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KURZZUSAMMENFASSUNG  

Beim neonatalen Atemnotsyndrom (IRDS) ist die Beatmung der Frühgeborenen mit hohen 

Sauerstoffpartialdrücken eine oft lebensrettende Therapie. Eine schwerwiegende Neben-

wirkung dieser Therapie ist die Induktion einer akuten Lungenerkrankung, die aus bislang 

ungeklärter Ursache in eine chronische Form übergehen kann. Durch die therapeutische 

Hyperoxie entstehen vermehrt verschiedene Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die an der 

Pathogenese der chronischen Lungenerkrankungen wie der Bronchopulmonalen Dysplasie 

(BPD), beteiligt sind. Die genauen Mechanismen dieser Lungenschädigung sind weitgehend 

ungeklärt. Ziel dieser Arbeit ist es, Modelle für oxidativen Stress in der Lunge zu entwickeln 

und die Mechanismen der oxidativen Schädigung zu charakterisieren; der Schwerpunkt der 

Untersuchungen liegt dabei auf den funktionell wichtigen Typ-II-Pneumozyten. Folgende 

Modelle werden untersucht: 1. Untersuchung von isolierten Typ-II-Zellen aus Hyperoxie-

exponierten bzw. Kontroll-Ratten (in vivo Modell) und 2. Kultivierung isolierter Typ-II-

Zellen in Gegenwart von 0,5mM H2O2 (in vitro Modell).  

Die Messung der antioxidativen Antwort nach 44-stündiger Hyperoxie mit 95% O2 zeigt, dass 

die Aktivität der Superoxiddismutasen (SOD) in den Typ-II-Pneumozyten auf das dreifache 

ansteigt, während die Catalase-Aktivität der Typ-II-Zellen sowie die totale antioxidative 

Kapazität (TAC) in der Bronchoalveoläre Lavage (BAL), den Typ-II-Zellen und im Blut-

plasma unverändert bleiben.  

Gemessen an steigenden Konzentrationen von Malondialdehyd (MDA), Lipidhydroperoxiden 

(LOOH) und PAF-ähnlichen Oxidationsprodukten von Phospholipiden (PAF-related com-

pounds, PAF-RC), führt Hyperoxie zu vermehrter Lipidperoxidation im Blutplasma, nicht 

aber in der BAL. Die PAF-RC wirken über den Rezeptor des Thrombozyten-aktivierenden 

Faktors (PAF) proinflammatorisch, ihre Konzentration in Geweben und biologischen Flüssig-

keiten wird durch die PAF-Acetylhydrolase (PAF-AH) reguliert. Unter Hyperoxie ist die 

PAF-AH-Aktivität im Blutplasma unverändert, in der BAL jedoch auf ein Drittel vermindert. 

Wir nehmen daher an, dass die hyperoxische Lungenschädigung weder durch eine verminder-

te PAF-AH-Aktivität noch durch die direkte Peroxidation von Surfactantlipiden in den 

Alveolen vermittelt wird. Wahrscheinlich wird die pulmonale Sauerstofftoxizität durch die 

Lipidperoxidation im Blutgefäßsystem oder –plasma verursacht.  
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Die Literatur weist eine erhöhte Expression von Stressproteinen (HSP) nach der Isolation der 

alveolären Typ-II-Zellen nach, die mit der Dauer der Zellen in Kultur abnimmt (Brandes 

1989). Wir zeigen dagegen, dass erst die Kultivierung der Zellen unter Basalbedingungen zu 

einer starken HSP-Expression führt, frisch isolierte Typ-II-Zellen exprimieren jedoch keine 

HSP. In Übereinstimmung mit der neueren Literatur schließen wir daraus, dass basale 

Zellkulturbedingungen für Typ-II-Zellen ein Stressfaktor darstellen können.  

Die Inkubation von Typ-II-Zellen mit H2O2 führt zu einem Anstieg der antioxidativen 

Abwehr: Der initiale oxidative Stress wird durch zelluläres Glutathion (GSH) kompensiert, 

dessen Konzentration nach 5min stark abfällt, aber innerhalb von 10min wieder regeneriert 

wird. Im Gegensatz dazu sinkt die Vitamin-E-Konzentration unter H2O2-Behandlung stetig 

ab. Die weitere Behandlung mit H2O2 führt zu einem Anstieg der zellulären Aktivität der anti-

oxidativen Enzyme Catalase und Superoxiddismutasen sowie einer erhöhten Expression von 

HSP.  

Unter H2O2-Belastung nimmt die Konzentration der Surfactantlipide in Typ-II-Zellen ab: 

Zum einen werden ungesättigte Surfactantlipide oxidiert, zum anderen wird die Aufnahme 

von Palmitinsäure in die Zelle und die Synthese von PC gehemmt. Der entscheidende Schritt 

ist dabei vermutlich die oxidative Hemmung eines Schlüsselenzyms der Phospholipidsyn-

these, der Glycerol-3-Phosphat-Acyltransferase (GPAT). Die Konzentration der zellulären 

Antioxidantien Vitamin E und Glutathion ist scheinbar zu gering, um die G3PAT und die 

zellulären Lipide vor der v.a. initial sehr hohen H2O2-Belastung zu schützen.  

Schlagworte: Oxidativer Stress, Lunge, Zellkultur, antioxidative Abwehr, 

Lipidperoxidation 
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1 EINLEITUNG  

1.1 FUNKTION UND STOFFWECHSEL DER TYP-II-PNEUMOZYTEN  

Typ-II-Pneumozyten sind funktionell wichtige Zellen in den Alveolen der Lunge, deren 

Hauptaufgabe in der Produktion und bedarfsgerechten Sekretion des alveolären Surfactant 

besteht. Des Weiteren verhindern sie die Entstehung eines Alveolarödems durch aktiven 

Transport von Natrium-Ionen aus dem Alveolarraum und sind an lokalen immunologischen 

Reaktionen beteiligt. Darüber hinaus können sie zu Typ-I-Pneumozyten differenzieren und 

somit das Alveolarepithel regenerieren (van Golde 1994, Creuwels 1997).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1.1 Stoffwechsel der Typ-II-Zellen nach van Golde et al. (1994) und Creuwels 
et al. (1997).  

Im endoplasmatischen Retikulum der Typ-II-Zellen werden die Surfactantlipide synthetisiert, 

zusammen mit spezifischen Proteinen über den Golgi-Apparat in die sog. Lamellarkörperchen 

(LB) transportiert und dort als zellulärer Surfactant gespeichert. Auf verschiedene 

sekretorische Reize werden die LB in den Alveolarraum sezerniert und bilden dort das 

tubuläre Myelin (TM), aus dem der oberflächenaktiven Surfactantfilm an der Luft-Wasser-

Grenze entsteht (Abbildung 1.1). Bis zu 85% des Surfactant wird von den Typ-II-Zellen als 

Endosomen wieder aufgenommen und recycelt, nur ein geringer Teil wird von Makrophagen 

phagozytiert. Insgesamt beträgt der Turnover der Surfactantlipide etwa 5-10h (van Golde 

1994, Creuwels 1997).  

Endosom 

TM 

Typ-II-Zelle                          Hypophase         Oberflächenfilm     Luft  

GA 

Lipidvesikel  

  LB 

 ZK 

ER 

ZK: Zellkern, ER: Endoplasmatisches Retikulum, GA: Golgi-Apparat, LB: Lamellarkörperchen, TM:
Tubuläres Myelin, PL: Phospholipide.  

PL-Monolayer  
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1.2 ZUSAMMENSETZUNG UND FUNKTION DES SURFACTANTS  

1929 stellt von Neergaard fest, dass ein dreimal höherer Druck notwendig ist, um die Lunge 

mit Luft statt mit Flüssigkeit zu füllen, und folgert daraus, dass die Alveolen durch eine 

Substanz stabilisiert werden, die die hohe Oberflächenspannung an der Luft-Wasser-Fläche 

vermindert (von Neergaard 1929). Aber erst ab 1955 werden diese Ergebnisse mit einem 

hohen Phospholipidgehalt der Lunge in Zusammenhang gebracht, was schließlich zu der 

Entdeckung des Surfactants (Abkürzung für: Surface Active Agent) führte. Tabelle 1.1 zeigt 

die prozentuale Zusammensetzung des Surfactant.  

Tabelle 1.1 Zusammensetzung des Surfactants [in Gewichtsprozent] 

Lipide  90% 

 Phospholipide 83%  

 Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) 36%   

 Ungesättigtes Phosphatidylcholin (PC)  32%   

 Phosphatidylglycerol (PG) 8%   

 Phosphatidylethanolamin (PE) 3%   

 Phosphatidylinositol (PI) 2%   

 Sphingomyelin (SM)  2%   

 Lyso-Bis-Phosphatidsäure  1%   

 Cholesterin  15%  

 Neutralfette  2%  

Proteine   10% 
nach Rüstow und Nakagawa (1988), Creuwels et al. (1997) und Goerke (1998).  

Surfactant besteht hauptsächlich aus Lipiden und zu 10% aus Proteinen. Fast 90% der 

Surfactantlipide sind Phospholipide, wobei das oberflächenwirksames Dipalmitoyl-

phosphatidylcholin (DPPC) kennzeichnend ist. Über 30% sind ungesättigte Phospholipide, 

die die Fluidiät des Surfactants bei Körpertemperatur erhöhen und so die Adsorption des 

Surfactants an die alveoläre Oberfläche erleichtern (Bangham 1987, van Golde 1994). Das 

wichtigste neutrale Lipid des Surfactants ist Cholesterin, welches die Fluidität der DPPC-

angereicherten Lipidphasen erhöht und die Ausbreitung der Surfactantschicht an der Luft-

Wasser-Grenze erst ermöglicht (Fleming 1988).  
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Abbildung 1.2 PC-Synthese (nach Haagsman und van Golde 1985, Alberts 1997).  

Abbildung 1.2 zeigt schematisch die Synthese von PC: Aus Glukose entsteht sn-Glycerol-3-

phosphat (G3P), das dann mit zwei Fettsäuren zu Phosphatidsäure (PA) azyliert wird, die 

wiederum wird von Phosphatidsäure-Phosphatase zu Diacylglycerol (DAG) dephosphoryliert. 

Im letzten Schritt der PC-Synthese reagiert DAG mit CDP-Cholin, das durch die Cholin-

Phosphotransferase (CPT) katalysiert wird. Neben der de novo Synthese kann DPPC aus 

ungesättigtem PC über De- und Reacylierung der ungesättigten Fettsäure in sn-2-Stellung am 

Glycerol entstehen.  

Surfactant bildet eine unspezifische Barriere gegen die Adhäsion von Keimen und wirkt 

immunmodulierend sowohl anti- als auch proinflammatorisch. Die Hauptaufgabe des 

alveolären Surfactant ist jedoch die Reduktion der Oberflächenspannung in den Alveolen der 

Lunge, wodurch der endexpiratorische Kollaps der Alveolen verhindert und die Atemarbeit 

um ein Vielfaches vermindert wird. Da die Oberflächenspannung in Abhängigkeit von der 

Größe der Alveolen gesenkt wird, ermöglicht der Surfactant die Belüftung unterschiedlich 

großer Alveolen (van Golde 1994, Goerke 1998).  

FA: Fettsäure; ZM: Zellmembran; G3P: Glycerol-3-Phosphat; LPA: Lyso-Phosphatidsäure; DAG: Diacylglycerol;
GPAT: Glycerol-3-Phosphat Acetyltransferase; CPT: Cholin-Phosphotransferase; P: Phosphat.  

ZM  

FA  

  FA-Uptake 

LPA  
GPAT 

G3P 

Glycerol 

ATP 

FA

P

P-Cholin  

Cholin  
ATP 

CTP 
P-P 

DAG PC 

CDP-Cholin  

CPT  
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Ist der Surfactantgehalt der Lunge vermindert, erhöht sich somit die alveoläre Oberflächen-

spannung, was zu Atelektasen führen kann. Durch die gestörte Blut-Luft-Schranke können im 

sog. „Capillary Leak Syndrome“ Proteine und Plasma in den Alveolarraum übertreten und so 

ein alveoläres Lungenödem verursachen. Atelektasen und Ödem führen durch ein erhöhtes 

Shuntvolumen der Lunge zur Hypoxämie und zur respiratorischen Azidose. Davon sind 

insbesondere Frühgeborene betroffen, deren unreife Typ-II-Zellen nur unzureichend 

Surfactant produzieren: Der Sauerstoffgehalt im arteriellen Blut kann dann postpartal soweit 

sinken, dass es zum Infant Respiratory Distress Syndrome (IRDS) kommt und die Kinder 

beatmungspflichtig werden (Weis 1996). Die Beatmung dieser Kinder reduziert zwar die 

akute Hypoxämie, führt aber durch die Sauerstoffbelastung zu erhöhtem oxidativen Stress und 

zu weiteren Lungenschädigung.  

1.3 OXIDATIVER STRESS UND FREIE RADIKALE  

Oxidativer Stress ist definiert als die Verschiebung des Gleichgewichts zwischen Oxidantien 

und Antioxidantien zu Gunsten der Oxidantien (Halliwell 1990, Sies 1991, Sies 1993). Als 

Ursache kommt demnach sowohl eine vermehrte Belastung mit Oxidantien, z.B. bei 

Beatmung mit hohen inspiratorischen Sauerstoffkonzentrationen, als auch die Verminderung 

der Konzentration von Antioxidantien (s.a. Kapitel 1.4) in Frage (Junod 1989). Oxidativer 

Stress führt im weiteren zu Lipidperoxidation, Proteinschäden und DNA-Strangbrüchen (s.a. 

Kapitel 1.5).  

Bei oxidativem Stress spielen die freien Radikale, d.h. Atome oder Moleküle, die ein oder 

mehrere ungepaarte Elektronen besitzen, eine wichtige Rolle. Die freien Radikale des Sauer-

stoffs und seiner Verbindungen werden zusammen mit nicht radikalischen, aber sehr 

reaktiven Sauerstoffverbindungen als Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) bezeichnet. Die 

wichtigsten ROS sind in Tabelle 1.2 aufgelistet. 

Sauerstoff (O2) ist insofern ein ungewöhnliches Molekül, als es zwei ungepaarte Elektronen 

besitzt und deshalb auch als Biradikal bezeichnet wird. Da Elektronen von O2 bevorzugt 

nacheinander akzeptiert werden, führt dies beim Sauerstoffmolekül zur Entstehung von ROS 

wie H2O2 und •O2
⎯ (Ames 1993, Sanders 1999).  
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Tabelle 1.2: Wichtige Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)  

Spezies  Name  Halbwertszeit  

•O2
— Superoxidanionradikal  - (enzymatischer Abbau) 

H2O2  Wasserstoffperoxid  - (enzymatischer Abbau) 

•OH— Hydroxlradikal 10-9s 

•RO Alkoxylradikal 10-6s 

•ROO Alkyldioxylradikal 7s 

ROOH Alkylhydroperoxid  -  

O3 Ozon -  
1O2 Singulettsauerstoff  10-5s 

•NO Nitritoxidradikal 1-10s 
nach Sies (1993).  

Langlebigere ROS wie •O2
— oder H2O2 schädigen die Zelle nicht nur am Entstehungsort, 

sondern diffundieren in andere Zellen und generieren auch dort aggressivere Radikale wie 

•OH—, die dann wichtige Zellstrukturen oxidieren können (Halliwell 1990, Sies 1993).  

Das besonders reaktive •OH— entsteht in der Fenton-Haber-Weiss-Reaktion durch Katalyse 

von freien Eisen- oder Kupfer-Ionen aus •O2
— und H2O2 (Abbildung 1.3), freie Eisen- und 

Kupfer-Ionen wirken daher prooxidativ:  

 

 

 

Abbildung 1.3 Fenton-Haber-Weiss-Reaktion (nach Kappus 1985, Halliwell 1990).  

Von den 1012 Sauerstoffmolekülen, die eine Rattenzelle täglich verbraucht, werden unter 

physiologischen Bedingungen 2% zu ROS; die ROS-Produktion menschlicher Zellen wird auf 

ein Zehntel, immerhin 2×109 ROS-Moleküle pro Tag und Zelle, geschätzt (Ames 1993, 

Sanders 1999). Diese ROS entstehen z.B. als Nebenprodukt in der Atmungskette, in den 

Peroxisomen der Zellen, im Cytochrom-P450-System und in Phagozyten im Rahmen der 

Immunantwort.  

1.)  Fe3+  + •O2
—                    Fe2+  +   •O2 

2.)  Fe2+  + H2O2                    Fe3+  +   •OH  +  •OH— 
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1.4 ANTIOXIDANTIEN IN BIOLOGISCHEN SYSTEMEN  

Antioxidantien sind Stoffe, die in vergleichsweise niedrigen Konzentrationen die Oxidation 

eines Substrates verhindern oder vermindern können (Halliwell 1990, Sies 1993, Gille 1992). 

Antioxidantien im engeren Sinne interagieren direkt mit den ROS, aber auch Coeruloplasmin, 

Transferrin und Ferritin wirken als Antioxidantien, indem sie freie Kupfer- bzw. Eisen-Ionen 

binden und die Metallkatalyse der Fenton-Haber-Weiss-Reaktion unterbinden (Prävention). 

