei Abwesenheit
von X — durch zugegebenes H,O, eine FENTON-Reaktion initiiert und das dabel
entstehende *OH detektiert werden [6]. Da ohne Reduktionsmittel flr das Eisen faktisch
nur ein Reaktionszyklus moglich ist (Gleichung 4), mul’ eine ausreichend hohe Menge an

Eisen vorhanden sein, um ein Addukt detektieren zu konnen. H>O, wurde deshalb direkt zu
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einem DEPMPO/XOpyn-Ansatz ohne das Substrat X hinzugeftgt. Da sich unter diesen
Bedingungen kein Addukt darstellen lief3, kann geschluf¥folgert werden, dal3 adhérentes
Eisen in dieser X O-Préparation bedeutungslosist.

Zusammen mit der spin trap DMPO wurde eine weitere Charge X Opn vermessen. Hiermit
war ein DMPO-OH-Addukt detektierbar, dessen Amplitude durch KAT um 33 % und
durch SOD um 70% verringert wurde. Daraus &3t sich ableiten, dal3 am Zustandekommen
des DMPO-OH-Adduktes «OH und O, beteiligt sein missen. Das DM PO-OOH-Addukt
konnte auf Grund der kurzen Halbwertszeit von 50 s und der nachfolgenden Umwandlung
in das DMPO-OH-Addukt unter den hier gegebenen mefdtechnischen Bedingungen nicht
detektiert werden [18]. Der durch SOD hemmbare Anteil in Hohe von 70 % bestétigt aber
das Vorhandensein von <O, as Hauptquelle fir das Addukt. Es ist gezeigt worden, dal3
sich der Gehalt an Eisen bel den verschiedenen XO-Prdparationen unterscheidet [6]. Die
partielle Hemmbarkeit der Adduktentstehung durch KAT spricht fir das Vorhandensein
von *OH, die Uber die FENTON-Reaktion aus H,O, und adhdrentem Eisen entstehen
missen. Somit |a3t sich hier auf eine XO-Prgparation mit hoherem Eisengehalt
schlief3en.

Wie schon erléutert, ist die XO ein in vitro oft verwendeter Generator fir ROS. Bei der
Auswahl einer XO kann sich der oben beschriebene Unterschied im Produktspektrum in
einer verstarkten Schadigung, z.B. einer durch «OH initiierten in vitro-Lipidperoxidation,
bemerkbar machen und sollte beim methodischen Aufbau berlicksichtigt werden. Aus
diesem Grund wurden weitere Xanthinoxidasen auf ihr Reaktionsverhalten und ihre
Fahigkeit zur ROS-Bildung untersucht. Da die Milchprdparation eines anderen Herstellers
(XOk) ein vergleichbares Verhaten wie die XOpn, zeigt, soll im weiteren nun die XO von
Mikroorganismen (XOn,) besprochen werden.

Unter identischen Reaktionsbedingungen (gleiche Aktivitat und Substratkonzentration)
setzt die XOnyo ebenfalls X zu HS um und verbraucht dabei erwartungsgemal? O,. Dieser
wurde zu 86 % in H,O, umgewandelt. Die H,O,-Bildung durch die XOn, liegt damit in der
gleichen Grofdenordnung wie die der XOpp,.

Zum Nachweis der O, wurden die bei der XOp, etablierten Detektionsmethoden
verwendet. Chemiluminometrisch lief3 sich unter Verwendung von Lucigenin ein Signal
detektieren. Dieses war allerdings um den Faktor 300 geringer als das unter gleichen
Bedingungen detektierte XOpn-Signal und somit vernachlassigbar klein. Beim
Coelenterazin liefd sich ebenfalls eine Signaentstehung beobachten, welche durch SOD

partiell hemmbar war. Doch auch hier war das Signal der XOr,, im Vergleich zur XOpm um
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den Faktor 60 geringer. Daraus kann abgeleitet werden, dal3 die chemiluminometrischen
Ergebnisse eine der Aktivitdt entsprechende <O, -Generierung durch die XOpe
ausschlief3en.

Folgerichtig war die XOp, auch beim Einsatz von Cytochrom c als O, -Detektor zu keiner
Reduktion von Cyt. c fahig. Selbst eine unspezifische Reduktion, wie sie fur die deflavo-
Form der XO beschrieben wurde, war nicht zu beobachten. Es fand jedoch eine
Reoxidation von Cyt. ¢ statt, die durch KAT verhindert wurde. Durch diesen indirekten
H.O--Nachweis lief3 sich die polarographisch festgestellte Fahigkeit der XOno zur
H,O,—Bildung bestétigen.

