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Die Superoxyd-Dismutase (SOD), welche einen &uflerst wichtigen
Platz im Sauerstoffmetabolismus einnimmt, wirkt auf die Regelung der
intrazelluldren Killing-Funktion der polymorphonuklearen (PMN) Leukozy-
ten durch Aufrechterhaltung des Gleichgewichts der aktiven Sauerstoffradi-
kalen. lhre verringerte Aktivitat kann nebst der Einengung der bakteriziden
Funktion auch einen Energie-Defizit der Zellen zur Folge haben. Das auf
eine Respirationsbehandlung angewiesene Neugeborene, besonders aber
Frihgeborene, kann selbst nebst der sorgfaltigsten Monitorierung in einen
hyperoxisehen Zustand geraten, in dem durch aktive Sauerstoffradikale
unter Umstdnden autotoxische Erscheinungen herbeigefiihrt werden. Die
niedrigere Aktivitat der protektiv wirkenden SOD vermag diese pathophy-
siologische Belastung nicht einmal durch Mobilisierung der endogenen Anti-

oxydantien abzuwehren.

Im Laufe friherer Untersuchungen
fanden wir in den Leukozyten der
Frihgeborenen —im Vergleich zu den
entsprechenden Werten der reifen
Neugeborenen — eine niedrigere
SOD-Aktivitat. Diese Erscheinung
hangt vermutlicli mit der Insuffizienz
der Abwehrfunktion der Frihgebore-
nen und der toxischen Wirkung von
O2 zusammen.

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

0 2Radikale mit grofRer Reaktivitat
— Superoxid-Anion (07), Singlet-
Sauerstoff (10 2) —sind die Mediatoren
der mikrobiziden Funktion, ihre Bil-
dungsintensitat ist dem Killingeffekt
proportional [17, 3]. Die Hauptquelle
ihrer Bildung ist der Hexose-mo-
nophosphat-Shunt, zur Messung ihrer
Aktivitat eignet sich unter anderem
die Erscheinung der Chemilumines-
zenz, wo die 0 2Radikale der Intensi-
tat des durch die rekombierenden
Radikale induzierten Lichtes folgen
[1]. Eine Radikalgeneration tritt auch
in Fallen auf, in denen noch keine
Phagozytose, nur die Bindung der
Immunkomplexe zur Zelloberflache
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zu beobachten ist [10]. Die aktiven
OgRadikalen verfiigen aber nicht nur
Uber eine die Phagozytenpartikula
schadigende, sondern auch Uber eine
autotoxische Wirkung. Die Aufgaben
des zentralen Kerns der regulierenden
Enzyme, der SOD sind einerseits die
0 2Scavanging, d.h. eine protektive
Punktion, anderseits die Steigerung
der Produktion des bakterizid wirken-
den X0 2s in den MPN-Leukozyten; an
dieser letzterwahnten Aufgabe betei-
ligt sich auch die Myeloperoxydase.
Die Rolle der SOD in dem nicht-mi-
tochondrialen 0 2Stoffwechsel gilt fur
geklart [17, 2]. Die SOD ist ein ubi-
quitdres Enzym, betreffs ihrer Iso-
enzyme und Lokalisation fanden nicht
nur in tierischen sondern auch in
pflanzlichen Zellen bzw. Bakterien
ausfuihrliche 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 grofRere Bedeutung
beigemessen [15, 19].

Unter den zahlreichen in der post-
natalen Adaptationsperiode der Neu-
geborenen zustandekommenden we-
sentliche Anderungen hebt sich die
Ingangsetzung der Funktion des Res-
pirationssystems hervor. Unter Wir-
kung der Hyperoxie erh6ht sich die
SOD-AKktivitat der Lunge und auch
die der alveolaren Makrophagen [14,
18]; der SOD wird auch in diesen
Fallen eine protektive Wirkung bei-
gemessen.