Darüber hinaus tragen auch verschiedene zelluläre Reparatursysteme zur antioxidativen 

Abwehr bei (Kappus 1985).  

Tabelle 1.3 Wichtige Antioxidantien in biologischen Systemen  

System  Beispiele 

Nicht enzymatisch α-Tocopherol (Vitamin E), ß-Carotin (Vitamin A), Ubichinon, 
Urat, Bilirubin, Ascorbat (Vitamin C), Glutathion (GSH) 

 Plasmaproteine (Albumin, Coeruloplasmin etc.)  

Enzymatisch (direkt) Superoxiddismutasen (SOD), Catalase 

 Glutathionperoxidasen (GPx) 

Enzymatisch (indirekt)  Konjugationsenzyme (Glutathion-S-Transferase etc.)  

 NADPH-Oxidoreduktase, NADPH (Pentosephosphatweg) 

 Glutathionreduktase (GR) 

Reparatursysteme DNA-Reparatur 

 Turnover oxidierter Proteine und PL 
nach Sies (1993).  

Die antioxidative Abwehr kann durch die Kombination von lipid- und wasserlöslichen 

Antioxidantien verstärkt werden: Z.B. können ein bis drei Moleküle Vitamin E, die in der 

Lipidphase der Lipoproteine bzw. in der Membranstruktur der Zellen lokalisiert sind, tausend 

Moleküle ungesättigter Fettsäuren vor Peroxidation schützen. Das lipophile Vitamin E wird 

dabei selbst zum Radikal, hydrophile Antioxidantien wie Ascorbat und Glutathion 

regenerieren dann Vitamin E, so dass das freie Radikal-Elektron aus der Lipidphase oder aus 

der Zellmembran entfernt und an Substanzen des Blutplasmas abgegeben wird (Sies 1993).  
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Das häufigste Phospholipid des Surfactants, DPPC, ist wegen seiner zwei gesättigten Fett-

säuren relativ unempfindlich gegen oxidative Schädigung, andererseits enthält der Surfactant 

fast eben so viele ungesättigte Phospholipid-Spezies wie DPPC und das funktionell wichtige, 

leicht oxidierbare Cholesterin als Substrate der Lipidperoxidation (Tabelle 1.1). Im alveolaren 

Surfactantmonolayer sind die Phospholipide darüber hinaus so angeordnet, dass die 

aliphatischen Ketten ihrer Fettsäuren zur Luftphase des Alveolarraum orientiert sind; sie 

sollten deshalb besonders anfällig für eine Schädigung durch Oxidantien in der Atemluft sein.  

Zum Schutz vor oxidativem Stress enthält der Surfactant verschiedene Antioxidantien 

(Halliwell 1990), so z.B. Glutathion (GSH) als das wichtigste wasserlösliche Antioxidanz: 

GSH und alle Enzyme des Glutathionsystems werden durch die Zellen aktiv in den alveolären 

Surfactant transportiert (Brown 1992, Jenkinson 1988). Da der alveoläre Surfactant zu ca. 

90% aus Lipiden besteht, ist anzunehmen, dass vor allem die lipophilen Antioxidantien am 

antioxidativen Potential der Lunge beteiligt sind. Vitamin E, das wichtigste lipophile Anti-

oxidanz des Surfactants, wird von Typ-II-Zellen aus dem Blut, bevorzugt aus High Density 

Lipoproteinen (HDL), aufgenommen und mit den Surfactantlipiden in den Alveolarraum 

sezerniert (Rüstow 1993, Kolleck 1999). Auch die Lipidperoxid-abbauenden Enzyme Phos-

pholipase A2 (PLA2) und PAF-Acetylhydrolase (PAF-AH) werden aktiv in den Surfactant 

transportiert (Stremmler 1989, Triggiani 1997). Des Weiteren findet man im Surfactant 

geringe Mengen von Plasmalogenen, den Etheranaloga des PC und PE (Rüstow 1994). Es 

wird vermutet, dass sie eine antioxidative Funktion haben, da ihre Etherbindung leicht 

oxidierbar ist und sie so andere, funktionell wichtige Strukturen vor Oxidation schützen 

können (Zoeller 1988, Halliwell 1990, Sies 1993).  

Typ-II-Zellen selbst haben ebenfalls einen hohes antioxidatives Potential und sind deshalb 

relativ resistent gegenüber oxidativer Schädigung, insbesondere zeigen sie eine hohe Aktivität 

der antioxidativen Enzyme Catalase und SOD (Crapo 1980). Zudem entfernen Typ-II-Zellen 

geschädigten Surfactant aus dem Alveolarraum und regenieren ihn. Kommt es zu einer ver-

mehrten oxidativen Belastung der Lunge z. B. durch Hyperoxie, können Typ-II-Zellen den 

Turnover des Antioxidanz Vitamin E kompensatorisch so erhöhen, dass die Konzentration der 

ungesättigten Fettsäuren, der Plasmalogene und des Cholesterins – möglichen Substraten 

einer Oxidation – unverändert bleibt (Tölle 1997).  
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1.5 MEDIZINISCHE BEDEUTUNG DES OXIDATIVEN STRESS  

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) haben große Bedeutung in der Pathophysiologie verschie-

dener Erkrankungen; es gibt auch die Auffassung, dass an allen Krankheiten Radikale in 

irgendeiner Form ursächlich beteiligt sind. Sehr gut untersucht ist z.B. die Mitwirkung von 

ROS bei der Entstehung der Arteriosklerose: Die Oxidation von LDL-Lipiden und des Apo-

lipoproteins führt zur unkontrollierten Aufnahme von oxidiertem LDL durch Makrophagen, 

die dabei zu sog. Schaumzellen werden und die Bildung von arteriosklerotischen Gefäß-

plaques einleiten. Als Oxidantien für LDL werden u.a. aktivierte Leukozyten und die bei 

Diabetes mellitus entstehenden Endiol-Tautomere von Zuckern diskutiert. Kardiovaskuläre 

arteriosklerotische Erkrankungen sind mit erniedrigten Plasmaspiegeln von ß-Carotenen, 

Ascorbat und α-Tocopherol assoziiert (Ames 1993, Elstner 1995).  

Viele bekannte Karzinogene wirken als Radikalgeneratoren, am bekanntesten sind wohl die 

Radikale im Zigarettenrauch, die zu einem vielfach erhöhtem Krebsrisiko führen. Ungefähr 

eines von tausend Teilchen im Zigarettenrauch ist in der Lage, Makromoleküle zu oxidieren 

(Ames 1993). Dies führt zu einer erhöhten Konzentration von Antioxidantien in der Broncho-

alveolären Lavage (BAL) von Rauchern, so ist z.B. ihr Glutathion-Spiegel in der BAL mehr 

als doppelt so hoch wie der von Nichtrauchern. Durch die oxidative Belastung des Zigaretten-

rauches nimmt auch die Anzahl der inflammatorischen Zellen in der BAL stark zu (Buhl 

1995).  

ROS spielen zudem eine Rolle bei der Entzündungsreaktion, da sie z.B. aktivierte Leukozyten 

im sog. „Oxidative Burst“ verschiedene ROS produzieren: Superoxidanionen (•O2
⎯) über die 

membranständige NADPH-Oxidase, hypochlorige Säure (HOCl) durch die Myeloperoxidase 

sowie H2O2 und NO• (Ames 1993). Auch die bei der Entzündungsreaktion wichtige Cyclo-

oxygenase produziert im Rahmen der Prostaglandinsynthese radikale Zwischenstufen (Choi 

1996). Diese Radikale wirken bakterizid, sind aber bei chronischer Entzündung für Gewebs-

schädigungen wie Emphysem und Arthritiden verantwortlich (Elstner 1995).  

In der Lunge finden sich erhöhte Konzentrationen von freien Sauerstoffradikalen bei der 

pulmonalen Fibrose, beim Asthma bronchiale sowie bei den chronisch-obstruktiven Lungen-

erkrankungen (Haagsman 1985, Choi 1996). Des Weiteren wird den ROS-induzierten Ver-

änderungen ein wichtige Rolle bei der Pathogenese des akuten Lungenversagens (ARDS) 

zugesprochen.  
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Frühgeborene sind besonders anfällig für oxidativen Stress, da sie im Vergleich zu Erwach-

senen niedrigere Konzentrationen von Antioxidantien aufweisen; so findet man z.B. ver-

minderte Transferrin- und Coeruloplasminspiegel im Blutplasma mit entsprechend erhöhten 

Konzentrationen von freiem Hämoglobin und Fe2+. Die Aktivität der antioxidativen Enzyme 

Catalase, SOD und Glutathionperoxidase ist verringert und der Vitamin-C- und -E-Gehalt im 

Gewebe, z.B. der Lunge, niedriger als bei Erwachsenen (Frank 1987, Moison 1995). 50-80% 

der Frühgeborenen mit einem Gestationsalter von 28 Wochen bilden postpartal ein Surfactant-

mangelsyndrom aus, im Alter von 28-30 Wochen sind es immer noch 30-50%. Müssen 

Frühgeborene dann aufgrund eines IRDS beatmet werden, bedeutet das eine erhöhte oxidative 

Belastung für den unreifen Organismus, es kommt zur Aktivierung inflammatorischer Zellen 

und damit zu neuem Sauerstoffstress. Durch Epitheldefekte treten Plasmaproteine in den 

Alveolarraum über, was zur Bildung von hyalinen Membranen, zur Entstehung eines Lungen-

ödem und zur weiteren Inaktivierung der oberflächenwirksamen Eigenschaften der 

Surfactantlipide kommen (Weis 1996). Die Beatmungsdrücke und –frequenzen müssen 

zunehmend erhöht werden und verursachen weitere Schädigungen (Barotrauma; s.a. 

Abbildung 1.4). Schwerwiegende Spätfolgen können die Bronchopulmonale Dysplasie 

(BPD), Enzephalopathien oder die Retinopathia praematurorum mit einer retrolentaler Fibro-

plasie sein, die zusammen als „Oxygen Radical Diseases of the Premature“ bezeichnet werden 

(Kohlschütter 1995, Böhles 1997).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1.4 Pathogenese des neonatalen Atemnotsyndroms nach Wauer (1993).  
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1.6 LIPIDPEROXIDATION 

Sauerstoff ist in lipophilen Medien ca. sieben- bis achtmal löslicher als in Wasser, Lipide sind 

daher besonders von oxidativem Stress betroffen (Payne 1995). ROS lösen bei der Lipidper-

oxidation eine Radikalkettenreaktion aus, wodurch wird die Struktur der Membran zerstört, 

ihre Fluidität vermindert und die Permeabilität z.B. für Kalzium-Ionen erhöht (Halliwell 

1993, Kappus 1985). Abbildung 1.5 zeigt schematisch den Verlauf der Kettenreaktion bei der 

Fettsäureoxidation (nach Kappus 1985, Halliwell 1993): Radikale wie •OH können Lipid-

peroxidation initiieren, indem sie dem Lipid ein Wasserstoffatom entziehen, zurück bleibt ein 

Lipidradikal. Nach Dien-Konjugation und Sauerstoffanlagerung wird ein Endoperoxid ge-

bildet, bei dessen Zerfall die Kette gespalten wird und Alkyloxyradikale sowie Ethan entsteht. 

Für die Bildung von Lipidhydroperoxiden (LOOH) sind wenigstens zwei Doppelbindungen 

nötig, sind dagegen drei isolierte Doppelbindungen vorhanden, kann durch intramolekulares 

Rearragement Malondialdehyd (MDA) gebildet werden. Es werden auch andere Reaktions-

wege der Lipidperoxidation diskutiert, die aber alle unter Endo/Hydroperoxidbildung 

ablaufen.  

Insgesamt ist das Ausmaß der Lipidperoxidation von verschiedenen Faktoren wie der 

Lipid/Protein-Ratio, der Zusammensetzung der Fettsäuren, der Sauerstoffkonzentration im 

Gewebe und der Anwesenheit von kettenbrechenden Antioxidantien abhängig. In Folge der 

Lipidperoxidation kann der Sauerstoffverbrauch der Zelle soweit steigen, dass es zu intra-

zellulärer Hypoxie kommt (Kappus 1985).  

1.6.1 PAF, PAF-ähnliche Substanzen und PAF-Acetylhydrolase  

Der Thrombozyten-aktivierende Faktor (Platelet Activating Factor, PAF) oder 1-O-Alkyl-2-

Acetyl-Glycero-Phosphocholin, ist ein starker proinflammatorischer Mediator, der bei der 

Entstehung verschiedener akuter und chronischer Lungenschädigungen wie dem Asthma 

bronchiale, der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COLD), der Lungenfibrose und 

dem akuten Lungenversagen (ARDS) beteiligt ist (Henderson 1991, Triggiani 1997). PAF 

führt in vivo zu bronchialer Hyperreaktivität mit Bronchokonstriktion sowie zu erhöhter 

vaskulärer Permeabilität und zur Einwanderung inflammatorischer Zellen in die Lunge 

(Triggiani 1997).  
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Abbildung 1.5 Fettsäureoxidation nach Kappus (1985), Halliwell und Gutteridge (1993).  

R-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-R´   Lipid 

-H   Wasserstoffentzug 

R-CH2-CH=CH-CH•-CH=CH-R´  Lipidradikal 

 

R-CH2-CH•-CH=CH-CH=CH-R´   Dien-Konjugation 

 

R-CH2-CH-CH=CH-CH=CH-R´  Lipidperoxyradikal  

1. R = R*-CH=CH    2. R = CH3 

 

 

R*-•CH=CH-CH2-CH-CH=CH-CH=CH-R´ CH3-CH2-CH-CH=CH-CH=CH-R´ 

Lipidendoperoxyradikal      Lipohydroperoxid 

 

 

R*-CH-CH-•CH-CH=CH-R´    R-CH2-CH-CH=CH-CH=CH-R´ 

 

        Acid Aldehydd 

R*-CH-CH-CH-CH=CH-R´        CH3-CH2• + O=CH-CH=CH-CH=CH-R´ 

 

 

 

 
R*-CH-CH-CH-CH=CH-R´     CH3-CH2  Ethan 

 
 
 
R*-CH-CH-CH-CH=CH-R´ + OH— 

•R*-CH=CH2 + O=CH-CH=CH-R´ + O=CH-CH2-CH=O 

Alkyl Radikal + Lipidaldehyd  +  Malondialdehyd (MDA) 

•O-O

R-CH=CH-CH2-CH=CH-R´ 

R-CH=CH-•CH-CH=CH-R´

Fe2+ 

Fe3+

R1-CH=CH-CH2-CH=CH-R2 

R1-CH=CH-•CH-CH=CH-R2 

 O-O

CH-CH2-CH 

 O-O 

R-CH=CH-CH2-CH=CH-R´ 

R-CH=CH-•CH-CH=CH-R´ 

+ O2 

Fe2+ 

Fe3+ 

+ O2 

CH-CH2-CH 
O-O

 

 

 

 

 

 

O•

CH-CH2-CH 

 O-O 

O-O• 

O-OH CH-CH2-CH 

 O-O 

O-OH

O•    +  HO— 



Einleitung 

 17

Der oxidative Abbau von ungesättigtem Phosphatidylcholin führt zu PAF-ähnlichen Produk-

ten mit einem kurzkettigen Oxidationsprodukt in der sn-2-Position. Einige dieser Produkte 

haben PAF-ähnliche Aktivität, die wahrscheinlich über den PAF-spezifischen Rezeptor ver-

mittelt wird (Tanaka 1993, Tanaka 1994), es gibt Hinweise, dass unter bestimmten Bedingun-

gen im menschlichen Plasma die PAF-Wirkung nicht auf PAF, sondern eher auf die PAF-

ähnlichen Substanzen zurückzuführen ist (Frey 2000).  

Die Konzentration von PAF und der PAF-ähnlichen Substanzen (PAF-RC) wird in der 

bronchialen Lavage von PAF-Acetylhydrolase (PAF-AH) kontrolliert, sie katalysiert den 

hydrolytischen Abbau der Acetylgruppe in sn-2-Position und produziert dabei inaktives Lyso-

PAF und Essigsäure (Blank 1981, Stafforini 1987). Phospholipase A2 (PLA2) spaltet ebenfalls 

Fettsäuren in der sn-2-Position, bevorzugt aber langkettige Fettsäuren (Triggiani 1997).  

1.7 MODELLE FÜR DIE UNTERSUCHUNG DES OXIDATIVEN STRESS IN DER 

LUNGE  

1.7.1 In vivo Hyperoxie 

Hyperoxische Beatmung ist zur Zeit eine unverzichtbare lebenserhaltende Behandlung in der 

Intensivmedizin, z.B. bei neonataler Lungenunreife. Diese Hyperoxie führt aber zu einer 

vermehrten Bildung von ROS (Kapitel 1.3), wovon insbesondere die Lunge betroffen ist, da 

Lunge und Lungensurfactant direkt der höheren O2-Konzentration ausgesetzt sind. Experi-

mentell simuliert in vivo Hyperoxie bei Versuchtieren am besten die Situation beatmeter Neu- 

und Frühgeborener.  

