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Methodische und klinische Aspekte
der Bestimmung von Glutathion im induzierten
Sputum bei bronchopulmonalen Erkrankungen

Methodical and Clinical Aspects of the Determination of Glutathion in Induced
Sputum in Bronchopulmonary Diseases

Einleitung

Die Bedeutung nicht-invasiver
Verfahren zur diagnostischen
und wissenschaftlichen Analy-
se zelluldrer und ldslicher Be-
standteile des unteren Respi-
rationstraktes hat in den letz-
ten Jahren kontinuierlich zuge-
nommen [1]. Die Methode des
induzierten Sputums ist insbe-
sondere bei entziindlichen
Atemwegserkrankungen wie Asthma bronchiale oder chronisch-
obstruktiver Lungenerkrankung (COPD) etabliert und weit ver-
breitet [2,3]. Mit der vermehrten Anwendung der Methode stel-
len sich jedoch zunehmend auch Fragen nach technischen De-
tails, Validitdt und Reproduzierbarkeit der Methode. Diese Fra-
gen sind insbesondere fiir die Bestimmung l6slicher Mediatoren
im Sputum nur unzureichend untersucht. Glutathion (GSH) ist
ein pulmonaler Marker fiir oxidativen Stress und bei unter-
schiedlichen Erkrankungen wie idiopathischer Lungenfibrose
(IPF) und COPD von pathogenetischer Bedeutung [4 - 6]. Die Be-
stimmung von GSH in respiratorischen Sekreten wird bislang
durch die invasive Methode der Probengewinnung mittels bron-
choalveoldrer Lavage (BAL) limitiert [7]. Ziel der vorliegenden Ar-
beit war es daher, die Moglichkeit der Quantifizierung von GSH
im induzierten Sputum methodisch zu untersuchen.

Methodik

Patienten/Probanden
Es wurden 14 Patienten bzw. freiwillige Probanden in die Unter-
suchung aufgenommen.

Sputuminduktion

Die Sputuminduktion erfolgte nach einem etablierten Protokoll
[8]. Eventuelle Modifikationen ergaben sich aus den Erfordernis-
sen der Studie (s.u.).

Einfluss der Sputumprobenverarbeitung

Dithiotreitol (DTT) wird in den giiltigen Standardprotokollen der
Sputumverarbeitung als Probenhomogenisator in Konzentratio-
nen von 0,1-0,05% zugegeben. Um den Einfluss von DTT auf die
GSH-Bestimmung zu beurteilen, wurden die Proben mit ver-
schiedenen Konzentrationen von DTT oder PBS vorbehandelt.

Stabilitit von GSH, Einfluss von Temperatur und Zeit

Um die Stabilitdt von GSH im induzierten Sputum zu evaluieren,
wurden Proben direkt nach Verarbeitung aliquotiert und gekiihlt
(4°C) oder bei Raumtemperatur (20°C) {iber einen Zeitraum von
24 h auf ihre GSH-Konzentration {iberpriift.

Validierung der GSH-Recovery mittels Spiking-Experimenten

Um die Recovery von GSH aus dem induzierten Sputum zu eva-
luieren, wurden Sputumproben aliquotiert und mit definierten
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Abb.1 Einfluss von DTT auf die gemessenen GSH-Werte in Relation

zu den tatsdchlichen GSH-Werten im induzierten Sputum.
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Abb. 3 Einfluss der Induktionszeit auf die GSH-Konzentration im indu-
zierten Sputum.

GSH-Konzentrationen ,,gespikt“ (32, 16, 8, 4, 0 uM). Die kalkulier-
ten Messwerte (,tatsdchliches”, endogenes GSH + Spiking-Kon-
zentration) wurden gegen die tatsdchlich gemessenen Werte
grafisch aufgetragen und Korreliert.

Einfluss der Induktionsdauer
Hierzu wurde GSH fraktioniert nach Sputumportion (15, 30 und
45 Minuten Induktionsdauer) im Uberstand bestimmit.

Reproduzierbarkeit

Die intraindividuelle Reproduzierbarkeit von GSH im induzier-
ten Sputum wurde bei 12 Patienten zu zwei verschiedenen Zeit-
punkten (0 und 72 h) unter gleichen Bedingungen (Tageszeit,
Nahrungskarenz in den 8 h vor der Messung, kein respiratori-
scher Infekt, Nikotinkarenz) bestimmt.

Ergebnisse und Diskussion

GSH war bei nahezu allen Probanden und Patienten im Sputum
nachweisbar. Die Verwendung von DTT zur Probenverarbeitung
stellte eine relevante Stérgrof3e dar, da sie zu einer konzentrati-
onsabhdngigen Steigerung der gemessenen GSH-Werte fiihrte
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Abb.2 Korrelation zwischen erwartetem und gemessenem GSH nach
Spiking von Sputumproben mit 4, 8, 16 und 32 uM GSH (n=9).
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Abb.4 Reproduzierbarkeit von Sputum-GSH: Die individuellen Mittel-
werte sind gegen die Differenzen zwischen Zeitpunkt 1 (T1) und 2 (T2)
aufgetragen. Die gestrichelten Linien geben die 2fache Standardab-
weichung der mittleren Differenzen der zwei Messzeitpunkte an
(n=12).

(Abb.1). GSH war im Sputum bei Raumtemperatur bzw. 4°C le-
diglich tiber 2-4 Stunden stabil, danach fielen die gemessenen
Werte deutlich ab. Demgegeniiber fand sich eine hervorragende
Ubereinstimmung der Messwerte nach Einfrieren der Probe (Ri
native/gefrorene Probe 0.97). In Spiking-Experimenten lag die
mittlere GSH-Recovery bei 102 +5%, womit die Validitdt der
Messung bestdtigt werden konnte (Abb.2). Mit steigender In-
duktionsdauer konnte eine quantitative Erh6hung der GSH-Wer-
te von der 1. bis zur 3. Portion beobachtet werden (Abb. 3). Somit
konnte fiir GSH ein Konzentrationsgradient vom oberen zum un-
teren Respirationstrakt gezeigt werden. Die intraindividuelle Re-
produzierbarkeit wiederholter GSH-Messungen war mit einer
intra-Gruppen-Korrelation der Messwerte von R; = 0,89 exzellent
(Abb. 4).

Die vorliegende Arbeit beschreibt erstmalig ausfiihrlich metho-
dische Aspekte der Bestimmung von GSH im induzierten Spu-
tum. Die Methode ist bei Beachtung standardisierter Protokolle
valide und gut reproduzierbar. Dariiber hinaus konnte die klini-
sche Relevanz der beschriebenen Methode in einer kiirzlich
publizierten Untersuchung bei Patienten mit idiopathischer Lun-
genfibrose untermauert werden. Hier fand sich ein ausgepragter
GSH-Mangel im induzierten Sputum bei betroffenen Patienten
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gegeniiber Gesunden [9]. Interessanterweise decken sich die Be-
funde mit Resultaten aus BAL-Studien [10], wodurch das groRe
Potenzial der Methode in der nicht-invasiven Uberwachung
bronchopulmonaler Erkrankungen erkennbar wird.
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