Diesem »Doppelgesicht« der SOD
ist es zu verdanken, daf8 in den PMN-
Leukozyten die Abwehr gegeniber
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dem aeroben Metabolismus, dem int-
razellularen Killing und der Autooxy-
dation ausgeglichen verlauft. Viel-
leicht ist gerade diese vielseitige Funk-
tion dafur verantwortlich, dafll be-
treffs des SOD-Wertes der PMN-Zellen
eindeutige Daten nur mit Muihe zu
gewinnen sind. In den beiden Mittei-
lungen ein und desselben Autoren-
teams, die in einjahriger Zwischenzeit
erschienen, finden sich unterschied-
liche Ergebnisse [8, 9]. Bei der Mes-
sung der Enzymaktivitat wird der
Myeloperoxydase eine groBe Auf-
merksamkeit gewidmet — durch die-
ses Enzym wird namlich, 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
Uber den Metabolismus und uber 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 mufRten
wir zuerst eine methodologische
Aufgabe 16sen.

Mehrere Autoren haben Dbereits
nach einem Zentrifugieren mit 25 000 g
myeloperoxidasefreies Extrakt ge-
wonnen [6, 9, 19]. Bei verschiedenen
Geweben, alveolaren Makrophagen
hat sich dieses Verfahren auch in un-
seren Untersuchungen gut bewahrt,
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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Methodik

P M N-Leukozytenextrakt

Die Zellen wurden aus gerinnungsge-
hemmten, peripheren Venenblut durch
Istindige spontane Sedimentierung in
3%iger Dextranlésung (Pharmacia, Stock-
holm) bei 37 °C gewonnen. Nach zwei-
maligem Waschen mit Phosphat-Puffer
(PBS) wurde eine Konzentration von 107
/ml eingestellt und die kontaminierenden
Erythrozyten mittels hypotonischer Lyse
entfernt. Zunéchst wurden die PMN-Zellen
mit Ultraschall freigesetzt, worauf Zentri-
fugieren (15 Minuten lang, 30 000 g +14 °C)
folgte. Die SOD-Bestimmung wurde aus
dem Supernatant durchgefihrt.

SOD-Bestimmung mit Hemmung der Epi-
nephrin-Autooxydation [li, 13]

29ml5 X 10-2MNaHCOs-HCI Puffer-
l6sung [pH 10,2, EDTA-(Reanal, Budapest)
-Konzentration 2 X 10“1 mmol] wurden
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mit 100 p\ in 10“ 1N HCI-L6sung geldster
10 mm L-Adrenalin (Merck, Darmstadt)-
Losung versetzt. Die Oxydation veran-
schaulicht Abbildung 1. Photometrierung
mit dem Spektrophotometer Beckmann
Acta CV, bei 480 nm. Durch 100 pi Super-
natant wurde die Reaktion nicht gehemmt,
es kam sogar zur Beschleunigung der Oxy-
dation und demzufolge zu einem steileren
Kurvenverlauf. Daraus ging hervor, dal
in diesem System die SOD-Bestimmung
nicht erfolgreich durchgefiihrt werden
kann; die Ursache der Oxydationsbeschleu-
nigung ist aller Wahrscheinlichkeit nach
die Anwesenheit von Myeloperoxidase, die
aus dem Extrakt nicht einmal mit einem
Zentrifugieren mit 30 000 g zu entfernen ist.

SOD-Bestimmung mit Polyakrylamid-Gel-
Elektrophorese [5]

Das Wesentliche der Bestimmung ist,
daB im Gel, an der Stelle der SOD-Lokali-
sation, die Umwandlung von NBT zu

Abb. 1. Spektrophotometrische Registrierung der spontanen Adrenalinautooxydation
und des modifizierenden Effektes von PM N-Extrakt bei 480 nm
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Abb. 2. PMN-Extrakt mit Gelelektrophorese; Nachweis der SOD-Aktivitit mit der
NBT-Reaktion und EiweiBnachweis mit Amidoschwarz-Farbung

