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Einleitung        1 

1 Einleitung 

1.1 Problemstellung 

Styrol ist bei Raumtemperatur eine farblose Flüssigkeit mit einem hohen Dampf-

druck, die zur Herstellung von Polymeren, Kunststoffen und Harzen verwendet wird. 

Hierbei können Menschen berufsbedingt gegen Styroldämpfe exponiert werden. In 

Langzeit-Inhalationsstudien mit Ratten und Mäusen war Styrol nur bei der Maus 

kanzerogen, wobei es ausschließlich Lungentumoren im Bereich der terminalen 

Bronchioli induzierte. Untersuchungen zum ursächlichen Mechanismus ergaben, 

dass inhaliertes Styrol die nicht-zilierten bronchialen Epithelzellen (Clarazellen) der 

Atemwege schädigen kann. Zudem wurde bei Mäusen eine vermehrte Prolifera- 

tion dieser Zellen in den Atemwegen infolge von Styrolexpositionen beobachtet. Es 

wird vermutet, dass die Styrol-induzierte Erhöhung der Zellproliferation kausal mit 

der Entstehung von Tumoren in den terminalen Bronchioli zusammenhängt.  

Nach inhalativer Aufnahme wird Styrol bei Maus, Ratte und Mensch vorwiegend in 

der Leber sowie zumindest bei den Nagetierspezies auch in der Lunge zu Styrol-7,8-

oxid metabolisiert, das die DNS alkyliert und genotoxisch wirkt. Die Entgiftung  

von Styrol-7,8-oxid erfolgt durch Hydroxylierung sowie durch Konjugation an intra-

zelluläres Glutathion (GSH). Neben seiner hauptsächlichen Funktion zur Aufrecht-

erhaltung des Redox-Gleichgewichts in der Zelle spielt GSH auch im Fremdstoff-

metabolismus eine bedeutende Rolle. Zudem ist GSH an der Regulation der Gen-

expression und des Zellzyklus beteiligt. Eine hohe Konzentration an Fremdstoffen 

und Metaboliten in den Clarazellen kann durch die vermehrte Konjugation an GSH 

zu einer Abnahme der intrazellulären GSH-Konzentration führen. Es wird vermutet, 

dass Änderungen des GSH-Status in der Lunge, die nach einer Styrolexposition ge-

funden wurden, im Zusammenhang mit einem Anstieg der Zellproliferation stehen. 
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Bislang liegen keine Erkenntnisse über den zeitlichen Ablauf der Änderungen des 

GSH-Spiegels in der Lunge vor. Auch die Styrol-bedingte regiospezifische Induktion 

der Zellproliferation in den Atemwegen wurde bisher nur unzureichend untersucht, 

was möglicherweise dadurch bedingt ist, dass keine geeignete Methode existiert, 

um GSH-Gehalte zusammen mit der Zellproliferation in einzelnen Atemwegsseg-

menten der Mauslunge quantitativ zu bestimmen. Ziel der Arbeit war es daher, zu-

nächst eine Methode für die Bestimmung von GSH und Zellproliferation in unter-

schiedlichen Atemwegssegmenten in der Lunge zu erarbeiten. Durch Inhalations-

versuche sollte dann der Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von Styrol auf 

die GSH-Konzentration in der Gesamtlunge im Verlauf dreitägiger Expositionen 

(6 h/Tag) sowie die Änderung der GSH-Konzentration im Bronchialepithel einzelner 

Atemwegssegmente der Mauslunge und die Zellproliferation am Ende des dritten 

Expositionstages ermittelt werden. Anhand der Ergebnisse sollte dann der Mecha-

nismus der styrolbedingten Kanzerogenität in der Mauslunge diskutiert werden. 

 

1.2 Die Mauslunge 

1.2.1 Anatomie 

Die Lunge einer erwachsenen Maus hat ein Gesamtvolumen von ca. 1,3 ml (Maus-

stamm Mus musculus Linnaeus (38 g Körpergewicht); Valerius, 1996). Das Frisch-

gewicht der Lunge beträgt etwa 140 mg und der Proteingehalt 109 mg/g Frischge-

wicht (Mausstamm C57BL/B6 (25 g Körpergewicht); Lyerla et al., 2003). Die Lunge 

der Maus ist ein paariges Organ und besteht aus einem linken und einem rechten 

Lungenflügel mit insgesamt fünf Lungenlappen. Der linke Lungenflügel besteht aus 

einem ungeteilten linken Lungenlappen; der rechte Lungenflügel hingegen wird in 
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vier Lungenlappen (kranialer, mittlerer, kaudaler und zweigeteilter akzessorischer 

Lungenlappen) unterteilt (Abbildung 1; Dixon et al., 1999).  

 

                                        

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Mauslunge aus dorsaler Sicht mit dem aus einen un-
geteilten Lungenlappen bestehenden linken Lungenflügel (L) und dem rechten Lungenflügel (R), der 
in den kranialen (A), mittleren (B), kaudalen (C) und zweigeteilten akzessorischen (D) Lungenlappen 
unterteilt wird (aus Dixon et al., 1999). 

 

Die Lunge kann in einen luftführenden Teil (Luftröhre und Bronchialsystem) sowie 

einen gasaustauschenden Teil (Alveolen) unterteilt werden. Die Luftröhre (Trachea) 

spaltet sich extrapulmonär in zwei Bronchien auf, die sich dann zu den einzelnen 

Lungenlappen sowie innerhalb der einzelnen Lungenlappen monopodial (mit durch-

gehender Verzweigungsachse) in Bronchioli weiterverzweigen (Abbildung 2; Dixon 

et al., 1999). Die terminalen Bronchioli bilden als kleinstes Segment des Bronchial-

systems einen direkten Übergang zum Alveolarsystem (Dixon et al., 1999). 

Die Atemwege sind von einer Schicht aus glatter Muskulatur umgeben, die zu den 

terminalen Bronchioli hin abnimmt (Dixon et al., 1999). Ausgekleidet werden die 

Atemwege von einem einschichtigen Zylinderepithel, das aus nicht-zilierten bronchi-

alen Epithelzellen (Clarazellen), zilierten Zellen sowie wenigen Basalzellen und 

Bürstenzellen besteht (Dixon et al., 1999; Pack et al., 1981). Schleimsekretierende 

Zellen befinden sich in der gesunden Mauslunge nur in den extrapulmonären Bron-

chi und in der Trachea (Dixon et al., 1999). Die Zellen der Atemwege werden vom 

Bronchialsekret („epithelial lining fluid“) bedeckt (Dixon et al., 1999). 
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Abbildung 2: Links: Schematische Darstellung der Atemwege entlang einer Verzweigungsachse im 
linken Lungenlappen der Mauslunge mit der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Unterteilung in 
vier Atemwegssegmente. Rechts: Lichtmikroskopische Aufnahme der Mauslunge mit einem termi-
nalen Bronchiolus (TB), Alveolargewebe (Alv) und einem arteriellen Blutgefäß (Art). Die Atemwege 
werden von einer Schicht aus glatter Muskulatur (GM) umhüllt. Die Clarazellen (CZ) der Atemwege 
unterscheiden sich durch die apikale Wölbung des Cytoplasmas von den Endothelzellen (EZ) der 
Blutgefäße. Paraffinschnitt mit 250facher Vergrößerung (aus Gartner und Hiatt, 2006). 

 

Nach Green et al. (1997) beträgt der Anteil der Clarazellen in der Mauslunge etwa 

5%. Ihr Anteil am Bronchialepithel nimmt in distaler Richtung von 50 - 60% in  

den proximalen Bronchi auf ca. 75% in den terminalen Bronchioli zu (Dixon et al., 

1999; Pack et al., 1981). Ultrastrukturell zeichnen sich Clarazellen durch große 

Mengen an Endoplasmatischen Retikulum (Ishimura et al., 1985) und Sekretvesikeln 

(Dixon et al., 1999) im apikalen Bereich der Zelle aus, sodass eine kuppelartige 

Wölbung der Zelle ins Lumen der Atemwege entsteht (Pack et al., 1981; Plopper et 

al., 1980). Zilien-tragende Zellen hingegen besitzen diese cytoplasmatische Wöl-

bung nicht (Dixon et al., 1999). Sie sind selbst nicht teilungsfähig und entstehen 

durch Ausdifferenzierung von Clarazellen (Pack et al., 1981; Singh und Katyal, 

1997). Clarazellen unterliegen der Zellteilung mit einem Proliferationsindex von 0,3% 

(Dixon et al., 1999).  
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Die Alveolen sind von einem einschichtigen Plattenepithel ausgekleidet, das aus 

95 - 97% alveolaren Typ I- und 3 - 5% alveolaren Typ II-Zellen besteht (Dixon et al., 

1999). Die flach der Basalmembran anliegenden alveolaren Typ I-Zellen bilden zu-

sammen mit den Endothelzellen der Blutgefäße und der dazwischenliegenden Ba-

salmembran die Blut-Luft-Schranke (Gartner und Hiatt, 2006). Die würfelförmigen 

Typ II-Zellen sind teilungsfähig (Proliferationsindex 0,3%) und können in Typ I-Zellen 

ausdifferenzieren (Dixon et al., 1999). Im Lumen der Alveolen befinden sich pul-

monäre Makrophagen. Die Alveolen sind von einem dichten Geflecht aus Kapillaren 

umgeben (Gartner und Hiatt, 2006). Pulmonäre Arterien und Venen verlaufen ent-

lang der Bronchi und Bronchioli. Sie zeichnen sich durch eine glatte Endothelschicht 

auf der Innenseite der Gefäße aus (Dixon et al., 1999), die sie deutlich von dem  

Epithel auf der Innenseite der Atemwege unterscheidet.  

Wesentliche Unterschiede zur Lunge der Ratte und de s Menschen 

Die Rattenlunge ist anatomisch so untergliedert wie die der Maus. Beim Menschen 

hingegen besteht der linke Lungenflügel aus zwei und der rechte Lungenflügel  

aus drei Lungenlappen. Das Lungenvolumen der Ratte (ca. 240 g Körpergewicht; 

Valerius, 1996) beträgt etwa 14 ml, das des erwachsenen Menschen etwa 7 - 8 l 

(ICRP, 1974). Beim Menschen spalten sich die Atemwege im Gegensatz zu Ratte 

und Maus nahezu symmetrisch auf (Dixon et al., 1999). Der Übergang von den  

terminalen Bronchioli zu den Alveolen wird bei Ratte (Jeffery und Reid, 1975) und 

Mensch (ten Have-Opbroek et al., 1991) durch die respiratorischen Bronchioli dar-

gestellt; sie werden dem gasaustauschenden Teil der Lunge zugeordnet (Gartner 

und Hiatt, 2006). Clarazellen befinden sich bei der Ratte in allen intrapulmonären 

Atemwegen mit dem größten Anteil im Bereich der distalen Atemwege (Jeffery und 

Reid, 1975; Storch und Welsch, 2009). Jedoch ist der Anteil der Clarazellen am  

Bronchialepithel bei der Ratte geringer als bei der Maus (Plopper et al., 1980). Beim 
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Menschen kommen in den oberen Atemwegen fast keine Clarazellen vor (Boers et 

al., 1999). In den terminalen Bronchiolen des Menschen sind lediglich 11% der Zel-

len des Bronchialepithels Clarazellen (Boers et al., 1999). 

1.2.2 Physiologie 

Die Hauptfunktion der Lunge besteht im Gasaustausch zwischen Außenluft und Blut 

(Dixon et al., 1999). Dieser findet überwiegend über die Blut-Luft-Schranke in den 

Alveolen statt (Gartner und Hiatt, 2006). Diese Barriere reduziert das Eindringen von 

Fremdkörpern (Staubpartikeln) und Bakterien in den Organismus (Gartner und Hiatt, 

2006). Pulmonäre Makrophagen können eingeatmete Partikel und Bakterien über 

Phagocytose aufnehmen (Bowden, 1976). Sie bilden daher einen wichtigen Teil der 

Immunabwehr in der Lunge (Brain, 1992). Der Abtransport eingeatmeter Partikel 

und Bakterien aus der Lunge in Richtung der Trachea erfolgt mit dem Bronchialsek-

ret überwiegend über die zilierten Zellen des Bronchialepithels (Gartner und Hiatt, 

2006).  

 

Fremdstoffe werden in der Mauslunge vor allem in den Clarazellen des Bronchial- 

epithels und zu einem geringen Teil in den Typ II-Zellen der Alveolen und Endothel-

zellen der Blutgefäße metabolisiert (Dixon et al., 1999). Clarazellen sekretieren  

zudem das Bronchialsekret, die Proteine SP-A, SP-B und SP-D der „grenzflächen-

aktiven Substanz“ (Surfactant) sowie das Clarazell-10 kD-Protein (CC10), das eine 

antioxidative und anti-inflammatorische Wirkung hat (Broeckaert et al., 2000; Singh 

und Katyal, 1997; Velsor et al., 2006). Zusätzlich werden in der Lunge Faktoren  

des Komplementsytems, Lysozym sowie Eicosanoide (Thromboxane, Prostaglan-

dine) produziert (Dixon et al., 1999). 
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1.2.3 Fremdstoffinduzierte Clarazell-Toxizität 

Das Lungengewebe kann insbesondere durch inhalierte aber auch durch systemisch 

verteilte Fremdstoffe sowie durch endogene Substanzen geschädigt werden (Fa-

nucchi et al., 1997). Aufgrund der hohen metabolischen Kapazität von Clarazellen 

(Fanucchi et al., 1997; Ishimura et al., 1985; Phimister et al., 2004) können reaktive 

Stoffwechselprodukte entstehen, die zytotoxisch wirken können. Am Beispiel vom 

auf Clarazellen zytotoxisch wirkenden Naphthalin wurde gezeigt, dass Clarazellen 

nach ihrem Tod ins Atemwegslumen abschilfern und sich verbliebene zilierte Zellen 

teilweise über freiwerdende Epithelbereiche strecken (Phimister et al., 2005). Gehen 

auch zilierte Zellen aufgrund der Fremdstoffexposition zugrunde, kommt es zu ei- 

ner Schädigung des gesamten Bronchialepithels (Dixon et al., 1999). Die Rege-

neration des Bronchialepithels kann durch eine erhöhte Proliferation überlebender 

Zellen - vermutlich Clarazellen - erfolgen (Dixon et al., 1999). Clarazellen können 

gegenüber einem zytotoxischen Stress kurzzeitig tolerant werden, wenn dem stoff-

spezifischen Stress eine Präexposition gegen den gleichen Fremdstoff (in diesem 

Fall Naphthalin) im subtoxischen Bereich vorausgeht (West et al., 2000a). 

 

1.3 Styrol 

1.3.1 Physikalisch-chemische Eigenschaften  

Styrol (Synonyme: Phenylethen, Ethylbenzol, Vinylbenzol) ist bei Raumtemperatur 

eine klare, farblose Flüssigkeit mit einem leicht süßlichen Geruch (Miller et al., 

1994). Die Substanz hat ein Molekulargewicht von 104,15 g/mol, eine spezifische 

Dichte von 0,905 g/ml (25°C), einen Schmelzpunkt vo n -30,6°C und einen Siede-

punkt von 145,2°C. Styrol löst sich in Wasser bis z u einer Konzentration von 

320 mg/l und ist gut in Ethanol oder Diethylether löslich (Miller et al., 1994). Auf-
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grund des hohen Dampfdrucks von 598 Pa (20°C), könn en sich leicht Styroldämpfe 

bilden. Eine Konzentration von 1 ppm Styrol in der Luft entspricht 4,26 mg/m3 (Miller 

et al., 1994).  

1.3.2 Vorkommen und Exposition 

Styrol ist eine wichtige Industriechemikalie zur Herstellung von Polymeren und Co-

Polymeren, synthetischem Gummi, Verpackungsmaterial, Kunststoffen und Harzen 

(Miller et al., 1994). Die weltweite jährliche Produktion von Styrol betrug 2001  

ungefähr 20 Millionen Tonnen (Meima und Menon, 2001). 

Während der Produktionsprozesse und insbesondere bei der Verarbeitung (Laminie-

rung, Bootsbau usw.) können Industriearbeiter gegen freiwerdende Styroldämpfe 

exponiert werden. Dabei kann die Expositionskonzentration kurzzeitig über 100 ppm 

betragen (NTP, 2008). Die zeitgewichtete Expositionskonzentration liegt mit zumeist 

weniger als 5 ppm Styrol (Miller et al., 1994) deutlich unter dem von der Senats-

kommission zur Prüfung gesundheitsschädlicher Arbeitsstoffe (MAK-Kommission) 

festgelegten Arbeitsplatzgrenzwert von 20 ppm Styrol bzw. 86 mg/m3 (Stand: Januar 

2011; BAuA). 

Die Allgemeinbevölkerung ist gegen Styrolkonzentrationen von ungefähr 0,001 ppm 

pro Tag exponiert. Styrol ist in der Innenraumluft aufgrund von Emissionen aus 

Haushaltsprodukten, im Zigarettenrauch und in Automobilabgasen enthalten und 

wird zum überwiegenden Teil inhalativ aufgenommen. Geringe Mengen an Styrol 

können auch durch kontaminiertes Trinkwasser oder Nahrungsmitteln, die beispiels-

weise durch styrolhaltige Verpackungen kontaminiert wurden, aufgenommen werden 

(IARC, 2002; Miller et al., 1994). Styrol kommt natürlicherweise als Abbauprodukt  

in der Rinde des Storaxbaums vor (IARC, 2002). 
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1.3.3 Metabolismus 

Die Aufnahme von Styrol erfolgt im Allgemeinen inhalativ, dermal oder oral 

(zusammengefasst in IARC, 2002). Bei Mäusen und Ratten tritt etwa zwei Drittel des 

in die Lunge gelangenden, inhalierten Styrols in den Blutkreislauf über; der Rest wird 

sofort wieder ausgeatmet. Beim Menschen hingegen werden 90% des eingeatmeten 

Styrols ins Blut aufgenommen (Csanády et al., 1994; Filser et al., 1993). Bei Kon-

zentrationen unterhalb von 250 ppm Styrol in der Atemluft (Ratte, Maus) bzw. 