Die XOno wurde weiterhin mit dem NBT-Assay vermessen. Es zeigte sich, dal3 die XOp,o
NBT nicht reduzieren kann. Eine unspezifische Reduktion, wie sie fur die
deflavo-Enzymform bekannt ist, war ebenfalls nicht zu erkennen.

In der Literatur ist eine direkte enzymatische Reduktion von H,O, zum «OH durch die XO
beschrieben worden [41, 83]. Diese *OH-Bildung konnte spater jedoch auf eine Eisen-
vermittelte FENTON-Reaktion zuriickgefuhrt werden. Als Eisenquelle wurde adhérentes
Eisen am Enzymprotein ermittelt [6]. Sollte die XOno €inen hohen Anteil an solch
adhérentem Eisen besitzen, konnte dies eine FENTON-Reaktion ermdglichen. Die eventuell
von der XOmo gebildeten «O, waren zur Riickfiihrung von Eisen(lll)-lonen (Fe*) in
Eisen(l1)-lonen (Fe**) notwendig (Gleichung 5). Das wiirde die fehlende Nachweisbarkeit
der «O, mit den bisherigen Methoden erkléren. Daher wurde die ESR-Spektroskopie mit
DEPMPO verwendet. Diese spin trap erlaubt auf Grund der héheren Stabilitét ihres
OOH-Adduktes und der hoheren Affinitdt zum <O, eine bessere Identifizierung eines
maoglichen Adduktes. Mit mikrobieller XO lief3 sich kein ESR-Signal nachweisen. Eine
Eisen-katal ysierte «OH-Generierung ist damit auszuschliefZen.

Mit diesen verschiedenen Nachweismethoden wurde hinreichend bewiesen, dal3 die
fehlende M6glichkeit der Detektierung der <O, nicht auf Mef3artefakte zurtickzufhren ist.
Die XOn ist nicht in der Lage, *O, zu generieren. Da aber die XOp, Nur 86 % des O, in
H.O, umwandelt, stellt sich die Frage nach dem Verbleib der restlichen 14 % an
verbrauchtem O.

Esist bekannt, dal3 die XO in verschiedenen Formen existiert. Hierzu zéhlen die deflavo-,
die desulfo- und die demolybdo-Formen. Die deflavo- und desulfo-Enzyme stellen ein
Préparationsartefakt dar, wahrend die demolybdo-Form einem natlrlich vorkommenden
XO-Anteil entspricht [5, 39]. Gemeinsames Merkmal dieser Formen ist jedoch, dal3 sie
gegeniber X keine Aktivitdt mehr besitzen. Es wére aso keine HS-Generierung zu
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erwarten. Da aber die XOp, neben der Harnsdurebildung auch noch Sauerstoff in H,O»
umsetzen kann, hat eine solche Form als Hauptbestandteil der XOn, keine Bedeutung.
Weitere Untersuchungen zum Reaktionsverhalten der XOne sind nétig, um die fehlende
*O,-Bildung zu erkléren.

Fur die praktische Verwendung der XOn, ergeben sich daraus Konsequenzen. Wie oben
schon genannt, sind die O, an der Freisetzung von Eisen aus zelluldren Eisenspeichern
beteiligt und schaffen durch die Regenerierung von Fe** aus Fe** die Voraussetzung fir
eine in vitro-Generierung von «OH aus H,O, [55]. Der Einsatz der mikrobiellen XOp,, as
Modellsystem zur ROS-Bildung ist somit abzulehnen.

5.2 Methodenkritik

Das as Dikation vorliegende Chemilumineszenzsubstrat Lucigenin (Luc®) steht im
Verdacht, selbst zu einer «O,-Bildung fahig zu sein. Nach der aufgestellten These kann das

2+

Luc®™ nicht durch «O, zum Lucigeninradikal (eLuc’) reduziert werden, sondern nur

direkt durch das Enzym (Enz) [45, 46]:
Luc® + EnzH, ® sLuc” + *EnzH (18)
sLuc" autoxidiert anschlieend unter Bildung von «O;:
sLuc'+ 0O, ® Luc®™ ++0; (19)

Dieser Mechanismus wurde vor alem bel Enzymsystemen wie Glucoseoxidase/Glucose
oder XO/NADH beschrieben, die prinzipiell keine bzw. kaum <O, generieren kdnnen
[45, 47, 74]. Hierbel sind jedoch so hohe XO-Aktivitdten eingesetzt worden, dal3
theoretisch auch thermodynamisch unginstige Reaktionen erzwungen werden kénnen.

