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Die Superoxyd-Dism utase (SOD), welche einen äußerst w ichtigen 
P latz im  Sauerstoffm etabolism us einn im m t, w irkt au f die Regelung der 
intrazellulären K illing-Funktion der polym orphonuklearen (PMN) L eukozy­
ten durch A ufrechterhaltung des Gleichgewichts der aktiven Sauerstoffradi­
kalen. Ih re  verringerte A ktiv itä t kann  n eb st der Einengung der bakteriziden 
Funktion  auch einen Energie-Defizit der Zellen zu r Folge haben. D as au f 
eine Respirationsbehandlung angewiesene Neugeborene, besonders aber 
Frühgeborene, kann  selbst nebst der sorgfältigsten  Monitorierung in einen 
hyperoxisehen Zustand geraten, in dem  durch aktive Sauerstoffradikale 
un ter U m ständen  autotoxische E rscheinungen herbeigeführt werden. Die 
niedrigere A k tiv itä t der p ro tek tiv  w irkenden SOD verm ag diese pathophy- 
siologische B elastung n icht einm al durch Mobilisierung der endogenen A n ti­
oxydantien  abzuwehren.

Im Laufe früherer Untersuchungen 
fanden wir in den Leukozyten der 
Frühgeborenen — im Vergleich zu den 
entsprechenden Werten der reifen 
Neugeborenen — eine niedrigere 
SOD-Aktivität. Diese Erscheinung 
hängt vermutlicli mit der Insuffizienz 
der Abwehrfunktion der Frühgebore­
nen und der toxischen Wirkung von 
О 2 zusammen.

Dem Metabolismus der PMN-Leu- 
kozyten liegt die Glykolyse zugrunde, 
durch die im Laufe der Phagozytose 
und der Killing-Funktion aufgetrete­
ne beträchtliche ü 2-Konsumption 
wird indessen die Konzentration der 
aktiven 0 2-Radikalen gesteigert. Die

0 2-Radikale mit großer Reaktivität 
— Superoxid-Anion (0^), Singlet- 
Sauerstoff (10 2) — sind die Mediatoren 
der mikrobiziden Funktion, ihre Bil­
dungsintensität ist dem Killingeffekt 
proportional [17, 3]. Die Hauptquelle 
ihrer Bildung ist der Hexose-mo- 
nophosphat-Shunt, zur Messung ihrer 
Aktivität eignet sich unter anderem 
die Erscheinung der Chemilumines- 
zenz, wo die 0 2-Radikale der Intensi­
tät des durch die rekombierenden 
Radikale induzierten Lichtes folgen 
[1]. Eine Radikalgeneration tritt auch 
in Fällen auf, in denen noch keine 
Phagozytose, nur die Bindung der 
Immunkomplexe zur Zelloberfläche
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zu beobachten ist [10]. Die aktiven 
O g Radikalen verfügen aber nicht nur 
über eine die Phagozytenpartikula 
schädigende, sondern auch über eine 
autotoxische Wirkung. Die Aufgaben 
des zentralen Kerns der regulierenden 
Enzyme, der SOD sind einerseits die 
0 2-Scavanging, d.h. eine protektive 
Punktion, anderseits die Steigerung 
der Produktion des bakterizid wirken­
den x0 2-s in den MPN-Leukozyten; an 
dieser letzterwähnten Aufgabe betei­
ligt sich auch die Myeloperoxydase. 
Die Rolle der SOD in dem nicht-mi­
tochondrialen 0 2-Stoffwechsel gilt für 
geklärt [17, 2]. Die SOD ist ein ubi­
quitäres Enzym, betreffs ihrer Iso­
enzyme und Lokalisation fanden nicht 
nur in tierischen sondern auch in 
pflanzlichen Zellen bzw. Bakterien 
ausführliche Untersuchungen statt [7,
16]. Zu den ersten SOD-Forschungen 
wurden Erythrozyten herangezogen 
[11, 12]; seitdem wird dem Enzym 
bei tumorosén und endokrinen Krank­
heiten eine stets größere Bedeutung 
beigemessen [15, 19].

Unter den zahlreichen in der post­
natalen Adaptationsperiode der Neu­
geborenen zustandekommenden we­
sentliche Änderungen hebt sich die 
Ingangsetzung der Funktion des Res­
pirationssystems hervor. Unter Wir­
kung der Hyperoxie erhöht sich die 
SOD-Aktivität der Lunge und auch 
die der alveolären Makrophagen [14, 
18]; der SOD wird auch in diesen 
Fällen eine protektive Wirkung bei­
gemessen.