80 ppm (Mensch) werden mehr als 95% des aufgenommenen Stoffes metabolisiert 

und weniger als 5% des Styrols unverändert wieder abgeatmet. Aufgenommenes 

Styrol wird im Organismus über das Blut verteilt (Csanády et al., 1994; Filser et al., 

1993) und in fremdstoffmetabolisierenden Organen wie Leber (Bitzenhofer et al., 

1994; Bogan et al., 1993) und Lunge (Hofmann et al., 2006; Oberste-Frielinghaus et 

al., 1999) verstoffwechselt.  

In der Lunge erfolgt der Metabolismus von Styrol vorwiegend in den Clarazellen  

des Bronchialepithels und zu einem geringen Teil in den alveolaren Typ II-Zellen 

(Cruzan et al., 2002; Hynes et al., 1999). Das Hauptstoffwechselprodukt (>90%)  

von Styrol ist bei Maus (Csanády et al., 2003), Ratte (Bond, 1989) und Mensch 

(Guillemin und Bauer, 1979; Manini et al., 2002) Styrol-7,8-oxid (Abbildung 3). Bei 

Konzentrationen bis 250 ppm Styrol in der Atemluft nimmt die Belastung mit dem 

Hauptmetaboliten Styrol-7,8-oxid im Blut proportional zur Styrolkonzentration zu. 

Oberhalb von 250 ppm Styrol hingegen steigt bei der Maus die Konzentration von 

Styrol-7,8-oxid im Blut überproportional an (Kessler et al., 1992; Morgan et al., 

1993a), während bei der Ratte ein Plateauwert erreicht wird (Kessler et al., 1992). 

Anhand von Inhalationsexperimenten mit radioaktiv markiertem Styrol wurde ge-

zeigt, dass ein geringer Anteil des aufgenommenen Styrols (bei 160 ppm Styrol 6 - 

8% in der Maus, 2 - 3% in der Ratte; Boogaard et al., 2000a) durch Ringoxidation zu 
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Styrol-3,4-oxid und dem Folgemetaboliten 4-Vinylphenol (4-VP) umgewandelt wird. 

Styrol wird zudem bei den drei Spezies in einem sehr geringen Ausmaß über die 

Bildung von Phenylacetaldehyd verstoffwechselt (Abbildung 3; Sumner und Fennell, 

1994). 

 

 

Abbildung 3: Erste Schritte des Metabolismus von Styrol bei der Ratte und wahrscheinlich auch  
bei der Maus (modifiziert nach Sumner und Fennell, 1994). 

 

Bei Maus und Ratte wird Styrol vorwiegend durch die Cytochrom P450-abhän- 

gigen Monooxigenasen (CYP-Isoenzyme) in Styrol-7,8-oxid überführt, wie Filser et 

al. (1993) mittels des CYP-Inhibitors Diethyldithiocarbamat gezeigt haben. In der 

Mauslunge sind insbesondere die CYP-Isoenzyme CYP2E1 und CYP2F2 an der 

Biotransformation von Styrol beteiligt (Hynes et al., 1999; Shen et al., 2010). In der 

Lunge der Ratte wird Styrol durch die orthologen Isoenzyme CYP2E1 und CYP2F4 

metabolisiert, wobei beide Isoenzyme jedoch in deutlich geringerem Ausmaß ex-

primiert sind als bei der Maus (Buckpitt et al., 1995; Green et al., 1997). Auch die 

maximale Metabolismusgeschwindigkeit von Styrol war bei der Ratte fast um den 
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Faktor 3 geringer als bei der Maus (Filser et al., 1993). Weiterhin unterscheidet  

sich die Bildung der Enantiomere des Hauptmetaboliten Styrol-7,8-oxid zwischen 

Ratte und Maus. So wurden in der Maus etwas mehr R- als S-Enantiomere und in 

der Ratte etwas mehr S-Enantiomere gebildet (Hynes et al., 1999). Beim Menschen 

sind ebenfalls vorwiegend CYP2E1 und das orthologe CYP2F1 an der Biotransfor-

mation von Styrol beteiligt (Nakajima et al., 1994). Die menschliche Lunge besitzt 

allerdings eine äußerst geringe metabolische Aktivität von CYP-Enzymen für Styrol 

(Nakajima et al., 1994). So war die maximale Bildungsgeschwindigkeit von Styrol-

7,8-oxid pro Gramm Lunge beim Menschen fast 400 mal niedriger als bei Ratte  

und Maus (Csanády et al., 2003). 

 

Die Elimination der Stoffwechselprodukte von Styrol erfolgt bei Ratte und Mensch, 

und wahrscheinlich auch bei der Maus, hauptsächlich über den Urin, bei der Ratte 

auch über die Galle (2%) sowie durch Exhalation (12% als CO2) (Sumner und Fen-

nell, 1994). Untersuchungen der Abbauprodukte im Urin Styrol-exponierter Ratten 

ergaben, dass der Hauptmetabolit Styrol-7,8-oxid zu ungefähr 60% in einer durch 

die Epoxidhydrolase vermittelten Reaktion zu Phenylethylenglycol hydrolysiert und 

anschließend zu weiteren Folgemetaboliten umgesetzt wird (Abbildung 3). Etwa 

40% des Styrol-7,8-oxids werden durch Glutathion-S-Transferasen (GST) an GSH 

konjugiert und weiter zu Merkaptursäurederivaten abgebaut (Sumner und Fennell, 

1994). Beim Menschen erfolgt der Abbau von Styrol-7,8-oxid vorwiegend (>90%) 

über den Epoxidhydrolaseweg; die Konjugation mit GSH spielt wahrscheinlich nur 

eine geringe Rolle (Sumner und Fennell, 1994; Vodicka et al., 2004). Ein großer Teil 

der ringoxidierten Metabolite wird bei Ratte und Maus offensichtlich als CO2 ausge-

schieden. So betrug der Anteil der Folgemetaboliten von 4-VP im Urin bei Ratten 

nach einmaliger Verabreichung von Styrol (100 mg/kg Körpergewicht) lediglich 0,1% 
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der Styroldosis (Bakke und Scheline, 1970). Im Urin von Mäusen, die 6 h lang gegen 

140 und 280 ppm Styrol exponiert waren, lag der Anteil der 4-VP-Metaboliten weni-

ger als 0,05% der aufgenommenen Styrolmenge (Linhart et al., 2010). Beim Men-

schen wurde nach beruflicher Styrolexposition (Konzentration nicht angegeben) ein 

4-VP-Anteil aller im Urin gefundenen Styrolmetaboliten zwischen 0,5 und 2% festge-

stellt (Manini et al., 2002; Vodicka et al., 2004).  

1.3.4 Toxizität und Kanzerogenität nach inhalativer  Exposition 

Styrol kann in Konzentrationen ab 20 ppm reizend auf die Augen und Schleimhäute 

der Atemwege wirken (IARC, 1994a). Bei Mäusen hat Styrol oberhalb von etwa 

250 ppm eine toxische Wirkung, die jedoch nur bedingt von der Expositionskon-

zentration oder -zeit abhängt (Cruzan et al., 1997; Green et al., 2001; Morgan et al., 

1993b). So waren bereits einmalige Expositionen (6 h) von Mäusen gegen Konzen-

trationen gegen 500 ppm oder zweimalige Expositionen (6 h/Tag) gegen 250 ppm 

Styrol akut toxisch und führten zu schweren Läsionen der Leber sowie zu erhöhter 

Mortalität (Morgan et al., 1993a). Die lethale Konzentration für 50% der Versuchs-

tiere (LC50) abgeleitet aus vier Expositionen (6 h/Tag) betrug 250 ppm Styrol für 

weibliche bzw. ca. 500 ppm Styrol für männliche Mäuse (Cruzan et al., 1997). Wie 

von Csanády et al. (2003) diskutiert wurde, reicht oberhalb von 250 ppm Styrol die 

GSH-Neusynthese nicht aus, um den durch GSH-Konjugation mit dem Metaboliten 

Styrol-7,8-oxid bedingten GSH-Verlust auszugleichen. Die hieraus resultierende 

dramatische Erhöhung der Belastung durch Styrol-7,8-oxid im Blut (siehe Abschnitt 

1.3.3) könnte die akute Lebertoxizität und erhöhte Mortalität erklären. 

Einmalige Expositionen von Mäusen gegen 40 und 160 ppm Styrol wirkten vor  

allem zytotoxisch auf Clarazellen der Lunge und verursachten einen fokalen Ver- 

lust an Cytoplasma in den terminalen Bronchioli innerhalb von 18 h nach der  

Exposition (Green et al., 2001). Bei wiederholten Expositionen bis zu 10 Tagen 
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(6 h/Tag) gegen 40 und 160 ppm Styrol wurden bereits nach drei Tagen eine kon-

zentrationsabhängige Zunahme der Zellproliferation im Bronchialepithel von Mäusen 

beobachtet (Green et al., 2001). Die styrolbedingten Schädigungen der Clarazellen 

und die erhöhte Zellproliferation waren nach einer zweitägigen Unterbrechung der 

Exposition nicht mehr feststellbar, traten jedoch wieder auf, wenn die Exposition  

weitergeführt wurde (Green et al., 2001). Bei subchronischen Expositionen (6 h/Tag; 

5 Tage/Woche; 13 Wochen) von Mäusen gegen 50 - 200 ppm Styrol wurden histo-

pathologische Veränderungen der Lunge (Abnahme der Eosinophilie des Bronchial-

epithels) und des Nasen- und Rachenbereichs (Atrophie des olfaktorischen Epithels) 

gefunden (Cruzan et al., 1997). Konzentrationen ab 100 ppm Styrol führten nach  

13 Wochen zu einer fokalen Häufung von Clarazellen (Cruzan et al., 1997). Bei  

einzelnen Tieren wurde zudem bei Styrolkonzentrationen ab 150 ppm eine Zunahme 

der Clarazellproliferation beobachtet (Cruzan et al., 1997). Die Langzeitinhalation 

von 20, 40, 80 und 160 ppm Styrol (6 h/Tag; 5 Tage/Woche) über etwa 2 Jahre  

führte in allen Expositionsgruppen zu histopathologischen Veränderungen (Metapla-

sien) im Nasen- und Rachenbereich (Cruzan et al., 2001). In der Lunge fanden sich 

bei den Männchen bei 40, 80 und 160 ppm Styrol sowie den Weibchen bei 20, 40 

und 160 ppm Styrol im Bereich der terminalen Bronchioli bronchio-epitheliale Hy-

perplasien sowie erhöhte Inzidenzen bronchio-alveolärer Adenoma. In der höchsten 

Expositionsgruppe traten bei den Weibchen zudem Lungenkarzinome auf (Cruzan et 

al., 2001). 

Bei Ratten wurden bei Styrolkonzentrationen bis zu 1500 ppm keine akut toxischen 

Wirkungen festgestellt (Cruzan et al., 1997). Bei subchronischer Exposition (6 h/Tag, 

5 Tage/Woche) gegen bis zu 1500 ppm Styrol über 13 Wochen waren histopatho-

logische Veränderungen (z.B. Atrophie des olfaktorischen Epithels) auf den Nasen- 

und Rachenbereich beschränkt (Cruzan et al., 1997). Eine Erhöhung der Zellpro-
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liferation in der Rattenlunge wurde nicht festgestellt (Cruzan et al., 1997). Auch  

nach der Langzeitinhalation (6 h/Tag; 5 Tage/Woche) von bis zu 1000 ppm Styrol 

über bis zu 2 Jahre wurden in bei Ratten weder histopathologische Veränderungen 

der Lunge noch vermehrt Lungentumoren beobachtet (Cruzan et al., 1998). In einer 

früheren Inhalationsstudie traten bei weiblichen Ratten, die ein Jahr lang gegen bis 

zu 300 ppm Styrol exponiert waren, unabhängig von der Styrolkonzentration ver-

mehrt Mammatumoren auf (Conti et al., 1988). Die Validität dieser Studie wurde je-

doch von einer Arbeitsgruppe der „International Agency for Research on Cancer“ 

(IARC, 2002) der WHO bezweifelt. 

Für den Menschen liegen Erkenntnisse über die toxische Wirkung von Styrol nur 

nach beruflicher Exposition vor. Bei akuter Einwirkung von Styrolkonzentrationen ab 

50 ppm wurden Reizungen der oberen Atemwege sowie oberhalb von 200 ppm  

Müdigkeit, Brechreiz, Störungen des Gleichgewichts und eine verlängerte Reak-

tionszeit beschrieben (zusammengefasst in DFG, 1987). In mehreren Studien wur- 

de gezeigt, dass bereits Expositionskonzentrationen von 20 ppm Styrol das Farb-

sehen beeinträchtigen können (zusammengefasst in IARC, 2002). Berufliche Expo-

sitionen gegen etwa 30 ppm Styrol für 4 - 6 Monate führten zu einer vermehrten  

Bildung von DNS-Addukten in T-Lymphozyten von Arbeitern (Vodicka et al., 1995). 

Das Risiko für das Auftreten von lymphatischen und hämatopoetischen Neoplasien 

oder adverser Effekte auf Leber, Niere, Immunsystem und zentrales und periphe- 

res Nervensystem infolge einer beruflichen Styrolexposition war jedoch in verschie-

denen retrospektiven Kohortenstudien nicht oder nur leicht erhöht (zusammenge-

fasst in IARC, 1994a, 2002). Berufliche Expositionen gegen Styrol führten weder  

zu einer erhöhten Mortalität (Wong et al., 1994) noch zu einer Erhöhung von Spon-

tanaborten oder Missbildungen (zusammengefasst in IARC, 2002). 
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1.3.5 Genotoxizität und Mutagenität 

Ohne metabolische Aktivierung war Styrol in den meisten Bakterientests und bei 

Drosophila melanogaster nicht mutagen. In Anwesenheit eines metabolischen Akti-

vierungssystems jedoch wurden in einigen dieser Tests Genmutationen festgestellt 

(zusammengefasst in IARC, 1994a). In Säugetierzellen wurde in vitro die Induktion 

von DNS-Strangbrüchen, Chromosomen-Aberrationen sowie Schwester-Chromatid-

Austausch zumeist mit, in wenigen Studien jedoch auch ohne metabolische Akti-

vierung beobachtet (zusammengefasst in IARC, 2002). Auch in menschlichen Lym-

phozyten konnte die Bildung von Mikronuclei und Schwester-Chromatid-Austausch 

durch Styrol nachgewiesen werden (zusammengefasst in IARC, 1994a, 2002).  

In vivo zeigte sich bei Mäusen nach intraperitonealer Gabe von Styrol eine erhöhte 

Anzahl an DNS-Strangbrüchen in verschiedenen Organgeweben (zusammengefasst 

in IARC, 1994a, 2002). Bei Ratten hingegen wurden nach inhalativer Exposition  

weder Schwester-Chromatid-Austausch noch Chromosomen-Aberrationen noch die 

Bildung von Mikronuclei festgestellt (IARC, 1994a). Beim Menschen zeigte Styrol  

in der Mehrzahl der Studien keine genotoxische Wirkung. So wurden bei expo-

nierten Arbeitern unabhängig von der Styrolkonzentration in 12 von 25 Studien 

Chromosomen-Aberrationen, in 6 von 16 Studien Schwester-Chromatid-Austausch 

und in 3 von 14 Studien die Bildung von Mikronuclei beobachtet (zusammengefasst 

in IARC, 2002).  

Für den Metaboliten Styrol-7,8-oxid ist die genotoxische Wirkung in vitro und in vivo 

einschließlich der Auslösung von DNS-Strangbrüchen, Chromosomen-Aberrationen, 

Schwester-Chromatid-Austausch, und Mutationen eindeutig belegt (IARC, 1994b). 

Zudem bildete Styrol-7,8-oxid bei Mensch, Ratte und Maus O6- und N7-(Hydroxy-

phenylethyl)Guanosin-Addukte mit der DNS (zusammengefasst in IARC, 1994b, 

2002). Wegen der Bildung des genotoxischen und im Tierversuch krebserregenden 
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Metaboliten Styrol-7,8-oxid wurde Styrol von der IARC (1994a, 2002) als ein „po-

tentielles Kanzerogen für den Menschen“ (Gruppe 2b) klassifiziert. 

1.3.6 Mechanismen der Kanzerogenität 

Styrol ist ein Lungenkanzerogen bei der Maus, bei der Ratte hingegen gibt es keine 

belastbaren Hinweise für Kanzerogenität (siehe Abschnitt 1.3.4). Dieser Unterschied 

wird auf einen spezies-spezifischen Metabolismus von Styrol zurückgeführt, der mit 

einer allein in der Mauslunge gefundenen, Styrol-bedingten Induktion der Clara-

zellproliferation (Cruzan et al., 1997) einhergeht. Die ursprüngliche Vermutung, dass 

die Kanzerogenität in der Mauslunge allein auf der genotoxischen Wirkung des  

Metaboliten Styrol-7,8-oxid (vergleiche Abschnitt 1.3.5) beruht, wurde inzwischen 

widerlegt. So wiesen Boogaard et al. (2000b) mit Hilfe von radioaktiv markiertem 

Styrol nach, dass die N7-Guanin-Alkylierung der DNS durch Styrol-7,8-oxid in der 

Lunge von Mäusen und Ratten bei gleichen Expositionsbedingungen annähernd 

gleich und äußerst gering ist. Der Speziesunterschied in der Tumorigenität von  

Styrol lässt sich demnach nicht allein auf die Bildung von DNS-Addukten durch  

Styrol-7,8-oxid zurückführen. In einer weiteren Studie wurde durch Untersuchungen 

an ventilierten, perfundierten Lungen von Mäusen und Ratten gezeigt, dass bei  

gleichen Expositionsbedingungen (bis zu 410 ppm Styrol) die interne Belastung  

an Styrol-7,8-oxid bei Mäusen nur um den Faktor 2 höher ist als bei Ratten. Hieraus 

wurde geschlossen, dass die interne Belastung an Styrol-7,8-oxid allein nicht aus-

reiche, um die Entstehung von Lungentumoren bei der Maus durch Styrol zu erklä-

ren (Hofmann et al., 2006). 