Afanas'ev et al. bestétigten spater eine mogliche Reduktion von Luc® durch <O,
Luc® + 0, ® eLuc" + O, (20)

und halten auf Grund von Redoxpotentialmessungen eine Autoxidation von sLuc’ nach
Gleichung 19 fur eher unwahrscheinlich [2, 61]. Li et al. zeigten ebenfalls, dal3 diese
Autoxidation in O, -bildenden Systemen wie dem XO/X-System vernachlassigbar gering
ist, dasLuc’ zu «O, eine viel hohere Affinitéat als zum O, hat [42]. Infolge der univalenten
Elektroneniibergange ist aber auch bei einer direkten Reduktion von Luc® durch das

Enzym (Gleichung 18) eine gleichzeitige enzymatische Reduktion von O, nicht mdglich.
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Gleiches gilt fur die «Luc’-Autoxidation und die lichtemittierende Reaktion von «Luc’ und
0, (Gleichung 16). Eine Autoxidation von sLuc” kann damit rein stéchiometrisch keinen
Nettoeffekt auf die «O, -Konzentration haben [2].

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt von Lucigenin auf den Sauerstoffverbrauch
und die Cyt. c-Reduktion durch das X O/ X-System untersucht. Es konnte gezeigt werden,
da3 Lucigenin in Konzentrationen von bis zu 250 uM die Geschwindigkeit des
Sauerstoffverbrauchs und der Cyt. c-Reduktion steigert. Lucigenin beeinfluf3t aber weder
die Gesamtmenge an verbrauchtem Sauerstoff noch die an reduziertem Cyt. c. McCord und
Fridovich interpretieren eine Erhdhung der Reaktionsgeschwindigkeit der Cyt c-Reduktion
as zusétzliche Bildung von <Oy, die zur Erh6hung seiner Gleichgewichtskonzentration
fahrt [53]. Das kann jedoch nur fir offene Systeme gelten, in denen keine Limitierung der
Verfugbarkeit von X bzw. O, zu erwarten ist. Die XOpn bildet eine eindeutig
quantifizierbare Menge von «O,. Somit mufd sich eine zusétzliche Generierung in der
detektierbaren Gesamtmenge niederschlagen. Da Lucigenin den Gesamt-O,-Verbrauch
bzw. die Gesamtkonzentration an reduziertem Cyt. ¢ nicht beeinflufd, ist daher eine
zusétzliche O, -Generierung durch Lucigenin unwahrscheinlich.

Eine konzentrationsabhéngige Erhdhung der XO-Aktivitdt durch Lucigenin wirde die
Beschleunigung der Cyt. c-Reduktion und des O,-Verbrauches erkl&ren, konnte aber nicht
nachgewiesen werden.

Esist bekannt, da Cyt. ¢ direkt durch eLuc’ reduziert werden kann [45, 46]. Damit wére
eine Konkurrenz zwischen <O, und «Luc* um die Reaktion mit Cyt. ¢ (Fe**) denkbar:

«O; + Cyt. ¢ (Fe™) ® O, + Cyt. ¢ (Fe™) (13)
sLuc” + Cyt. ¢ (Fe**) ® Luc® + Cyt. ¢ (Fe™) (21)

Bei einer hoheren Reaktionsgeschwindigkeit von sLuc” und Cyt. ¢ (Gleichung 21) im
Vergleich zu <O, und Cyt. ¢ (Gleichung 13) lief3e sich die beobachtete Beschleunigung der
Cyt. c-Reduktion durch Lucigenin theoretisch erkléren. Wie schon erléautert, kann auf
Grund der univalenten Reaktion nur jeweils O, oder Lucigenin durch das Enzym reduziert
werden, so dal? es keine Nettozunahme an <O, geben kann.

Die beobachtete Erhdhung der O,-V erbrauchsgeschwindigkeit ist hierbei jedoch ungeklért
und bedarf weiterer Untersuchungen.

Bel Verwendung von Lucigenin als *O,-Detektor ist ein Kompromifd aus mdglichst
geringer Lucigenin-Konzentration bei ausreichender Signalstéarke notwendig. Li et al.

konnten bis zu einer Lucigenin-Konzentration von 100 uM keine artifizielle «O,-Bildung
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feststellen [42]. Bel ener initillen Lucigenin-Konzentration von 50 pM ist im
XOpm/X-System ca. die Hélfte der maximal méglichen CL-Signalhdhe detektierbar, so dal?
deshalb diese Konzentration — analog zu anderen Studien — eingesetzt wurde [58, 59].
Zusammenfassend kann gesagt werden, dald Lucigenin in «O,-generierenden Systemen
wie XOpr/X en senditiver «O,-Detektor ist. Bei unbekannten Systemen, so z.B. in
Homogenaten, kann aber die Gefahr des Redoxzyklus von Lucigenin mit artifizieller
*O,-Bildung bestehen. Die Verwendung von Lucigenin als CL-Detektor sollte sich somit
nach den zu untersuchenden Systemen richten.