Diesem »Doppelgesicht« der SOD 
ist es zu verdanken, daß in den PMN- 
Leukozyten die Abwehr gegenüber

dem aeroben Metabolismus, dem int­
razellulären Killing und der Autooxy­
dation ausgeglichen verläuft. Viel­
leicht ist gerade diese vielseitige Funk­
tion dafür verantwortlich, daß be­
treffs des SOD-Wertes der PMN-Zellen 
eindeutige Daten nur mit Mühe zu 
gewinnen sind. In den beiden Mittei­
lungen ein und desselben Autoren­
teams, die in einjähriger Zwischenzeit 
erschienen, finden sich unterschied­
liche Ergebnisse [8, 9]. Bei der Mes­
sung der Enzymaktivität wird der 
Myeloperoxydase eine große Auf­
merksamkeit gewidmet — durch die­
ses Enzym wird nämlich, insofern es 
im Extrakt anwesend ist, die Stei­
gerung der Autooxydation des Sub­
strats verursacht [6].

Die Untersuchung des SOD-Gehalts 
der PMN-Leukozyten bietet auch 
über den Metabolismus und über die 
bakterizide Funktion der Zellen in der 
postnatalen Phase wichtige Informa­
tionen. Zur Analyse des zwischen dem 
Reifegrad der Neugeborenen und dem 
SOD-Gehalt der PMN-Leukozyten be­
stehenden Zusammenhanges mußten 
wir zuerst eine methodologische 
Aufgabe lösen.

Mehrere Autoren haben bereits 
nach einem Zentrifugieren mit 25 000 g 
myeloperoxidasefreies Extrakt ge­
wonnen [6, 9, 19]. Bei verschiedenen 
Geweben, alveolären Makrophagen 
hat sich dieses Verfahren auch in un­
seren Untersuchungen gut bewährt, 
bei den PMN-Zellen konnte aber die 
Peroxydase — wie wir beim methodi­
schen Teil darauf noch eingehen wer­
den — nicht aus dem Supernatant 
entfernt werden.
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M e t h o d ik

P M  N-Leukozyte nextrakt

Die Zellen w urden aus gerinnungsge­
hem m ten, peripheren V enenblut durch 
lstündige spontane Sedim entierung in 
3% iger D extranlösung (Pharm acia, S tock­
holm) bei 37 °C gewonnen. N ach zwei­
maligem W aschen m it Phosphat-P uffer 
(PBS) wurde eine K onzentration  von 107 
/m l eingestellt und die kontam inierenden 
E ry th rozy ten  m itte ls  hypotonischer Lyse 
en tfernt. Z unächst w urden die PMN-Zellen 
m it U ltraschall freigesetzt, w orauf Z entri­
fugieren (15 M inuten lang, 30 000 gr + 1 4  °C) 
folgte. Die SOD-Bestim m ung w urde aus 
dem S upernatan t durchgeführt.

SOD-Bestimmung m it Hemmung der E p i­
nephrin-Autooxydation  [li, 13]

2,9 ml 5 X 1 0 -2 M N aH C O s-HCl P u ffer­
lösung [pH 10,2, ED TA -(R eanal, B udapest) 
-K onzentration  2 X 10“ 1 m m ol] wurden

m it 100 p \  in  10“ 1 N  HCl-Lösung gelöster 
10 m m  L -A drenalin  (Merck, D arm stad t)- 
Lösung versetzt. Die O xydation veran ­
schaulicht A bbildung 1. P ho tom etrierung  
m it dem  Spektrophotom eter B eckm ann 
A cta CV, bei 480 nm. D urch 100 pi S uper­
n a ta n t w urde die R eaktion n icht gehem m t, 
es kam  sogar zu r Beschleunigung d er O xy­
dation  und  dem zufolge zu einem ste ileren  
K urvenverlauf. D araus ging hervor, daß 
in  diesem  System  die SOD -Bestim m ung 
n icht erfolgreich durchgeführt w erden 
kann; die U rsache der O xydationsbeschleu­
nigung is t aller W ahrscheinlichkeit nach 
die A nw esenheit von M yeloperoxidase, die 
aus dem  E x tra k t  nicht einm al m it einem  
Zentrifugieren m it 30 000 g zu entfernen ist.

