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Freie Radikale wie das Hydroxylradikal OH* und das Super-
oxidradikal O] gehdren zu den reaktivsten chemischen Spe-
zies. Organische Gewebe enthalten eine Reihe von Enzymen
wie die Superoxid-Dismutasen zum katalytischen Abbau
dieser zelltoxischen Spezies, die als Nebenprodukte des
Zellmetabolismus entstehen und fiir ihre krebserregende
Wirkung bekannt sind."?! Andererseits spielen Radikale aber
auch eine wichtige Rolle bei der natiirlichen Immunabwehr.
Freie Sauerstoffradikale werden durch zirkulierende Mono-
zyten und Neutrophile als Antwort auf die Lipopolysaccaride
(LPS) der duBeren Membran Gram-negativer Bakterien ge-
bildet. Die Radikalbildung ist fiir die Zerstérung von Bak-
terien bei der Phagozytose von Bedeutung. Die Aktivierung
dieser Zellen muss sorgfiltig reguliert werden, da ein Uber-
schuss an Radikalen das Gewebe des Wirts zerstéren und zu
einem septischen Schock beitragen kann.

Antioxidantien* sind Verbindungen, die unter anderem
mit freien Radikalen reagieren und diese zellschddigenden
Spezies inaktivieren kénnen. Wegen der gro3en Bedeutung
freier Radikale und Antioxidantien besteht ein betrédchtliches
Bediirfnis an Techniken zur Detektion und Quantifizierung
dieser beiden Verbindungsklassen. Fiir die Detektion von
Radikalen steht die Elektronenspinresonanz-Spektroskopie
an erster Stelle,” da mit dieser Methode paramagnetische
Spezies selektiv bestimmt werden konnen. In einigen Féllen
kann auch die UV/Vis-Spektroskopie zur Detektion be-
stimmter freier Radikale verwendet werden."! Auf der an-
deren Seite werden Antioxidantien gewohnlich iiber ihre
Reaktion mit freien Radikalen quantifiziert. Spektroskopi-
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sche Techniken konnen fiir einige Radikale hoch selektiv und
empfindlich sein, doch hiufig ist es schwierig, sie in situ in
chemischen oder biologischen Systemen anzuwenden. Eine
Vielzahl von hoch empfindlichen elektrochemischen Bio-
sensoren fiir freie Sauerstoffradikale und Antioxidantien "
verwendet immobilisierte Redoxproteine, vor allem Cyto-
chrom C, das leicht durch die freien Sauerstoffradikale re-
duziert wird, und es konnen typische katalytische Strome
gemessen werden. Die Nachteile von Biosensoren auf der
Basis von Proteinen liegen in der begrenzten Stabilitdt und
der zeitaufwindigen Préparation.

Hier berichten wir iiber einen neuen Ansatz zum Nach-
weis freier Radikale. Dabei wird die Zerstorung definierter
Molekiilschichten auf Elektrodenoberflichen durch freie
Radikale elektrochemisch verfolgt. Mit Alkylthiolen lassen
sich leicht selbstorganisierte Monoschichten (self-assembled
monolayers, SAMs) auf Quecksilber- oder Goldelektroden
erzeugen. Bei Verwendung geeigneter Verbindungen kann
die Belegung der Elektrodenoberfldche dazu fithren, dass das
elektrochemische Signal einer redoxaktiven Substanz, z.B.
des Hexaamminruthenium(IIT)-Komplexes, in einer Elek-
trolytlosung vollstindig unterdriickt wird.">"* Solche SAMs
sind bekanntermaflen sehr stabil, wir haben jedoch beob-
achtet, dass sie durch freie Radikale angegriffen werden.
Wird eine Elektrode, die mit einer SAM belegt ist, in eine
Losung getaucht, in der freie Radikale erzeugt werden, etwa
durch die Fenton-Reaktion [GL. (1), siehe z.B. Lit. [14-16])],
so zerstoren die freien Radikale die SAM, und das elektro-
chemische Signal der redoxaktiven Substanz l4sst sich wieder
detektieren. Die Signalhohe ist dabei abhingig vom Grad der
Auflosung der SAM.

Fe** + H,0, — Fe’* + OH + OH~- (1)