Wie bereits in 1.2 dargelegt, führt Hyperoxie über die Abnahme der Surfactantlipide zu 

Atelektasen- und Ödembildung, in deren Folge es zu einer lebensbedrohlichen arteriellen 

Hypoxämie kommen kann (Matalon 1981, Holm 1988). Die Typ-II-Zellen reagieren mit einer 

Zellhypertrophie (Holm 1985), zusätzlich steigt die Anzahl der Typ-II-Zellen in der Lunge 

(Young 1982). 

Betrachtet man die in verschiedenen Publikationen mitgeteilten Ergebnisse zu hyperoxisch 

induzierten Veränderungen in der Lunge jedoch genauer, sind diese z.T. grob widersprüchlich 

(Tabelle 1.4).  
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Tabelle 1.4 Effekt von in vivo Hyperoxie: Literaturübersicht (Auswahl)  

O2-Behandlung  Effekt  Literatur  

85% O2, 9d, R Typ-II-Zellen: PC ↑, DPPC ± Brumley 1979

85% O2, 7d, R Typ-II-Zellen: DPPC-Gehalt ↑, PC-Turnover ↑ Young 1982 

>95% O2, 48h, n, K Lungenschnitte: PC-Synthese/Turnover ↓; PC-
Uptake ± 

Ward 1983 

85% O2, 64h, K BAL: PL ↓, PC ±, DPPC ± Holm 1985  

100% O2, 64h, K BAL: PL ↓, PC-Synthese ↓ Holm 1988 

100% O2, bis zu 8d, H BAL: PL ↑, PC ±, DPPC (↑)  Minoo 1992  

>95% O2, 64h, R BAL: PL ↑, DPPC ↓ Balaan 1995 

80% O2, 11d, R Catalase ↑, GR ↑, GPx ↑, SOD ↑ Coursin 1987 

100% O2, 64h, K PL ↑; CuZnSOD ±, MnSOD ±, GPx ± Baker 1989 

85% O2, 7d, R CuZnSOD ↑*, MnSOD ↑ Chang 1995 

85% O2, 3d, R Catalase ±, CuZnSOD ±, MnSOD ±, GPx ↑ Ho 1996 
n: Neugeborene Tiere, K: Kaninchen, R: Ratte, H: Hamster; PC: Phosphatidylcholin, DPPC: Dipalmitoylphos-
phatidylcholin, BAL: Bronchoalveoläre Lavage, PL: Phospholipide, GR: Glutathion-Reduktase, GPx: Gluta-
thion-Peroxidase, MnSOD: Mangan-Superoxid-Dismutase, CuZnSOD: Kupfer-Zink-Superoxid-Dismutase, *s. 
Anmerkung im Text.  

Frank et al. untersuchen 1978 die unterschiedliche Reaktion von Meerschweinchen, Hamster, 

Maus, Kaninchen und Ratte auf Hyperoxie und finden keinen Unterschied bei der Aktivität 

der SOD oder GPx, ein Anstieg der Catalase-Aktivität zeigt sich lediglich bei Ratten. Werden 

dagegen neonatale Tiere einer Hyperoxie ausgesetzt, zeigen Kaninchen und Ratten einen 

Anstieg der Aktivität aller drei antioxidativen Enzyme, Mäuse einen Anstieg von SOD und 

GPx. Es scheint daher, dass die unterschiedlichen Literaturergebnisse über den Einfluss von 

Hyperoxie auf die PC-Synthese oder die Aktivität antioxidativer Enzyme u.a. auf spezies-

abhängige Unterschiede und auf das Alter der Tiere zurückzuführen sind. Insgesamt ist aller-

dings die Bedeutung der erhöhten Aktivität antioxidativer Enzyme unter Hyperoxie unklar: 

Baker et al. (1989) finden nach subletaler Sauerstoff-Präexposition und anschließender 

Erholung bei Raumluft eine erhöhte Toleranz für Hyperoxie, die jedoch nicht mit einem 

Anstieg der Aktivität antioxidativer Enzyme verbunden ist. In diesem Zusammenhang ist 

auch bemerkenswert, dass Chang et al. (1995) unter Hyperoxie eine Erhöhung der CuZnSOD-

Aktivität finden, der größte Teil des Proteins aber inaktiviert ist.  
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Trotz dieser Unterschied simuliert das Hyperoxie-Modell am besten die Beatmung Frühge-

borener mit IRDS, allerdings haben wichtige Parameter wie das Alter der Tiere, die Körper-

masse, die O2-Konzentration und Expositionsdauer einen erheblichen Einfluss auf die Mess-

ergebnisse und sollten eindeutig definiert werden.  

1.7.2 In vitro H2O2 

Da Untersuchungen zum pathobiochemischen Mechanismus der hyperoxischen Lungen-

schädigung im Ganztiermodell mit einigen Unsicherheiten und Widersprüchen verbunden 

sind, scheint es sinnvoll, das Modell zu vereinfachen und es auf Untersuchungen zur oxida-

tiven Schädigung der funktionell wichtigen Typ-II-Zellen in Primärkultur zu begrenzen. 

Dabei ist die Inkubation isolierter Typ-II-Zellen mit H2O2 ein geeignetes Modell, da 1. die O2-

Toxizität bei Hyperoxie durch H2O2 vermittelt wird (Luo 1999) und 2. sich ein erhöhter H2O2-

Gehalt z.B. in der Exspirationsluft von ARDS-Patienten (Sanders 1999) findet.  

Wie sich Typ-II-Zellen gegen oxidative Belastung durch H2O2 schützen, ist unklar: H2O2 

dringt schnell in Zellen ein und wird dort metabolisiert, seine Halbwertszeit im Zellmedium 

liegt dabei zwischen 10min (Engstrom 1990) und 25min (Simon 1991). Engstrom et al. 

(1990) zeigen, dass GSH-Depletion zu keiner Änderung der H2O2-Clearance führt und 

nehmen deshalb an, dass der H2O2-Schutz GSH-unabhängig ist. Es gibt aber auch Hinweise, 

dass H2O2 in niedrigen Dosen von Glutathionperoxidase metabolisiert wird, in höheren Dosen 

dagegen von Catalase (Gille 1992).  

H2O2-Stress führt zu einer Abnahme des ATP-Gehaltes in Typ-II-Pneumozyten (LaCagnin 

1990, Abernathy 1995, Crim 1995), vermutlich durch Hemmung sowohl der mitochondrialen 

ATP-Synthese als auch der ATP-Gewinnung in der Glykolyse (LaCagnin 1990). Hudak et al. 

(1995) zeigen, dass H2O2 die poly-(ADP)-Ribose Polymerase aktiviert und dadurch die 

zelluläre ATP-Konzentration vermindert. Darüber hinaus ist auch ein erhöhter ATP-Ver-

brauch denkbar, z.B. bei der kompensatorischen Reparatur von Zellstrukturen oder für die 

Regeneration von GSH.  
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Unter H2O2 sinkt der Gehalt des funktionell wichtigen Phosphatidylcholins (PC) in den Typ-

II-Zellen (Holm 1991, Hudak 1995, Crim 1995), da die PC-Synthese auf der Stufe der Ver-

esterung von Fettsäuren mit Glycerol durch die SH-abhängige Glyerol-3-Phosphat-Acyltrans-

ferase (GPAT) und auf der Stufe des Einbau von Cholin in PC gehemmt wird (Holm 1991, 

Hudak 1995). Folglich ist die Verminderung des PC-Gehaltes nur zum Teil von der H2O2-

induzierten ATP-Depletion abhängig.  

Das H2O2-Modell kann Untersuchungen hyperoxisch behandelter Tiere nicht ersetzen: Zum 

einen sind die Ergebnisse mit isolierten Zellen in Primärkultur nicht ohne weiteres mit denen 

der gesamten Lunge nach Hyperoxie in vivo vergleichbar, zum anderen sind die Unter-

suchungszeiträume durch die kurze Überlebenszeit der Typ-II-Zellen in der Kultur limitiert. 

Das Modell stellt aber eine sinnvolle Ergänzung zur Untersuchung des oxidativen Stress in 

der Lunge dar und kann insbesondere die Rolle der Typ-II-Zellen bei der Abwehr von 

oxidativem Stress näher charakterisieren.  



Fragestellung 

 21

2 FRAGESTELLUNG  

In dieser Arbeit werden zwei Modelle für oxidativen Stress untersucht:  

1. 44-stündige Hyperoxie von Wistar-Ratten mit 95% O2.  

2. Inkubation isolierter Typ-II-Pneumozyten mit 0,5mM H2O2 für maximal 60min. 

Im Modell 1 der subletalen Hyperoxie sollen die in vivo auftretenden Veränderungen, im 

Modell 2 gezielt die Effekte auf Typ-II-Zellen erfasst werden.  

Für beide Modelle ist wichtig abzuklären, welchen Einfluss die Kulturbedingungen auf die 

Typ-II-Zellen haben: Da Typ-II-Pneumozyten üblicherweise unter Basalbedingungen in 

Raumluft und 37°C auf Plastikschalen in der Kultur gehalten werden, haben wir zunächst 

untersucht, inwiefern die unphysiologisch hohen Sauerstoffkonzentrationen der Raumluft 

einen Stressfaktor für die Zellen darstellen. Gemessen wurde die gesamte antioxidative 

Kapazität, die Aktivität der antioxidativen Enzyme Catalase und Superoxiddismutasen (SOD) 

sowie die Expression von Hitzeschockproteinen (HSP) im Verlauf der Zellkultur.  

Es wird angenommen, dass bei in vivo Hyperoxie zunächst das antioxidative Schutzschild des 

Surfactants durchschlagen werden muss, bevor es zu einer oxidativen Schädigung der Lunge 

kommt. Dabei stellt sich die Frage, ob die oxidative Schädigung der Lunge durch einen 

Mangel an funktionell wichtigen Lipiden und Proteinen oder durch zytotoxische Oxidations-

produkte verursacht wird; weiterhin ist unklar, ob sich die oxidative Schädigung mehr im 

lipo- oder mehr im hydrophilen Milieu abspielt. Dies hat Auswirkungen auf die Ansätze einer 

möglichen klinischen Therapie. Dazu haben wir die Lipidperoxidation anhand der Konzen-

tration von Lipidhydroperoxiden (LOOH), Malondialdehyd (MDA) und von PAF-ähnlichen 

Substanzen (PAF-RC) unter Hyperoxie und H2O2-Stress untersucht.  
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Die PAF-Acetylhydrolase (PAF-AH) inaktiviert PAF-RC, die durch ROS im Rahmen der 

Entzündungsreaktion entstehen und proinflammatorische Wirkung haben (Frey 2000). Die 

ROS selbst jedoch können die PAF-AH-Aktivität rasch und irreversibel hemmen (Ambrosio 

1994, Triggiani 1997). Da auch durch Entzündungsreaktionen ROS entstehen, wird durch den 

ROS-vermittelten Verlust der PAF-AH-Aktivität der proinflammatorische Effekt von PAF 

verlängert. Wir haben untersucht, inwieweit die Konzentration von PAF-RC in BAL und 

Plasma mit der Aktivität von PAF-AH korreliert und ob die ROS-induzierte Zerstörung von 

PAF-AH einen Mechanismus für Lungenschäden unter Hyperoxie oder H2O2-Behandlung 

darstellt.  

HSP sind in der Evolution stark konservierte Moleküle und werden in den meisten Zellen 

physiologisch auf niedrigem Niveau exprimiert. HSP sind wichtig für die Faltung von de 

novo synthetisierten Proteinen, deren Translokalisation durch intrazelluläre Membranen, für 

die Formation von Proteinoligomeren und deren Abbau. Bei oxidativer Belastung können sie 

beschädigte Proteine stabilisieren und neu falten. Hitzeschockproteine sind frühe und sehr 

sensitive Marker des zellulären Stress in vielen Zelltypen (Hightower 1991, Jaattela 1992). 

Ein Anstieg der HSP-Expression unter Hyperoxie ist bekannt (Choi 1995, Ho 1996), wir 

haben hier den Effekt von H2O2 auf die Expression von HSP in Typ-II-Zellen untersucht.  
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3 MATERIAL UND METHODEN  

Die Reinheit der verwendeten Chemikalien war pro analysis, sie wurden von kommerziellen 

Herstellern bezogen. Spezielle Materialien und Geräte werden bei der Beschreibung ihrer 

Verwendung definiert. 

3.1 ISOLIERUNG DER TYP-II-PNEUMOZYTEN  

Die Durchführung der Tierversuche wurde von der zuständigen Behörde des Landes Berlin 

genehmigt, die Bedingungen der Tierhaltung genügten den Anforderungen des Deutschen 

Tierschutzgesetzes.  

Typ-II-Pneumozyten wurden durch Verdauung des zerkleinerten Lungengewebes mit Elastase 

und anschließender Reinigung der proteolytisch isolierten Zellen auf IgG-Platten (nach Dobbs 

et al. 1986) isoliert: Dazu wurden ca. 120g schwere Wistar-Ratten durch die Applikation von 

40mg Pentobarbital in 7500I.E. Heparin betäubt und die Lungen mit „with-Puffer“ (140mM 

NaCl, 5mM KCl, 2mM CaCl2, 2,5mM Na3PO4, 1,3mM MgSO4, 6mM Glucose, 10mM 

HEPES, pH 7,4) über die Arteria pulmonalis blutfrei gespült. Anschließend wurden die 

Lungen mit „without-Puffer“ (140mM NaCl, 5mM KCl, 6mM Glucose, 0,2mM EGTA, 

10mM HEPES, 2,5mM Na3PO4, pH 7,4) lavagiert, zerkleinert und mit 6mg Elastase 

(Schweinepankreas von Roche Biochemicals, Deutschland) 32min verdaut. Die Typ-II-

Pneumozyten wurden nach Filtration über Gaze verschiedener Porenweite bei 160×g, 10min, 

4°C abzentrifugiert. Durch Inkubation der Zellpräparation auf IgG-(Rat IgG, Sigma 

Chemicals, Deisenhofen, Deutschland)-beschichteten Plastikschalen für 45min bei 37ºC und 

5% CO2 wurden die Makrophagen weitgehend entfernt. Pro Ratte wurden dabei 15-20×106 

Zellen gewonnen, die Vitalitätsfärbung mit 0,2% Trypanblau ergab >95% vitale Zellen. Die 

Reinheit der frisch isolierten Typ-II-Pneumozyten lag bei 70-85%.  

Für Messungen in Zellsuspension wurden 2×106 Zellen in 1ml Dulbecco´s Modified Eagle 

Medium ohne Phenolrot (DMEM; GibcoBRL, Life Technologies, Paisley, Scotland) aufge-

nommen.  

Durch Ausplattieren von 0,8-1,1×106 Zellen/3,5mm2 in 2ml DMEM mit 10% fetalem Kälber-

serum (FKS von GibcoBRL) und Inkubation für 18h bei 37°C und 5% CO2 über Nacht im 

Brutschrank (Heraeus, Deutschland) wurden adhärente Zellen gewonnen.  
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Die Proteinbestimmung als Maß für die Menge der isolierten Zellen erfolgte mit dem BCA-

(Bicinchoninic Acid)-Proteinbestimmungstest von Pierce: Die entstandenen Kupfer-Protein-

Komplexe wurden bei einer Wellenlänge von λ=570 nm quantifiziert.  

3.2 MODELLE ZUR BESCHREIBUNG DES OXIDATIVEN STRESS  

3.2.1 Hyperoxie in vivo 

Männliche Wistar-Ratten wurden 44h bei 95% Sauerstoff, Kontrolltiere unter gleichen Bedin-

gungen bei Raumluft gehalten. Die Ratten wurden durch intraperitoneale Applikation von 

Pentobarbital betäubt und die Typ-II-Zellen wie unter Kapitel 3.1 beschrieben präpariert. 

Heparin-Plasma wurde aus der Vena Cava Inferior entnommen und zentrifugiert, Broncho-

alveoläre Lavage (BAL) wurde nach viermaliger Lavage mit w/o-Puffer und Zentrifugation 

(160×g, 10min, 4°C) gewonnen.  

3.2.2 H2O2 in vitro 

106 adhärente Typ-II-Zellen wurden mit 2ml 0,5mM H2O2-Lösung in DMEM bis zu 60min 

inkubiert, die Konzentration der eingesetzten H2O2-Lösung wurde dabei durch Titration mit 

10mM KMnO4 überprüft. Es wurde DMEM ohne Phenolrot verwendet, da Fujiwara et al. 

(1998) nachgewiesen haben, dass Phenolrot in Konzentrationen, wie sie in Medien vorkom-

men, als Antioxidanz wirkt. Bei einigen Experimenten wurden den Zellen nach 10min erneut 

H2O2 zugesetzt (Endkonzentration: 0,5mM), bei einer Gesamtinkubationszeit von z.B. 30min 

wurde dieses Zeitschema dann 3×10min genannt. Die Zellen wurden anschließend mit 

eiskaltem PBS (Dulbecco´s w/o NaCO3, GibcoBRL) gewaschen und mit den Triton X-100 

(Endkonzentration: 1% in den jeweiligen Puffern) lysiert.  