SO D -Bestim m ung mit Polyakrylämid-Gel- 
Elektrophorese [5]

D as W esentliche der B estim m ung ist, 
daß im Gel, an der Stelle der SOD-Lokali- 
sation, die Um wandlung von N B T  zu

A b b . 1. Spektrophotom etrische R egistrierung der spon tanen  A drenalinautooxydation 
und des modifizierenden Effektes von P M N -E x trak t bei 480 nm

Acta Paediatrica Acaderniae Scientiarum Hungaricae 22, 1081



204 O. Balla et al. : Superoxyd-Dismutaseaktivität

A b b . 2. P M N -E xtrakt m it Gelelektrophorese; N achweis der SO D -A ktivität m it der 
N BT-Reaktion und  Eiweißnachweis m it Am idoschwarz-Färbung

A b b . 3. Densitogram m  d e r  Elektrophorese des Polyakrylam id-Gels des in  A bbildung 2
dargestellten P M N -E x trak ter
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A b b . 4. Gelelektrophorese der aus 2 X 10,7 1,5 X 10,7 107 und б X 10ePMN/ml Zellkonzentra­
tionen hergestellten E x trak te

A b b . 5. Densitogram m e der in A bbildung 4 dargestellten Gelelektrophoresen
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F o rm azan  im Laufe der U ltrav io le ttbe­
s trah lu n g  gehem m t wird. Die E lek trophore­
se erfo lg te au f  einem 7,5% igen Gel (Reanal, 
B udapest). Die Proben w urden  in  30%iger 
Saccharoselösung aufgetragen, die elektro- 
pho rierte  E xtrak tm enge b e tru g  100 /Л. 
Zur B estim m ung der E nzym lokalisation  
und -a k tiv itä t wurden die Gele m it ver­
schiedenen Farbstofflösungen gefä rb t: 20 
M inuten  lang m it 2,45 X 10“ 3 M Nitro- 
b lue-tetrazo lium  (Reanal, B udapest), so­
d an n  15 M inuten lang m it 28 X IO-5 M- 
R iboflav in  und m it 2,8 x  IO-2 M T etra­
m ethylendiam in  (Reanal, B udapest). Zur 
H erste llung  der Lösungen w urde 3,6 X 
1 0 -2 M P B S  (pH 7,8) verw endet. Die 0 2. 
R ad ika l-Induk tion  bzw. F arbenen tw ick­
lung erfo lg te m it U ltrav iolettbeleuchtung. 
An d e r  S telle der A k tiv itä t ersch ien  an s ta tt 
einer dunkelblauen V erfärbung  ein helles 
G ebiet. Zum  Nachweis von  P ro te in  diente 
in 7% iger Essigsäurelösung gelöstes 0,1 °<j- 
iges Am idoschwarz (Abb. 2). E s folgten 
Messung d er Gele m it einem  K ipp-Zonen 
D ensitom eter und R egistrierung  der Gel­
ex tin k tio n  (Abb. 3). A ufgrund  dieser 
E rgebnisse konnte die SOD auch  q u an tita ­
tiv  nachgew iesen werden: B e tra c h te t man 
näm lich den 50%igen A bfall d er E x tink tion  
fü r eine SO D -Enzym -Einheit, so eignet 
sich zu r B estim m ung der A k tiv itä t  folgen­
de F orm el

E ° ~ Em X2 =  E A

wo E 0 die E xtink tion  jenes Gelbereichs 
bedeu te t, wo keine E n z y m a k tiv itä t vor­
liegt, w äh rend  E m jenen m ax im alen  E x tin k ­
tionsabfall anzeigt, wo die R e ak tio n  durch 
das E n zy m  gehem m t wird. U n te r  B erück­
sichtigung der V erdünnungen b e trä g t die 
S O D -A ktiv itä t der in der A bbildung ange­
fü h rten  PM N-Leukozyten 3,2 U /107 Zellen. 
Bei d e r A m idoschw arz-Färbung fä llt die 
E nzym lokalisation  m it dem  negativen 
F leck d er N B T-Färbung zusam m en.

A bbildung  4 veranschaulich t die m it 
unterschiedlich konzentrierten  PM N-Leu- 
kozytensuspensionen gefärb ten  Gele, in  der 
Reihenfolge der K onzentrationsverringe­

rung. D ie W erte der Zellkonzentration  
g es ta lte ten  sich wie folgt: e rs tes  Gel: 
2 X 107/m l, zweites Gel: 1,5 X 107/m l,
d ritte s  Gel: 107/m l und viertes Gel: 5 X 10е/  
ml. In  A bbildung  5 ist die R eak tionshem ­
m ung d arg este llt; wie m an sieht, is t  die 
E x tink tionsverringerung  au f dem  Gel-Den- 
sitogram m  der K onzentrationsabnahm e 
parallel. Im  Interesse der deutlichen Ü ber- 
b lickbarkeit w urde die 0,2 E x tin k tio n  
О-Suppression in positiver R ich tung  ange­
w endet. D ie ausgerechneten SO D -W erte 
m ach ten  je Gel 10, 7,6 ,5,2 und 2,6 aus, 
d .h., daß  sich die A ktiv ität der K o n ze n tra ­
tion verhältn isgleich  verm indert h a t .  D er 
D u rch sch n itt der auf 107/m l Zellen bezo­
genen W erte  betrug 5,1 U, was n u r  um  
0,1 U  von  d e r  A ktiv itä t der d r itte n  P robe 
abw eicht. Die Methode eignet sich som it 
zur q u a n tita tiv e n  Bestim m ung der SOD. 
Am v o rte ilh afte sten  h a t sich die A nw en­
dung d er PM N -Leukozytensuspension in 
einer K onzen tra tion  von 107/m l erwiesen.