In Abbildung 1 sind Voltammogramme von Quecksilber-
und Goldelektroden in einer [Ru(NH;)¢]**-Losung vor und
nach der Modifizierung der Elektrodenoberfldche mit einer
Hexanthiol-SAM sowie nach dem Angriff von OH'-Radika-
len abgebildet, die in einer Fenton-Losung iiber einen Zeit-
raum von 1 bzw. 5 Minuten erzeugt wurden. Abbildung 2
zeigt die Abhéngigkeit der Peakstrome von der Reaktionszeit
der SAM mit den OH-Radikalen der Fenton-Losung. Kon-
trollexperimente haben gezeigt, dass die SAM weder durch
Wasserstoffperoxid noch durch Eisen(II) oder Eisen(III) an-
gegriffen wird. Experimente mit Hexacyanoferrat(IT)-Ionen
als redoxaktiver Spezies und einer Hexanthiol-SAM sowie
einer Hexadecanthiol-SAM auf einer Goldelektrode machten
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deutlich, dass auch Hexadecanthiol durch
OH-Radikale angegriffen wird. Eine
komplette Ablosung der SAM konnte
dabei jedoch nicht erreicht werden. SAMs
konnen auch durch Einwirkung starker
Oxidationsmittel wie Permanganat in
saurer Losung von Elektrodenoberflachen
abgelost werden. Solche Reaktionen
finden jedoch nicht unter physiologischen
Bedingungen statt, sodass sie in Versuchen
mit biologischem Bezug nicht beriicksich-
tigt werden miissen. Interessanterweise ist
die Ablosung der Monoschichten immo-
bilisierter Redoxproteine bei den oben
beschriebenen Biosensoren durch Sauer-
stoffradikale nicht beobachtet worden.
Das kann mit der Verwendung sehr stabi-
ler SAMs (z.B. aus 11-Mercaptoundecan-
sdure) und mit den sehr niedrigen Radi-
kalkonzentrationen = zusammenhéngen.
Zweifellos entscheidet die Auswahl der
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Abbildung 1. Cyclovoltammogramme einer [Ru(NH;)s**-Lésung (1x107> molL™") an nichtmo-
difizierten Elektroden (a), Hexanthiol-SAM-modifizierten Elektroden (b) sowie den SAM-modi-
fizierten Elektroden nach der Einwirkung einer Fenton-Lésung fiir T min (c) und fiir 5 min (d).
Die Cyclovoltammogramme wurden in 1x107>m [Ru(NH;)¢]Cl; in 0.01 m Acetatpuffer aufge-

nommen. Potentialvorschubgeschwindigkeit 500 mVs™".
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Abbildung 2. Abhingigkeit der Zunahme des Oxidationspeaks a) von
der Reaktionszeit der Hexanthiol-SAM-modifizierten Elektrode mit der
Fenton-Lésung und b) von der Konzentration an Wasserstoffperoxid
bei konstanter Reaktionszeit (5 min). Zusammensetzung der Fenton-
Lésung fur (a): 0.1 mol L™ Fe*" und 0.1 molL™" H,0,, pH 4,7; fiir (b):
Das molare Verhiltnis von Fe** zu H,0, war jeweils 1:1. Die Aufnah-
me der Cyclovoltammogramme erfolgte wie bei Abbildung 1.
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03 02 941 00 SAM iiber das AusmaB der Zerstérung
durch freie Sauerstoffradikale.

Dieser neue Ansatz zur Quantifizie-
rung freier Radikale anhand ihrer Wir-
kung — der Ablosung einer SAM von einer
Elektrodenoberfliche — kann auch zur
Quantifizierung von Antioxidantien, d.h.
Radikalfangern, verwendet werden. Bei-
spielsweise senkt die Zugabe von Ascorbinsdure die Zersto-
rungskraft einer Fenton-Losung deutlich (Abbildung 3).

SchlieBlich haben wir versucht, freie Radikale nachzu-
weisen, die produziert werden, wenn humane mononukleére
Zellen aus dem peripheren Blut (PBMCs) mit Lipopolysac-
chariden (LPS) von Gram-negativen Bakterien versetzt
werden, um die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies an-
zuregen (,,oxygen burst“). Die PBMCs wurden dazu in einer
Zelldichte von 3x10°mL~! in einem Kulturmedium aus
RPMI 1640, Penicillin, Streptomycin und 10% fotalem
Kalbsserum suspendiert. Aus Salmonella typhimurium iso-
lierte LPS wurden in einer Gesamtkonzentration von 20, 200
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Abbildung 3. Abhingigkeit der Zunahme des Oxidationspeaks von
[Ru(NH;)** nach 5 min Reaktionszeit in einer Fenton-Lésung (cee:
und ¢,,0,=0.2 molL™", pH 4.7) von der Ascorbinsaure-Konzentration
Cyirc in der Fenton-Lésung. Die Aufnahme der Cyclovoltammogramme
erfolgte wie bei Abbildung 1.
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oder 1000 ngmL ™' zugesetzt. Die Elektroden wurden den
aktivierten Zellen dann 5 bis 30 Minuten ausgesetzt. Die re-
lative Zunahme des Rutheniumsignals betrug zwischen 0.4 %
(5 min in 200 ngmL ™" LPS) und 9.6 % (20 min in 200 ngmL ™"
LPS). Fir eine nichtfraktionierte Gesamtblutprobe und
200 ngmL ™' LPS stieg die relative Zunahme des Signals von
02% (5min) tber 0.7% (10 min) schlieBlich auf 0.9%
(20 min). Bei einer konstanten Reaktionszeit von 5 min stieg
die relative Zunahme von 0.2% (200 ngmL ™' LPS) auf 1.4 %
(1000 ngmL~' LPS). Die relative Zunahme des Ruthenium-
signals war vergleichbar mit jener, die durch die Einwirkung
einer Fenton-Losung mit einer millimolaren Wasserstoffper-
oxid-Konzentration beobachtet worden ist. Der Effekt von
20 ngmL ™' LPS auf PBMC bei einer Reaktionszeit von 5 min
war demnach genauso grof3 wie derjenige einer Fenton-
Losung mit einer Wasserstoffperoxid-Konzentration von
4 mmol L™". Kontrollexperimente haben gezeigt, dass die re-
lative Zunahme des Signals allein in Experimenten mit le-
benden Blutzellen auftritt.