Für Experimente in Zellsuspension wurden 106 frisch isolierte Zellen in 0,5ml DMEM aufge-

nommen und 0,1ml H2O2 in DMEM zugegeben, so dass die Endkonzentration 0,5mM H2O2 

betrug. Bei Inkubation der Zellen mit H2O2 für 3 bzw. 6×10min wurde nach 10min erneut 

0,1ml H2O2-DMEM zugegeben, so dass die Endkonzentration 0,5mM H2O2 betrug. Am Ende 

der Inkubationszeit wurden die Zellen bei 160×g, 4°C, 10min abzentrifugiert und weiter-

bearbeitet.  
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3.3 BESTIMMUNG DER H2O2-KONZENTRATION  

Zur Bestimmung der H2O2-Konzentration wurde der Test nach Berndt und Bergmeyer (1970) 

verwendet: H2O2 bildet in Gegenwart von Peroxidase mit o-Dianisidin einen Farbkomplex, 

der bei einer Wellenlänge von λ=436nm photometrisch quantifiziert werden kann. Der Mess-

ansatz enthielt: 0,1ml Zellmedium bzw. H2O2-Standard in DMEM mit 1,2ml 0,12mM Na3PO4 

(pH 7,0), 8400U/l Peroxidase (Roche Biochemicals, Deutschland) und 50mg/l o-Dianisidin.  

3.4 ANTIOXIDANTIEN  

3.4.1 Totale antioxidative Kapazität (TAC)  

Die totale antioxidative Kapazität (TAC) wurde nach Miller et al. (1993) bestimmt: Radikale 

wurden durch 2,2-Azino-bis-(3-Ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure) (ABTS) photometrisch bei 

einer Wellenlänge von λ=734nm nachgewiesen, diese Radikalgeneration wurde durch Anti-

oxidantien in der Probe bzw. durch das Tocopherol-Analog Trolox® (3-Hydroxy-2,5,7,8-

tetramethylchroman-2-carbonsäure) als Standard gehemmt und so quantifiziert. Es wurden 

106 Typ-II-Zellen in 0,1ml 0,1% Triton X-100, 0,7ml BAL bzw. 10µl Heparin-Plasma 

eingesetzt.  

3.4.2 Glutathion (GSH)  

Glutathion (GSH) wurde nach Griffith (1983) photometrisch bestimmt: 5,5-Dithiobis-2-nitro-

benzolsäure reagiert zu Thiobis-2-Nitrobenzolsäure mit einem Absorptionsmaximum bei 

einer Wellenlänge von λ=412nm. Reduziertes GSH wird direkt derivatisiert, oxidiertes GSH-

Disulfid (GSSG) wird unter NADPH-Verbrauch von Glutathionreduktase zu GSH reduziert. 

Die pro Zeiteinheit entstehende Thio-bis-2-Nitrobenzolsäure ist dabei von der Menge des 

gesamten Glutathions (GSH + GSSG) abhängig. 106 adhärente Typ-II-Zellen wurden mit 

0,2ml 0,1%Triton X-100 lysiert, die Extinktionsänderung ∆E bei λ=412nm für ∆t=30s 

gemessen.  
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Die quantitative Differenzierung von GSH und oxidiertem GSH (GSSG) erfolgte im Testkit 

von ImmunDiagnostik (Bensheim, Deutschland) nach Derivatisierung, HPLC und an-

schließender Fluoreszenzdetektion. 1,5×106 frisch isolierte Typ-II-Zellen wurden in 80µl 

einer Lösung mit 0,5% Triton X-100 und internem Standard (0,2µmol/ml) gegeben, 5µl des 

Zelllysat dienten zur Proteinbestimmung. Die Messungen wurden entsprechend den Angaben 

des Herstellers durchgeführt: Nach der Derivatisierung wurden zwei 50µl Aliquote des klaren 

Überstandes der Messansätze über HPLC (Merck Euro Lab, Berlin, Deutschland) an Prontosil 

AQ HPLC Säule (Bishoff Chromatographie, Leonberg, Deutschland; 5µm; 125×4mm) mit 

einem Fluoreszenzdetektor (Merck, Hitachi F1050, Berlin, Deutschland; Anregungswellen-

länge 385nm, Emissionswellenlänge 515nm) gemessen. Für die Quantifizierung wurde die 

Fläche des GSH-Peaks mit der Fläche des internen Standards ins Verhältnis gesetzt.  

3.4.3 Vitamin E  

Die Bestimmung des Vitamin-E-Gehaltes erfolgte nach Catignani und Bieri nach HPLC-

Trennung (1983): Aus 3×106 Typ-II-Zellen bzw. 0,2ml Heparin-Plasma bzw. 10ml BAL 

wurde Vitamin E mit 0,45ml Isopropanol und 4,5µg internem Standard (Vitamin-E-Acetat) 

extrahiert. Die Isoformen des Vitamin E wurden in 50µl des Extraktes an einer RP-Säule 

(C18-Nucleosil 100, 10µm, 250x4mm) mit isokratischem Fluss von 1,3ml/min bei 50°C und 

Methanol/H2O (19:1) als Laufmittel getrennt, detektiert wurde bei einer Wellenlänge von 

λ=295nm. alpha-Tocopherol wurde durch die relative Retentionszeit zum internen Standard 

identifiziert und durch den Vergleich der integrierten Flächen der Probe und des Standards 

quantifiziert.  

3.4.4 Polyungesättigte Fettsäuren (PUFA)  

Der Gehalt an polyungesättigten Fettsäuren (PUFA) wurde durch HPLC-Analyse nach Lipid-

extraktion und dünnschichtchromatographischer Trennung gemessen (nach Rüstow 1993). 

106 Typ-II-Zellen in 0,5ml 0,1% Natriumlaurylsulfat (SDS) bzw. 0,2ml Heparin-Plasma bzw. 

1ml BAL wurden mit Margarinsäure (17:0) als Standard versetzt und eine Lipidextraktion 

nach Bligh und Dyer (1959) durchgeführt. Die neutralen Lipide wurden von den Phospho-

lipiden durch eindimensionale Dünnschichtchromatographie auf H60 Silika Gel (Merck, 

Deutschland) in Hexan/Äther (80:20) als Lösungsmittel getrennt. Die Startregion mit den 

Phospholipiden wurde mit 5% Methanol in Hexan zu Fettsäuremethylester umgeestert, die 

Fettsäuremethylester anschließend dünnschichtchromatographisch gereinigt und gaschromato-

graphisch getrennt (Hewlett Packard 5890 Series II).  
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3.5 AKTIVITÄT ANTIOXIDATIVER ENZYME  

3.5.1 Catalase  

Catalase spaltet H2O2 zu H2O und O2, der H2O2-Abfall kann bei einer Wellenlänge von 

λ=240nm photometrisch gemessen werden (UV-Methode nach Aebi 1983). Die Catalase-

Aktivität wurde in 1,1 ml Probenvolumen mit 50mM Na3PO4 (pH 7,4) und 10,9mM H2O2 bei 

22°C und 240nm gemessen. Für die Messung der zellulären Catalase wurde 0,1ml Zelllysat 

(0,5×106) in 0,1% Triton X-100 eingesetzt.  

3.5.2 Superoxiddismutasen (SOD) 

Superoxidanionradikale (•O2
—) bilden über verschiedene Oxidationsschritte aus NaNO2, 

Sulphanilamid und Naphtylendiamin einen Azofarbstoff, der bei einer Wellenlänge von 

λ=540nm gemessen werden kann. Durch SOD wird •O2
— zu H2O2 und O2 abgebaut und 

dadurch die Farbstoffbildung verhindert, der Zusammenhang zwischen SOD-Aktivität und 

der Extinktion ist logarithmisch (nach Elstner 1983). Superoxidanionradikale wurden durch 

Reaktion von Anthraquinon-2-sulphoninsäure und NADH, katalysiert durch Diaphorase, und 

anschließender Autooxidation gewonnen. SOD-Standard und Diaphorase stammten von 

Roche Biochemicals, Deutschland. Für den Test wurden 106 Typ-II-Zellen in 0,2ml 0,1% 

Triton X-100 eingesetzt.  

3.6  SYNTHESE VON SURFACTANTLIPIDEN  

3.6.1 Zelluläre Palmitinsäure-(16:0)-Aufnahme 

Die Fettsäure-Aufnahme von Typ-II-Zellen wurde anhand der initialen Aufnahme radioaktiv 

markierter Palmitinsäure (16:0) gemessen (nach Guthmann 1999). Für die Inkubationslösung 

wurden 29µl [(9,10)n-3H]-16:0 (1µCi/ml; Amersham, Buckinghamshire, England) und 229µl 

16:0 (1mg/ml) in Ethanol mit Cellite (Sulpeco) unter N2 getrocknet, anschließend mit 3ml 

DMEM und 0,33% BSA (fettsäurefreies Rinderalbumin, Roche Biochemicals) 1h bei 37°C 

gerührt. Der Überstand nach Zentrifugation wurde mit DMEM 1:10 verdünnt (Inkubations-

lösung). Je 106 Typ-II-Zellen wurden mit 1ml Inkubationslösung 30sec inkubiert, anschlies-

send nacheinander mit 1% BSA in DMEM, DMEM und PBS gewaschen. Die Zellen wurden 

mit 0,5ml 1% SDS lysiert, 0,4ml des Lysates wurden mit 4ml Szintillationsflüssigkeit 

(Optiphase „Hisafe 3“) im Szintillationscounter (Wallac Scintillation Products Philip´s 

Szintilationscounter PW 4700 mit automatischer Kompensation für Quenching) gemessen.  
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3.6.2 Phosphatidylcholin-(PC)-Synthese  

Die Synthese von PC wurde durch Einbau von 14C-markiertem Cholin und 3H-markierter 

Palmitinsäure (16:0) in PC gemessen. 106 Zellen wurden mit 8,6µg 16:0 und 1,1µCi [(9,10)n-
3H]-16:0 (Amersham, England), 0,15ml 0,5% BSA, 2,8µCi-[Methyl-14C]-Cholinchlorid in 

DMEM 10min inkubiert. Nach Waschen mit 0,2% BSA in DMEM wurden die Zellen mit 

0,4ml 0,1% SDS lysiert, aus 0,3ml des Lysates wurden die Lipide nach Bligh und Dyer 

(1959) extrahiert und auf der Dünnschicht (Kieselgel 60, Schichtdicke 0,25cm, Merck, 

Deutschland) mit Chloroform/Methanol/Wasser (130/80/10) getrennt. Die PC-Region auf der 

Platte wurde an Hand eines mitchromatographierten Standards identifiziert, abgetragen und 

mit 4ml Szintilationsflüssigkeit im Szintilationscounter die Radioaktivität gemessen.  

3.7 LIPIDPEROXIDATION  

3.7.1 Malondialdehyd (MDA)  

Malondialdehyd (MDA), aber auch andere Substanzen, reagieren mit Thiobarbitursäure zu 

einem Fluoreszenzfarbstoff, d.h. in dem hier angewandten Test werden alle thiobarbitur-

säurereaktive Substanzen erfasst (Ohkawa 1979). 106 Typ-II-Zellen in 0,15ml H2O bzw. 

0,1ml Plasma bzw. 1,5ml BAL wurden in 0,3ml 1,35mM Acetatpuffer (pH 3,5), 0,3ml 20mM 

Thiobarbitursäure und 0,04ml 8,1% SDS 60min bei 90°C inkubiert, als Standard diente 

1,1,3,3-Tetrahydroxypropan in Eisessig (10-140µl). Anschließend wurde auf Eis 0,2ml H2O 

und 1ml 1-Butanol dazugegeben, 20min bei 4°C geschüttelt und dann 10min lang bei 3000×g 

zentrifugiert. Der organische Überstand wurde bei 514nm Primärstrahlung und 554nm 

Sekundärstrahlung im Fluoreszenzspektrometer gemessen.  

3.7.2 Lipidhydroperoxide (LOOH)  

Zur Bestimmung der Lipidhydroperoxide wurde der Testkit LPO-CC (Kamiya Biomedical 

Co., Thousand Oaks, CA, USA) verwendet, bei dem Lipidhydroperoxide zu Hydroxyl-

derivaten reduziert werden, die dann in Gegenwart von Hämoglobin Methylenblau bilden, das 

wiederum bei einer Wellenlänge von λ=675nm gemessen werden kann. Als Standard diente 

50µM Cumenhydroperoxid. Vor dem Assay wurden die Lipide nach Bligh und Dyer (1959) 

aus den Proben extrahiert, unter N2 eingeengt und in 0,1ml Isopropanol wieder aufgenommen 

(Leerwert 0,1ml Isopropanol). Für die Messungen wurden 5×106 Typ-II-Zellen mit 0,5ml 

0,1% SDS lysiert bzw. 0,5ml Heparin-Plasma bzw. 5ml BAL eingesetzt.  
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3.7.3 PAF-ähnliche Substanzen (PAF-Related Compounds, PAF-RC) 

Die Messung der PAF-ähnlichen Substanzen (PAF-RC) erfolgte nach Lipidextraktion, 

Derivatisierung und HPLC-Trennung nach Frey et al. (2000). Die Lipide von 107 Typ-II-

Zellen in 0,5ml PBS bzw. 0,5ml Heparin-Plasma bzw. 12ml BAL (nach Zentrifugation bei 

100.000×g für 1h) wurden mit 2ml Methanol, 1ml Dichlormethan und 0,5ml H2O extrahiert, 

0,5nmol 1-Palmitoyl-2-Suberoyl-Phoshpatidylcholin diente als interner Standard. Der 

Lipidextrakt wurde mit 300µl 0,1M 9-(Chloromethyl)-Anthracen in Benzen/Triethylamin 

(4:1) 2h bei 70°C derivatisiert. Die Phospholipide wurden anschließend auf der Extract-

Clean-Silica-Kartusche (200mg/3,0ml Alltech, Unterhaching) erst mit 4ml Chloro-

form/Triethylamin (9:1), anschließend mit 4ml Methanol/Ammoniak (32%; 95+5) eluiert.  

Das Eluat wurde mittels HPLC getrennt (Silica-Phase, Lichrosorb Silica Säule 100; 5µm, 

60x8mm), als Laufmittel diente Acetonitril/H2O (88:12). Die Trennung erfolgte bei einem 

Fluss von 2,5ml/min und einer Temperatur von 50°C. Die fluoreszenzmarkierten Phospho-

lipide wurden bei einer Anregungswellenlänge von λ=360nm und einer Emissionswellen-

länge von λ=460nm detektiert, im UV-Bereich wurde bei einer Wellenlänge von λ=205nm 

nicht derivatisiertes PC detektiert. Die am Ende des PC-Peaks eluierten PAF-RC wurden 

gesammelt und in einem zweiten Schritt auf einer RP-Säule C18 Säule Nucleosil 100 (10µm, 

250x4mm) bei 50°C und einem Fluss von 1ml/min quantifiziert. Als Laufmittel diente 

Methanol/H2O (9:1) mit 20mM Cholinchlorid bis zur 29.Minute und Methanol/Acetonitril 

(9:1) mit 20mM Cholinchlorid ab der 31.Minute. Die Detektion erfolgte im Fluoreszenz-

bereich wie oben beschrieben. PAF-RC wurden durch ihre relative Retentionszeit von 0,80 

zum internen Standard identifiziert, die Quantifizierung erfolgte durch den Vergleich der 

Peakfläche von PAF-RC mit der des internen Standards.  
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3.7.4 PAF-Acetylhydrolase (PAF-AH)  

Die PAF-Acetylhydrolase-(PAF-AH)-Aktivität wurde durch Freisetzung von 3H-markierter 

Essigsäure aus 3H-PAF bestimmt (modifiziert nach Stafforini 1987): 0,6×106 Typ-II-Zellen 

wurden in 30µl 0,1% Triton X-100 aufgenommen, heparinisiertes Plasma wurde mit 100mM 

HEPES, 1mM EGTA (pH 7,2) 1:100 verdünnt, für Messungen in der BAL wurden 30µl 

eingesetzt. Der Substrat-Mix, bestehend aus 50µl=1,1×106dpm 1-Hexa-decyl-2-[3H]acetyl-sn-

glycero-3-phosphorylcholin (DuPont) und 40µl PAF (10mM in Ethanol), wurde unter Stick-

stoff getrocknet und in 1ml 0,01% Tween 20 wiederaufgenommen. Zu den Proben wurden 

10µl 0,5M HEPES, 5mM EGTA (pH 7,2 bei 37°C) und 10µl Substrat-Mix zugegeben und 

30min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 2,5ml Chloroform/Methanol (4:1) und 

0,45ml 10mM Tris-Puffer (pH 7,4) gestoppt und mindestens 30sec kräftig gemischt. Die 3H-

Aktivität wurde in 0,5ml des wässrigen Überstandes mit 4ml Szintillationsflüssigkeit im 

Szintilationscounter (Wallac 1410 Pharmacia, Uppsala, Schweden) gemessen.  