Nach Cruzan et al. (2009) ist die Lungenkanzerogenität von Styrol bei der Maus 

ausschließlich auf die durch CYP2F2 katalysierte Ringoxidation von Styrol in den 

Clarazellen zurückzuführen, durch die 4-VP entstehe. Dieses soll zu zytotoxischen 

Stoffen weitermetabolisiert werden; die resultierende Clarazelltoxizität soll regene-
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rative Clarazellproliferation hervorrufen, die über Hyperplasie zu Adenomen und 

schließlich zu Karzinomen führt. Bei Ratte und Mensch soll die über CYP2F4 bzw. 

CYP2F1 erzielte 4-VP-Bildung in den Clarazellen der Lunge zu niedrig sein, um ei-

nen Styrol-bedingten zytotoxischen Effekt zu bewirken. Dieser Mechanismus wird 

allerdings durch folgende Untersuchungsergebnisse nicht gestützt. So zeigten Shen 

et al. (2010) an Lungenmikrosomen der Maus, dass die Ringoxidation von Styrol 

nicht nur über CYP2F2 sondern auch (sogar vorwiegend) über das Isoenzym 

CYP2E1 katalysiert wird. Weiterhin ist die Bildung von 4-VP über die Ringoxidation 

von Styrol bei Maus, Ratte und Mensch quantitativ nur von untergeordneter Bedeu-

tung (siehe Abschnitt 1.3.3). Auch wurde anhand von inhaliertem radioaktiv markier-

ten Styrol (160 ppm; 6 h) belegt, dass der Anteil der Ringoxidation am Metabolismus 

von Styrol bei der Maus nur 3 - 4 mal höher als bei der Ratte ist (Boogaard et al., 

2000a). Somit ist es unwahrscheinlich, dass die nur bei der Maus gefundene, zu 

Lungentumoren führende Clarazellproliferation durch Styrol allein auf die durch 

Ringoxidation von Styrol entstandenen Metaboliten zurückzuführen ist. 

Neuere Befunde deuten darauf hin, dass eine Styrol-induzierte Zellproliferation auch 

durch eine Störung der Glutathion (GSH)-Homöostase infolge massiver Schwan-

kungen des GSH-Spiegels in Clarazellen während und nach einer Exposition ge- 

gen Styrol bedingt sein könnte (Filser et al., 2002; Hofmann et al., 2006). Solche 

Schwankungen können durch den Verbrauch von GSH bei der Konjugation mit Me-

taboliten sowie einer nachfolgenden, den Kontrollwert weit überschreitenden GSH-

Neusynthese (erhöhter GSH-Rebound) entstehen. Aufgrund des Einflusses von 

GSH auf die Regulation des Zellzyklus könnten somit direkt intrazelluläre Signal-

wege betroffen sein und Zellproliferation ausgelöst werden. Indirekt könnte eine Ab-

senkung des GSH-Spiegels durch Konjugation von GSH mit Metaboliten über den 

entstehenden oxidativen Stress zum Zelltod führen (Cotgreave und Gerdes, 1998; 
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Dickinson et al., 2003), der wiederum eine regenerative Zellproliferation nach sich 

ziehen könnte. So haben Khan et al. (2009) bei Ratten gezeigt, dass eine massive 

GSH-Depletion, die durch GSH-Konjugation mit 1,2-Epoxipropan entstand, eine Zu-

nahme der Zellproliferation im olfaktorischen Epithel verursachte. Für Styrol ist  

eine signifikante Abnahme der GSH-Konzentration im Lungenhomogenat von Mäu-

sen ab Konzentrationen von bereits 80 ppm Styrol (6 h/Tag; 2 Tage) belegt; im Ho-

mogenat von Rattenlungen trat eine Absenkung des GSH-Spiegels erst ab etwa 

300 ppm auf (Filser et al., 2002). Wenn ein kausaler Zusammenhang zwischen einer 

Styrol-bedingten Störung der GSH-Homöostase und der Induktion der Zellprolifera-

tion besteht, sind mögliche Änderungen der GSH-Konzentration bei der Maus be-

sonders in denjenigen Bereichen der Lunge zu erwarten, in denen Clarazellen ge-

häuft vorkommen (Pack et al., 1981) und in denen die Styrol-induzierten Lungentu-

moren beobachtet wurden (Cruzan et al., 2001). 

 

1.4 Glutathion 

Glutathion (GSH) ist ein Tripeptid, das sich aus den Aminosäuren Glycin, Cystein 

und Glutamin zusammensetzt (Abbildung 4). Es hat ein Molekulargewicht von 

307,32 g/mol und ist mit 100 g/l (20°C) sehr gut wa sserlöslich (Merck, 2008). Unter 

Einwirkung von Sauerstoff oxidiert GSH leicht nicht-enzymatisch zu seinem Disulfid 

(GSSG; Kamencic et al., 2000). 
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Abbildung 4: Strukturformel von Glutathion. 
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1.4.1 Funktion und Homöostase 

Im Organismus ist GSH ubiquitär verteilt. In der Zelle dient es als Substrat für GSTs 

und Glutathionperoxidasen (Meister, 1988). GSH spielt eine große Rolle als Anti-

oxidanz und bei der Entgiftung von freien Radikalen, Peroxiden und Elektrophilen 

während des Metabolismus endogener und exogener Stoffe (Meister und Anderson, 

1983). Zelluläres GSH ist wegen des GSH/GSSG-Redoxpotentials von -260 mV 

(Kirlin et al., 1999) wichtig für die Aufrechterhaltung des Redoxstatus der Zelle 

(Dickinson et al., 2003). Dieser bestimmt beispielsweise die Ausbildung der Tertiär-

struktur von Proteinen und kann bei redoxsensitiven Proteinen „funktionale Ände-

rungen“ bewirken, durch die verschiedene Signalwege einer Zelle beeinflusst wer-

den können (Redoxsignalling; Dickinson et al., 2003). Dadurch ist GSH u.a. an  

der Regulation der Genexpression und des Zellzyklus beteiligt (zusammengefasst in 

Cotgreave und Gerdes, 1998). Außerdem wird GSH für die mitochondriale Integrität 

benötigt (Martensson et al., 1989). Vaskuläres GSH fungiert als Speicher- und 

Transportform von Cystein innerhalb und zwischen den Organen (Meister, 1988).  

 

Die Biosynthese von GSH erfolgt durch zwei ATP-abhängige Proteine (Dickinson et 

al., 2003; Meister, 1988). Im ersten, geschwindigkeitsbestimmenden Schritt wird 

Glutamin an Cystein durch die γ-Glutamylcysteinligase konjugiert. In der zweiten, 

durch die Glutathionsynthetase katalysierten Reaktion entsteht das Tripeptid durch 

Addition von Glycin an γ-Glutamylcystein (Meister, 1988). Die Regulation der GSH-

Biosynthese erfolgt u.a. durch einen negativen Feedback-Mechanismus (Meister, 

1988), bei dem eine hohe intrazelluläre GSH-Konzentration die Neusynthese von 

GSH durch kompetitive Hemmung der γ-Glutamylcysteinligase inhibiert (Meister, 

1988; Tian et al., 1997). Unter Einwirkung von oxidativem Stress kann die GSH-



Einleitung        20 

Neusyntheserate durch Erhöhung der Expression der γ-Glutamylcysteinligase deut-

lich gesteigert werden (Tian et al., 1997).  

 

Im Allgemeinen liegt Glutathion im Organismus in Konzentrationen von 0,1 bis 

10 mmol/l vor, wobei der Anteil von GSSG weniger als 1% der Gesamtkonzentra- 

tion an GSH und GSSG beträgt (Meister, 1988). Der GSH-Gehalt einzelner Organe 

unterscheidet sich stark. Besonders reich an GSH ist die Leber, die bei der Maus 

einen tageszeitabhängigen Gehalt zwischen 42 und 62 nmol GSH/mg Protein 

(Jaeschke und Wendel, 1985) bzw. durchschnittlich etwa 8,3 µmol GSH/g Frisch-

gewicht (Martensson et al., 1989) besitzt. Der GSH-Gehalt in der Mauslunge beträgt 

etwa 18 nmol GSH/mg Protein (Jaeschke und Wendel, 1986) bzw. 1,7 µmol GSH/g 

Frischgewicht (Martensson et al., 1989) und unterliegt im Gegensatz zur Leber  

keinen diurnalen Schwankungen (Jaeschke und Wendel, 1985). Hohe GSH-Gehalte 

finden sich bei der Maus auch in den Nieren mit 17 nmol GSH/mg Protein und in der 

Milz mit 21 nmol GSH/mg Protein (Jaeschke und Wendel, 1986). Die GSH-Konzen-

tration im Blutplasma der Maus wird mit 58 µmol/l (Martensson et al., 1989) und im 

Bronchialsekret mit etwa 510 µmol/l (Velsor et al., 2001) angegeben. 

Innerhalb der Zelle befindet sich im Allgemeinen etwa 85% des GSH im Cytoplas-

ma, der Rest in Zellkern und Mitochondrien (Green et al., 2006). Dies entspricht 

Gehalten von etwa 20 nmol GSH/mg cytoplasmatisches Protein, 8,2 nmol GSH/mg 

nukleäres Protein und 14 nmol GSH/mg mitochondriales Protein (Mausfibroblasten; 

Green et al., 2006). Für Clarazellen der Maus wurde jedoch gezeigt, dass die GSH-

Konzentration in den Mitochondrien am höchsten ist, gefolgt von Cytoplasma und 

Zellkern (West et al., 2000b). 
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Infolge einer Exposition gegen Fremdstoffe kann es zu erniedrigten GSH-Konzen-

trationen in der Zelle kommen, wenn vermehrt reaktive Stoffwechselintermediate in 

der GST-katalysierten Reaktion mit GSH konjugiert werden (McKenna et al., 1977). 

So wurde bei Mäusen eine Abnahme der pulmonären GSH-Konzentration bei-

spielsweise durch Ethylbenzol (Saghir et al., 2009), Brombenzol (Fakjian und Buck-

pitt, 1984), Dichlormethan (Foster et al., 1992), 1,1-Dichlorethen (Forkert und Mous-

sa, 1993; Moussa und Forkert, 1992), Trichlorethen (Forkert und Forkert, 1994), Sty-

rol (Filser et al., 2002), Naphthalin (Chichester et al., 1994; Plopper et al., 2001),  

1-Nitronaphthalin (Watt und Buckpitt, 2000) und 1,3-Butadien (Himmelstein et al., 

1995) demonstriert. In der Mauslunge kann die Abnahme von GSH kurzzeitig durch 

Aufnahme und Neusynthese von bis zu 200 nmol GSH/min aus dem in der Leber 

synthetisierten vaskulären GSH vermindert werden (Martensson et al., 1989). In-

folge einer GSH-Depletion kann es durch die erhöhte Expression der γ-Glutamyl-

cysteinligase und der dadurch verstärkten GSH-Neusynthese vorübergehend zu 

einer im Vergleich zum Kontrollwert erhöhten GSH-Konzentration kommen (z.B.  

Tian et al., 1997). 

1.4.2 Folgen einer Störung der Glutathion-Homöostas e 

Unter dem Begriff Homöostase versteht man allgemein die Konstanthaltung des  

inneren Milieus einer Zelle. Das Ausmaß einer Auslenkung der GSH-Homöostase  

vom Normalzustand hängt grundsätzlich von der ursprünglichen, physiologischen 

GSH-Konzentration, von Änderungen der GSH-Biosyntheserate und dem metabo-

lisch bedingten GSH-Verbrauch ab (Potter und Tran, 1993). Bei einer Änderung  

der intrazellulären GSH-Konzentration bleibt die GSSG-Konzentration annähernd 

konstant (Dickinson et al., 2003). Dadurch verändert sich das Verhältnis von redu-

ziertem zu oxidiertem Glutathion und damit der Redoxstatus der Zelle. Dies kann  

die Funktionalität von redoxsensitiven Proteinen beeinflussen (Dickinson et al., 
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2003). So wurde gezeigt, dass beispielsweise die Bindung von Transkriptionsfak-

toren wie Activator Protein-1 (AP-1) und Nuclear Factor κΒ (NFκB) an die DNS,  

und hierüber auch die Genexpression, insbesondere der γ-Glutamylcysteinligase, 

vom GSH-Redoxstatus der Zelle abhängig ist (zusammengefasst in Cotgreave und 

Gerdes, 1998). Dadurch können sich Veränderungen der GSH-Homöostase letztlich 

auch auf die Regulation verschiedenster zellulärer Signalwege, die beispielsweise 

zu Apoptose oder Zellproliferation führen, auswirken (Zusammenfassungen in Aw, 

2003; Cotgreave und Gerdes, 1998).  

Eine Verringerung der intrazellulären GSH-Konzentration infolge von Fremdstoff-

expositionen kann erhöhten oxidativen Stress zur Folge haben (Slater et al., 1995), 

der mit einer Störung der Calcium-Homoöstase, gesteigerter Lipidperoxidation sowie 

verstärkter Sensitivität der Zelle, z.B. gegenüber Strahlung oder Hyperoxie, einher-

gehen kann (Zusammenfassungen in Slater et al., 1995; Rahman und MacNee, 

2000). Zudem kommt es zu vermehrter Bindung von reaktiven Metaboliten an zel-

luläre Makromoleküle (z.B. McKenna et al., 1977). Als Folge treten häufiger Zell-

schädigungen auf, die letztlich zum Untergang der Zelle durch Apoptose oder Ne-

krose führen können (Sweeney et al., 2009). Auch an isolierten, gegen Naphthalin 

exponierten Clarazellen wurden erhöhte Proteinalkylierungen und Zellschädigungen 

nach der Depletion des intrazellulären GSH demonstriert (Phimister et al., 2004). 

Nach Cruzan et al. (2009) könnte sich der Fremdstoff-induzierten Zytotoxizität eine 

regenerative Proliferation verbliebener Zellen anschließen.  

Eine Erhöhung der intrazellulären GSH-Konzentration kann hingegen mit einer  

Toleranz gegenüber Zellschädigungen, die durch Fremdstoffe verursacht werden 

können, verbunden sein (Dickinson et al., 2003; West et al., 2000a). Zudem können 

erhöhte ebenso wie erniedrigte GSH-Gehalte Änderungen in der Signaltransduktion 

bewirken mit der Folge einer veränderten Genexpression, die in einer erhöhten Zell-
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proliferation resultieren kann (Aw, 2003; Shaw und Chou, 1986). Eine Induktion der 

Zellproliferation steigert nicht nur das Risiko für die Manifestation genetischer Vor-

schäden in Zellen (Witschi, 1990) sondern auch das Risiko der Vermehrung bereits 

mutierter Zellen und hat damit einen tumorpromovierenden Effekt (Deml und Oester-

le, 1996). Somit kann eine Störung der GSH-Homöostase, wie sie durch wiederholte 

Fremdstoffexpositionen entstehen kann, letztlich tumorigen wirken. 

1.4.3 Methoden zur Glutathion-Bestimmung 

Für Untersuchungen zum GSH-Gehalt wird im Allgemeinen Gewebehomogenat  

verwendet. Eine der gängigsten biochemischen Methoden zur Ermittlung von GSH 

(Ellman-Test) beruht auf der Bestimmung von wasserlöslichen Nicht-Proteinthiolen 

(NPSH) mittels der 5,5’-Dithiobis-2-Nitrobenzoesäure (DTNB, Ellman-Reagenz). 

Hierbei wird DTNB durch Reaktion mit NPSH zur freien 2-Nitro-5-Thiobenzoesäure 

(NTB) und einem gemischten Disulfid, bestehend aus einem NPS- und einem NTB-

Rest (NPS–SNTB), umgesetzt (vergleiche mit Gleichung 1; Ellman, 1959). Die freie 

NTB wird photometrisch nachgewiesen. Da GSH mit mehr als 90% den weitaus 

überwiegenden Anteil an den löslichen Nicht-Proteinthiolen darstellt (z.B. Potter und 

Tran, 1993), lässt sich mit diesem einfachen Verfahren der GSH-Gehalt im Gewe-

behomogenat recht genau ermitteln. Ein spezifischeres Verfahren zur Bestimmung 

von GSH ist der sogenannte GSH-Recycling-Test (Tietze, 1969). Es handelt sich 

hierbei um einen kinetischen Test, bei dem ebenfalls NTB aus der Reaktion von 

GSH mit DTNB entsteht (Gleichung 1). Im Unterschied zum Ellman-Test wird je- 

doch das hierbei ebenfalls gebildete GS-SNTB in einem zweiten Schritt durch die 

Glutathion-Reduktase (GR) unter NADPH-Verbrauch zu NTB und GSH gespalten 

(Gleichung 2; Grassetti und Murray, 1967). 
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(1)  

(2) 

 

 

Durch Oxidation von GSH zu GSSG wird NADPH zurückgewonnen (Gleichung 3). 

Nach der NADPH-abhängigen, durch die GR vermittelten Reduktion von GSSG 

(Gleichung 4), reagiert das wiedergewonnene GSH erneut mit DTNB (Gleichung 1).  