Die hier beschriebenen Experimente zeigen, dass irre-
versibel auf Elektrodenoberfldchen adsorbierte Schichten zur
Untersuchung freier Radikale und zur Quantifizierung der
Radikalfidngereigenschaften von Antioxidantien verwendet
werden konnen. Mit unserem System konnten wir eine 3 o-
Nachweisgrenze von 107> molL™" fiir die Bestimmung von
Wasserstoffperoxid bei einer Reaktionszeit von 5 min errei-
chen. Bedenkt man die kurze Lebensdauer der OH*-Radi-
kale, kann man davon ausgehen, dass deren Konzentration
betrachtlich kleiner ist.

Es ist zu erwarten, dass eine Reihe anderer Schichten, die
man durch die Immobilisierung von Farbstoffen, Arzneistof-
fen, Polymeren usw. erzeugen kann, in den vorgeschlagenen
Studien Anwendung finden kann. Erste Experimente mit ad-
sorbiertem Riboflavin verliefen vielversprechend, auch im
Hinblick auf wesentlich niedrigere Nachweisgrenzen. Adsor-
biertes Riboflavin ist iiberdies selbst elektrochemisch aktiv,
sodass kein zusitzliches Redoxsystem notwendig ist. Mithilfe
von modifizierten Goldelektroden konnten sogar Radikalak-
tivitdten in lebendem Gewebe in situ bestimmbar sein.

Experimentelles

Eine Goldscheibenelektrode (3 mm Durchmesser) und eine Queck-
silber-Multimode-Elektrode (beide von Metrohm, Herisau) wurden
als Arbeitselektroden verwendet. Die Hilfselektrode bestand aus
einem dicken Platindraht. Eine Ag/AgCl-Elektrode mit 3m KCI
wurde als Referenzelektrode eingesetzt. Alle Messungen wurden mit
einem p-AUTOLAB III durchgefiihrt (Eco-Chemie, Utrecht). He-
xanthiol und Hexadecanthiol wurden von Aldrich bezogen. Die
Fenton-Losungen wurden jeweils frisch aus Ammoniumeisen(II)-
hexahydrat (Merck), Eisen(II)-chlorid-tetrahydrat oder Eisen(II)-
sulfat-heptahydrat (Merck), einem 0.01m Acetatpuffer (pH 4.7) und
einer Wasserstoffperoxidlosung hergestellt. Die Konzentrationen an
Fe?" und an H,0, variierten dabei von 0 bis 500 mmol L™!. Wenn nicht
anders angegeben, betrug das molare Verhiltnis zwischen Fe** und
H,0, 1:1. Die Goldelektrode wurde vor den Experimenten nach einer
in Lit. [17] beschriebenen Prozedur poliert. Die Erzeugung der SAMs
auf der Elektrode erfolgte aus Ethanollosung des Alkanthiols mit
einem Gehalt von 20 Vol.-% entsprechend den Angaben in
Lit. [18,19] nach der ,,soaking procedure®. Die Elektrode wurde fiir
kurze Zeit (15s bis 2 min im Fall der Quecksilbertropfelektrode,
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5 min im Fall der Goldelektrode) in die Losung des Alkanthiols ge-
taucht. Die mit dem Thiol belegte Elektrode wurde mit Ethanol und
Wasser gewaschen und dann in die [Ru(NH;)]*"-Losung (1 x
10~° molL~!, ACROS) getaucht. In dieser Losung wurde ein Cyclo-
voltammogramm aufgezeichnet. AnschlieBend wurde die Elektrode
gewaschen und 1 bis 60 min in eine frisch hergestellte Fenton-Losung
getaucht. Die Reaktion der Fenton-Losung mit der SAM-modifi-
zierten Elektrode wurde durch das Entfernen der Elektrode aus der
Fenton-Losung und Waschen mit Wasser und Ethanol beendet. Im
Anschluss wurde mit dieser Elektrode erneut ein Cyclovoltammo-
gramm in einer [Ru(NH;)¢]**- oder Hexacyanoferrat(Il)-Losung
aufgezeichnet, um das Ausmal der Reaktion der Fenton-Losung mit
dem Film zu ermitteln. Humane mononukledre Zellen aus dem pe-
ripheren Blut (PBMC) wurden durch eine Dichtegradienten-Zentri-
fugation mit Ficoll (1.077 gmL™") wie bereits beschrieben isoliert.*"!
RPMI-1640-Kulturmedium, Penicillin-Streptomycin-Losung und {6-
tales Kalbsserum wurden von Gibco-Invitrogen, gereinigtes Lipopo-
lysaccharid aus Salmonella typhimurium von Sigma-Aldrich bezogen.
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