Als weiterer CL-Detektor wurde in dieser Studie Coelenterazin eingesetzt. Das
membranpermeable Coelenterazin gilt as sensitiver Detektor fur <O, und ermdglicht
weiterhin den Nachweis von Peroxynitrit [61, 79, 82]. Im direkten Vergleich zeigte sich
eine 25fach hohere Empfindlichkeit der Coelenterazin-CL gegeniiber der Lucigenin-CL.
Aus diesen Grinden wurde Coelenterazin fur den spdteren ROS-Nachweis bel der
endothelialen NAD(P)H-Oxidase eingesetzt.

Die Cytochrom c-Reduktion ist ein seit langem etabliertes Nachweisverfahren fur <O,
Es wurde berichtet, da Cytochrom ¢ (F€*") durch H.O, oxidiert werden kann [50, 86].
Diese Oxidation ist jedoch nach Auffassung von Turrens et a. auf eine photochemische
Zersetzung durch das UV-Licht der Strahlungsquelle zuriickzufthren [85]. In der
vorliegenden Arbeit konnte eindeutig gezeigt werden, dal3 Cytochrom ¢ (Fe’*) sowohl
durch eine H,O,-Stammlésung als auch durch XO/X-generiertes H,O, oxidiert werden
kann. Diese Oxidation ist durch KAT hemmbar. Ein photochemischer Artefakt wurde
durch Ausschalten der UV-Strahlungsquelle ausgeschlossen. Die Oxidation erfolgt bis
unter den Ausgangswert, denn die verwendete oxidierte Form enthalt laut Hersteller bis zu
3% an reduziertem Cyt. ¢. Da durch das XO/X-System <O, und H,0 gleichzeitig gebildet
werden, fuhrt die Reoxidation zu einer deutlichen Beeintréchtigung der M ef3ergebnisse und
verhindert demzufolge eine genaue Quantifizierung der nachgewiesenen <O,
Bel Systemen mit H,O,-Generierung ist daher die Anwesenheit von KAT im Assay
notwendig [50].

Die durch XOp, vermittelte Cytochrom c-Reduktion wurde durch SOD zu 93 % inhibiert.
Daraus ergibt sich ein unspezifisch reduzierter Anteil von 7 %. In der Literatur ist die
Fahigkeit von deflavo-XO beschrieben worden, Cytochrom c direkt reduzieren zu kénnen
[39, 46, 52]. Da jede XO-Préparation zu einem bestimmten Anteil die deflavo-Form
enthdlt, flhrt diese hier zu einer direkten Reduktion von Cytochrom c, die durch SOD
unbeeinfluf3t bleibt.
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Der Anteil der <O, am Gesamt-O,, der durch die XOp, umgesetzt wurde, schwankt
zwischen den polarographisch ermittelten 9% und den durch die Cytochrom c-Reduktion
bestimmten 20 %. Diese Abweichung ist moglicherweise im methodischen Bereich zu
sehen. Auf Grund des direkten und durch die SOD-Hemmbarkeit spezifischen
*Oy-Nachweises durch die Cytochrom c-Reduktion ergeben sich  weniger
Mellungenauigkeiten als bei der indirekten Bestimmung Uber eine KAT-vermittelte
O,-Freisetzung. Die ermittelten 20 % stimmen ebenfalls mit den Angaben in der Literatur
Uberein [19, 62].

NBT kann durch <O, zum Formazan reduziert werden. Unter Verwendung der XOym 1813t
sich eine Formazanbildung nachweisen, die jedoch nur zu 54 % durch SOD hemmbar ist.
H.O, kann as Oxidationsmittel nicht zu einer Reduktion von NBT beitragen. Eine
Hemmung der XO mit ALP verhindert die Formazanbildung aus NBT und beweist die
enzymvermittelte Reduktion. NBT ist as Substrat fur viele Dehydrogenasen und Oxidasen
bekannt. Es kann also neben der Interaktion mit <O, direkt mit O, um die Elektronen vom
Enzym, v.a. der deflavo-XO, konkurrieren [5, 39, 47]. Diese direkte enzymatische
Reduktion ist somit nicht durch SOD hemmbar und macht einem Anteil von 46 % aus.
Die geringe Spezifitét des NBT fur «O, zeigt sich auch in der moglichen Reduktion durch
andere Substanzen. Zur vollstdndigen Reduktion von NBT zum Formazan sind
4 Elektronen notwendig, dabel entsteht as Intermediat das Tetrazolinylradikal
(Gleichung 14). Dieses kann autoxidieren und zu einer artifiziellen <O, -Generierung
fuhren [28]:

sTetrazolinyl + O, ® NBT? ++0O, (22)

Aus diesen Grinden sollte NBT nicht als «O,-Detektor verwendet werden.