 

(3) 
 

(4) 

     

 

Die Bestimmung von GSH erfolgt photometrisch entweder durch Messung des 

NADPH-Verbrauchs oder der NTB-Bildung. Die jeweilige Geschwindigkeit ist pro-

portional zur eingesetzten Konzentration an Gesamtglutathion, d.h. der Summe aus 

GSH und GSSG. Dennoch ist der GSH-Recycling-Test für die Bestimmung von GSH 

dem Ellman-Test überlegen, weil die fortlaufende Reaktion von der GSH- 

spezifischen GR abhängig (Tietze, 1969) und die Menge an mitbestimmtem GSSG  

in den Geweben (Meister, 1988) äußerst gering ist. In der Mauslunge liegt der 

GSSG-Gehalt bei weniger als 5% des Gesamtglutathion-Gehalts (Day et al., 2004; 

Park et al., 2001). Weitere gängige Verfahren zur Bestimmung von GSH im Homo-

genat basieren auf der elektrochemischen Detektion von GSH nach hochdruck-

flüssigkeitschromatographischer (HPLC) Auftrennung (Lakritz et al., 1997; Yap et al., 

2010) oder der fluorometrischen Bestimmung mittels Fluoreszenzfarbstoffen wie 

Monochlorbiman (MCB; z.B. Kamencic et al., 2000), das an GSH konjugiert wird.  
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Bei der Verwendung eines Gewebehomogenats sind jedoch keine Informationen 

über den GSH-Gehalt einzelner Zellen oder spezifischer Organbereiche ableitbar 

(West et al., 2000b). Um dennoch GSH in spezifischen Lungenarealen, wie dem 

Bronchialepithel, bestimmen zu können, wurden bisher histologische Schnitte der 

Lunge verwendet, bei denen GSH mit SH-reaktiven Farbstoffen (z.B. „Mercury Oran-

ge“ (Chlor[p-[(2-Hydroxy-1-Naphthyl)azo]phenyl]Quecksilber; Asghar et al., 1975); 

„Mersalyl“ (2-(3-Hydroxymercurio-2-Methoxypropylcarbamoyl)Phenoxyessigsäure; 

Sippel, 1978); N-(7-Dimethylamino-4-Methylcoumarinyl)Maleimid (DACM; Ogawa 

und Taneda, 1979)) detektiert wurde. Aufgrund ihrer geringen Spezifität gegenüber 

GSH ist bei der Verwendung dieser Farbstoffe jedoch allenfalls eine semiquantita-

tive Bestimmung von GSH möglich (Chieco und Boor, 1983; Hedley und Chow, 

1994). Auch Untersuchungen mit Antikörpern (z.B. Kaufmann et al., 2005) eignen 

sich nicht zur GSH-Quantifizierung, da neben freiem GSH auch proteingebundenes 

Glutathion (S-Glutathionylierung) mitbestimmt wird (Söderdahl et al., 2003). Die  

bisher einzige Methode zur quantitativen Bestimmung von GSH in einzelnen Be-

reichen der Lunge erfordert die Präparation einzelner Atemwege aus dem Lungen-

gewebe (Mikrodissektion; Plopper et al., 1991). Diese Methode ist sehr aufwendig 

und zeitintensiv. Außerdem ist unklar, ob und inwieweit sich der GSH-Gehalt der 

Zellen im Laufe der Präparation durch Oxidation oder durch bereits einsetzende  

Rebound-Effekte nach einer Fremdstoffexposition verändert. Um GSH in einzelnen 

Lungenregionen verlässlich quantifizieren zu können, war deshalb die Entwicklung 

einer neuen Methode erforderlich.  
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1.5 Ziele der Arbeit 

Wie einleitend dargelegt, wurden im Homogenat von Mauslungen Styrol-bedingte 

Abnahmen des GSH-Gehalts gefunden. Ob und inwieweit sich dieser Befund tat-

sächlich mit der in einzelnen Atemwegen beobachteten Induktion der Zellproliferati-

on durch Styrol verknüpfen lässt, ist noch unklar. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit 

war es deshalb, in der Lunge die Veränderungen des GSH-Spiegels im Verlauf einer 

dreitägigen Exposition gegen Styrol zu bestimmen und in verschiedenen Segmenten 

des Bronchialepithels, insbesondere den terminalen Bronchioli, den GSH-Status 

zusammen mit der Zellproliferation zu untersuchen.  

Um dieses Ziel zu erreichen, sollte zunächst ein neues, sensitives Verfahren ent-

wickelt werden, das es erlaubte, unmittelbar zu Expositionsende GSH sowohl in der 

Gesamtlunge als auch, zusammen mit der Zellproliferation, im Bronchialepithel 

schnell und quantitativ zu bestimmen. Nach der Validierung sollte es bei männlichen 

Mäusen angewandt werden, die drei Tage lang täglich sechs Stunden gegen Styrol-

konzentrationen von 40 und 160 ppm zu exponieren waren. Diese Konzentrationen 

wurden ausgewählt, da die niedrige der Schwellenkonzentration für Lungentumoren 

bei der männlichen Maus und die hohe der höchsten eingesetzten Konzentration in 

einer Langzeit-Inhalationsstudie mit Styrol-exponierten Mäusen entsprach (Cruzan 

et al., 2001). Anhand der zu erhaltenden Daten sollte der Mechanismus der Styrol-

bedingten Kanzerogenität in der Mauslunge diskutiert werden. 
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2 Materialien und Methoden 

2.1 Geräte, Chemikalien und Laborwaren 

Geräte 

Shimadzu, Duisburg 

 

 

Gaschromatograph GC-8A ausgestattet mit  

       Dosierschleife, 1,0 ml  

       Flammenionisationsdetektor 

       Integrator C-R5A Chromatopac Shimadzu, Duisburg 

Varian, Darmstadt        Stahlsäule, Tenax TA, rostfrei, 1,8’’ 

       60 - 80 mesh, 1,5 m x 2 mm  

Lichtmikroskop Axioplan ausgestattet mit 

       uEye® USB 2.0 Kamera 

Zeiss, Göttingen 

SDT Dr. Steiner, Seefeld 

Lichtmikroskop Axioplan II ausgestattet mit 

       Monochromator 

Zeiss, Göttingen 

TILL Photonics, Gräfelfingen 

       dichroischem Spiegel 400 DCLP AHF Analysentechnik, Tübingen 

       Emitter-Bandpassfilter 510/40 nm AHF Analysentechnik, Tübingen 

Biotek Instruments, Bad Friedrichshall 

 

Microplate Reader Synergy 2 ausgestattet mit 

       Absorptionsfilter 360/40 nm 

       Emissionsfilter 485/20 nm  

Mikrotom HM 500 M Microm, Walldorf 

NexES IHC-Immunostainer Ventana Medical System, Tucson, AZ, USA 

Photometer 6131 Eppendorf, Hamburg 

Spektrometer UVIKON 941 Plus Kontron Instruments, Neufarn 

Ultraschalldesintegrator UP200S Hielscher, Teltow 

Ultraturrax Ika T5 FU Kremer & Kreiler, München 

Ultrazentrifuge Optima L-70 Beckman Coulter, Krefeld 

Zentrifuge Sigma 4K10 Sigma, Osterode 
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Chemikalien und Lösungen 

„Antibody-Diluent“ Dako, Glostrup, Dänemark 

Atemkalk Drägersorb 800 Plus Dräger Medical AG, Lübeck 

Bio-Rad Protein-Assay Farbkonzentrat Bio-Rad, München 

5-Bromdesoxyuridin ≥99% Sigma-Aldrich, Steinheim 

L-Buthioninsulfoximin ≥97% Sigma-Aldrich, Steinheim 

Diethylmaleat ≥97% Fluka, Steinheim 

Discovery MoMap Kit  Ventana Medical System, Tucson, AZ, USA 

5,5’-Dithiobis-2-Nitrobenzoesäure ≥98%  Sigma-Aldrich, Steinheim 

Eindeckmittel Pertex® Medite, Burgdorf 

Eosin-Y ≥99% Sigma-Aldrich, Steinheim 

L-Glutathion, oxidiert (GSSG) ≥98% Sigma-Aldrich, Steinheim 

L-Glutathion, reduziert (GSH) ≥99% Sigma-Aldrich, Steinheim 

Glutathion-Reduktase, 5 mg/ml Emulsion Böhringer, Mannheim 

iView DAB Detection Kit Ventana Medical System, Tucson, AZ, USA 

Mayer’s Hämatoxylinlösung Sigma-Aldrich, Steinheim 

Mercury Orange ≥97% Sigma-Aldrich, Steinheim 

Monochlorbiman ≥95% Fluka, Steinheim 

Dako, Glostrup, Dänemark Monoklonaler „Maus anti-BrdU“-Antikörper  

(Klon Bu20a)  

N-Acetylcystein ≥99% Sigma-Aldrich, Steinheim 

Natrium-Pentobarbital® Phagro Bundesverband, Berlin  

Styrol ≥99% Sigma-Aldrich, Steinheim 

 

Alle anderen Chemikalien wurden mit höchstem kommerziell erhältlichen Reinheits-

grad verwendet und von Sigma-Aldrich (Steinheim), Merck (Darmstadt) oder Riedel-

de Häen (Seelze) bezogen.  
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Zur Herstellung von stickstoffgesättigter, phosphatgepufferter Kochsalzlösung, 

pH 7,4, (N2PBS) wurden 8,006 g Natriumchlorid, 0,202 g Kaliumchlorid, 2,326 g Na-

triumhydrogenphosphat Dodecahydrat und 0,204 g Kaliumdihydrogenphosphat in 1 l 

doppelt-destilliertem Wasser gelöst. Die eisgekühlte Lösung wurde im Ultraschallbad 

für 3 min entgast, anschließend für 10 min mit Stickstoff begast und maximal zwei 

Wochen bei +4°C gelagert.  

MCB wurde in einer Konzentration von 5 mmol/l in N2PBS gelöst, sterilfiltriert (Po-

rengröße: 0,2 µm) und bei +4°C im Dunkeln bis zu 3 Wochen gelagert.  

 

Sonstige Laborwaren 

Einwegkanülen, steril, 26 G x ½” B. Braun, Melsungen 

Einwegküvetten, 1,5 ml, Dicke 1,0 cm Brand, Wertheim 

Einwegspritzen, Omnifix®, 1 ml B. Braun, Melsungen 

Einwegsterilfilter, Minisart®, 0,2 µm Sartorius, Göttingen 

Expositionskugel, Glas, ca. 63 l Kuglstatter, Garching 

Exsikkator, Glas, 6,5 l Glaswerk Wertheim, Wertheim 

Gittereinsatz für Glaskugel Helmholtz Zentrum München, Neuherberg 

Glasfaserfilter, Ø 21 mm Whatman, Maidstone, Großbritannien 

Homogenisator S, Glas, 2 ml B. Braun, Melsungen 

Mikrotomstempel Helmholtz Zentrum München, Neuherberg 

Mikrowellplatten Nunc, 96 „Wells“, schwarz Sigma-Aldrich, Steinheim 

Objektträger, Superfrost-Plus Menzel-Gläser, Braunschweig 

Sigma-Aldrich, Steinheim Proteinstandard-Set, Rinderserumalbumin in    

       Natriumchloridlösung  

Septen, teflonbeschichtet, Gummi, Ø 12,5 mm SGE, Griesheim 

Spritzen, Unimetrics 5, 10, 25 und 100 µl Macherey & Nagel, Düren 

Stahlkanülen, 1,0 x 200 mm und 1,0 x 300 mm Unimed Neolab, Heidelberg 
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2.2 Behandlungen und Expositionen der Tiere 

Für die Experimente wurden männliche B6C3F1-Mäuse (Charles River, Sulzfeld) 

verwendet, die zu Beginn des jeweiligen Experiments ein Körpergewicht zwischen 21 

und 29 g besaßen. Die Tiere konnten sich vor jedem Experiment mindestens fünf 

Tage akklimatisieren. Jeweils fünf Mäuse wurden in einem Macrolon-Stahlkäfig in 

einem Top flow-IVC-System (Tecniplast, Buggugiate, Italien) bei 55 - 65% relativer 

Luftfeuchtigkeit und 22 ± 2°C Raumtemperatur sowie einem 12 : 12 h Hell-Dunkel-

Rhythmus gehalten. Alle Tiere erhielten bis auf den Zeitraum der Expositionen Stan-

darddiät (Nr. 1324, Altromin, Lage) und Leitungswasser ad libitum. Für die einzelnen 

Versuche wurden die Mäuse zufällig den Versuchsgruppen zugeordnet. Zu Beginn 

jedes Versuchstages wurde das Körpergewicht bestimmt. 

2.2.1 Behandlungen mit L-Buthioninsulfoximin und Di ethylmaleat 

Zur systemischen GSH-Depletion wurden den Mäusen die zwei Substanzen  

L-Buthioninsulfoximin (BSO) und Diethylmaleat (DEM) (Abbildung 5) in Kombination 

verabreicht. BSO hemmt selektiv und irreversibel die γ-Glutamylcysteinligase und 

verhindert dadurch die Neusynthese von GSH (Griffith und Meister, 1979). Die Wir-

kung von DEM beruht auf den Verbrauch an GSH infolge der GST-katalysierten  

Konjugation von DEM und GSH im Cytosol (Gerard-Monnier et al., 1992).  

 

H3C S

O

NH
OH

O

NH2

L-Buthioninsulfoximin  

Abbildung 5: Strukturformeln von L-Buthioninsulfoximin und Diethylmaleat. 
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BSO (0,4 mol/l in 0,9% steriler Kochsalzlösung) wurde den Mäusen jeweils 19 h vor 

der Lungeninflation mit einer Dosis von 890 mg/kg Körpergewicht intraperitoneal  

appliziert. Für die Untersuchungen, bei denen der restliche GSH-Gehalt nach GSH-

Depletion mit verschiedenen Testmethoden ermittelt wurde, erhielten die Tiere zu-

sätzlich 3 h vor der Lungeninflation die gleiche Dosis BSO. Die Gabe von DEM 

(0,5 mol/l in Olivenöl) erfolgte jeweils 2,5 h vor der Lungeninflation intraperitoneal mit 

einer Dosis von 1 g/kg Körpergewicht. 

2.2.2 Behandlungen mit Bromdesoxyuridin 

Zur Bestimmung der Zellproliferation wurde das Thymidin-Analog 5-Bromdesoxy-

uridin (BrdU) verwendet. Nach intraperitonealer Applikation wird BrdU systemisch im 

Körper verteilt, von den Zellen resorbiert und bei der DNS-Replikation anstelle von 

Thymidin in die DNS eingebaut. Anschließend können Zellen, die diese Veränderung 

tragen, in Gewebeschnitten immunhistochemisch nachgewiesen werden (Leuner et 

al., 2009; siehe Abschnitt 2.6). 

BrdU (10 mmol/l in 0,9% isotoner Kochsalzlösung) wurde den Kontrollen und den  

exponierten Mäusen an jedem Styrol-Expositionstag jeweils 10 min vor Expositions-

beginn und - mit Ausnahme der jeweils letzten Expositionsperiode - unmittelbar nach 

der Beendigung der Expositionen mit einer Dosis von 25 mg/kg Körpergewicht intra-

peritoneal verabreicht.  

2.2.3 Expositionen gegen Styrol 

Die Mäuse wurden in einem geschlossenen Expositionssystem gegen konstante  

Styrolkonzentrationen in der Einatemluft von 40 bzw. 160 ppm Styrol bis zu 6 h/Tag 

und bis zu 3 Tage exponiert. Dazu wurden insgesamt 46 Tiere pro Expositionskon-

zentration exponiert. Zehn nicht-exponierte Tiere dienten als Kontrolltiere. 
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Expositionsaufbau 

Die Expositionsversuche wurden nach einer Methode von Filser (1992) durchgeführt. 

Die Expositionen erfolgten bei Raumtemperatur in einer gasdicht verschlossenen 

Glaskugel (63 l) mit 8 cm langem Glashals (Innendurchmesser: 15 cm) und Glas-

deckel mit drei Anschlüssen (Abbildung 6). Zwei Anschlüsse waren mit teflonbe-

schichteten Gummisepten verschlossen und dienten der Gasprobenentnahme bzw. 

der Zugabe von flüssigem Styrol. Über den dritten Anschluss wurde Sauerstoff der 

Atmosphäre über ein passives Partialdruck-System zugeführt. Zur Bindung von Koh-

lendioxid wurden 10 g Atemkalk pro Maus in einer Schale unter einem Gitter aus Po-

lypropylen angebracht. Mit Hilfe eines Magnetrührers wurde die gleichmäßige Vertei-

lung von Styrol in der Expositionskammer sichergestellt (Abbildung 6).  

 

Abbildung 6: Versuchsaufbau für die Exposition gegen Styrol. Die Sauerstoffzufuhr erfolgte über ein 
passives System. Atemkalk diente zur Bindung von Kohlendioxid. Die Applikation von Styrol und die 
Gasprobenentnahme erfolgten über ein Gummiseptum.  
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Einstellung und Konstanthaltung der Expositionskonz entration 

Die gewünschten Styrolkonzentrationen von 40 bzw. 160 ppm wurden durch Injek-

tion von etwa 10 µl (40 ppm) bzw. 40 µl (160 ppm) flüssigem Styrol in die Exposi-

tionskammer eingestellt (siehe Abschnitt 2.7.1). In Zeitabständen von 3 - 10 min 

wurden Gasproben (3 ml) durch das Septum mit Hilfe einer 5 ml-Einwegspritze, die 

über eine 30 cm lange Stahlkanüle verfügte, aus der Mitte der Expositionskugel ent-

nommen und die Styrolkonzentration gaschromatographisch bestimmt (siehe Ab-

schnitt 2.7.1). Da inhaliertes Styrol von den Tieren metabolisiert wird, wurde zur Auf-

rechterhaltung der gewünschten Konzentration in der Atmosphäre bei Bedarf flüssi-

ges Styrol nachdosiert. Abbildung 7 zeigt typische Konzentrations-Zeitverläufe von 

Styrol in der Gasphase jeweils bei einer 6-stündigen Exposition gegen 40 und 

160 ppm.  