3.7.5 Phospholipase A2 (PLA2)  

Die Phospholipase-A2-(PLA2)-Aktivität wurde durch die Freisetzung von Fettsäuren aus 2-[1-
14C]-Arachidonyl-Phosphatidylethanolamin (14C-PE, NEN, Boston, USA) nach Nakamura et 

al. (1995) und Kim und Bonventre (1993) gemessen. 0,05ml Substrat (spezifische Radio-

aktivität 55Ci/mol) wurde unter N2 getrocknet und in 0,1ml Dimethylsulfoxid (DMSO) 

resuspendiert. 2×106 Typ-II-Zellen, 0,1ml Heparin-Plasma (1:5 verdünnt), 0,1ml BAL in 

75mM Tris-Base und 5mM CaCl2 (pH 8,5 bei 37°C) wurden mit 0,9nmol 14C-PE 60min bei 

37°C inkubiert, anschließend mit 0,56ml Dole-Reagenz (48,75ml Isopropanol, 50ml n-

Heptan, 1,25ml 0,5M Schwefelsäure) und 0,11ml H2O gestoppt (nach Dole und Meimertz 

1961), gemischt und 3min bei 1900×g zentrifugiert. Die obere organische Phase wurde mit 

25mg Kieselgel 60 (LiChroprep 60, Merck, Deutschland, Korngröße 15-25µm) und 0,85ml n-

Heptan 5min bei 22°C inkubiert und anschließend 5min bei 1900×g zentrifugiert. 0,8ml des 

Überstandes mit freien Fettsäuren wurde mit 4ml Szintilationsflüssigkeit gemessen.  



Material und Methoden 

 31

3.8 EXPRESSION VON HITZESCHOCKPROTEINE (HSP)  

Die Expression von Hitzeschockproteinen (HSP) wurde im Western Blot gemessen: 4×106 

Typ-II-Zellen wurden in 0,5ml PBS lysiert, abzentrifugiert und in 40µl Lysepuffer (140mM 

NaCl, 1% Triton X-100, 10mM Tris, pH 7,5) aufgenommen. Nach Zentrifugation mit 

1000×g, 4°C, 10min und Proteinbestimmung wurden 37µl des Überstandes mit 1,85µl 5mM 

EDTA, 0,5µl 1mM Dithiotreitol (DTT) und 0,95µl 0,4mM PMSF versetzt. Die Proben 

wurden mit Lämmli-Probenpuffer (2% SDS, 5% Glycerol, 10mM Dithiotreitol, 1% Brom-

phenolblau, 62,5mM Tris-HCl, pH 6,8) auf 0,25µg/µl verdünnt und 5min bei 95°C inkubiert. 

Tabelle 3.1 zeigt die eingesetzten Proteinmengen von Typ-II-Zellen und Positiv-Kontrollen in 

der Elektrophorese.  

Tabelle 3.1 Eingesetzte Proteinmengen für die HSP-Bestimmung  

Hitzeschockprotein (HSP) Positiv-Kontrolle Typ-II-Zellen 

HSP 32  5 ng 2 µg Protein 

HSP 60 3 ng 4 µg Protein 

HSP 70 15 ng 50 µg Protein 

HSP 90 25 ng 5 µg Protein 
HSP 32 entspricht der Hämoxygenase-1 (HO-1). Positiv-Kontrollen von der Firma Novex, Frankfurt/M, 
Deutschland.  

Die Elektrophorese wurde in 12% SDS-Polyacrylamid-Gelen (Novex, Frankfurt/M, 

Deutschland) bei 30mA, 400-500V mit Lämmli-Puffer durchgeführt, als Molekulargewichts-

Marker verwendeten wir MultiMarker Multi-Colored Standard (Novex, Frankfurt/M, 

Deutschland). Für den Western-Blot wurden das Elektrophoresegel und eine Polyvinyliden-

difluorid-(PVDF)-Transfer-Membran in Transfer-Puffer (12mM Tris, 96mM Glycin, 20% 

Methanol) äquilibriert und bei 25V und 100mA 15-18h im TE Series Transphor Unit (Hoefer 

Scientific Instruments) bei 4°C geblottet. Die Transfereffizienz wurde mit Cromassie-Blau 

Färbung kontrolliert, anschließend wurde mit 100% Methanol und TBS (140mM NaCl, 3mM 

KCl, 16mM Tris, pH 7,4) gewaschen. Die PVDF-Membran wurde mit Blockierungslösung 

TBS-T [TBS mit 0,1% Polyoxyethylensorbitanmonolaureat (Tween) und 5% Magermilch-

pulver] bei 4°C über Nacht blockiert. Danach wurde die Membran bei Raumtemperatur 

60min mit 0,5µg/ml bzw. 2µg/ml für HSP 32 mit den primären Antikörpern (monoklonaler 

IgG1-Maus-Antikörper bzw. IgG2b-Maus-Antikörper für HSP 32, Stressgen Victoria, Kanada) 

in TBS inkubiert, als zweiter Antikörper wurde Meerrettich-Peroxidase-markiertes Schafs-
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Antimaus-IgG (DAKO, Dänemark; Verdünnung 1:2000) verwendet. Die Detektion erfolgte 

mit dem Hyperfilm ECL-System (Amersham, England) nach Angaben des Herstellers. Die 

Auswertung der optischen Dichte (OD) der Banden erfolgte dann mit der Software Pharmacia 

Image Master DTS Quantity One (Version 2.3).  

3.9 BERECHNUNGEN UND STATISTIK  

Wurde die Konzentration der Proben mit Hilfe einer mitgeführten Standardreihe berechnet, 

war die Regressionsgerade der Standardwerte Grundlage für die Berechnung der Proben-

werte; für das Bestimmtheitsmaß r2 galt dabei r2>0,95.  

Die Ergebnisse werden als Mittelwert (MW) und Standardabweichung dargestellt. Die 

statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SigmaStat der Firma SPSS Inc. (Version 

2.03): Die Signifikanz wurde mit dem jeweils angegebenen Testverfahren berechnet, Unter-

schiede von p<0,05 wurden dabei als signifikant angesehen.  
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4 ERGEBNISSE 

4.1 HYPEROXIE  

4.1.1 Antioxidative Abwehr  

Der Einfluss von Hyperoxie auf alle Antioxidantien im Gewebe kann durch die Messung der 

totalen antioxidativen Kapazität (TAC) erfasst werden, deren größter Anteil Glutathion (GSH) 

darstellt: Es macht ca. 90% der intrazellulären nicht-proteingebundenen Thiole der Zelle aus 

und ist somit eines der wichtigsten Antioxidantien der Zelle (Jenkinson 1988). GSH wirkt 

antioxidativ, indem es zu Glutathiondisulfid (GSSG) oxidiert wird, welches durch die 

Glutathionreduktase wieder zu GSH reduziert wird. Unter physiologischen Bedingungen 

beträgt die Konzentration von GSSG ca. 0,2-1% der gesamten GSH-Konzentration.  

Catalase und Superoxiddismutasen (SOD) sind wichtige antioxidative Enzyme der Typ-II-

Zellen: Das unter Hyperoxie entstehende Superoxidanionradikal (•O2
⎯) wird von SOD zu 

H2O2 abgebaut, welches wiederum von Catalase zu O2 und H2O abgebaut wird.  

Tabelle 4.1 Einfluss von in vivo Hyperoxie auf antioxidative Parameter von frisch 
isolierten Typ-II-Zellen  

Antioxidanz Kontrolle Hyperoxie  

TAC (n=3) 100% 105 ± 20% 

GSH (n=2) 100% 77 / 75% 

GSSG (n=2) 100% 118 / 120% 

Catalase (n=5) 100% 89 ± 30% 

SOD (n=3) 100% 308 ± 73%    * 
TAC – totale antioxidative Kapazität, GSH – reduziertes Glutathion, GSSG – oxidiertes Glutathion, SOD – 
Superoxiddismutasen; Werte in % von Kontrolle ± Standardabweichung, Kontrollwerte: TAC 58,8 ± 
6,9nmol/mg Protein, GSH 34,8 ± 5,9nmol/mg Protein, Catalase 100 ± 12mU/mg, SOD 7,5 ± 1,73mU/mg 
Protein; n: Anzahl der unabhängigen Experimente, *p<0,05 (paariger Student´s t-test).  

Unter Hyperoxie finden wir keine Veränderungen der TAC der Typ-II-Pneumozyten (Tabelle 

4.1), auch im Plasma und in der Bronchoalveolären Lavage (BAL) lässt sich keine Veränder-

ung der TAC nachweisen (nicht gezeigt). Unter Hyperoxie kommt es des Weiteren zu einem 

leichten Abfall des Anteils von reduziertem GSH sowie einem Anstieg des GSSG-Anteils. 

Die Aktivität der Catalase wird durch Hyperoxie nicht beeinflusst, wohingegen die SOD-

Aktivität stark ansteigt - bei großer Standardabweichung lagen alle gemessen Einzelwerte der 

SOD über 200% der Kontrollwerte.  
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4.1.2 Lipidperoxidation  

Da die Typ-II-Zellen auf oxidativen Stress durch Hyperoxie v.a. mit einem Anstieg der SOD-

Aktivität reagieren, während die anderen gemessenen Parameter nur geringe bzw. keine 

Veränderungen zeigen, stellt sich die Frage, ob eine Schädigung durch Hyperoxie eintritt, 

indem z.B. Surfactantlipide oxidiert werden. Um diese Arbeitshypothese zu prüfen, haben wir 

die Konzentration von Malondialdehyd (MDA), Lipidhydroperoxiden (LOOH) und die PAF-

ähnlichen Substanzen (PAF-Related Compounds, PAF-RC) bestimmt. MDA und LOOH sind 

Abbauprodukte der Radikalkettenreaktion (s.a. Abbildung 1.5), PAF-RC entstehen durch 

oxidative Kettenverkürzung der ungesättigten Fettsäuren in sn-2 Position des Phosphatidyl-

cholins, ihre Konzentration im Gewebe wird durch PAF-Acetylhydrolase (PAF-AH) und 

Phospholipase A2 (PLA2) reguliert.  

Tabelle 4.2 Einfluss von in vivo Hyperoxie auf die Lipidperoxidation und auf die 
Aktivität der antioxidativen Enzyme PAF-AH und PLA2 im Plasma und in der 
Bronchoalveolärer Lavage (BAL)  

 Plasma BAL 

 Kontrolle Hyperoxie Kontrolle Hyperoxie 

MDA (n=6) 100% 130 ± 19%   * 100% 108 ± 26% 

LOOH (n=3) 100% 260 ± 77%   * 100% 122 ± 53% 

PAF-RC (n=5) 100% 264 ± 55%   * 100% 133 ± 33 % 

PAF-AH (n=3)  100% 109 ± 6% 100% 32 ± 5%       * 

PLA2 (n=4) 100% 98 ± 11% 100% 76% ± 41% 
MDA – Malondialdehyd; LOOH – Lipidhydroperoxide; PAF-RC – PAF-ähnliche Substanzen; PAF-AH – PAF-
Acetylhydrolase; PLA2 – Phospholipase-A2; Werte in % der Kontrolle ± Standardabweichung; Kontrollwerte 
Plasma: MDA: 1,88 ± 0,36 nmol/ml; LOOH: 2,17 ± 0,69 nmol/ml; PAF-RC: 0,41 ± 0,15pmol/ml; PAF-AH: 
32,4 ± 3,3nmol/min/ml; Kontrollwerte BAL: MDA 0,79 ± 0,21 mmol/mg Protein; LOOH: 0,30 ± 0,12 mmol/mg 
Protein; PAF-RC: 0,06 ± 0,03 mmol/mg Protein; PAF-AH: 3,7 ± 1,1nmol/min/mg Protein; n: Anzahl der unab-
hängigen Experimente, *p<0,05 (paariger Student´s t-test) vs. Kontrolle.  
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Tabelle 4.2 zeigt, dass Hyperoxie zu einem signifikanten Anstieg der Lipidperoxidation im 

Plasma führt, wobei die Aktivität der antioxidativen Enzyme PAF-AH und PLA2 unverändert 

bleibt. In der Lavage dagegen fällt die Aktivität der PAF-AH auf ein Drittel, während keine 

Veränderung der Lipidperoxidation oder der PLA2-Aktivität nachweisbar ist. Beide Ergeb-

nisse passen insofern nicht zusammen, als eine verminderte PAF-AH-Aktivität zu erhöhten 

PAF-RC in der BAL führen sollte. Möglich ist, dass PAF-AH nicht in den Surfactant-Sub-

fraktionen lokalisiert ist, die die Substrate der PAF-RC enthalten: Wir haben deshalb den 

Einfluss von Hyperoxie auf die Aktivität der PAF-AH in den verschiedenen Subfraktionen 

der Lavage untersucht. Die Surfactantsubfraktionen wurden dabei durch Differentialzentri-

fugation der Lungenlavagen isoliert (nach Guthmann 1999).  

Tabelle 4.3 PAF-AH-Aktivität in Lungenzellen und verschiedenen Fraktionen der BAL: 
Einfluss von in vivo Hyperoxie  

Kontrolle Hyperoxie Fraktion 

[nmol/h/mg Protein] [nmol/h/mg Protein] % von Kontrolle 

Makrophagen 46 ± 9 23 ± 7        * 50% 

Typ-II-Pneumozyten 33 ± 3 36 ± 4 109% 

BAL 222 ± 60 69 ± 11      * 31% 

P3 (1000×g; 20min) 33± 17 30 ± 15 91% 

P4 (60 000×g; 60min)  79 ± 30 31 ± 17 39% 

P5 (100 000×g; 16h) 51 ± 18 16 ± 4       * 31% 

Überstand 28 ± 2 15 ± 7       * 54% 
BAL - Bronchoalveolären Lavage, Daten aus n=3 unabhängige Experimente, *p<0,05 (paariger Student´s t-test) 
vs. Kontrolle.  

In den Fraktionen P4 und P5, die den Surfactantmonolayer repräsentieren (Magoon 1983, 

Guthmann 1995), messen wir die höchste PAF-AH-Aktivität. Zusammen mit der P3-Fraktion, 

die dem frisch sezernierten Surfactant entspricht, enthalten diese Fraktionen ca. 75% des 

totalen Surfactants. Es fällt auf, dass die PAF-AH-Aktivität unter Hyperoxie lediglich in den 

Makrophagen, der P5-Fraktion und im Überstand signifikant abnimmt, d.h. in den Anteilen 

des Surfactants, die für die Oberflächenfunktion des Surfactants weniger bedeutend sind.  
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Zusammenfassend finden wir unter Hyperoxie:  

• Keine Veränderung der totalen antioxidativen Kapazität in Plasma, BAL und Typ-II-

Zellen. In den Typ-II-Zellen kommt es zu einem Abfall des Anteils von reduziertem GSH 

und einer Erhöhung des Anteils von oxidiertem GSSG (Tabelle 4.1). 

• Die Aktivität des antioxidativen Enzyms Catalase bleibt unverändert, die SOD-Aktivität 

dagegen steigt auf das dreifache an (Tabelle 4.1).  

• In der Lunge ist keine Lipidperoxidation messbar, im Plasma zeigt sich jedoch ein Anstieg 

der MDA-, LOOH- und PAF-RC-Konzentration (Tabelle 4.2).  

• Die plasmatische PAF-AH-Aktivität bleibt dabei unverändert, während die PAF-AH-

Aktivität in der Lunge auf ein Drittel absinkt (Tabelle 4.2). Die PAF-AH nimmt v.a. in 

den funktionell weniger wichtigen Subfraktionen des Surfactants ab (Tabelle 4.3).  

4.2 KULTIVIERUNG VON TYP-II-PNEUMOZYTEN IN GEGENWART VON H2O2  

4.2.1 Einfluss der Zellkulturbedingungen 

Wie in Kapitel 1.7 diskutiert, wurde wegen widersprüchlicher Ergebnisse bei Untersuchungen 

mit dem Ganztiermodell ein vereinfachtes Modell gesucht: Dazu werden Typ-II-Pneumozyten 

in Primärkultur unter Basalbedingungen (Raumluft und 37°C) in der Kultur gehalten und in 

Gegenwart von H2O2 inkubiert. Da nicht auszuschließen ist, dass allein die basalen Kultur-

bedingungen einen Stressfaktor darstellen, haben wir zunächst untersucht, inwieweit die 

Kultivierung der Zellen unter Basalbedingungen einen Einfluss auf das antioxidative Potential 

oder die HSP-Expression hat.  
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Tabelle 4.4 Einfluss einer 18-stündigen Zellkultur auf die Aktivität der antioxidativen 
Enzyme Catalase und SOD, die totale antioxidative Kapazität (TAC), den GSH-
Gehalt sowie die HSP-Expression von Typ-II-Zellen 

 Zellsuspension adhärente Zellen (18h) 

Catalase (n=4) 100 ± 11% 63 ± 43% 

SOD (n=3) 100 ± 19% 100 ± 30% 

TAC (n=3) 100 ± 10% 139 ± 59% 

GSH (n=3) 100 ± 12% 40 ± 16%             * 

HSP 32 (n=2) 1 9,02 / 3,04 

HSP 60 (n=2) 1 1,07 / 0,47 

HSP 70 (n=2) 1 2,29 / 1,51 

HSP 90 (n=2) 1 1,39 / 1,81 
SOD – Superoxiddismutasen-Aktivität, TAC – totale antioxidative Kapazität, GSH – Glutathion, HSP – Expres-
sion der Hitzeschockproteine, Vergleich von frisch isolierten Zellen (Zellsuspension) und adhärenten Zellen 
nach 18h Zellkultur. Werte in % Kontrolle ± Standardabweichung bzw. Optische Dichte (OD) der Western Blots 
für HSP; Kontrollwerte: Catalase 128 ± 14mU/mg Protein, SOD 7 ± 1,32mU/mg Protein, TAC 53 ± 5,3µmol/mg 
Protein, GSH 38 ± 4,1nmol/mg Protein; n: Anzahl der unabhängigen Experimente, *p<0,05 (Student´s t-test) vs. 
Zellsuspension.  