Wie schon dargestellt wurde, ist die Reduktion von Cytochrom ¢ und NBT keineswegs
spezifisch fur «O,", sondern kann auch durch Substanzen wie Vitamin C, Glutathion (GSH)
oder Natriumdithionit erfolgen [21]. Nur die Hemmbarkeit der Reduktion durch die SOD
beweist die Vermittlung durch <Oy

Die ESR-Spektroskopie weist gegentiber den hier genannten Methoden Vortelle auf. Sie
erlaubt durch die Adduktbildung eine Qualifizierung und Quantifizierung des Signals. Es
ist jedoch zu beachten, dal? sich das OOH-Addukt spontan in das OH-Addukt umwandelt.
Mit DMPO ist auf Grund seiner kurzen Halbwertszeit unter den hier gegebenen
mefdtechnischen Bedingungen kein XOpyn/X-vermitteltes OOH-Addukt detektierbar.
Unabhangig vom detektierten Addukt beweist jedoch die Hemmbarkeit der Adduktbildung
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durch SOD die urséchliche Beteiligung von <O, [17]. DEPMPO reagiert 1,5fach schneller
mit <O, als das DMPO und das DEPMPO-OOH-Addukt ist mit einer Halbwertszeit von
ca. 15 min deutlich stabiler. Zur Detektion von «O, ist somit das DEPM PO besser geeignet
as DMPO [18]. DEPMPO ist weiterhin als 40fach empfindlicherer <O, -Detektor im
Vergleich zu Cytochrom ¢ beschrieben worden [88]. Limitierend kann sich jedoch die
Sensitivitédt des zur Verfigung stehenden ESR-Spektrometers auswirken.

Die Verwendung der SOD erlaubt eine Unterscheidung von Reaktionen, die durch <O,
oder durch andere Substanzen vermittelt werden [20]. Sie sagt jedoch nichts Uber die
Herkunft bzw. Entstehungsquelle der <O, aus. Neben der direkten Bildung durch Enzyme
konnen <O, durch die schon beschriebenen Mechanismen des Redoxzyklus von
Detektormolekilen wie Lucigenin und NBT entstehen. Wie gezeigt werden konnte, ist
dieser Effekt bei etablierten ROS-generierenden Enzymsystemen wie Milch-XO/X nur von
untergeordneter  Bedeutung. Unter  bestimmten Bedingungen, so z.B. in
Gewebehomogenaten, kann es jedoch zu einer artifiziellen, durch SOD hemmbaren
*O,-Bildung kommen. Daraus darf nicht ohne weiteres auf das Vorhandensein von
*O, -generierenden Enzymen geschlossen werden.

Auf Grund der vielfaltigen Interaktionen und der Komplexitét der Radikalchemie ist nur
eine sinnvolle Kombination der hier vorgestellten Detektionsverfahren ein sicherer Weg,
um mefdtechnische Artefakte auszuschlief3en.

53 NAD(P)H-Oxidase

Die endotheliale NAD(P)H-Oxidase gilt als Hauptbildner fir vaskulére <O, und unterliegt
vielfaltigen Regulationen [22, 57, 58]. Zu den Risikofaktoren der Arteriosklerose z&hlen
die Angiotensin-l1-vermittelte Hypertonie und die Hypercholesterinamie [60, 66, 96]. Es
ist bekannt, da3 Angiotensin-Il und oxLDL zu ener Expressionserhéhung der
NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit gp91™" fiihren und dadurch eine verstarkte Generierung
von *O, bewirken [72, 73]. Angiotensin-I1 fuhrt weiterhin zu erhéhten Plasmaspiegeln von
Endothelin-1 (ET-1), welches zu den potentesten Vasokonstriktoren gehort
[56, 63, 77].

Fir ET-1 konnte ebenfalls eine Stimulierung der gp91°"™-Expression in Endothelzellen
nachgewiesen werden [14]. In diesem Teil der Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob
dies auch mit einer funktionellen Erhéhung der O, -Bildung durch die NAD(P)H-Oxidase
in humanen Endothelzellen (HUVEC) assoziiert ist.
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Auf Grund der in den XO-Untersuchungen festgestellten hohen Sensitivitét wurde der
Coelenterazin-CL-Assay zur Charakterisierung der endothelidlen NAD(P)H-Oxidase
verwendet. Das membranpermeable Coelenterazin ist al's geeigneter Detektor fir vaskulére
*O," bekannt, der selbst nicht zur Radikal generierung beitragen kann [48, 82].