 

Abbildung 7: Konzentrations-Zeitverlauf von Styrol während 6-stündigen Expositionen von 2 Mäusen 
(40 ppm) bzw. 11 B6C3F1-Mäusen (160 ppm) in einem geschlossenen Expositionssystem (63 l) bei 
Zielkonzentrationen von 40 ppm (rot) bzw. 160 ppm Styrol (schwarz). Die Pfeile geben die jeweiligen 
Zeitpunkte der Zugabe von flüssigem Styrol in die Expositionskugel an. 
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Für jede Expositionsperiode wurde die zeitgewichtete mittlere Expositionskonzentra-

tion von Styrol (Gleichung 5) und deren Standardabweichung (Gleichung 6) nach 

Sachs (1998) berechnet. 
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Aus den täglichen zeitgewichteten Expositionskonzentrationen von Styrol ergaben 

sich für je eine Gesamtexpositionszeit von 6 Versuchstagen bei Ziel-Konzentrationen 

von 40 bzw. 160 ppm mittlere zeitgewichtete Expositionskonzentrationen von 

39,5 ± 2,6 ppm bzw. 157,3 ± 11,1 ppm. Während keiner Expositionsperiode wich die 

zeitgewichtete mittlere Styrol-Expositionskonzentration um mehr als 10% von der 

Ziel-Konzentration ab.  

2.3 In-situ -Inflation der Mauslunge mit Monochlorbiman und Gew ebe-

aufbereitung 

Die im Folgenden (Abschnitte 2.3 - 2.5) beschriebenen Verfahren mit dem Ziel der 

In-situ-Bestimmung von GSH in der Mauslunge wurden in der vorliegenden Arbeit 

neu entwickelt, da bisher keine validen Methoden vorlagen. 
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Die Mäuse wurden durch eine intraperitoneale Injektion von Natrium-Pentobarbital 

(25 mg/ml in destilliertem Wasser) mit einer Dosis von 220 mg/kg Körpergewicht 

narkotisiert. Nach dem Verlust der Schmerzempfindlichkeit nach ungefähr 3 min 

wurde das Fell im Bauch- und Halsbereich entfernt und die Trachea vom umge-

benden Muskelgewebe freipräpariert. Anschließend wurde das Zwerchfell von der 

Bauchseite her durchschnitten, ohne den Brustkorb zu öffnen. Über einen Ein- 

schnitt wurde ein teflonbeschichteter Inflationsschlauch (Innendurchmesser: 2,0 mm) 

mit einer aufgesetzten 10 µl-Pipettenspitze in die Trachea eingeführt und die Spitze 

mittels Garn in der Trachea fixiert (Abbildung 8). Anschließend wurde die Mauslunge 

mit dem Druck einer 25 cm hohen Wassersäule mit MCB-Lösung (2,25 mmol/l in 

N2PBS) aus einem Vorratsgefäß (5 ml-Einwegspritze) für 20 min inflatiert. Danach 

wurde der Inflationsschlauch mitsamt der Pipettenspitze entfernt und die Trachea mit 

Garn verschlossen. Der Brustkorb wurde eröffnet und die Lunge zusammen mit dem 

Herzen entnommen (Abbildung 8). Nach dem Abtrennen des Herzens wurden die 

einzelnen Lungenlappen freipräpariert. Für den gesamten Vorgang nach der Injek-

tion des Narkotikums wurde eine Präparationszeit von etwa 35 min benötigt. 

 

    
 

Abbildung 8: Links: Inflation der Mauslunge in situ über die Trachea. Rechts: Entnahme der infla-
tierten Lunge. 
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Der kaudale Lungenlappen des rechten Lungenflügels wurde sofort nach Abtrennen 

von der Lunge in einem gewogenen Reaktionsgefäß in flüssigem Stickstoff schock-

gefroren, das Gewicht bestimmt und anschließend bis zur Herstellung des Lungen-

homogenats (Abschnitt 2.3.1) bei -80°C gelagert. Kr anialer und mittlerer rechter Lun-

genlappen wurden zur Herstellung von Cytosol (Abschnitt 2.3.2) verwendet. Der linke 

Lungenlappen wurde auf einem Mikrotomstempel, der mit einem feuchten Glasfaser-

filter belegt war, so ausgerichtet, dass die ventrale Lungenseite flach dem Stempel 

anlag und sich die dorsale Seite wölbte. Nach dem Schockgefrieren für 2 min in  

2-Methylbutan bei -70°C wurde der Lungenflügel mits amt Stempel zuerst mit einer 

Polyethylenfolie und diese dann mit Aluminiumfolie umwickelt. Die verpackte Lun-

genprobe wurde für die Herstellung von Gefrierschnitten (Abschnitt 2.3.3) mindes-

tens 12 h bei -21°C gelagert.  

2.3.1 Herstellung von Homogenat 

Zum kaudalen Lungenlappen wurde soviel eisgekühlter N2PBS gegeben, dass der 

Gewichtsanteil des inflatierten Gewebes letztlich 10% betrug. Mit Hilfe eines Ultratur-

rax wurde dieses homogenisiert und zweimal für jeweils 1 sec mit einem Ultraschall-

desintegrator nachbehandelt. Anschließend wurde das Homogenat 1 : 2 mit N2PBS 

verdünnt und in Aliquots zu je 250 µl bei -80°C bis  zur GSH- und Proteinbestimmung 

gelagert.  

2.3.2 Herstellung von Cytosol 

Sofort nach der Entnahme der inflatierten Lunge wurden der kraniale und der mittlere 

rechte Lungenlappen zu 1 ml eisgekühltem N2PBS in einem 2 ml-Glashomogenisator 

gegeben und das Gewicht der Lungenflügel bestimmt. Mit einem Glaspistill wurde 

das Gewebe homogenisiert. Anschließend wurde ein Anteil des Homogenats 

(600 µl) in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt und 1 h lang bei 100000 g und +4°C 
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zentrifugiert. Der Überstand (500 µl) wurde in zwei Aliquots von 250 µl bei -80°C  

bis zur GSH- und Proteinbestimmung gelagert.  

2.3.3 Anfertigung von Gefrierschnitten 

Mit Hilfe des auf -20°C gekühlten Mikrotoms wurden Gefrierschnitte mit einer 

Schnittdicke von 10 µm hergestellt. Hierzu wurde der gefrorene linke Lungenflügel  

in der Frontalebene geschnitten. Für die Untersuchungen wurden nur Serienschnitte 

der Schnittebenen zwischen Nummer 190 und 230 verwendet, da diese, wie in Vor-

untersuchungen ermittelt worden war, alle vier relevanten Atemwegssegmente  

enthielten (vergleiche Abbildung 2). Auf einem kodierten Glasobjektträger wurde je-

weils nur ein Gefrierschnitt in Längsausrichtung aufgenommen. Nach Trocknung bei 

Raumtemperatur für 5 min wurden die Objektträger mit Aluminiumfolie umwickelt und 

bei -21°C gelagert. 

2.4 Fluorometrische Bestimmung von Glutathion im Ho mogenat und Cytosol 

der Mauslunge 

Die Homogenat- und Cytosolproben der Mauslungen (siehe Abschnitte 2.3.1 und 

2.3.2) wurden auf Eis aufgetaut. In einem 1,5 ml-Reaktionsgefäß wurden zu jeweils 

50 µl Homogenat oder Cytosol 150 µl Acetonitril zugegeben und gründlich gemischt. 

Anschließend wurde bei Raumtemperatur 3 min lang zentrifugiert (16500 g). Nach 

Zugabe von 400 µl N2PBS zu 100 µl des Überstandes wurden 200 µl der erhaltenen 

Lösung in ein Well einer Mikrowellplatte überführt. Dann wurde die Fluoreszenz mit 

Hilfe des Microplate Readers mit 360/40 nm-Absorptions- und 485/20 nm-Emissions-

filtern im Licht einer Quecksilberlampe mit den Einstellungen „Endpunktmessung“ 

und Detektorposition „Top 400 nm“ bei einer Empfindlichkeit von 65 Einheiten ge-

messen. Die GSH-Bestimmungen erfolgten jeweils in Triplikaten. Als Leerwerte  

dienten MCB-Lösungen von 0,113 mmol/l (Homogenat) bzw. 0,225 mmol/l (Cytosol). 
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Diese Konzentrationen entsprachen den jeweiligen Verdünnungen, die aus der Auf-

arbeitung der ursprünglich eingesetzten Inflationslösung mit einer MCB-Konzentra-

tion von 2,25 mmol/l resultierten. Die Kalibrierung erfolgte anhand von frischen, in 

vitro hergestellten Lösungen von MCB-GSH-Konjugat (siehe unten). Zu jeweils 50 µl 

der MCB-GSH-Kalibrierungslösungen und der entsprechenden Leerwerte wurden, 

wie oben beschrieben, 150 µl Acetonitril zugegeben, zentrifugiert und die Fluores-

zenz in Duplikatmessungen bestimmt. Nach Berücksichtigung der Leerwerte wurden 

die GSH-Konzentrationen im Homogenat und dem Cytosol der Lungen über Stei-

gung und Achsenabschnitt der Kalibriergeraden ermittelt. 

In-vitro-Konjugation von Monochlorobiman und Glutat hion 

Für die Bildung des MCB-GSH-Konjugats wurden 105 µl einer GSH-Lösung (Kon-

zentrationen: 0,39, 0,78, 1,56, 3,13, 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200 und 400 µmol GSH/l 

in N2PBS) mit 105 µl einer um das jeweils 2,25fach höher konzentrierten MCB-

Lösung gemischt. Danach wurden zu jedem Ansatz 3 µl eines GSH-depletierten  

Cytosols, das aus einer Rattenleber gewonnen war (siehe unten), zugegeben. In der 

Rattenleber nehmen GSTs einen Anteil von bis zu 10% der löslichen Proteine ein 

(Meister, 1988). Die enzymatische Konjugation von MCB mit GSH erfolgte dann 

durch 30-minütige Inkubation bei 37°C. Für jede Lös ung des MCB-GSH-Konjugats 

wurde ein Leerwert hergestellt, der die verbliebene MCB-Menge nach der Reaktion 

mit GSH (1:1-Stöchiometrie; Shrieve et al., 1988) berücksichtigte (Gleichung 7). 

 

(7) ( ) 2/CCC GSHInkubationMCBLeerwertMCB −= −−  

CMCB-Leerwert Konzentration des MCB-Leerwerts [µmol/l] 

CMCB-Inkubation Konzentration des eingesetzten MCB [µmol/l] 

CGSH Konzentration des eingesetzten GSH [µmol/l] 
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Das GSH-depletierte Rattenlebercytosol wurde wie folgt hergestellt: Einer männli-

chen Fischer 344-Ratte (360 g Körpergewicht) wurde BSO (890 mg/kg Körperge-

wicht; siehe Abschnitt 2.2.1) intraperitoneal appliziert. Nach 4 h wurde sie mit Na-

trium-Pentobarbital (25 mg/ml in destilliertem Wasser; Dosis: 150 mg/kg Körperge-

wicht) getötet und die Leber mit eisgekühltem N2PBS über die Pfortader perfundiert. 

Dann wurde die Leber entnommen und in N2PBS mit einem Potter-Elvehjem-S-

Gewebehomogenisator mit Teflonpistill (Sartorius, Göttingen) ein 20%iges Homo-

genat hergestellt, das dann für 1 h bei +4°C und 10 0000 g zentrifugiert wurde. Um 

restliches GSH im Überstand (Cytosol) zu entfernen, wurden zu 35 ml Cytosol 700 µl 

einer Lösung von 2-Chloracetophenon in Dimethylsulfoximin (50 mmol/l) zugegeben. 

Das elektrophile 2-Chloracetophenon wird GST-katalysiert an GSH konjugiert 

(Summer et al., 1996). Zur Bestimmung des noch verbliebenen GSHs wurden 

10,5 µl dieses GSH-depletierten Rattenlebercytosols mit 94,5 µl N2PBS und 105 µl 

1,125 mmol/l MCB inkubiert (30 min; 37°C) und der G SH-Gehalt wie oben beschrie-

ben mittels einer Kalibriergerade auf weniger als 3 nmol GSH/mg Protein bestimmt. 

Die Lagerung des GSH-depletierten Rattenlebercytosols erfolgte in Aliquots von je-

weils 100 µl bei -80°C. 

2.5 Bestimmung von Glutathion im Gefrierschnitt der  Mauslunge 

Fluoreszenzmikroskopie 

Die Gefrierschnitte (siehe Abschnitt 2.3.3) wurden bei Raumtemperatur im Dunkeln 

für 15 min luftgetrocknet. Die Fluoreszenz des MCB-GSH-Konjugats wurde dann 

über die gesamte Fläche des Gefrierschnitts in einem Intensitätsbereich von 0 bis 

4096 willkürlichen, gerätespezifischen Einheiten mit Hilfe des inversen Axiovert II-

Mikroskops bei einer 100fachen Gesamtvergrößerung im „Binning 2“-Modus aufge-

nommen. Die Anregung (bei 393 nm), Datenerstellung und Fluoreszenzauswertung 
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erfolgte über ein Computer-assistiertes TILL-Imaging-System, das aus einer Mo-

nochromatoreinheit, einer gekühlten CCD-Kamera und einem Computer mit TILL-

visION Software 4.01 (TILL Photonics, Gräfelfing) bestand. Die Belichtungszeit be-

trug 15 msec. Zum Fokussieren wurde eine Belichtungszeit von 1 msec verwendet. 

Zu Beginn jeder Versuchsreihe wurde die Lichtstärke am Objektiv bei 393 nm im 

15 msec-Livemodus mittels einer Photodiode (TILL Photonics, Gräfelfing) auf 

0,44 mV eingestellt. Die optimale Anregungswellenlänge von 393 nm war anhand 

eines Wellenlängenspektrums (siehe Abbildung 15) in einem Gefrierschnitt einer 

MCB-inflatierten Mauslunge ermittelt worden. Im Anschluss an die Messungen wur-

den die Objektträger bis zur histochemischen Anfärbung und lichtmikroskopischen 

Auswertung (siehe Abschnitt 2.6) mit Aluminiumfolie umwickelt bei -21°C gelagert.  

Quantifizierung von Glutathion 

Die Bestimmungen der GSH-Gehalte im Bronchialepithel aller vier Atemwegsseg-

mente (Abbildung 2) erfolgten immer an einem Gefrierschnitt pro Tier. Als Para- 

meter für die GSH-Konzentration diente die Fluoreszenzintensität des MCB-GSH-

Konjugats. Die Auswertung der Intensitäten erfolgte „blind“ mittels kodierter Objekt-

träger. Hierfür wurden die Fluoreszenzintensitäten in mehreren quadratischen Mess-

feldern (jedes als eine „Region of Interest“ bzw. ein ROI bezeichnet), die aus jeweils 

64 einzelnen Messpunkten bestanden, gemessen. Dabei betrugen die Abstände  

der ROIs entlang des Bronchialepithels 100 bis 150 µm zueinander. Die Anzahl der 

ROIs pro Gefrierschnitt betrug 15 - 23 in den terminalen Bronchioli, 15 - 25 in den 

distalen Bronchioli, 14 - 23 in den mittleren Bronchioli und 8 - 20 in den proximalen 

Bronchi. Jede einzelne Fluoreszenzintensität wurde um den allgemeinen Hinter-

grundwert (siehe unten) korrigiert. Danach wurde für jeden ROI die Summe der  

64 korrigierten Einzelintensitäten berechnet und diese um einen Wert korrigiert  
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(Gleichung 8), der die Fluoreszenz der unspezifischen Bindung von MCB im Gefrier-

schnitt berücksichtigte (siehe unten). 