Die Inkubation von Typ-II-Zellen unter Primärkulturbedingungen führt zu einem deutlichen 

Abfall der GSH-Konzentration, während die Zellkultur keinen Einfluss auf die totale anti-

oxidative Kapazität (TAC) oder die SOD-Aktivität hat. Der Abfall der Catalase-Aktivität 

nach 18h ist nicht signifikant, fällt aber im Laufe der Kultur weiter und erreicht nach 48h 

signifikante Werte (nicht gezeigt).  

Die Expression von HSP 32 steigt dagegen während der Kultivierung der Zellen deutlich an. 

HSP 70 und 90 zeigen einen weniger starken Anstieg in der Zellkultur, HSP 60 zeigt keine 

Veränderung.  
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4.2.2 H2O2-Clearance  

Um auszuschließen, dass ein unterschiedlicher Gehalt von Makrophagen und Lymphozyten, 

die in den Typ-II-Zellpräparationen als Verunreinigung enthalten sind, unsere Messergebnisse 

verfälschen, haben wir die Zusammensetzung der Zellpräparation vor und nach der Inkuba-

tion mit H2O2 im Durchflußzytometer (FACS) gemessen: Dabei zeigt sich kein Unterschied 

von H2O2-behandelten und Kontrollzellen (nicht gezeigt). Um des Weiteren den Einfluss von 

H2O2 auf die Vitalität der Typ-II-Zellen zu messen, haben wir nach Inkubation mit H2O2 zum 

einen eine Vitalitätsfärbung mit 0,02% Trypanblaulösung durchgeführt, zum anderen wurde 

die Aktivität der Lactatdehydrogenase (LDH) im Zellmedium gemessen: Beide Parameter 

zeigen ebenfalls keinen Unterschied zu den Kontrollzellen (nicht gezeigt).  

In der Literatur gibt es unklare Angaben darüber, wie schnell H2O2 aus dem Inkubations-

medium von den Zellen aufgenommen und verstoffwechselt wird (Simon 1991, Engstrom 

1990). Wir haben daher die H2O2-Clearance von adhärenten Typ-II-Pneumozyten untersucht 

(Tabelle 4.5). Um auszuschließen, dass unter unseren Inkubationsbedingungen H2O2 im Zell-

medium abgebaut wird, haben wir H2O2 in zellfreiem Medium (DMEM) inkubiert, unter 

diesen Bedingungen bleibt die H2O2-Konzentration unverändert (nicht gezeigt).  

Tabelle 4.5 Einfluss der H2O2-Inkubationszeit auf die H2O2-Clearance adhärenter Typ-
II-Zellen  

Inkubationszeit mit H2O2 

0min 1min 2min 5min 10min 30min 

500µM  225 ± 12µM  * 96 ± 67µM  * 41 ± 46µM  * 0 ± 1µM  * 0µM 
Adhärenten Zellen wurden mit 0,5mM H2O2 inkubiert, zu den angegebenen Zeitpunkten wurde die verbleibende 
H2O2-Konzentration im Kulturmedium gemessen. Werte ± Standardabweichung; Daten aus n=3 unabhängigen 
Experimenten; *p<0,05 (ANOVA) vs. Ausgangskonzentration.  

Tabelle 4.5 zeigt, dass nach 10min kein H2O2 im Kulturmedium mehr nachzuweisen ist, 

deshalb haben wir haben bei einigen der folgenden Versuche nach 10min die Zellen erneut 

mit H2O2-haltigem Medium inkubiert.  
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4.2.3 Antioxidative Abwehr  

Eines der wichtigsten Schutzsysteme der Zellen gegen oxidativen Stress ist das Glutathion 

(GSH/GSSG)-System: Oxidiertes GSSG wird durch die Glutathionreduktase wieder in GSH 

umgewandelt, das dafür notwendige NADPH wird durch den Pentosephosphatzyklus mit dem 

Schlüsselenzym Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase zur Verfügung gestellt (Griffith 1983). 

Unter oxidativem Stress kann GSH aber auch mit anderen SH-Gruppen zu sog. gemischten 

Disulfiden reagieren (Ishii 1992). Wir haben hier den Einfluss von H2O2 auf die Konzentra-

tion des gesamten GSH gemessen.  

Um das gesamte antioxidative Potential der Zellen abschätzen zu können, haben wir die totale 

antioxidative Kapazität (TAC) bestimmt, weiterhin die Konzentration der lipophilen Antioxi-

dantien Vitamin E und der polyungesättigten Fettsäuren (PUFA), einem möglichem Substrat 

der ROS. PUFA werden dabei leicht oxidiert und können durch den Verbrauch von ROS die 

Oxidation anderer Zellbestandteile verhindern; sie wirken deshalb antioxidativ (Sies 1993).  

Tabelle 4.6 Einfluss der Inkubation adhärenter Typ-II-Zellen in Gegenwart von 0,5mM 
H2O2 auf die Konzentration verschiedener Antioxidantien  

Zeit nach  
H2O2-Gabe 

GSH TAC Vitamin E PUFA 

[min] n=5 n=3 n=3 n=2 

Kontrolle 100 ± 17% 100 ± 7% 100 ± 6% 100 ± 19% 

5min H2O2 62 ± 19%    * 68 ± 7%     * 86% (n=1) n.b. 

10min H2O2  88 ± 25% 105 ± 18% 79% (n=2) 104 ± 32% 

3×10min H2O2  97 ± 6% 95±12% 73 ± 7%      * 118 ± 26% 

6×10min H2O2  62 ± 17%    * 113 ± 18% n.b. 69 ± 36% 
GSH – Glutathion-Konzentration, TAC – totale antioxidative Kapazität, Vitamin-E-Konzentration, PUFA – 
polyungesättigten Fettsäuren; Werte in % der Kontrolle ± Standardabweichung; Kontrollwerte: GSH 34,8 ± 
5,9nmol/mg Protein; TAC 76,6 ± 5,36µmol/mg Protein, Vitamin E 6,0 ± 0,4ng/106 Typ-II-Zellen, 
PUFA/Palmitinsäure 0,43 ± 0,081. n: Anzahl der unabhängigen Experimente; *p<0,05 (ANOVA: Dunnett´s 
Test) vs. Kontrolle, n.b. nicht bestimmt.  
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Werte in % der mitgeführten Kontrolle ± Standardabweichung, s.a. Tabelle 4.6.  
 

Abbildung 4.1 Einfluss der Inkubation adhärenter Typ-II-Zellen in Gegenwart von 
0,5mM H2O2 auf die GSH-Konzentration.  

Bei der Inkubation von Typ-II-Zellen mit H2O2 verlaufen die GSH-Konzentration und die 

TAC zunächst parallel: Nach einem steilen Abfall innerhalb der ersten 5min wird die GSH-

Konzentration schnell regeniert und erreicht nach 10min wieder Kontrollwerte. Im weiteren 

Verlauf fällt die GSH-Konzentration aber im Gegensatz zur TAC wieder langsam ab und 

erreicht nach 6×10min 60% der Ausgangskonzentration (p<0,05). Es scheint daher, dass GSH 

die Typ-II-Zellen vor allem vor dem initialen oxidativen Stress schützt.  

Unter H2O2 fällt der Vitamin-E-Gehalt dagegen kontinuierlich über die gesamte Inkubations-

zeit ab, der Anteil des Vitamin E-Chinons bleibt dabei unverändert (nicht gezeigt). Die 

PUFA-Konzentration zeigt keinen Unterschied zur Kontrolle, auch die Anteile der Arachidon-

säure (20:4) und der Linolsäure (18:2) werden durch H2O2 nicht beeinflusst (nicht gezeigt). Es 

kann spekuliert werden, dass Vitamin E in der Lage ist, die PUFA effektiv vor oxidativer 

Schädigung zu schützen.  

Neben der Konzentration der Antioxidantien haben wir die Aktivität der antioxidativen 

Enzyme Catalase und Superoxiddismutasen (SOD) in den Typ-II-Zellen gemessen (Tabelle 

4.7).  
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Tabelle 4.7 Einfluss der Inkubation adhärenter Typ-II-Zellen in Gegenwart von 0,5mM 
H2O2 auf die zelluläre Aktivität der antioxidativen Enzyme Catalase und SOD  

Zeit nach H2O2-Gabe Catalase  SOD 

Kontrolle 100 ± 12% 100 ± 23% 

10min 138 ± 60% 269 ± 142%   * 

30min 136 ± 42% 103 ± 28% 

60min 172 ± 32%   * 173 ± 18%  

3×10min 117 ± 36% 259 ± 90%    *# 

6×10min 132 ± 39%   268 ± 97%    * 
SOD – Superoxiddismutasen. Werte in % von Kontrolle ± Standardabweichung; Kontrollwerte: Catalase 100 ± 
12mU/mg, SOD 7,5 ± 1,73mU/mg; Daten aus n=3 unabhängigen Experimenten; *p<0,05 (ANOVA) vs. Kon-
trolle, #p<0,05 (Student´s t-test) vs. 30min.  

Unter H2O2-Behandlung steigt die Aktivität von Catalase und SOD in den Typ-II-Zellen zeit-

abhängig an; hierbei fällt allerdings auf, dass die SOD-Aktivität bei mehrfacher Gabe von 

H2O2 einen stärkeren Anstieg gegenüber der einmaligen Gabe zeigt (signifikant für 30min vs. 

3×10min).  

4.2.4 Surfactantlipidsynthese 

Es ist bekannt, dass oxidativer Stress zu einem verminderten Gehalt von Surfactantlipiden in 

der BAL und den Typ-II-Zellen führt (Holm 1991, Crim 1995, Hudak 1995, Guthmann 

2003). Dies kann verschiedene Ursachen haben: Zum einen kann die Synthese der Surfactant-

lipide gehemmt werden, zum anderen können Surfactantlipide oxidiert werden. Wir haben 

daher in den folgenden beiden Abschnitte den Einfluss von H2O2-Inkubation sowohl auf die 

Surfactantlipidsynthese als auch auf die Lipidperoxidation untersucht.  

Eine optimale DPPC-Synthese ist an eine ausreichende Aufnahme exogener Palmitinsäure 

(16:0) durch Typ-II-Zellen gebunden, wir haben deshalb die initiale Fettsäurenaufnahme nach 

H2O2-Inkubation gemessen. Des Weiteren haben wir die PC-Synthese unter H2O2 anhand des 

Einbaus von 3H-Palmitinsäure und 14C-Cholin in PC untersucht.  
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Tabelle 4.8 Einfluss der Inkubation adhärenter Typ-II-Zellen in Gegenwart von 0,5mM 
H2O2 auf die initiale 3H-Palmitinsäure-(16:0)-Aufnahme sowie den 14C-Cholin- und 
3H-16:0-Einbau in PC  

Zeit nach H2O2-Gabe 16:0-Aufnahme Cholin-Einbau 16:0-Einbau 

Kontrolle 100% 100 ± 37% 100 ± 44% 

10min n.b. 44 ± 3%      * 55 ± 1%       * 

3×10min H2O2  75 ± 12% 29 ± 7%      * 12 ± 3%       * 

6×10min H2O2  51 ± 13%     # 18 ± 8%      * 12 ± 1%       * 
Werte in % von Kontrolle ± Standardabweichung; Daten aus n=3 unabhängigen Experimenten; #p<0,05 (t-test) 
vs. Kontrolle; *p<0,05 (ANOVA: Dunnett´s Test) vs. Kontrolle; n.b. nicht bestimmt.  

Sowohl die initiale Aufnahme von Palmitinsäure als auch der Einbau von Cholin- und 

Palmitinsäure sind unter H2O2-Inkubation vermindert, wobei die Fettsäureaufnahme in 

geringerem Maße und erst bei 6×10min signifikant gehemmt wird. Da der Cholin- und 16:0-

Einbau aber schon innerhalb von 10min reduziert sind, kann die verminderte Aufnahme 

exogener Palmitinsäure nicht der alleinige Grund der reduzierten PC-Synthese sein. Holm et 

al. finden in diesem Zusammenhang unter H2O2 (Holm 1991) und Hyperoxie (Holm 1988) 

eine Hemmung der SH-Gruppenhaltigen G3P-Acyltransferase (GPAT), einem Enzym, das 

den Einbau von Palmitinsäure in Glycerol-3-Phosphat katalysiert (s.a. Abbildung 1.2).  

4.2.5 Lipidperoxidation  

H2O2 führt zu einem Abfall der Konzentration des wichtigsten lipophilen Antioxidanz 

Vitamin E, daher ist eine Erhöhung der Lipidperoxidation wahrscheinlich. Um diese Arbeits-

hypothese zu prüfen, haben wir den Einfluss von H2O2 auf die Konzentration von Lipidhydro-

peroxiden (LOOH) und PAF-ähnlichen Substanzen (PAF-RC) sowie die Aktivität der PAF-

Acetylhydrolase (PAF-AH) und der Phospholipase A2 (PLA2) gemessen.  
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Tabelle 4.9 Einfluss der Inkubation frisch isolierter Typ-II-Zellen in Gegenwart von 
0,5mM H2O2 auf die Lipidperoxidation sowie die Aktivität der antioxidativen 
Enzyme PAF-AH und PLA2 in frisch isolierten Typ-II-Zellen  

Zeit nach H2O2-Gabe LOOH PAF-RC PAF-AH  PLA2  

Kontrolle 100% 100% 100 ± 18% 100 ± 12% 

5min H2O2  213% 510%  189 ± 3%  * 184 ± 88%  * 

3×10min H2O2 241%  423 ± 18%  * 59 ± 22%  * 133 ± 62% 
LOOH – Lipidhydroperoxide, PAF-RC – PAF-related Compounds, PAF-AH – PAF-Acetylhydrolase-Aktivität, 
PLA2 – Phospholipase-A2-Aktivität; Werte in % von der Kontrolle ± Standardabweichung, Daten aus n=3 
unabhängigen Experimenten (LOOH: n=2), Kontrollwerte: LOOH 32,3 nmol/mg Protein; PAF-AH 3607 
dpm/min/µg Protein; PLA2 388 dpm/min/mg Protein; *p<0,05 (ANOVA) vs. Kontrolle.  

Unter H2O2 finden wir einen Anstieg der Konzentration von Lipidhydroperoxiden und PAF-

RC, von den antioxidativen Enzymen zeigen sowohl PAF-AH als auch PLA2 eine erhöhte 

Aktivität nach 5min. Die PAF-AH-Aktivität erreicht nach 10min wieder die Kontrollwerte 

(nicht gezeigt) und fällt bis zum Ende der Inkubationszeit auf 50%. Wir führen diese Ver-

änderungen auf eine Hemmung der PAF-AH durch ROS zurück, z.B. durch Oxidation der 

SH-Gruppe im aktiven Zentrum des Enzyms oder durch oxidative Zerstörung des 

Enzymproteins. Die Aktivität der PLA2 dagegen bleibt nach einem anfänglichen Anstieg 

leicht erhöht (nicht signifikant).  

4.2.6 Expression von Hitzeschockproteinen (HSP)  

Hitzeschockproteine (HSP) sind sehr sensible Indikatoren für zellulären Stress verschie-

denster Art, u.a. auch für oxidativen Stress. HSP 32, das auch Hämoxygenase-1 (HO-1) 

genannt wird, katalysiert den ersten Schritt des oxidativen Zerfalls von Hämoglobin zu Bili-

rubin; hierbei ist HO-1 im Gegensatz zu den konstitutiv exprimierten HO-2 und 3 durch 

Stressfaktoren induzierbar (Wong 1997, Choi 1996). HSP 60 ist das einzige hier untersuchte 

Hitzeschockprotein, das im Mitochondrium lokalisiert ist. Als molekulares Chaperon unter-

stützt es die Faltung von neu synthetisierten oder beschädigten Proteinen (Wong 1997). HSP 

70 und 90 regulieren dagegen die Initation des programmierten Zelltods, indem sie die 

Reifung von Apoptosomen beeinflussen (Xanthoudakis 2000, Wong 1997).  
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Tabelle 4.10 Einfluss der Inkubation frisch isolierter Typ-II-Zellen in Gegenwart von 
0,5mM H2O2 auf die HSP-Expression frisch isolierter Typ-II-Zellen  

Zeit nach H2O2-Gabe HSP-Expression 

[min] HSP 32 HSP 60 HSP 70 HSP 90 

Kontrolle 1 1 1 1 

60min H2O2 2,49 ± 1,66 2,25 ± 0,63 7,23 / 5,27 4,72 ± 2,47 
HSP – Hitzeschockproteine, Optische Dichte (OD) der Western Blots nach Gelelektrophorese und Detektion mit 
monoklonalen Antikörper, Werte bezogen auf Kontrolle ± Standardabweichung, n.b. nicht bestimmt, Daten aus 
n=3 unabhängigen Experimenten (n=2 für HSP 70).  