Nach ET-1-Inkubation der HUVEC konnte eine Erhdhung der CL-Ausbeute um 38 %
gegeniiber dem Kontrollwert nachgewiesen werden. Zur Qualifizierung dieses CL-Signals
wurden Diphenyliodonium (IDP), SOD und NADPH verwendet. Die Substratspezifitat der
vaskuldren NAD(P)H-Oxidase gegeniber NADH oder NADPH wird kontrovers diskutiert,
so dal3 hier das Substrat der phagozytdren NADPH-Oxidase eingesetzt wurde.

Das gemessene Signal ist jedoch durch keine der Substanzen signifikant beeinfluf3bar. Da
NADPH die Zellmembran in der Regel nicht frei permeieren kann und mit intakten Zellen
gearbeitet wurde, ist das Nichtansprechen des Signals auf NADPH-Zugabe mdglicherweise
ein guter Marker fr die Integritét der Zellen [43].

Die Lokalisation der endothelialen NAD(P)H-Oxidase wird — analog zum phagozytéren
Enzym — as membranstdndig mit nach extrazelluléar gerichteter O, -Generierung
angenommen. In der Literatur ist jedoch auch eine intrazelluldre bzw. mikrosomale Lage
[23, 49, 59] beschrieben worden.

Bedingt durch die lipophilen Eigenschaften von Coelenterazin kdnnen im hier verwendeten
Ansatz auch intrazellulér gebildete Radikale nachgewiesen werden. Auf Grund der
fehlenden Beeinflussung durch die Hemmstoffe kann als Hauptquelle des detektierten
CL-Signds ein intrazellulares Enzym angenommen werden. SOD kann infolge der
Molekulgrofie nicht in die Zelle gelangen. IDP ist eine polare Substanz und somit nicht in
ausreichendem Mal%e intrazelluldr verflgbar.

Neben der NAD(P)H-Oxidase kénnen andere zellulére ROS-Bildner als Ursache fir das
detektierte CL-Signal keinesfalls ausgeschlossen werden. Die XO ist jedoch als
ROS-Generator in Endothelzellen von untergeordneter Bedeutung [67]. Eine ,, entkoppelte®
eNOS kann unter bestimmten Bedingungen, wie z.B. L-Arginin-Mangel, ebenfalls <O,
bilden. Da die CL-Messungen aber direkt im Zellkulturansatz ohne aufwendige bzw.
unphysiologische Préparationsschritte stattfanden, kénnen diese Bedingungen weitgehend
ausgeschlossen werden [88, 93]. Eine mogliche Reaktion der <O, mit *\NO zum OHOO
kann durch Coelenterazin ebenfalls detektiert werden, und auch hier wére die Hohe des

detektierten Signals von der <O, -Konzentration abhangig.
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Zusammenfassend &3t sich die Hypothese aufstellen, dal3 eine NAD(P)H-Oxidase die
Hauptquelle fur die ET-1-stimulierbare *O,-Bildung in HUVEC ist. Dies wird durch
nachfol gende Punkte bestarkt:

- das gp91P
[22, 60].

- Waeiterhin ist durch ET-1 eine Expressionsstimulation der Untereinheit gp91P"™

-enthaltende Enzym gilt als wichtigster Generator fir endotheliale <Oy

nachgewiesen worden [14].

- Eine positive Korrelation zwischen der gp91P™*-Expression und der *O,-Generierung
in HUVEC konnte durch einen weiteren Stimulus (oxLDL) ebenfalls belegt werden
[72].

Die Untereinheit gp91°™™ konnte hierbei eine limitierende Rolle fir die Funktion der

endothelialen NAD(P)H-Oxidase Ubernehmen und zu einer Modulation der Aktivitét

beitragen.
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6  Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde das Reaktionsverhalten der Xanthinoxidase verschiedener Herkunft,
aus Buttermilch (XOpm) und von Mikroorganismen (XOpg), untersucht. Es konnte
erwartungsgemald festgestellt werden, dal3 beide Enzyme Xanthin (X) in Harnsaure (HS)
umwandeln und dabei Sauerstoff verbrauchen. Die Enzyme reduzieren ca. 80 % des
verbrauchten O, zu Wasserstoffperoxid (H20,). Die XOpm generiert ein Lucigenin- bzw.
Coelenterazin-vermitteltes Chemilumineszenzsignal, reduziert Cytochrom ¢ und
Nitroblautetrazolium (NBT) und ist in der Lage, mit DEPMPO und DMPO ein Addukt zu
bilden. All diese Effekte sind durch Superoxiddismutase (SOD) hemmbar und bestétigen
das Vermogen der XOpm, neben H,O, auch Superoxidanionen (*Oy) zu bilden. Unter
Verwendung der XOne und den oben genannten Nachweismethoden lassen sich jedoch
keine O, nachweisen. Bei der Auswahl einer Xanthinoxidase als in vitro-Generator fir
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) ist daher hinsichtlich moglicher Fehlinterpretationen
Vorsicht geboten.