 

(8) ( ) chunspezifis
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Ii Fluoreszenzintensität einer Einzelmessung i [willkürliche Einheiten] 

I0 allgemeiner Fluoreszenzhintergrund [willkürliche Einheiten] 

chunspezifisSI
 

Fluoreszenz der unspezifischen Bindung von MCB [willkürliche  

Einheiten] 

 

Für jedes Tier wurde dann der Mittelwert und die entsprechende Standardabwei-

chung aller ROIs eines Atemwegssegments nach Gleichung 9 und 10 ermittelt. 
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Als quantitatives Maß für den GSH-Gehalt wurde das gewogene Mittel der Summen 

der Einzelintensitäten der ROIs (
Segment
gewogenSI ) für alle Tiere in einer Behandlungsgruppe 

(Gleichung 11) mit der entsprechenden gewogenen Standardabweichung (Gleichung 

12) nach Sachs (1998) berechnet.  
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M 
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gruppe 

 

Zusätzlich wurde aus den erhaltenen Werten der GSH-Gehalt in der Einheit 

nmol GSH/mg Protein bestimmt. Hierfür wurde der aus der Literatur bekannte Wert 

von 6,0 nmol/mg Protein für den GSH-Gehalt im distalen Atemwegssegment von 

Kontrollmäusen (Plopper et al., 2001) dem gewogenen Mittel der Summe der Ein-

zelintensitäten der ROIs in diesem Atemwegssegment gleichgesetzt und hierüber 

dann die mittleren GSH-Gehalte und deren Standardabweichungen der übrigen 

Atemwegssegmente mittels den Gleichungen 13 und 14 berechnet. 
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(13) distal
gewogen

Segment
gewogenSegment

GSH
SI

SI*a
C =  

Segment
GSHC  GSH-Gehalt in einem Atemwegssegment [nmol GSH/mg Protein] 

a 

 

GSH-Gehalt in distalen Atemwegen von Kontrollmäusen: 6,0 nmol 

GSH/mg Protein 

distal
gewogenSI

 

 

gewogenes Mittel der Summen der Einzelintensitäten der ROIs in  

distalen Atemwegen von Kontrollmäusen [willkürliche Einheiten] 

  

(14) distal
gewogen

Segment
gewogenSegment

GSH
SI

SD*a
SD =  

Segment
GSHSD  

 

Standardabweichung des GSH-Gehalts in einem Atemwegssegment 

[nmol GSH/mg Protein] 

Bestimmung des allgemeinen Fluoreszenzhintergrundes  und der Fluoreszenz 

aufgrund unspezifischer Bindung von Monochlorbiman 

Der allgemeine Fluoreszenzhintergrund (I0) entspricht der Fluoreszenz des MCB in 

einem Gefrierschnitt als Matrix. Um diesen zu ermitteln, wurden drei Gefrierschnitte 

einer 1 min lang mit N2PBS inflatierten Lunge einer BSO + DEM-behandelten Maus 

(siehe Abschnitt 2.2.1) 30 sec lang mit jeweils 20 µl einer MCB-Lösung (2,25 mmol/l 

in N2PBS) inkubiert. Anschließend wurde die MCB-Lösung durch Drehen des Objekt-

trägers entfernt und die Fluoreszenz nach einer Trocknungszeit von 1 h bei Raum-

temperatur wie oben beschrieben gemessen. In jeden der drei Gefrierschnitte  

wurden die Fluoreszenzintensitäten in 15 ROI mit jeweils 64 Einzelmesspunkten  

verteilt über alle vier Atemwegssegmente bestimmt und eine Häufigkeitsverteilung 

der nicht-korrigierten Fluoreszenzintensitäten erstellt. Aus dem geometrischen Mittel 

jeder Verteilung wurde ein Mittelwert bestimmt, der als allgemeiner Fluoreszenz-
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hintergrund von MCB definiert wurde. Er betrug 119 willkürliche Einheiten und ent-

sprach dem Hintergrundwert, der den Angaben des Herstellers nach bei Fluores-

zenzbestimmungen generell zu berücksichtigen sei.  

 

Für die Bestimmung des Anteils der Fluoreszenz der unspezifischen Bindung von 

MCB an Proteine und andere, von GSH verschiedene, zelluläre Bestandteile wurden 

die Fluoreszenzintensitäten im Homogenat MCB-inflatierter Lungen vor und nach  

der Fällung hochmolekularer Proteine verglichen. Hierfür wurde ein Homogenat-

gemisch aus den mit 2,25 mmol/l MCB-inflatierten Lungen dreier BSO + DEM-

behandelten Mäuse (siehe Abschnitt 2.2.1) hergestellt. Jeweils 150 µl des Homo-

genatgemischs wurden entweder durch Zugabe von 450 µl N2PBS (ohne weitere 

Zentrifugation) verdünnt oder mit 450 µl Acetonitril versetzt und bei 16500 g für 3 min 

zentrifugiert und dadurch deproteiniert. Anschließend wurden 200 µl der nicht-

zentrifugierten Lösung bzw. des Überstands in eine Mikrowellplatte überführt und  

die Fluoreszenz bestimmt (siehe Abschnitt 2.4). Die Messungen erfolgten in Tripli-

katen. Für die Bestimmung des Leerwerts wurde eine MCB-Lösung (0,113 mmol/l  

in N2PBS) anstelle des Homogenatgemischs eingesetzt. Nach Abzug des Leerwerts 

wurde der Anteil der Fluoreszenz der unspezifischen Bindung von MCB an der  

Gesamtfluoreszenz im Lungenhomogenat der BSO + DEM-behandelten Mäuse mit 

Hilfe der Gleichung 15 berechnet. 
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=  

Funspezifisch  

 

Anteil der Fluoreszenz der unspezifischen Bindung von MCB an 

der Gesamthintergrundfluoreszenz im Lungenhomogenat  

Ftotal  

 

Gesamthintergrundfluoreszenz des Lungenhomogenats  

[willkürliche Einheiten] 

Fdeproteiniert 

 

GSH-spezifische Restfluoreszenz des deproteinierten Lungen-

homogenats [willkürliche Einheiten] 

Zur Berechnung der Fluoreszenz der unspezifischen Bindung von MCB ( chunspezifisSI ) 

im Gefrierschnitt wurde davon ausgegangen, dass ihr Anteil an der Gesamthinter-

grundfluoreszenz im Gefrierschnitt und im Homogenat identisch ist. Zur Ermittlung 

der Gesamthintergrundfluoreszenz in Gefrierschnitten wurde die Fluoreszenzinten-

sitäten von drei BSO + DEM-behandelten Tieren (siehe Abschnitt 2.2.1) zunächst in 

jeweils 15 ROI jedes Atemwegssegments bestimmt. Anschließend wurde der Mit-

telwert aller Summen der Einzelintensitäten über alle ROI und alle Atemwegsseg-

mente von den drei BSO + DEM-behandelten Tieren ( totalSI ) berechnet. Von diesem 

Wert ausgehend wurde dann mit Hilfe des im Homogenat bestimmten Anteils der 

Hintergrundwert für die Fluoreszenz der unspezifischen Bindung von MCB im Ge-

frierschnitt berechnet (Gleichung 16). 

 

(16) chunspezifistotalchunspezifis FSISI *=  

chunspezifisSI   

 

Fluoreszenz der unspezifischen Bindung von MCB in einem Ge-

frierschnitt [willkürliche Einheiten] 

totalSI  

 

 

Mittelwert der Summen der Einzelintensitäten über alle ROIs und 

alle Atemwegssegmente von drei BSO+DEM-behandelten Tieren 

(=Gesamthintergrundfluoreszenz) [willkürliche Einheiten] 
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2.6 Bestimmung der Zellproliferation im Gefrierschn itt der Mauslunge 

Immunhistochemische Anfärbung von Bromdesoxyuridin 

Für die Bestimmung der Zellproliferation im Bronchialepithel in Gefrierschnitten  

wurde ein neues Verfahren entwickelt, dessen Prinzip allerdings bereits bekannt ist 

(z.B. Uppala et al., 2005). Es beruht auf dem immunhistochemischen Nachweis von 

in die DNS inkorporiertem BrdU als Antigen. Hierfür wurde in der vorliegenden Ar- 

beit ein Antikörperkomplex aus primären und sekundären Antikörpern eingesetzt mit 

dem Ziel, unspezifische Anfärbungen im Lungengewebe durch den sekundären Anti-

körper (Kreuzreaktionen) zu verringern (Angabe des „MoMap-Kit“-Herstellers Venta-

na Medical System). Der primäre Antikörper im Antikörperkomplex reagiert spezifisch 

mit dem in der DNS enthaltenen BrdUs. Der sekundäre Antikörper des Komplexes  

ist mit einer Avidin-Biotin-Peroxidase gekoppelt. Durch Zugabe von 3,3'-Diamino-

benzidin (DAB) als Substrat für die Peroxidase bildet sich an den Bindungsstellen 

des Antikörperkomplexes mit der DNS ein braunes, unlösliches Produkt, das licht-

mikroskopisch sichtbar ist. So werden letzlich die Zellkerne von Zellen, die sich nach 

der Applikation von BrdU die DNS-Replikation durchlaufen haben, spezifisch als 

„BrdU-positiv“gekennzeichnet. Als Positiv- bzw. Negativkontrollen jeder Färbepro-

zedur dienten Gefrierschnitte vom Dünndarm einer über drei Tage BrdU-behandel- 

ten Maus (2x 25 mg/kg/Tag intraperitoneal, vergleiche Abschnitt 2.2.2), die mit dem 

„Antibody-Diluent“ mit bzw. ohne Antikörperkomplex inkubiert wurden. 

Für die immunhistochemische Färbung wurden die Gefrierschnitt auf kodierten Ob-

jektträgern 15 min lang bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Die Fixierung des Gewe-

bes erfolgte für 10 min in einem Gemisch aus 180 ml Methanol und 60 ml Aceton. 

Nach einminütigem Waschen in PBS wurden die Objektträger zur Denaturierung  

der DNS exakt 2 min lang in 25 mmol/l Natriumhydroxid in PBS inkubiert und an-

schließend erst zweimal je 30 sec, dann einmal 5 -10 min in PBS gewaschen. Der 



Material und Methoden      47 

Antikörperkomplex wurde für jede Färbeprozedur frisch hergestellt. Hierfür wurde  

zuerst der monoklonale anti-BrdU-Antikörper 1 : 500 in „Antibody-Diluent“ verdünnt. 

Dann wurden pro ml Antikörperlösung 50 µl „Lösung A“ des MoMap-Kits (enthält Ad-

juvanzien und Linker; Angabe des Herstellers) und nach 15 min 50 µl „Lösung B“ des 

MoMap-Kits (enthält den Sekundärantikörper; Angabe des Herstellers) zugege- 

ben. Dann wurde die Antikörperkomplex-Lösung für weitere 15 min inkubiert, bevor 

die Gefrierschnitte für 2 h mit jeweils 100 µl der Antikörperkomplex-Lösung in der 

Feuchtkammer inkubiert wurden. Die Reaktion mit DAB wurde maschinell im „Immu-

nostainer“ mit der NexES IHC Software 9.0 (Ventana Medical System, Tucson, AZ, 

USA) unter Verwendung des „iView™ DAB Detektionskits“ nach Herstellerangaben 

durchgeführt. Danach wurden die Objektträger erst 5 min in Seifenlauge, dann 5 min 

unter fließendem Leitungswasser gewaschen.  

Für die lichtmikroskopische Evaluierung wurden die Gefrierschnitte kontrastgefärbt. 

Die blaue Anfärbung der Zellkerne in den Gefrierschnitten wurde mit Hämatoxylinlö-

sung und anschließendem Waschen der Objektträger für etwa 5 min in Leitungs-

wasser und in destilliertem Wasser durchgeführt. Es folgten die rötliche Anfärbung 

des Cytosols mit Eosin Y-Lösung und die anschließende Dehydrierung der Gefrier-

schnitte in einer aufsteigenden Ethanolreihe (2 min 70%; 2 min 90%; 2 min 96%; 2x 

2 min 100% Ethanol). Nach einer weiteren Inkubation für 2 min in 100% Xylol wurden 

die Gefrierschnitte mit Pertex-Eindeckmittel und einem Glasplättchen eingedeckt und 

über Nacht bei etwa 60°C ausgehärtet.  
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Lichtmikroskopie 

Lichtmikroskopische Aufnahmen wurden über die gesamte Fläche der kontrastge-

färbten Gefrierschnitte mit Hilfe eines Axiovert-Lichtmikroskops mit der USB-Kamera 

und der Software Optimas Image Analysis v6.25 (Weiss Imaging and Solutions, 

Bergkirchen) bei Endvergrößerungen von 50fach, 100fach und 200fach angefertigt. 

Die Atemwege wurden anhand einer besonders intensiven Eosinfärbung und mor-

phologisch anhand von Epithelzellen mit großen, runden, basal gelegenen Zellker-

nen und der Wölbung des Cytoplasma ins Lumen der Atemwege identifiziert. Die 

Zuordnung der Atemwege in die vier Segmente (siehe Abbildung 2) erfolgte durch 

den (visuellen) Vergleich des luminalen Durchmessers, der Schichtdicke der umge-

benden glatten Muskulatur und der Lage auf dem Objektträger. Blutgefäße wurden 

anhand der glatten Zellflächen zur luminalen Seite hin und der abgeflachten, nadel-

förmigen Zellkerne identifiziert.  

Quantifizierung der Zellproliferation 

Die Zellproliferation wurde an jeweils einem Gefrierschnitt pro Tier für die einzelnen 

Atemwegssegmente getrennt ausgewertet. Hierfür wurde die Länge der Basalmem-

bran zwischen dem Bronchialepithel und der Muskulaturschicht um die Atemwege 

mit Hilfe der Software Optimas 6.25 bei einer 200fachen Vergrößerung im Licht-

mikroskop bestimmt (Abbildung 9). Es wurde in jedem der vier Atemwegssegmente 

(siehe Abbildung 2) jeweils eine Gesamtlänge der Basalmembran von mindestens 

1 mm ausgewertet. Entlang dieser Basalmembran wurde die Anzahl der BrdU-

positiven Zellen im Bronchialepithel im Lichtmikroskop ermittelt.  



Material und Methoden      49 

                    

Abbildung 9: Quantifizierung der Zellproliferation im Epithel eines terminalen Bronchiolus (TB) mit 
Hilfe des „Unit length labelling index“ (ULLI). Der ULLI beschreibt die Anzahl der Bromdesoxyuridin-
positiven Zellen (2 hiervon durch Sterne gekennzeichnet) entlang der Basalmembran (BM, grüne 
Linie). Die Länge wurde mit einem Computerprogramm bestimmt. Positive Zellen im Alveolargewebe 
(Alv) gehen nicht in die Bestimmung des ULLI ein. Der Balken repräsentiert eine Länge von 50 µm. 

 

Anschließend wurde für jedes Atemwegssegment der „Unit length labelling index“ 

(ULLI) als quantitatives Mass der Zellproliferation berechnet (Gleichung 17). Die Kali-

brierung der Längenmessung erfolgte anhand eines Objektträgers mit einer standar-

disierten 1 mm-Skala. 

 

(17) 
L

N
ULLI pos=  

ULLI  Unit length labelling index [mm-1] für ein Atemwegssegment 

Npos 

 

Summe der BrdU-positiven Zellen entlang der Basalmembran im 

Epithel der Atemwege innerhalb eines Atemwegssegments 

L Gesamtlänge der Basalmembran in einem Atemwegssegment [mm] 
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2.7 Etablierte analytische Verfahren 

2.7.1 Gaschromatographische Bestimmungen von Styrol   

Die Bestimmungen der Konzentration von Styrol in der Atmosphäre erfolgten mit ei-

nem Gaschromatographen (GC), der mit einem Flammenionisationsdetektor aus-

gestattet war. Dazu wurde mit einer gasdichten 5 ml-Einwegspritze die Gasprobe 

(3 ml) über eine 1,0 ml-Dosierschleife in den GC injiziert und über den GC-Injek- 

tor (300°C) auf die Säule übertragen. Die Dosiersch leife wurde nach jeder Proben-

aufgabe mit Stickstoff gespült. Die gaschromatographische Auftrennung erfolgte  

isotherm bei 220°C auf der mit Tenax TA gepackten S tahlsäule (1,5 m x 1/8“) mit 

Wasserstoff und synthetischer Luft bei einem Druck von jeweils 0,6 kg/cm2 und 

Stickstoff als Trägergas bei 2,0 kg/cm2. Die Detektion erfolgte bei konstant 210°C. 

Die Identifizierung von Styrol erfolgte anhand der Retentionszeit von 1,87 min.  

             

Abbildung 10: Chromatogramm einer Gasprobe (1,0 ml) aus der Atmosphäre einer Expositionskugel 
mit 40 ppm Styrol. Die spezifische Retentionszeit von Styrol betrug 1,87 min. 
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In Abbildung 10 ist exemplarisch ein Chromatogramm von Styrol dargestellt. Die  

Fläche der Detektorsignale wurde mit dem Integrator automatisch berechnet und 

anhand der Kalibrierungsgeraden in die Konzentration (ppm) umgerechnet. Für die 

Kalibrierung wurden Styrolkonzentrationen im Bereich von 20 bis 500 ppm in gas-

dicht verschlossenen Glasexsikkatoren unterschiedlicher Volumina (846 – 20245 ml) 

hergestellt. Dies erfolgte durch Injektion von flüssigem Styrol mittels einer Unimetrix-

Spritze durch ein teflonbeschichtetes Gummiseptum in den Exsikkator. Das flüssige 

Styrol verdampfte unmittelbar nach der Injektion. Um eine rasche und gleichmäßige 

Verteilung der Substanz zu erreichen, wurde die Gasatmosphäre mit einem Mag-

netrührer und mittels 10 ml-Einwegspritzen durchmischt. Jede Styrolkonzentration 

wurde dreifach bestimmt. Unter der Annahme, dass sich Styrol nach dem Verdam-

pfen wie ein ideales Gas verhält, wurde die aktuelle Konzentration von Styrol im Ex-

positionsgefäß mit den Gleichungen 18 und 19 berechnet. 

(18) 
akt

akt
akt p*T

T*MV*p
MV =  

MVakt aktuelles molares Volumen von Styrol [ml/mol] 

p Luftdruck unter Standardbedingungen: 760 Torr 

MV 

 

molares Volumen eines idealen Gases unter Standardbedingun-

gen: 22400 ml/mol 

Takt aktuelle Raumtemperatur [K] 

T Temperatur unter Standardbedingungen: 273,15 K 

pakt aktueller Luftdruck [Torr] 

  

(19) 
STEx

aktSTST
ST MG*V

a*MV*d*V
C =  

CST Konzentration von Styrol im Exsikkator [ppm] 

VST injiziertes Volumen an Styrol [µl] 
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dST spezifische Dichte von Styrol (25°C): 0,905 g/ml 

MVakt aktuelles molares Volumen von Styrol [ml/mol] 

a Umrechnungsfaktor: 1000 

VEx Volumen des Exsikkators [ml] 

MGST Molekulargewicht von Styrol (25°C): 104,15 g/mol 

 

Die um einen Leerwert korrigierten mittleren Flächen der Detektorsignale wurden 

gegen die jeweiligen Styrolkonzentrationen aufgetragen und die Kalibrierungsgerade 

durch lineare Regression durch den Nullpunkt bestimmt. Das Detektorsignal war 

über den gesamten Konzentrationsbereich von 20 bis 500 ppm Styrol linear (Abbil-

dung 11). Bei den Konzentrationsmessungen war der Variationskoeffizient kleiner als 

6%. Das Detektionslimit wurde nicht bestimmt, da es weit unterhalb der kleinsten 

eingesetzten Konzentration von 20 ppm Styrol lag. 