H2O2 bewirkt einen Anstieg der Expression der Stressproteine in frisch isolierten Zellen 

insbesondere von HSP 70 und 90; HSP 32, das als Hämoxygenase antioxidative Funktion hat, 

steigt dagegen nur wenig an. Inkubiert man jedoch adhärente Zellen mit H2O2, findet sich nur 

ein geringer Anstieg der HSP-Expression (nicht gezeigt), vermutlich da die basale Expression 

von HSP in den Kontrollzellen schon durch die Zellkulturbedingungen erhöht ist (s. 4.2.1).  

H2O2-Belastung von isolierten Typ-II-Pneumozyten führt zusammengefasst zu:  

• Einem kurzfristigen Abfall der zellulären GSH-Konzentration, die innerhalb von 10min 

wieder regeniert wird und dann im Laufe der weiteren Inkubation langsam absinkt 

(Tabelle 4.6, Abbildung 4.1).  

• Einem kontinuierlichem Absinken des Vitamin-E-Spiegels bei unveränderter PUFA-

Konzentration (Tabelle 4.6).  

• Typ-II-Zellen reagieren auf H2O2 mit einem Anstieg der Aktivität ihrer antioxidativen 

Enzyme Catalase und SOD (Tabelle 4.7) und mit einer erhöhten Expression von Hitze-

schockproteinen (Tabelle 4.10).  

• H2O2-Inkubation führt zu einem Abfall der Konzentration der Surfactantlipide, zum einen 

durch die Hemmung der Surfactantlipidsynthese; dabei wird sowohl die Palmitinsäure-

Aufnahme als auch der Einbau von Palmitinsäure und Cholin in PC gehemmt (Tabelle 

4.8). Zum anderen ist eine verstärkte Oxidation ungesättigter Surfactantlipide durch H2O2 

nachweisbar (Tabelle 4.9). 

• H2O2-Stress führt zu einer oxidativen Hemmung der PAF-AH-Aktivität bei unveränderter 

Aktivität der PLA2 (Tabelle 4.9).  
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5 DISKUSSION  

5.1 ZELLKULTURBEDINGUNGEN ALS STRESSFAKTOR  

Im Allgemeinen wird angenommen, dass die Isolation der Zellen aus dem Zellverband einen 

Stressfaktor darstellt und die Zellen sich unter optimalen Bedingungen in der Zellkultur von 

diesem Stress erholen. Dies unterstützen die Ergebnisse von Brandes und Finkelstein, die kurz 

nach der Isolation eine hohe Synthese der HSP 70, 53 und 25 zeigen, welche im Laufe der 

Zellkultur abnimmt und nach 18h nicht mehr nachweisbar ist (1989). In dieser Arbeit dagegen 

zeigen wir, dass die HSP-Expression direkt nach der Isolation relativ gering ist und während 

der Zellkultur insbesondere die Expression von HSP 32 stark zunimmt (Kapitel 4.2.1).  

Brandes und Finkelstein bestimmen die Proteinsynthese der Hitzeschockproteine, indem sie 

isolierte Typ-II-Zellen je 1 Stunde in Leucin-depletiertem Medium halten und anschließend 

mit [3H]-Leucin inkubieren, d.h. auch die Kontrollzellen werden 2 Stunden in der Zellkultur 

bei 37°C und Raumluft gehalten. Es ist daher denkbar, dass nicht die Isolation aus dem Zell-

verband die Synthese der Hitzeschockproteine erhöht hat, sondern diese zweistündige Zell-

kultur. Ein anderer Unterschied ist, dass Brandes und Finkelstein die Typ-II-Zellen mit 

Elastase/Tryspin-Verdauung mit anschließender Gradientenzentrifugation isolieren, wohin-

gegen wir die Zellen durch Elastase-Verdauung und IgG-Reinigung nach Dobbs et al. (1986) 

gewinnen. Letztlich kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass unterschiedliche Tier-

spezies zu den widersprüchlichen Ergebnissen zur HSP-Expression führen, da Brandes und 

Finkelstein Typ-II-Pneumozyten aus Kaninchenlungen isolieren, während wir Typ-II-Zellen 

aus Rattenlungen verwenden.  

Es gibt allerdings weitere Hinweise, dass allein die basalen Zellkulturbedingungen eine 

oxidative Belastung für die Zellen darstellen: So finden Buckley et al. (1998) nach in vivo 

Hyperoxie eine erhöhte Expression von proapoptotischen Markern wie p53, p21 und Bax 

sowie vermehrte DNA-Fragmentation lediglich in adhärenten Zellen, nicht aber in frisch 

isolierten Zellen. Auch steht ein Anstieg der HSP-32-Expression, wie wir ihn für Typ-II-

Zellen im Verlauf der Zellkultur gezeigt haben, oft in Zusammenhang mit oxidativem Stress 

(Choi 1996).  
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Welche Prozesse diesen in vitro Stress auslösen, ist nicht bekannt; zum einen könnte der 

höhere Sauerstoffpartialdruck der Raumluft im Vergleich zum Gewebe diesen Stress verur-

sachen, andererseits ist aber auch eine unzureichende Versorgung mit Antioxidantien durch 

das Zellmedium denkbar. Für eine mangelhafte Versorgung mit Antioxidantien in der Zell-

kultur spricht, dass wir unter alimentärer Vitamin-E-Depletion einen ähnlich starken HSP-32-

Anstieg wie in der Zellkultur finden (Topbas 2000), nicht jedoch unter H2O2-Belastung 

(Kapitel 4.2.6). Auch zeigen Risé und Galli (1999), dass Hep-G2-Zellen nur 0,5% des 

Vitamin-E-Gehaltes von Lebergewebe enthalten und dass FKS aus dem Kulturmedium diese 

Differenz nicht ausgleichen kann, da es selbst nur wenig mehr Vitamin E als die Zellen 

enthält. Allerdings haben auch die Matrix, auf der die Zellen wachsen, und die Zelldichte 

Auswirkungen auf die Schädigung der Zellen in Basalkultur.  

Die im Laufe der Zellkultur sinkende Catalase-Aktivität (signifikant nach 48h, Kapitel 4.2.1) 

könnte auf den Beginn einer Differenzierung der Typ-II-Zellen zu Typ-I-Zellen zurückzu-

führen sein, da Typ-I-Zellen im Vergleich zu Typ-II-Zellen eine um ein vielfaches geringere 

Aktivität an antioxidativen Enzymen wie Catalase oder SOD aufweisen (Panus 1989, Simon 

1991, Kinnula 1992). Die meisten anderen Gruppen finden ebenfalls einen Rückgang der 

Aktivität von SOD (Aerts 1992) und Catalase (Kinnula 1992, Aerts 1992, Simon 1991) in der 

Zellkultur. Panus et al. (1989) dagegen messen einen Anstieg der SOD- und Catalase-Aktivi-

tät. Der GSH-Gehalt bleibt in einer der Untersuchungen unverändert (Simon 1991) bzw. steigt 

sogar an (Aerts 1992). Wir finden jedoch einen deutlichen Abfall der GSH-Konzentration 

unter Zellkulturbedingungen (Kapitel 4.2.1). Diese unterschiedlichen Ergebnisse sind 

wahrscheinlich auf unterschiedliche Trägermedien, die für die Zellkultur verwendet werden, 

und die daraus folgenden unterschiedlichen Zeitpunkte in der Differenzierung zu Typ-I-Zellen 

zurückzuführen.  

Zusammenfassend zeigen wir, dass in Abhängigkeit von der verwendeten Zellpräparation 

unterschiedliche Ergebnisse erzielt werden, insbesondere Untersuchungen von adhärenten 

Typ-II-Zellen spiegeln nicht die Wirkung verschiedener in vitro Behandlungen der Zellen 

wieder, sondern sind durch die basalen Kulturbedingungen verfälscht. Insgesamt müssen 

daher die Aussagen von einigen publizierten Ergebnissen relativiert werden.  
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Für weitere Untersuchungen ist es wichtig, die unzureichenden Zellkulturbedingungen zu 

verbessern, da es zum einen Versuche gibt, die z.B. aufgrund ihrer kurzen Inkubationszeit 

schwer in Zellsuspension mit der anschließenden Zentrifugation durchführbar sind. Zum 

anderen lässt sich die Reinheit der Typ-II-Zellen durch die Zellkultur verbessern: V.a. 

Erythrozyten kommen in unterschiedlichen Anteilen in der Zellpräparation vor und können 

die Untersuchungsergebnisse beeinflussen, sie sind aber durch fehlende Adhärenz in der 

Zellkultur relativ einfach von Typ-II-Zellen zu trennen (Dobbs 1986). Des Weiteren ist 

denkbar, dass Zelloberflächenproteine durch die Verdauung mit Elastase zerstört und im 

Laufe der Zellkultur regeneriert werden. Die begonnenen Untersuchungen zur Optimierung 

der Zellkultur (Panus 1989, Simon 1991, Aerts 1992, Buckley 1998) sind ein wesentlicher 

Beitrag, die experimentellen Schwierigkeiten und widersprüchlichen Ergebnisse zu 

minimieren.  

5.2 ANTIOXIDATIVE ABWEHR  

5.2.1 Glutathion als schnelles Reaktionssystem nach H2O2-Belastung 

Typ-II-Zellen enthalten relativ hohe Konzentrationen von GSH, welches sie aktiv aus dem 

Plasma durch das alveoläre Epithel in den Surfactant transportieren; der GSH-Gehalt der BAL 

ist so um ein Vielfaches höher als der des Plasmas (Brown 1992, Jenkinson 1988). Durch den 

Abbau von Peroxiden und Hydroperoxiden wirkt GSH antioxidativ, daneben reduziert es 

oxidierte Disulfide von Proteinen und erhält so ihre Struktur und Funktion (Jenkinson 1988, 

Cotgreave 1997).  

Einen ähnlichen zeitlichen Verlauf wie die GSH-Konzentration unter H2O2-Belastung mit 

ihrem initalen steilen Abfall und der folgenden schnellen Erholung (Kapitel 4.2.3, Abbildung 

4.1) zeigt die GSH-Konzentration von Erythrozyten, die mit H2O2 inkubiert werden (Clahsen 

1992, Moison 1995). Es wird daher vermutet, dass die Erythrozyten sowohl die pulmonalen 

Endothelzellen als auch die gesamte Lunge vor oxidativer Schädigung schützen (Moison 

1995). Dieser Schutzmechanismus trifft allerdings für die Typ-II-Zellen nicht zu, da Typ-II-

Zellen keine direkte Verbindung mit den Blutkapillaren haben und somit nicht in direkten 

Kontakt zu Erythrozyten treten können.  
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Zum antioxidativen Potential der Lunge trägt GSH aufgrund seiner hohen Konzentration in 

der Lunge und der eigenen antioxidativen Kapazität (Miller 1993) entscheidend bei. Das anti-

oxidative Potential eines Gewebes kann z.B. durch die totale antioxidative Kapazität (TAC) 

erfasst werden. Der parallele Verlauf der TAC und der GSH-Konzentration mit dem steilen 

Abfall und der schnellen Regeneration innerhalb von 10min unter H2O2 bestätigt, dass die 

GSH-Konzentration maßgeblich für die TAC ist (Kapitel 4.2.3). Der Abfall der GSH-Konzen-

tration nach 6×10min bei unveränderter TAC könnte mit der Annahme erklärt werden, dass 

andere Antioxidantien nach 60min den GSH-Abfall kompensieren.  

Eine wichtige Einschränkung der TAC ist, dass sie nur im hydrophilen Medium gemessen 

wird und daher z.B. das lipophile Vitamin E nur zu 3% in die TAC im Plasma eingeht (Miller 

1993). Entsprechend zeigt sich der Abfall der Vitamin-E-Konzentration nach 30min nicht in 

einem Abfall der TAC (Kapitel 4.2.3).  

5.2.2 Erhöhte Catalase/Superoxiddismutasen-Aktivität nach H2O2-Stress  

H2O2 dringt innerhalb von 10min (Kapitel 4.2.2) in die Zelle ein und wird durch Catalase zu 

Sauerstoff und Wasser abgebaut. H2O2 kann aber auch in der Fenton-Haber-Weiss-Reaktion 

durch Metallkatalyse (Abbildung 1.3) Superoxidanionradikale (•O2
—) generieren, die dann 

durch Superoxiddismutasen (SOD) wieder in das ungefährlichere H2O2 zurückverwandelt 

werden (nach Elstner 1983, Aebi 1983).  

               SOD                      Catalase 
•O2

—                       H2O2                            H2O  +  O2 

 

Abbildung 5.1 SOD/Catalase-System.  

H2O2-Inkubation erhöht die Catalase- und SOD-Aktivität der Typ-II-Zellen (Kapitel 4.2.3), 

wobei auffällt, dass insbesondere bei mehrfachem Zusatz von H2O2 die SOD-Aktivität stark 

ansteigt, wohingegen sie bei einmaliger H2O2-Gabe nur leicht und erst nach 60min erhöht ist. 

Die Catalase-Aktivität jedoch wird durch ein- oder mehrfache H2O2-Gabe nicht beeinflusst 

(Kapitel 4.2.3). Eine mögliche Erklärung ist, dass die •O2
—–Radikale, die von den SOD 

abgebaut werden, hauptsächlich bei längerer und wiederholter H2O2-Exposition entstehen und 

dadurch eine stärkere Erhöhung der SOD-Aktivität induziert wird. Es kann aber auch nicht 

ausgeschlossen werden, dass die Expressionsrate beider Enzyme innerhalb des untersuchten 

Zeitintervalls stark differiert und dadurch die unterschiedlichen Aktivitäten nach H2O2-Gabe 

verursacht werden.  
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5.2.3 Einfluss von Hyperoxie auf die pulmonale antioxidative Abwehr 

Cao et al. (1999) vermuten, dass unter Hyperoxie niedermolekulare Antioxidantien aus der 

Lunge in das Serum wandern, da sie unter Hyperoxie einen Abfall der pulmonalen neben 

einer Erhöhung der plasmatischen proteinfreien antioxidativen Kapazität finden. Wir können 

dagegen bei subletaler Hyperoxie in vivo keine Veränderung der gesamten totalen antioxida-

tiven Kapazität (TAC) der Typ-II-Zellen nachweisen (Kapitel 4.1.1), allerdings haben wir 

auch die totale antioxidative Kapazität inklusive der Proteine gemessen.  

Hyperoxie in vivo führt bei unveränderter Catalase-Aktivität zu einem starken Anstieg der 

SOD-Aktivität (Kapitel 4.1.1) in den Typ-II-Zellen. Wie schon in 5.2.2 diskutiert, kann 

spekuliert werden, dass unter Hyperoxie bevorzugt •O2
— entsteht, so dass vor allem die 

Aktivität der SOD ansteigt, während die Aktivität des H2O2-abbauenden Enzyms Catalase 

unverändert ist. Allerdings ist auch hier eine unterschiedliche Expressionsrate beider Enzyme 

im Beobachtungszeitraum nicht auszuschließen.  

Auch andere Autoren fanden eine erhöhte SOD-Aktivität unter Hyperoxie, es wurde daher 

vermutet, dass die Superoxiddismutasen für die pulmonale Adaptation unter Hyperoxie eine 

entscheidende Rolle spielen (Chang 1995, Quinlan 1994). Allerdings zeigen Frank et al. 

(1978) und Baker et al. (1989), dass eine  Erhöhung der Aktivität antioxidativer Enzyme nicht 

mit der Überlebensrate oder dem Grad der Lungenschädigung unter Hyperoxie korreliert.  

5.3 H2O2 HEMMT DIE SURFACTANTLIPIDSYNTHESE  

Mehrere Untersuchungen zeigen, dass unter oxidativem Stress sowohl die Gesamtmenge als 

auch einzelne Komponenten des Surfactants abnehmen (Holm 1988, Holm 1991, Crim 1995, 

Rice 1992). Zum einen könnte die Synthese von Surfactantbestandteilen gehemmt werden, 

zum anderen ihr Abbau so verändert sein, dass ein erhöhter Verbrauch von Surfactantlipiden 

z.B. durch Oxidation nicht kompensiert werden kann.  