Abb. 3. Densitogramm der Elektrophorese des Polyakrylamid-Gels des in Abbildung 2
dargestellten PM N-Extrakter
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Abb. 4. Gelelektrophorese der aus 2 X 10,7 1,5 X 10,7107 und 6 X 10ePMN/mI Zellkonzentra-
tionen hergestellten Extrakte

Abb. 5 Densitogramme der in Abbildung 4 dargestellten Gelelektrophoresen
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Formazan im Laufe der Ultraviolettbe-
strahlung gehemmtwird. Die Elektrophore-
se erfolgte aufeinem 7,5%igen Gel (Reanal,
Budapest). Die Proben wurden in 30%iger
Saccharoselésung aufgetragen, die elektro-
phorierte Extraktmenge betrug 100 /.
Zur Bestimmung der Enzymlokalisation
und -aktivitdt wurden die Gele mit ver-
schiedenen Farbstofflosungen gefarbt: 20
Minuten lang mit 2,45 X 10“3 M Nitro-
blue-tetrazolium (Reanal, Budapest), so-
dann 15 Minuten lang mit 28 X 10-5 M-
Riboflavin und mit 2,8 x 10-2 M Tetra-
methylendiamin (Reanal, Budapest). Zur
Herstellung der Ldsungen wurde 3,6 X
10-2M PBS (pH 7,8) verwendet. Die 02
Radikal-Induktion bzw. Farbenentwick-
lung erfolgte mit Ultraviolettbeleuchtung.
An der Stelle der Aktivitat erschien anstatt
einer dunkelblauen Verfarbung ein helles
Gebiet. Zum Nachweis von Protein diente
in 7%iger Essigsaureldsung geldstes 0,1 °g-
iges Amidoschwarz (Abb. 2). Es folgten
Messung der Gele mit einem Kipp-Zonen
Densitometer und Registrierung der Gel-
extinktion (Abb. 3). Aufgrund dieser
Ergebnisse konnte die SOD auch quantita-
tiv nachgewiesen werden: Betrachtet man
namlich den 50%igen Abfall der Extinktion
fir eine SOD-Enzym-Einheit, so eignet
sich zur Bestimmung der Aktivitat folgen-
de Formel

E°~ Em X2= EA

wo E 0 die Extinktion jenes Gelbereichs
bedeutet, wo keine Enzymaktivitat vor-
liegt, wahrend Emjenen maximalen Extink-
tionsabfall anzeigt, wo die Reaktion durch
das Enzym gehemmt wird. Unter Beriick-
sichtigung der Verdinnungen betragt die
SOD-AKtivitat der in der Abbildung ange-
fuhrten PMN-Leukozyten 3,2 U/107 Zellen.
Bei der Amidoschwarz-Farbung fallt die
Enzymlokalisation mit dem negativen
Fleck der NBT-Farbung zusammen.
Abbildung 4 veranschaulicht die mit
unterschiedlich konzentrierten PMN-Leu-
kozytensuspensionen gefarbten Gele, in der
Reihenfolge der Konzentrationsverringe-

rung. Die Werte der Zellkonzentration
gestalteten sich wie folgt: erstes Gel:
2 X 107ml, zweites Gel: 1,5 X 107ml,

drittes Gel: 107m| und viertes Gel: 5 X 10d
ml. In Abbildung 5 ist die Reaktionshem-
mung dargestellt; wie man sieht, ist die
Extinktionsverringerung auf dem Gel-Den-
sitogramm der Konzentrationsabnahme
parallel. Im Interesse der deutlichen Uber-
blickbarkeit wurde die 0,2 Extinktion
O-Suppression in positiver Richtung ange-
wendet. Die ausgerechneten SOD-Werte
machten je Gel 10, 7,6 ,52 und 2,6 aus,
d.h., daR sich die Aktivitat der Konzentra-
tion verhdltnisgleich vermindert hat. Der
Durchschnitt der auf 107ml Zellen bezo-
genen Werte betrug 51 U, was nur um
0,1 U von der Aktivitat der dritten Probe
abweicht. Die Methode eignet sich somit
zur quantitativen Bestimmung der SOD.
Am vorteilhaftesten hat sich die Anwen-
dung der PMN-Leukozytensuspension in
einer Konzentration von 107ml erwiesen.