  

Abbildung 11: Kalibrierungsgerade zur Bestimmung der Styrolkonzentration in der Atmosphäre der 
Expositionskugel. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen (teilweise kleiner als das 
Symbol) dreier Messungen. 
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Vor jeder Expositionsperiode wurde eine Einpunkt-Kalibrierung durchgeführt. Hierzu 

wurde in einem Glasexsikkator (6490 ml) eine mittels der Gleichungen 18 und 19 

berechnete Styrolkonzentration eingestellt, die nahe der Ziel-Konzentration lag, und 

diese dreifach gaschromatographisch bestimmt. 

2.7.2 Bestimmung von Glutathion mittels eines Recyc ling-Tests 

Die Bestimmung des Glutathiongehalts als Summe von oxidiertem und reduziertem 

Glutathion erfolgte nach der Methode von Tietze (1969). Der enzymabhängige und 

damit GSH-spezifische Test basiert auf einer fortlaufenden Oxidation und Reduktion 

von Glutathion und der Derivatisierung des reduzierten Glutathions mit DTNB zu  

einem chromophoren Produkt (siehe Abschnitt 1.4.3).  

Für die GSH-Bestimmung wurden Lungen von Mäusen 20 min lang mit N2PBS in-

flatiert und anschließend Lungenhomogenat und -cytosol, wie in Abschnitt 2.3 be-

schrieben, hergestellt. Zu jeweils 65 µl Lungenhomogenat bzw. -cytosol wurden 65 µl 

10%ige meta-Phosphorsäure in N2PBS gegeben und für 2 min bei 16500 g zentri-

fugiert. Der Überstand (80 µl) wurde mit 4 µl Triethanolamin (4 mmol/l in destilliertem 

Wasser) versetzt. Ein Teil der Lösung (50 µl) wurde anschließend zu einem Gemisch 

aus 800 µl eines Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)-haltigen Natriumphosphat-

puffers (19 ml 0,2 mol/l Natriumdihydrogenphosphat, 81 ml 0,2 mol/l Dinatrium-

hydrogenphosphat, 100 ml doppelt-destilliertes Wasser, EDTA-Endkonzentration: 

1 mmol/l, pH 7,4), 50 µl Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH; 4,5 mg/ml 

in 1%iger Natriumhydrogencarbonatlösung) und 20 µl Glutathion-Reduktase (Emul-

sion 1 : 11 in EDTA-haltigem Natriumphosphatpuffer verdünnt) zugegeben. Die Farb-

reaktion wurde durch die Zugabe von 10 µl DTNB-Lösung (50 mg DTNB und 15 mg 

Natriumhydrogencarbonat pro 10 ml EDTA-haltigem Natriumphosphatpuffer) ge-

startet. Nach einer Inkubationszeit von 10 sec wurde die Extinktion bei 405 nm über 

einen Zeitraum von 2 min gemessen und der GSH-Gehalt aus der konstanten Extink-
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tionsänderung pro Minute berechnet. Die Messungen der Lungenhomogenate und  

-cytosole wurde in Duplikaten durchgeführt. Zur Kalibrierung wurde oxidiertes Glu-

tathion in Konzentrationen von 0,006 - 0,05 mmol/l in N2PBS verwendet. Als Leer-

wert diente N2PBS anstelle von GSSG. Die um den Leerwert bereinigten Extinktions-

änderungen waren proportional zur eingesetzten Konzentration an GSH-Äquiva-

lenten, wobei ein Molekül GSSG zwei GSH-Äquivalenten entsprach (Abbildung 12).  

       

Abbildung 12: Kalibrierungsgerade des Glutathion-Recycling-Tests mit oxidiertem Glutathion in Kon-
zentrationen von 0,006 - 0,05 mmol/l als Standard. Dargestellt sind jeweils Einzelmesswerte. Ein 
Molekül oxidiertes Glutathion entspricht der Summe aus zwei Äquivalenten an reduziertem Glutathi-
on (GSH). 

 

2.7.3 Proteinbestimmung 

Die Proteinbestimmung in Homogenat- und Cytosolproben wurde nach der Methode 

von Bradford (1976) durchgeführt. Die Methode basiert auf der Reaktion des Farb-

stoffs Coomassie-Blau mit basischen und aromatischen Aminosäuren, bei der es zu 

einer Verschiebung des Absorptionsmaximums der Farbstofflösung von 465 nach 

595 nm kommt (Bradford, 1976).  
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Das kommerziell erhältliche Farbreagenzkonzentrat (siehe Abschnitt 2.1) wurde  

im Verhältnis 1 : 4 mit doppelt-destilliertem Wasser verdünnt. Jeweils 10 µl des  

Lungenhomogenats oder -cytosols (siehe Abschnitte 2.3.1 und 2.3.2) wurden mit 

1 ml der verdünnten Farbreagenzlösung in einer Einmalküvette vermischt, für 5 min 

bei Raumtemperatur inkubiert und die Extinktion bei 595 nm mit einem Photometer  

in Duplikaten gemessen. Zu Beginn jeder Versuchsreihe wurde eine Kalibrierungs-

gerade erstellt. Hierfür wurden frisch hergestellte Verdünnungen des Proteinstan-

dards (siehe Abschnitt 2.1) mit N2PBS mit Konzentrationen zwischen 0,25 und 

2,5 mg Protein/ml sowie ein Leerwert aus N2PBS verwendet. Die Bestimmung der 

Proteinkonzentration der Proben erfolgte dann unter Berücksichtigung des Leer- 

werts anhand der Steigung und des Achsenabschnitts der Kalibriergeraden (Abbil-

dung 13). 

       

Abbildung 13: Kalibrierungsgerade für die Proteinbestimmung nach der Methode von Bradford 
(1976). Dargestellt sind jeweils einzelne Messwerte. 
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2.8 Statistische Auswertung 

Statistische Analysen wurden mit Hilfe des Programms GraphPad Prism 4 für Win-

dows (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) durchgeführt. Für den Vergleich 

zweier Behandlungsgruppen wurde der ungepaarte, zweiseitige Student t-Test ver-

wendet. Bei mehr als zwei Behandlungsgruppen wurde eine einfaktorielle Varianz-

analyse (one-way ANOVA) mit anschließendem Dunnetts Post-Hoc-Test durch-

geführt. Als Kriterium für statistisch signifikante Unterschiede wurde allen Tests ein 

Signifikanzniveau von p < 0,05 zugrunde gelegt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Entwicklung der Methode zur Bestimmung von Glut athion in der Maus-

lunge 

Bevor die Methode zur Bestimmung von GSH im Lungengewebe mit MCB entwickelt 

wurde, wurden bereits beschriebene Methoden für den histochemischen Nachweis 

von GSH in Gefrierschnitten mit Hilfe der Farbstoffe Mercury Orange (Asghar et al., 

1975; Chieco und Boor, 1983; Moussa und Forkert, 1992) und Mersalyl (Sippel, 

1978) auf ihre Eignung untersucht. Beide Färbetechniken beruhen auf einer irrever-

siblen Reaktion des quecksilberhaltigen Farbstoffs mit der Thiolgruppe des GSH un-

ter der Bildung eines schwerlöslichen Komplexes, der im Gewebeschnitt präzipitiert. 

Mit beiden Farbstoffen gelang es jedoch nicht, GSH in der Mauslunge reproduzierbar 

anzufärben und zu quantifizieren (zur möglichen Ursache siehe Diskussion). MCB 

hingegen erwies sich schließlich für die Bestimmung von GSH im Gefrierschnitt  

sowie im Lungenhomogenat und -cytosol als geeignet. MCB hat ein Molekularge-

wicht von 226,66 g/mol und ist selbst nur schwach-fluoreszierend. Im ungeladenen 

Zustand kann MCB Zellmembranen passieren (Cook et al., 1991; Fernández-Checa 

und Kaplowitz, 1990; Kosower et al., 1979). Katalysiert über GSTs erfolgt die  

Reaktion von MCB mit intrazellulärem GSH überwiegend im Cytoplasma zu einem 

Konjugat (Abbildung 14), das stark fluoresziert und nicht zellmembrangängig ist 

(Fernández-Checa und Kaplowitz, 1990; Rice et al., 1986). Das Wellenlängenspek-

trum für die Anregung und Emission des in-vitro-hergestellten MCB-GSH-Konjugats 

ist in Abbildung 15 dargestellt.  
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Abbildung 14: Konjugation von Monochlorbiman (MCB) mit Glutathion (GSH), katalysiert durch Glu-
tathion-S-Transferasen (GST). Das entstehende MCB-GSH-Konjugat ist stark fluoreszierend. 

 

 

 

Abbildung 15: Fluoreszenzanregungs- und Fluoreszenzemissionsspektrum von in-vitro-hergestelltem 
Konjugat aus Glutathion (0,1 mmol/l) und Monochlorbiman (1,125 mmol/l) (siehe Abschnitt 2.4). Das 
Anregungsspektrum wurde mit einem Monochromator bei konstanter Emission von 485 nm, das 
Emissionsspektrum bei konstanter Anregung mit 385 nm, in 2 nm-Messschritten mit einem Fluores-
zenzmessgerät (Tecan i-control; Tecan Group, Männedorf, Schweiz) im Top-Reading-Modus auf-
genommen.  
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3.1.1 Bestimmung von Glutathion in Homogenat und Cy tosol 

Sensitivität und Linearität  

Die Fluoreszenz des bei der In-vitro-Reaktion von MCB und GSH entstandenen  

Konjugats war bei einem jeweils 2,25fach molaren Überschuss von MCB gegenüber 

GSH im Bereich der GSH-Konzentrationen von 0,4 bis 200 µmol/l linear und damit 

auch im Bereich der für die Kalibrierungen der GSH-Bestimmungen im Lungen-

homogenat und -cytosol eingesetzten GSH-Konzentrationen (3 bis 200 µmol/l) 

(Abbildung 16).  

    

Abbildung 16: Fluoreszenzintensität des in-vitro-synthetisierten Konjugats (siehe Abschnitt 2.4) aus 
Glutathion (GSH) und Monochlorbiman (MCB) mit GSH-Endkonzentrationen von 0,4 bis 200 µmol/l 
und jeweils 2,25fach molarem Überschuss von MCB gegenüber GSH. Der Konzentrationsbereich 
von 0 bis 6,25 µmol/l GSH ist vergrößert dargestellt. Die Quantifizierungsgrenze (Q) wurde auf 
2 µmol/l GSH festgelegt. Der Bereich von 3 bis 200 µmol/l GSH wurde für die Kalibrierung der GSH-
Bestimmungen im Lungenhomogenat und –cytosol verwendet. Dargestellt sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen (teilweise kleiner als das Symbol) von drei unabhängigen Reaktionsansät-
zen, korrigiert um den jeweiligen Leerwert an MCB (siehe Abschnitt 2.4).  
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Bei der niedrigsten eingesetzten GSH-Konzentration von 0,4 µmol/l betrug das  

Signal-Rausch-Verhältnis aufgrund des gerätespezifischen Hintergrundes lediglich 

1,5. Für eine verlässliche Quantifizierung von GSH wurde ein Signal-Rausch-

Verhältnis von mindestens 3 als erforderlich erachtet. Daher wurde die Quantifi-

zierungsgrenze für den MCB-Test auf 2 µmol/l GSH festgelegt. Bei Anwendung des 

Standardprotokolls (siehe Abschnitte 2.3 und 2.4) wurden GSH-Konzentrationen 

zwischen 24 und 41 µmol/l im Homogenat und zwischen 56 und 83 µmol/l im Cytosol 

von normalen Mauslungen gemessen. Die Proteinkonzentrationen lagen zumeist 

zwischen 0,7 und 1,2 mg/ml (Cytosol) bzw. 0,9 und 1,5 mg/ml (Homogenat). Die 

Schwankungen von GSH und Proteinmenge dürften hauptsächlich auf unvermeid-

bare, unterschiedliche Puffermengen pro Lunge bei der Inflation und Gewebeauf-

bereitung zurückzuführen sein. Da bekannt ist, dass der Proteingehalt der Lunge 

konstant ist (Bradley et al., 1974), wurden die GSH-Konzentration im Folgenden auf 

den Proteingehalt bezogen.  

 

Die Fluoreszenzintensität des bei der Inflation entstandenen MCB-GSH-Konjugats 

war in verschiedenen Verdünnungen von Lungenhomogenaten dreier Mäuse mit 

Proteingehalten von etwa 0,2 bis mindestens 3,1 mg/ml proportional zum GSH-

Gehalt (Abbildung 17). In diesem Bereich war das Verhältnis von GSH zu Protein  

in den verschiedenen Verdünnungen mit Werten zwischen 20 und 23 (Maus 1), 24 

und 27 (Maus 2) und 27 und 31 (Maus 3) konstant. Der über alle drei Tiere ge-

wonnene Mittelwert für das GSH-Protein-Verhältnis und die entsprechende Stan-

dardabweichung betrug 25,8 ± 4,1. Bei Proteingehalten von weniger als 0,2 mg/ml 

fiel das Verhältnis von GSH zu Protein deutlich ab.  
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Abbildung 17: Fluoreszenzintensität des Konjugats aus Monochlorbiman (MCB) und Glutathion 
(GSH) in verschiedenen Verdünnungen von Lungenhomogenaten dreier Kontrollmäuse in Abhän-
gigkeit vom GSH- bzw. Proteingehalt. Von jeder Maus wurden ein Lungenhomogenat mit einem  
Gewichtsanteil des inflatierten Gewebes von 12,5% hergestellt und dieses mit stickstoffgesättigter, 
phosphatgepufferter Kochsalzlösung zu Konzentrationen von 0,25 - 10% Gewichtsanteilen verdünnt. 
Der Proteingehalt jeder Verdünnung wurde rechnerisch aus der Proteinbestimmung, die mit dem  
auf 5% verdünnten Homogenat durchgeführt wurde, ermittelt. Die Konzentration von GSH wurde 
anhand einer Kalibrierungsgeraden aus in-vitro-hergestelltem MCB-GSH-Konjugat bestimmt (siehe 
Abschnitt 2.4). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen (teilweise kleiner als das 
Symbol) von jeweils drei Messungen jeder einzelnen Homogenatverdünnung einer Maus, korrigiert 
um den jeweiligen Leerwert an MCB (siehe Abschnitt 2.4). Linie: Regressionsgerade über alle Werte. 

 

Der Einfluss von Bestandteilen des Homogenats auf die Proportionalität zwischen 

der Konzentration an MCB-GSH-Konjugat und der Fluoreszenzintensität wurde  

anhand eines „simulierten Lungenhomogenats“ überprüft. Hierzu wurden mittels  

definierten, in-vitro-synthetisierten MCB-GSH-Konjugatlösungen (siehe Abschnitt 

2.4) sowie verschiedener Verdünnungen eines GSH-depletierten Lungenhomoge-

nats unterschiedliche Verhältnisse von Protein zu zugegebenem GSH im Bereich 

von 4 – 400 nmol GSH/mg Protein gewählt (Abbildung 18). Die Fluoreszenzintensität 
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des Konjugats war unabhängig von der eingesetzten Homogenatkonzentration mit 

Proteingehalten von 0 - 1,6 mg/ml über einen Konzentrationsbereich von 0 bis 

100 µmol/l GSH linear (Geradengleichungen: y0 mg Protein/ml = 161x + 115, R2= 0,9999; 

y0,25 mg Protein/ml = 159x + 400, R2= 0,9998; y0,64 mg Protein/ml = 161x + 703, R2= 0,9999; 

y1,28 mg Protein/ml = 166x + 1071, R2= 0,9999; y1,60 mg Protein/ml= 163x + 1501, R2= 0,9999). 

                

Abbildung 18: Fluoreszenz von in-vitro-hergestelltem Konjugat aus Glutathion (GSH) und Mono-
chlorbiman (siehe Abschnitt 2.4) in Abhängigkeit von der Proteinkonzentration eines Lungenhomoge-
nats. Ein Gemisch aus den Lungenhomogenaten (Gewichtsanteil des inflatierten Gewebes: 12,5%) 
dreier BSO + DEM-behandelter Mäuse (siehe Abschnitt 2.2.1) wurde mit 2-Chloracetophenon (End-
konzentration: 0,2 mmol/l) versetzt und nach einer Inkubation für 15 min bei 37°C mit stickstoffgesät-
tigter, phosphatgepufferter Kochsalzlösung zu Konzentrationen von 2 - 10% Gewichtsanteilen ver-
dünnt. Jeweils 25 µl der Homogenatverdünnung wurde zu 25 µl Konjugatlösung (MCB-GSH-
Konzentrationen: 0, 12,5, 50, 200 µmol/l) gegeben und die Fluoreszenzintensität nach Proteinfällung 
durch zugegebenes Acetonitril und anschließender Zentrifugation (siehe Abschnitt 2.4) bestimmt. 
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen (teilweise kleiner als das Symbol) von drei 
verschiedenen Reaktionsansätzen jeweils korrigiert um den jeweiligen Leerwert an MCB (siehe Ab-
schnitt 2.4). Linie: Regressionsgerade für die Proteinkonzentration von 0 mg/ml.  