Wir finden neben einer H2O2-induzierten Hemmung der PC-Synthese eineVerminderung des 

initialen Fettsäure-Uptakes bei Typ-II-Zellen (Kapitel 4.2.4). Palmitinsäure wird von Typ-II-

Pneumozyten durch CD-36/FAT aufgenommen (Guthmann 1999), es ist daher denkbar, dass 

CD36/FAT durch H2O2 oxidiert wird und dadurch nicht mehr in der Lage ist, Fettsäuren in 

die Zelle zu transportieren. Andererseits würde auch ein ATP-Mangel, wie er mehrfach unter 

H2O2 beschrieben ist (LaCagnin 1990, Abernathy 1995, Crim 1995), die Fettsäureaufnahme 

vermindern können.  
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Der Einbau von Palmitinsäure und Cholin wird durch H2O2 schon nach 5min gehemmt, zu 

einem Zeitpunkt, wo die Fettsäureaufnahme noch unverändert ist (Kapitel 4.2.4). Dies spricht 

dafür, dass die Hemmung von Schlüsselenzymen wie der Glycerol-3-Phosphat-Acetyltrans-

ferase (GPAT) (Abbildung 1.2) eine entscheidende Rolle spielt. Guthmann et al. (2003) zei-

gen in diesem Zusammenhang, dass die Hemmung der G3P-Acetyltransferase für die Reduk-

tion der PC-Synthese bei Typ-II-Zellen aus Vitamin-E-depletierten Ratten verantwortlich ist. 

Da sowohl die GSH- als auch die Vitamin-E-Konzentration unter H2O2 abfallen (Kapitel 

4.2.3), ist denkbar, dass das SH-haltige Enzym GPAT nicht ausreichend vor Oxidation 

geschützt und so inaktiviert wird.  

5.4 LIPIDPEROXIDATION  

5.4.1 In vivo Hyperoxie verändert die Lipidperoxidation in der Lunge nicht  

Die PAF-Acetylhydrolase (PAF-AH) reguliert den Abbau von PAF und PAF-ähnlichen 

Substanzen (PAF-RC) und spielt daher eine wichtige Rolle bei der akuten und chronischen 

Lungenschädigung. Die Hemmung der PAF-AH-Aktivität in der Lunge unter Hyperoxie führt 

allerdings nicht zu einem Anstieg von Produkten der Lipidperoxidation (Kapitel 4.1.2). Auch 

Ambrosio et al. (1994) finden keine erhöhte MDA-Konzentration bei einer durch ROS-

induzierten Hemmung der PAF-AH im Plasma. Wir zeigen, dass in der P3-Subfraktion, die 

den frisch sezernierten Surfactant repräsentiert, ebenso wie in den Typ-II-Zellen, die PAF-

AH-Aktivität durch Hyperoxie nicht beeinflusst wird, wohingegen in den Makrophagen, dem 

Überstand und der P5-Subfraktion die PAF-AH-Aktivität sinkt. Wir nehmen an, dass das 

Enzym durch die Struktur der Lamellarkörperchen in den Typ-II-Zellen und/oder durch das 

höhere antioxidative Potential der Zellen und der verschiedenen BAL-Fraktionen geschützt 

wird.  

Aus unseren Ergebnissen schließen wir, dass weder die hyperoxisch-bedingte Inhibition der 

PAF-AH-Aktivität noch die direkte Oxidation der Lipide in den Alveolen an der hyper-

oxischen Lungenschädigung beteiligt sind. Es kann spekuliert werden, dass die empfindlich-

eren vaskulären Endothelzellen der Lunge (Crapo 1980, Engstrom 1990) unter Hyperoxie 

direkt geschädigt werden, die Typ-II-Pneumozyten und der Surfactant dagegen aufgrund ihres 

höheren antioxidativen Potentials keine erhöhte Lipidperoxidation aufweisen. Es ist jedoch 

nicht auszuschließen, dass in der Lunge entstandene Lipidperoxidationsprodukte ins Plasma 

transportiert werden und dann dort nachweisbar sind.  
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5.4.2 In vitro H2O2 führt zu Lipidperoxidation in den Typ-II-Pneumozyten 

Unter H2O2-Stress finden wir zunächst eine kurzzeitig erhöhte Aktivität von PAF-AH, die 

dann im Laufe der Inkubationszeit abnimmt (Kapitel 4.2.5); wir vermuten, dass die beschrie-

bene Oxidation des PAF-AH-Proteins durch ROS (Triggiani 1997, Ambrosio 1994) diese 

Aktivitätsveränderungen auslöst. Die Aktivität der PLA2 bleibt im Gegensatz zur PAF-AH 

nach 60min noch leicht, allerdings nicht signifikant, erhöht (Kapitel 4.2.5). In Überein-

stimmung mit unseren Ergebnissen finden Rice et al. (1992) unter H2O2 einen Anstieg der 

Konzentration von freien Fettsäuren durch eine verstärkte Aktivität der PLA2.  

H2O2-Inkubation führt nach 5min zu einem Anstieg der Konzentrationen von Lipidhydroper-

oxiden und PAF-RC in den Typ-II-Zellen, zu einem Zeitpunkt also, wo die Aktivitäten der 

PAF-AH und der PLA2 sogar erhöht sind (Kapitel 4.2.5). Wir vermuten, dass die initial hohe 

H2O2-Konzentration die oxidative Abwehr der Zellen überwältigt und deshalb eine Oxidation 

der Lipide durch Antioxidantien wie Vitamin E nicht verhindert werden kann. Wie aber schon 

für Hyperoxie gezeigt, besteht auch unter H2O2-Stress zwischen der ROS-induzierter 

Hemmung der PAF-AH und der Lipidperoxidation kein direkter Zusammenhang.  

5.5 ERHÖHTE EXPRESSION VON HITZESCHOCKPROTEINEN UNTER H2O2  

HSP können die Expression anderer Proteine, z.B. der Akute-Phase-Proteine der Leber, 

stoppen und die Induktion der Apoptose verhindern. Bei der Induktion der HSP-Expression 

durch ein Stressagens wird auch der Schutz vor anderen Agentien erhöht (additiver Effekt). 

Verschiedenste Stressformen induzieren einen teilweise drastischen Anstieg der Expression 

zytoprotektiver HSP (Hightower 1991, Wong 1997, Wong 1998).  

Die HSP-Expression wird durch den Transkriptionsfaktor „Heat Shock Factor“ (HSF) 

geregelt, der normalerweise als Monomer an Hitzeschockproteine bindet. Bindet z.B. HSP 70 

bei oxidativem Stress an geschädigte Proteine, werden die Monomere freigesetzt und bilden 

Trimere, die dann als Transkriptionsfaktor wirken (Hightower 1991, Wong 1997).  
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Hämoxygenase-1 (HO-1), oder HSP 32, katalysiert den ersten Schritt des oxidativen Zerfalls 

von Hämoglobin zu Bilirubin; dabei entstehen neben freiem Eisen und dem vasodilatativ 

wirkenden Kohlenmonoxid (CO), welches die Sauerstoffversorgung der beschädigten Zellen 

sichern kann (Wong 1997), auch die Antioxidantien Bilirubin und Ferritin. Unter H2O2-Stress 

steigt die Expression von HSP 32 allerdings nur gering an (Kapitel 4.2.6).  

Im Gegensatz dazu finden wir, ebenso wie Polla et al. (1996), einen sehr starken Anstieg von 

HSP 70 unter H2O2-Belastung (Kapitel 4.2.6). Auch durch in vivo Hyperoxie (Ho 1996), beim 

Asthma bronchiale, beim Ischämie/Reperfusions- und Entzündungsstress (Wong 1997) 

kommt es zu einem Anstieg der HSP-70-Expression in der Lunge. HSP 70 reguliert durch 

verschiedene Mechanismen die Reifung der Apoptosomen und verhindert so die Caspase 9-

Aktivierung und die Einleitung des letzten Teils der apoptotischen Kaskade (Xanthoudakis 

2000). Insgesamt gilt HSP 70 als das durch Stress am stärksten induzierbare HSP und wirkt 

im Zytoplasma, im endoplasmatischen Retikulum und in den Mitochondrien als Chaperon 

(Polla 1996, Wong 1997, Welch 1992).  

H2O2 führt lediglich zu einem leichten Anstieg der HSP-90-Expression (Kapitel 4.2.6). HSP 

90 wird mit der Aktivität des Steroidrezeptors in Verbindung gebracht und aktiviert zusam-

men mit HSP 70 verschiedene Transkriptionsfaktoren (Hightower 1991, Wong 1997), seine 

exakte Funktion ist aber noch nicht geklärt.  

Insgesamt kann spekuliert werden, ob für die Typ-II-Zellen, da sie selbst einen relativ hohen 

Gehalt an Antioxidanten besitzen (Kapitel 1.4), die antioxidative Funktion von HSP 32 

weniger entscheidend ist und seine Expression deshalb unter H2O2 nur gering ansteigt. Da-

gegen finden wir unter H2O2-Stress eine vermehrte Expression der Stressproteine, für die eine 

antiapoptotische Wirkung gezeigt werden konnte. Weitere Untersuchungen müssen allerdings 

zeigen, ob dies tatsächlich eine aktive Gegenregulation zur Einleitung des programmierten 

Zelltodes der Typ-II-Zellen darstellt.  
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUSSFOLGERUNG  

Als wesentliche Ursache der akuten oder chronischen Lungenerkrankungen bei Neugeborenen 

wird eine oxidative Schädigung der Lunge durch Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) ange-

nommen. Luo et al (1999) zeigen, dass die hyperoxische Lungenschädigung durch H2O2 

vermittelt wird. In vivo Hyperoxie und in vitro H2O2-Exposition als Simulation der Hyperoxie 

haben unter gleichen Versuchsbedingungen allerdings unterschiedliche Folgen: Milde 

Hyperoxie führt bei unveränderter Catalase-Aktivität und totaler antioxidativer Kapazität zu 

einem starken Anstieg der SOD-Aktivität in den Typ-II-Zellen, dagegen finden wir unter 

H2O2-Stress eine Erhöhung der beiden untersuchten antioxidativen Enzyme und einen kurz-

fristigen Abfall der totalen antioxidative Kapazität.  

Die Schädigung der Lunge bei milder Hyperoxie wird nicht durch oxidative Veränderung der 

Surfactantlipide vermittelt, da der Abfall der PAF-Acetylhydrolase-Aktivität in der BAL 

keinen Einfluss auf die Lipidperoxidation hat. Die Hyperoxie-induzierte ROS-Bildung reicht 

demnach aus, um das Enzym zu hemmen, nicht jedoch, um eine vermehrte Lipidperoxidation 

zu induzieren. Im Plasma dagegen kommt es unter Hyperoxie zu einen Anstieg der Lipidper-

oxidation, dies hat aber keinen Effekt auf die PAF-AH-Aktivität. Es sind weitere Unter-

suchungen erforderlich, um die Interaktion zwischen Lunge und Plasma für die Genese der 

oxidativen Lungenschädigung näher zu charakterisieren.  

Bislang wurde angenommen, dass die Isolation der Typ-II-Zellen aus dem Zellverband Stress 

für die Zellen darstellt. Wir zeigen dagegen in Übereinstimmung mit der neueren Literatur, 

dass nicht durch die Isolation, sondern als Folge der basalen Zellkulturbedingungen insbeson-

dere die Expression von Hitzeschockproteinen (HSP) innerhalb von 18h dramatisch ansteigt, 

des Weiteren sinkt die GSH-Konzentration der Typ-II-Zellen im Laufe der Zellkultur auf 

40%. Primärkulturen von Typ-II-Zellen unter Basalbedingungen sind daher nur bedingt 

geeignet, um den Einfluss verschiedener Stressfaktoren auf den Stoffwechsel von Typ-II-

Zellen zu untersuchen.  
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Oxidative Belastung von Typ-II-Zellen durch H2O2 wird zunächst von Glutathion (GSH) 

kompensiert, das initial stark abfällt, aber innerhalb von 10min wieder regeneriert ist. Die 

Konzentration des lipophilen Antioxidanz Vitamin E fällt dagegen kontinuierlich über die 

gesamte Inkubationszeit ab. Die Typ-II-Zellen reagieren auf H2O2-Stress weiterhin mit einer 

erhöhten Expression von Hitzeschockproteinen und einer vermehrten Aktivität der antioxi-

dativ wirkenden Enzyme Catalase und SOD (Adaptation).  

Unter H2O2 sinkt die Konzentration der Surfactantlipide: Neben einer vermehrten Lipidper-

oxidation wird die Synthese der Surfactantlipide gehemmt. Die Lipidsynthese nimmt ab, da 

zum einen die Aufnahme der Palmitinsäure in Zelle beeinträchtigt wird, zum anderen der 

Einbau von Palmitinsäure und Cholin in PC vermindert ist. Wir vermuten, dass der Hemmung 

des SH-haltigen Schlüsselenzyms Glycerol-3-Phosphat-Acyltransferase (GPAT) in diesem 

Prozess eine entscheidende Rolle zukommt.  

Für weitere Untersuchungen ist zu beachten, dass Hyperoxie von Ratten die besonderen 

Bedingungen der beatmeten Früh-/Neugeborenen nur unvollkommen simuliert, da im Tier-

Modell im Gegensatz zum IRDS andere pathogenetische Faktoren und nicht der Surfactant-

mangel an erster Stelle stehen. Auch weisen Neugeborenen in den z.T. noch unreifen 

Geweben einen relativen Mangel an Antioxidantien auf. Daher wäre eine Möglichkeit, 

alimentären Vitamin-E-Mangel, wie er bei Neugeborenen vorkommt, mit Hyperoxie oder mit 

kurzzeitigem oxidativem Stress z.B. durch H2O2, zu kombinieren.  

Für künftige Untersuchungen mit dem Ziel, Ansätze zur Therapie oder Prävention von 

Sauerstoff-assoziierten Erkrankungen zu finden, sind daher die Verbindungen zwischen 

Lipidperoxidation, dem Redox-/Antioxidantien-Status, von Apoptose und Inflammation 

sowie zentraler Regulationsmechanismen von entscheidender Bedeutung.  
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8 ANHANG  

VERZEICHNIS DER ABKÜRZUNGEN UND CHEMISCHEN FORMELN  

16:0 Palmitinsäure  

ABTS 2,2-Azino-bis-(3-Ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure) 

ANOVA Analysis of Variance – Varianzanalyse 

ADP Adenosindiphosphat 

ARDS Acute Respiratory Distress Syndrome – akutes Lungenversagen  

ATP Adenosintriphosphat  

BAL Bronchoalveoläre Lavage 

BPD Bronchopulmonale Dysplasie  

BSA Bovine Serum Albumin – Rinderalbumin 

Ca2+ Kalzium-Ionen 

CaCl2 Kalziumchlorid 

CD Cluster of Differentiation  

CO Kohlenmonoxid 

DAG Diacylglycerol 

DMEM  Dulbecco´s Modified Eagle Medium  

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonucleic Acid – Desoxyribonucleinsäure 

DNase  Desoxyribonuclease  

Dpm Disintegrations per minute – Zerfälle pro Minute 

DPPC Dipalmitoylphosphatidylcholin 

DTT Dithiotreitol 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

EGTA  Ethylenglycol-bis-(ß-aminoethyl)-ether-4N´-tetraacetat 

FACS Durchflusszytometer 

FAT Fatty-Acid-Transferase 

FKS Fetales Kälberserum  
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G3P Glycerol-3-Phosphat 

GPAT Glycerol-3-Phosphat-Acyltransferase  

GPx Glutathionperoxidasen 

GR Glutathionreduktase 

GSH  Glutathion  

GSSG  (oxidiertes) Glutathion-Disulfid  

H2O2  Wasserstoffperoxid  

HDL High Densitiy Lipoproteine 

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazine-N´-2-Ethansulfonsäure 

•HO Hydroxlradikal 

HO-1 Hämoxygenase-1 

HPLC High Performance Liquid Chromatography – Hochleistungsflüssig-
keits-Chromatographie 

HSP Hitzeschockproteine 

I.E. Internationale Einheiten  

Ig Immunglobulin  

IRDS Infant Respiratory Distress Syndrome – neonatales Atemversagen  

KCl Kaliumchlorid 

KMnO4 Kaliumpermanganat 

LDH Lactatdehydrogenase  

LDL Low Density Lipoproteine  

LOOH Lipidhydroperoxide 

MDA Malondialdehyd  

MgSO4 Magnesiumsulfat 

mRNA messenger Ribonukleinsäure  

MW Mittelwert  

N2 Stickstoff 

NaCl Natriumchlorid 

NaCO3 Natriumkarbonat 

NAD ß-Nicotindiamid 
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NADPH ß-Nicotindiamidmonophosphat  

Na3PO4 Natriumphosphat 

•NO Nitritoxidradikal 

n.s. nicht signifikant  

O2 Sauerstoff  

•O2
— Superoxidanionradikal 

1O2 Singulett-Sauerstoff  

OD Optische Dichte  

p53 Protein 53 

PAF Thrombozyten-aktivierender Faktor (1-O-Alkyl-2-Acetyl-Phospatidyl-
cholin)  

PAF-AH PAF-Acetylhydrolase  

PAF-RC PAF-related compounds – PAF-ähnliche Substanzen 

PBS Phosphate Buffer Saline  

PC Phosphatidylcholin  

PL Phospholipide  

PLA2 Phospholipase A2 

PUFA Polyungesättigte Fettsäuren  

ROS  Reaktive Sauerstoffspezies  

SDS Natriumlaurylsulfat  

SH Sulfhydryl 

SOD Superoxiddismutasen  

TAC Totale antioxidative Kapazität  

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

Trolox® 3-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonsäure 
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