M a t e r ia l

Die SOD -Bestim m ung erfolgte aus den 
PM N -Leukozyten von 50 an unserer 
K linik a u f  die W elt gekommenen 1 — 3tägi- 
gen N eugeborenen (23 K naben und  27 
M ädchen). D ie der Gestationszeit en tsp re ­
chende V erteilung unseres M aterials zeigt 
A bbildung 6.

S t a t is t ik

Im  L aufe  der Auswertung unserer E r ­
gebnisse m it der Regressionsberechnung 
w urden die P aram e te r der sich anpassenden 
Geraden sowie das Signifikanzniveau des 
Regressionskoeffizienten bestim m t.

E r g e b n is s e

Unsere Ergebnisse sind in Abbil­
dung 6 zusammengefaßt. Parallel mit 
der Verlängerung der Gestationszeit 
steigt der SOD-Gehalt der PMN-Leu-
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Ab b . 6. SO D -A ktiv ität der PM N-Leukozyten reifer und unreifer Neugeborenen in der
F u n k tio n  des Reifegrades

kozyten in allen Intervallen an. Was 
aber das Tempo des Anstiegs anbe­
langt, lassen sich zwei Phasen unter­
scheiden: Bis zur 23 — 33. Woche ist 
der Anstieg zwar signifikant (p <  
0,05), jedoch von geringerem Ausmaß, 
als nach der 33. Woche. Die SOD-Ak­
tivität dieser Periode macht im Durch­
schnitt 2,39 ±  0,45 U/107 PMN aus. 
Von der 32. —33. Gestationswoche an 
ist die Gerade wesentlich steiler, d.h. 
daß sich das Anstiegstempo beschleu­
nigt hat. Die Tangente der Geraden 
ist stark signifikant (p < 0 ,0 1 ) und 
das Dreifache des in der ersten Perio­
de gefundenen Wertes. Der Durch­
schnittswert der ROD beträgt 4,41 i
1,07 U/107 PMN. Aus Abbildung 6 ist 
zu entnehmen, daß sich der SOD- 
Wert der PMN-Leukozyten bis zur 
33. Gestationswoche mäßig und von 
diesem Zeitpunkt an in bedeutende­
rem Maße erhöht. Der Anstieg erwies 
sich in sämtlichen untersuchten Reife­
perioden als signifikant.

B e s p r e c h u n g

Die Bestimmung der SOD-Aktivität 
der PMN-Leukozyten bietet vielsei­
tige, wesentliche Daten zur eingehen­
deren Klärung der perinatalen Adap­
tationsprobleme der Frühgeborenen, 
aus dem Bereich des Metabolismus, 
der Immunfunktionen und der 0 2- 
Therapie. Angesichts dessen, daß sich 
die in der Literatur publizierten Ver­
fahren als ungeeignet erwiesen, er­
folgte die Bestimmung der SOD-Akti­
vität der PMN-Leukozyten in den 
oben beschriebenen Versuchen mit der 
von uns eingeführten Methode. Unsere 
Ergebnisse stimmten betreffs des Ver­
haltens der bei Frühgeborenen beo­
bachteten und auch von uns unter­
suchten sonstigen PMN-Leukozyten 
mit den Literaturdaten überein [4]. 
Da die SOD nicht nur in der Killing- 
funktion, sondern auch in der Dismu­
tierung der toxischen 0 2-Radikale 
eine zentrale Rolle spielt, ist es ver-

Acta Paediatrica Academiae Scientiarum Hungaricae 22, 1981



208 G. Balla et al. : Superoxyd-Dismiäaseaktivität

ständlich, daß bei den Neugeborenen 
mit niedrigem Gestationsalter durch 
eine exogene 0 2-Belastung der unrei­
fen und deshalb relativ insuffizienten 
Enzymaktivität zufolge, schwere pa­
thologische Veränderungen herbeige­
führt werden können (retrolentale 
Fibroplasie, bronchopulmonale Dys­
plasie). Unsere Methode, die sich zur 
quantitativen, exakten Messung der 
SOD-Aktivität der PMN-Leukozyten 
eignet, bietet eine wesentliche Hilfe 
zur Erschließung des aspezifischen 
Abwehrmechanismus der Frühgebo­
renen und nicht zuletzt auch zur 
Monitorierung der Antioxydansthera­
pie.
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