Weiterhin erfolgte in dieser Arbeit eine methodenkritische Untersuchung der zur Detektion
von <O, verwendeten Melisysteme am Beispiel der XO. Der Einsatz des
Chemilumineszenzsubstrates Lucigenin wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Im hier
verwendeten Ansatz zeigte sich bis zu einer Initialkonzentration von 250 uM Lucigenin
keine artifizielle Radikal generierung. Die Sensitivitét von Coelenterazin liegt im Vergleich
zu Lucigenin um den Faktor 25 hoher, so dal3 sich auch schwache zellulére Signale wie das
der endothelialen NAD(P)H-Oxidase detektieren lassen. Die Cytochrom c-Reduktion
erlaubt als Nachweismethode fir <O, eine genaue Quantifizierung. Bel Vermessung der
X Opm konnte beobachtet werden, dal? durch das ebenfalls gebildete H,O, eine Reoxidation
von Cytochrom c erfolgte. Diese wurde durch Katalase verhindert. Bel Einsatz von
Cytochrom ¢ zur <O, -Detektierung in Systemen, die zusétzlich auch H,O, bilden, kann
dieser Effekt eine Verfadschung der Mef3ergebnisse zur Folge haben. NBT wird ebenfalls
durch <O, zum Formazan reduziert. Diese Reduktion war jedoch im hier verwendeten
Mef3ansatz nur zu 54 % durch SOD hemmbar. Folglich sollte NBT nicht als Detektor fir
*O," genutzt werden.

Die bisher genannten Methoden sind nicht spezifisch fur «O,’, sondern kdnnen durch eine
Vielzahl verschiedener Stoffe beeinfluf werden. Daher liefert nur die Hemmbarkeit der
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Nachweisreaktion durch SOD und der Einsatz mehrerer Methoden einen sicheren Hinweis
auf die urséchliche Beteiligung von <O,

Die anhand des Modellenzyms XO gewonnenen methodischen Erkenntnisse wurden zur
Charakterisierung der NAD(P)H-Oxidase von humanen Endothelzellen aus
Nabelschnurvenen (HUVEC) angewendet. Chemiluminometrisch  konnte — mit
Coelenterazin eine Stimulierung der ROS-Generierung um 38 % durch das Peptid
Endothelin-1 (ET-1) festgestellt werden. Dieses Ergebnis Kkorreliert mit  der
nachgewiesenen  Steigerung der  mRNA-Expression  von  gp91”™*  einer
membrangebundenen Untereinheit der NAD(P)H-Oxidase, durch ET-1-Inkubation und 18/3t
als Interpretationsansatz eine Rolle von gp91”™™ as limitierenden Faktor der

ROS-Generierung zu.
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Verschiedene Quellen bzw. Praparationsformen eines Enzyms konnen sich hinsichtlich
ihres Produktspektrums unterscheiden. Die Xanthinoxidase (XO) katalysiert die
Umwandlung von Hypoxanthin (HX) tber Xanthin (X) zu Harnséure (HS). Dabei wird
Sauerstoff verbraucht und zu Wasserstoffperoxid (H.O,) und Superoxidanionen (¢O,)
in einem Verhdltnis von 80 : 20 reduziert. Im Gegensatz zur XO aus Buttermilch

vermag die XO aus Mikroorganismen keine «O,” zu generieren.

In Hinblick auf die hdufige Verwendung der XO alsin vitro-Generator fur ROS ist eine
genaue Auswahl der Enzymprdparation erforderlich. Zur Bildung von
Hydroxylradikalen (¢«OH) durch die FeENTON-Reaktion sind die <O, as
Reduktionsmittel fur die entstehenden Eisen(I11)-lonen notwendig. Da die mikrobielle
XO keine <O, bilden kann, sollte sie als Schadigungsgenerator nicht eingesetzt

werden.

Die Verwendung von Lucigenin als Chemilumineszenzvermittler wird auf Grund einer
moglichen artifiziellen <O, -Bildung in der Literatur kontrovers diskutiert. Eine
zusétzliche Radikalbildung durch Lucigenin im Buttermilch-XO/X-System sollte sich
in einem vermehrten Sauerstoffverbrauch oder in einer verstarkten Reduktion von
Cytochrom ¢ bemerkbar machen. Dies konnte nicht gezeigt werden. Somit fihrt

Lucigenin in dem hier verwendeten System nicht zu einer zusétzlichen <O, -Bildung.