Material

Die SOD-Bestimmung erfolgte aus den
PMN-Leukozyten von 50 an unserer
Klinik auf die Welt gekommenen 1—3tégi-
gen Neugeborenen (23 Knaben und 27
Maéadchen). Die der Gestationszeit entspre-
chende Verteilung unseres Materials zeigt
Abbildung 6.

Statistik

Im Laufe der Auswertung unserer Er-
gebnisse mit der Regressionsberechnung
wurden die Parameter der sich anpassenden
Geraden sowie das Signifikanzniveau des
Regressionskoeffizienten bestimmt.

E rgebnisse

Unsere Ergebnisse sind in Abbil-
dung 6 zusammengefal3t. Parallel mit
der Verlangerung der Gestationszeit
steigt der SOD-Gehalt der PMN-Leu-

Acta Paediatrica Academiae Scientiarum llungaricae 22, 1981



G. Bnlla et al. : Superoxyd-Dismutascaktivitcit

207

Abb. 6. SOD-Aktivitat der PMN-Leukozyten reifer und unreifer Neugeborenen in der
Funktion 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 Ausmalrs,
als nach der 33. Woche. Die SOD-Ak-
tivitat 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.
daB sich das Anstiegstempo beschleu-
nigt hat. Die Tangente der Geraden
ist stark signifikant (p<0,01) und
das Dreifache des in der ersten Perio-
de gefundenen Wertes. Der Durch-
schnittswert der ROD betragt 4,41 i
1,07 U/107PMN. Aus Abbildung 6 ist
zu entnehmen, dall sich der SOD-
Wert der PMN-Leukozyten bis zur
33. Gestationswoche maRig und von
diesem Zeitpunkt an in bedeutende-
rem Male erhéht. Der Anstieg erwies
sich in sdmtlichen untersuchten Reife-
perioden als signifikant.

Besprechung

Die Bestimmung der SOD-AKktivitat
der PMN-Leukozyten bietet vielsei-
tige, wesentliche Daten zur eingehen-
deren Klarung der perinatalen Adap-
tationsprobleme der Frihgeborenen,
aus dem Bereich des Metabolismus,
der Immunfunktionen und der 0 2
Therapie. Angesichts dessen, dal} sich
die in der Literatur publizierten Ver-
fahren als ungeeignet erwiesen, er-
folgte die Bestimmung der SOD-Akti-
vitat der PMN-Leukozyten in den
oben beschriebenen Versuchen mit der
von uns eingefihrten Methode. Unsere
Ergebnisse stimmten betreffs des Ver-
haltens der bei Friihgeborenen beo-
bachteten und auch von uns unter-
suchten sonstigen PMN-Leukozyten
mit den Literaturdaten Uberein [4].
Da die SOD nicht nur in der Killing-
funktion, sondern auch in der Dismu-
tierung der toxischen 0 2Radikale
eine zentrale Rolle spielt, ist es ver-
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standlich, daR bei den Neugeborenen
mit niedrigem Gestationsalter durch
eine exogene 0 2Belastung der unrei-
fen und deshalb relativ insuffizienten
Enzymaktivitat zufolge, schwere pa-
thologische Verdnderungen herbeige-
fuhrt werden koénnen (retrolentale
Fibroplasie, bronchopulmonale Dys-
plasie). Unsere Methode, die sich zur
guantitativen, exakten Messung der
SOD-AKktivitat der PMN-Leukozyten
eignet, bietet eine wesentliche Hilfe
zur ErschlieBung des aspezifischen
Abwehrmechanismus der Frihgebo-
renen und nicht zuletzt auch zur
Monitorierung der Antioxydansthera-

pie.
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