Die Senditivitdt der Coelenterazin-vermittelten Chemilumineszenz (CL) im
Buttermilch-XO/X-System ist im Vergleich zur Lucigenin-CL 25fach hoher und
ermdglicht somit auch den Nachweis schwacher Signale. Als membranpermeables
Detektormolekul fur <O, und Peroxynitrit wird Coelenterazin in der Literatur als
geeignetes CL-Substrat zur Untersuchung der vaskularen NAD(P)H-Oxidase
empfohlen. Dies konnte durch eigene Befunde bestétigt werden.

Cytochrom c¢ kann durch <O, reduziert werden. Es ist als unspezifischer
Elektronenakzeptor aber auch durch zahlreiche andere Substanzen wie Vitamin C oder
Glutathion reduzierbar. Nur die durch Superoxiddismutase (SOD) hemmbare
Reduktion gilt als Mal3 flr detektierte «O,". Eine mdgliche Reoxidation von Cytochrom

¢ durch H,O, wird in der Literatur ebenfalls kontrovers diskutiert. Unter Verwendung
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der Buttermilch-XO wurde eine Reoxidation durch akkumuliertes H,O, beobachtet, die
sich durch Katalase verhindern lief3. Bei Einsatz des Cytochrom c-Assays in Systemen
mit H,O,-Bildung ist die Zugabe von Katalase notwendig, um eine Verféschung der

Ergebnisse zu vermeiden.

Ebenso wie Cytochrom ¢ kann Nitroblautetrazolium (NBT) neben <O, durch eine
Vielzahl anderer Elektronendonatoren zum Formazan reduziert werden. Es wurde
gezeigt, dal’ die NBT-Reduktion durch das Buttermilch-XO/X-System nur zu 54 %
durch SOD hemmbar war. Weiterhin ist in der Literatur die Moglichkeit einer
artifiziellen Radikalgenerierung durch NBT beschrieben wurden. Aus diesen Griinden
sollte NBT nicht als <O, -Detektor verwendet werden.

Die Hemmbarkeit einer Nachweisreaktion durch SOD gilt as sicherer Nachweis fir
die urséchliche Beteiligung von «O,". Hieraus kann keine Aussage Uber den Ursprung
der <O, abgeleitet werden. Unter bestimmten Bedingungen konnen Enzymsysteme, die
selbst keine <O, generieren, Detektormolekile wie Lucigenin und NBT direkt
reduzieren. Die nachfolgende Autoxidation der Detektorsubstanzen fuhrt dann zur
Bildung von «O,". Diese sind in nachgeschalteten Reaktionen durch SOD nachweisbar
und téuschen eine enzymvermittelte <O, -Bildung vor. Die SOD-Wirkung sollte
deshalb mit Vorsicht interpretiert werden und durch von Detektorsubstanzen

unabhéngige Methoden wie die Polarographie differenziert werden.

Die Elektronenspin-Resonanz-Spektroskopie (ESR) ist eine weitere sensitive
Nachweismethode fir Radikale. Durch Reaktion der in dieser Arbeit verwendeten
spin traps DMPO und DEPMPO mit dem jeweiligen Radikal entsteht ein Addukt,
dessen Form und GroRRe eine Qualifizierung und Quantifizierung des urspringlichen
Radikals erlaubt. DEPMPO weist im Vergleich mit DMPO eine deutlich hthere
Stabilitéat seines «O,-Adduktes auf.

Nach Endothelin-1-Inkubation von  kultivierten humanen  umbilikalvendsen
Endothelzellen (HUVEC) &t sich chemiluminometrisch mit Coelenterazin eine

Stimulation der ROS-Generierung nachwei sen.

Als Ursprung dieser Radikale wird die NAD(P)H-Oxidase angesehen. Dies resultiert

einerseits aus der in der Literatur beschriebenen Bedeutung des Enzyms als
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Hauptradikalquelle in Endothelzellen. Weiterhin korreliert die hier gemessene
Stimulierung  der ROS-Bildung mit der mRNA-Expressionserhohung  der
NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit gp91°"™ in HUVEC nach Endothelin-1-Inkubation.

Das detektierte CL-Signal wird weder durch den Flavoenzyminhibitor
Diphenyliodonium (IDP) noch durch SOD oder NADPH beeinfluf3. Dies kann durch
eine intrazelluldre Lage der NAD(P)H-Oxidase erklart werden, die mehrfach in der
Literatur beschrieben wurde. Eine Signaldetektierung ist durch das membranpermeable
Coelenterazin moglich. Nicht membranpermeable Stoffe wie SOD, NADPH und das

polare IDP kénnen keine Wirkung auf das gemessene Signal austiben.

Da eine Erhdhung der mRNA-Expression von gp91°"™ durch Endothelin-1-Inkubation
mit einer vermehrten Radikal generierung verbunden ist, kann vermutet werden, dal3 die
gp91°"™ den limitierenden Faktor der NAD(P)H-Oxidase-Aktivitét darstellt.
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