 

Aus den Zunahmen der Y-Abschnitte ergibt sich eine mittlere Fluoreszenzintensität 

von 918 ± 165 willkürlichen Einheiten/mg Protein/ml Homogenat (n = 4) beziehungs-

weise 5,0 ± 0,31 nmol GSH/mg Protein. Somit dürfte die zur eingesetzten Protein-

konzentration proportionale Zunahme der Fluoreszenzintensitäten das nach Protein-
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fällung und Depletion im Lungenhomogenat verbliebene GSH darstellen, da in einer 

direkten Bestimmung des GSH-Gehalts in diesem Lungenhomogenat mittels MCB-

Test ein ähnlicher Hintergrundwert von 3,0 ± 0,2 nmol GSH/mg Protein (n = 3) ermit-

telt wurde. Der Hintergrund beeinträchtigte die Steigungen der Geradengleichungen 

von im Mittel 162 ± 2,6 willkürlichen Fluoreszenzeinheiten/µmol GSH/l (n = 5) nicht 

(siehe Abbildung 18). Bei den experimentellen GSH-Bestimmungen wurden für die 

Kalibrierungen der jeweilige Achsenabschnitt und die Steigung jeweils neu ermittelt. 

Spezifität der Reaktion von Monochlorbiman mit Glut athion 

Zur Überprüfung der Spezifität des neuentwickelten MCB-Tests für die Bestimmung 

von GSH wurde die Reaktion von MCB mit GSH und mit dem niedermolekularen  

Thiol N-Acetylcystein (NAC) in vitro in An- und Abwesenheit von GST (zugegeben 

als GSH-depletiertes Lebercytosol einer Ratte; siehe Abschnitt 2.4) untersucht (Ab-

bildung 19). Die enzymatische Reaktion zwischen GSH und MCB führte zu einem 

sofortigen, steilen Anstieg des Fluoreszenzsignals zu einem Plateau, das bei den 

eingesetzten GSH-Konzentrationen von 0,05 bzw. 0,1 mmol/l nach ca. 20 min er-

reicht wurde. Eine weitere Zugabe von Lebercytosol nach 60 min beeinflusste die 

Fluoreszenzintensität des MCB-GSH-Konjugats nicht. Die Fluoreszenzintensität 

nach der nicht-enzymatischen Reaktion von MCB mit GSH betrug bei den gleichen 

eingesetzten Konzentrationen nach 60 min im Mittel lediglich 4,0% (0,05 mmol/l 

GSH) bzw. 5,6% (0,1 mmol/l GSH) des Wertes der GST-abhängigen Reaktion. Wur-

de dann Lebercytosol hinzugegeben, stieg die Fluoreszenzintensität innerhalb von 

20 min bis etwa zum Plateauwert der GST-abhängigen Reaktion an (Abbildung 19). 
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Mit NAC als Substrat war die Fluoreszenz mit und ohne GST äußerst gering. So be-

trug die mittlere Fluoreszenzintensität nach 100 min in Anwesenheit von GST 2,4% 

(0,05 mmol/l NAC) bzw. 5,0% (0,1 mmol/l NAC) und in Abwesenheit von GST nur 

2,7% (0,05 mmol/l NAC) bzw. 3,3% (0,1 mmol/l NAC) des Wertes der GST-abhän-

gigen Reaktion von GSH mit MCB (Abbildung 19).  

   

Abbildung 19: In-vitro-Reaktion von 75 µl Monochlorobiman (MCB; 0,225 mmol/l bzw. 0,45 mmol/l) 
mit 75 µl Glutathion (GSH; leere und gefüllte Kreise) oder N-Acetylcystein (leere und gefüllte Drei-
ecke) in Konzentrationen von 0,1 mmol/l (geschlossene Symbole) und 0,2 mmol/l (offene Symbole) 
in Anwesenheit (rote Symbole) und Abwesenheit (schwarze Symbole) von Glutathion-S-Trans-
ferasen (zugegeben als GSH-depletiertes Rattenlebercytosol; siehe Abschnitt 2.4). Für die nicht-
enzymatische Reaktion wurde anstelle von 2,14 µl Rattenlebercytosol stickstoffgesättigte, phosphat-
gepufferte Kochsalzlösung zugegeben. Die Pfeile zeigen die Zugabe von GSH-depletierten Ratten-
lebercytosol an. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen (teilweise kleiner als 
das Symbol) aus jeweils drei unabhängigen Reaktionsansätzen, korrigiert um den jeweiligen Leer-
wert an MCB (siehe Abschnitt 2.4). 
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Richtigkeit der Bestimmung von Glutathion 

Zur Ermittlung der Richtigkeit der MCB-basierten GSH-Bestimmung wurde GSH 

ebenfalls mit dem GSH-Recycling-Test (siehe Abschnitt 2.7.2) in Lungenhomogenat 

und -cytosol von Kontrollmäusen und BSO + DEM-behandelten Tieren bestimmt 

(Abbildung 20). Mit der MCB-basierten Methode wurde im Lungenhomogenat von 

drei Kontrollmäusen eine durchschnittliche GSH-Konzentration von 22,8 ± 0,9 nmol 

GSH/mg Protein ermittelt. Die Bestimmung von GSH mit dem GSH-Recycling-Test 

war im Lungenhomogenat dreier anderer Mäuse mit einer GSH-Konzentration von 

19,0 ± 4,3 nmol GSH/mg Protein statistisch nicht signifikant unterschiedlich. Auch im 

Lungencytosol von Kontrolltieren wurden mit beiden Methoden statistisch nicht sig-

nifikant unterschiedliche Werte von 51,1 ± 16,4 nmol GSH/mg Protein (MCB-Test) 

beziehungsweise 44,8 ± 6,7 nmol GSH/mg Protein (GSH-Recycling-Test) erhalten 

(Abbildung 20). 

 

Nach der Behandlung von Mäusen mit BSO + DEM wurde mit beiden Tests im Lun-

genhomogenat eine drastische Abnahme der GSH-Konzentration auf weniger als 3% 

des Kontrollwerts festgestellt (Abbildung 20). Im Lungencytosol der gleichen Tiere, 

bei denen auch GSH im Homogenat bestimmt worden war, wurde mit der neuent-

wickelten Testmethode ein signifikant höherer GSH-Gehalt als mit dem GSH-

Recycling-Test nachgewiesen. Die Ursache für diesen Unterschied zwischen beiden 

Testmethoden bei der GSH-Bestimmung im Cytosol ist unklar. 
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Abbildung 20: Vergleich der Bestimmung von Glutathion (GSH) mittels des neuen Monochlorbiman-
basierten Tests (MCB-Test) und des GSH-Recycling-Tests. Untersucht wurde der GSH-Gehalt im 
Lungenhomogenat und -cytosol von Kontrollmäusen und Mäusen, die mit L-Buthioninsulfoximin 
(BSO) und Diethylmaleat (DEM) (siehe Abschnitt 2.2.1) behandelt waren. Für den MCB-Test wurden 
die Lungen der Mäuse mit 2,25 mmol/l MCB-Lösung inflatiert und das Konjugat aus MCB und GSH 
fluorometrisch bestimmt (siehe Abschnitt 2.4). Für den GSH-Recycling-Test wurden die Lungen mit 
stickstoff-gesättigter, phosphatgepuffer Kochsalzlösung inflatiert und der Gesamtgehalt an reduzier-
tem und oxidiertem Glutathion bestimmt (siehe Abschnitt 2.7.2). Dargestellt sind Mittelwer-
te und Standardabweichungen von jeweils drei Tieren.  
* statistisch signifikante Unterschiede zwischen beiden Testmethoden (p < 0,05) 
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Einfluss von Inflationszeit und Konzentration von M onochlorbiman auf die Be-

stimmung von Glutathion 

In Abbildung 21 ist die analysierte Konzentration des in-situ-gebildeten Konjugats 

aus GSH und MCB in Abhängigkeit von der Inflationszeit und der bei der Inflation 

eingesetzten MCB-Konzentration dargestellt. Bei Inflationen von Mauslungen mit 

einer 2,25 mmolaren MCB-Lösung über Zeiträume von 5 bis 60 min änderte sich der 

GSH-Gehalt im Homogenat sowie im Cytosol nur unwesentlich, wie anhand der  

äußerst geringen Steigungen der Regressionsgeraden zu sehen ist (Abbildung 21).  

 

Bei Inflationen mit einer 2,22fach konzentrierteren MCB-Lösung anstelle der im 

Standardprotokoll verwendeten MCB-Konzentration von 2,25 mmol/l wurden weder 

im Homogenat noch im Cytosol statistisch signifikant verschiedene GSH-Gehalte 

bestimmt. Bei Verwendung einer Konzentration von 1,125 mmol/l MCB anstelle der 

2,25 mmolaren Inflationslösung wurden bei Inflationszeiten von 20 und 30 min etwas 

geringere GSH-Gehalte erhalten. Möglicherweise war diese MCB-Konzentration zu 

gering, um einen vollständigen GSH-Umsatz zu erzielen.  
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Abbildung 21: Einfluss der Inflationszeit und der Konzentration von Monochlorbiman in der Inflations-
lösung auf die Bestimmung von Glutathion (GSH). Die Lunge von jeweils einer Kontrollmaus wurde 
in situ mit einer MCB-Lösung von 2,25 oder 5 mmol MCB/l über Zeiträume von 5, 10, 20, 30, 45 oder 
60 min inflatiert bzw. mit MCB-Lösung von 1,125 mmol MCB/l über Zeiträume von 20 oder 30 min 
inflatiert. Die GSH-Gehalte im Homogenat bzw. Cytosol dann fluorometrisch bestimmt (siehe Ab-
schnitt 2.4). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikatmessungen von 
jeweils einem Tier. Linien: Regressionsgeraden über alle gleichfarbig dargestellten Messwerte. 
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3.1.2 Bestimmung von Glutathion in Gefrierschnitten  

In Gefrierschnitten von MCB-inflatierten Mauslungen fand sich Fluoreszenz in ver-

schiedenen Geweben, nicht jedoch im Lumen der Atemwege, der Blutgefäße und 

der Alveolen (Abbildung 22). Dabei zeichneten sich bei den Kontrollmäusen das 

Bronchialepithel, die glatte Muskulatur der Atemwege und Blutgefäße sowie das En-

dothel der Blutgefäße durch hohe Fluoreszenzintensitäten aus. Alveolargewebe und 

Bindegewebe hingegen fluoreszierten meist nur schwach. Nach Behandlung der Tie-

re mit BSO + DEM war die Fluoreszenzintensität im Epithel aller Atemwegssegmente 

deutlich reduziert. In den Blutgefäßen und den glatten Muskulaturschichten änderte 

sich die Fluoreszenz im Vergleich zur Kontrolle nicht (Abbildung 22). 

    

Abbildung 22: Fluoreszenz- und entsprechende lichtmikroskopische Aufnahmen von Gefrierschnitten 
der Lunge einer Kontrollmaus (A bzw. C) und einer mit L-Buthioninsulfoximin und Diethylmaleat be-
handelten Maus (B bzw. D). Die Fluoreszenzintensität des Konjugats aus Monochlorbiman und Glu-
tathion ist in Falschfarben in willkürlichen Einheiten auf einer Skala von Schwarz (niedrig) bis Rot 
(hoch) dargestellt. Weiße Vierecke markieren Regionen (ROI) mit jeweils 64 Einzelmessungen für 
die quantitative Auswertung des GSH-Status. Die Balken entsprechen 50 µm. 
Alv: Alveolargewebe; B: Atemweg (Bronchiolus); Bl: Blutgefäß 
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Innerhalb des Bronchialepithels waren die einzelnen Fluoreszenzintensitäten gene-

rell sehr unterschiedlich. Abbildung 23 zeigt die Häufigkeitsverteilungen der Intensitä-

ten in jedem der vier Atemwegssegmente bei Kontrolltieren und BSO + DEM-behan-

delten Tieren. Jede Verteilung besteht aus insgesamt 2880 gemessenen Fluores-

zenzintensitäten, die sich aus 15 Regionen (ROI) pro Tier mit jeweils 64 Einzel-

messungen pro ROI und drei Tieren pro Behandlungsgruppe zusammensetzen. Bei 

Kontrollmäusen war in den proximalen Bronchi eine große Bandbreite an Fluores-

zenzintensitäten über einen Bereich von 0 bis ca. 2500 willkürlichen Einheiten vor-

handen. Die meisten Intensitäten lagen dabei zwischen 450 und 1100 willkürlichen 

Einheiten. In distaler Richtung der Atemwegssegmente waren die Häufigkeitsver-

teilungen bei den Kontrolltieren zu immer niedrigeren Intensitäten hin verschoben.  

In den terminalen Bronchioli von Kontrollmäusen wurden oberhalb von 1300 willkür-

lichen Einheiten keine Fluoreszenzintensitäten gemessen; das Maximum der Häufig-

keitsverteilung lag zwischen 100 und 500 willkürlichen Einheiten (Abbildung 23).  

 

Nach Behandlung von Mäusen mit BSO + DEM waren die Häufigkeitsverteilungen in 

allen vier Atemwegssegmenten nahezu identisch mit den Fluoreszenzintensitäten in 

einem sehr engen Bereich zwischen 0 und 500 willkürlichen Einheiten und einem 

Häufigkeitsmaximum bei ca. 100 willkürlichen Einheiten (Abbildung 23). 
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Abbildung 23: Häufigkeitsverteilungen der Fluoreszenzintensitäten des Konjugats aus Monochlor-
biman und Glutathion im Epithel der vier Atemwegssegmente von Kontrollmäusen (schwarze Sym-
bole) und Mäusen, die mit L-Buthioninsulfoximin und Diethylmaleat (weiße Symbole) behandelt wa-
ren (siehe Abschnitt 2.2.1). Die Symbole repräsentieren die absoluten Häufigkeiten der Fluoreszenz-
intensitäten aus 2880 Messungen pro Atemwegssegment von drei Tieren mit jeweils 15 Regionen 
und 64 Einzelmessungen pro Region. Jede Fluoreszenzintensität wurde um den allgemeinen Fluo-
reszenzhintergrund von 119 willkürlichen Einheiten korrigiert (siehe Abschnitt 2.5). 
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Die Quantifizierung von GSH in Gefrierschnitten der Mauslunge ist unter der Vor-

aussetzung möglich, dass die Reaktion von MCB mit GSH spezifisch für GSH ist. Zur 

Überprüfung der Spezifität wurden deshalb mögliche unspezifische Reaktionen von 

MCB im Lungenhomogenat untersucht und anschließend rechnerisch auf Gefrier-

schnitte übertragen (siehe Abschnitt 2.5). Der Anteil der Fluoreszenz aufgrund un-

spezifischer Reaktionen von MCB entsprach der Differenz der Fluoreszenzintensi-

täten im Lungenhomogenat MCB-inflatierter Mäuse vor und nach der Fällung hoch-

molekularer Zellbestandteile. Da die Bestimmung dieses Anteils umso genauer wird, 

je geringer die GSH-Konzentration und die damit verbundene Fluoreszenz des MCB-

GSH-Konjugats im Homogenat ist, wurde für die Untersuchungen das Lungenho-

mogenat einer BSO + DEM-behandelten Maus mit einem Restgehalt von 3 nmol 

GSH/mg Protein eingesetzt. Nach der Fällung der Proteine des Homogenats betrug 

der Anteil der unspezifischen Fluoreszenz von MCB 66% an der Gesamtfluoreszenz 

(Abbildung 24). In Gefrierschnitten betrug der Mittelwert aller Summen der Einzelin-

tensitäten über alle ROI und alle Atemwegssegmente von den drei BSO + DEM-

behandelten Tieren ( totalSI ; siehe Abschnitt 2.5) 13894 willkürliche Einheiten. Bei  

einer Annahme von einem Anteil von 66% unspezifischer Bindungen von MCB, wie 

im Lungenhomogenat bestimmt, ergab sich für Gefrierschnitte ein Hintergrundwert 

( chunspezifisSI ) von 9170 willkürlichen Einheiten. Dieser Wert wurde bei der Quanti-

fizierung von GSH von jeder Summe der Einzelintensitäten in einem ROI (SIROI) sub-

trahiert. Je nach GSH-Gehalt der Atemwegssegmente entsprach der Hintergrund-

wert zwischen 11% (mittlere Bronchioli der gegen 40 ppm Styrol exponierten Tiere; 

Tabelle 2) und 40% der Gesamtfluoreszenz (terminale Bronchioli der Kontrolltiere; 

Tabelle 1).  
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Abbildung 24: Bestimmung des Anteils der Fluoreszenz der unspezifischen Bindungen von Mono-
chlorbiman (MCB) im Lungenhomogenat. Hierfür wurde die Fluoreszenzintensität des Konjugats aus 
MCB und Glutathion im Lungenhomogenat einer mit L-Buthioninsulfoximin und Diethylmaleat be-
handelten Maus (siehe Abschnitt 2.2.1) vor und nach der Fällung von Proteinen mit Acetonitril (siehe 
Abschnitt 2.4) bestimmt. Der Anteil der unspezifischen Bindung von MCB ergibt sich aus der Diffe-
renz beider Messungen. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen dreier Messungen. 

 

Die gewogenen Mittel der Summen der Einzelintensitäten der ROIs (
Segment
gewogenSI ; siehe 

Abschnitt 2.4) als Maß für den GSH-Gehalt in den Atemwegssegmenten von Kon-

trolltieren und BSO + DEM-behandelten Tieren sowie die daraus berechneten GSH-

Gehalte in nmol/mg Protein sind in Tabelle 1 zusammengefasst. In Kontrolltieren 

wurden die mit 46224 ± 17748 willkürliche Einheiten bzw. 13,5 ± 5,2 nmol/mg Protein 

höchsten GSH-Gehalte in den proximalen Bronchi bestimmt. In distaler Richtung  

der Atemwegssegmente nahm der GSH-Gehalt bis auf 13444 ± 6971 willkürlichen 

Einheiten bzw. 3,9 ± 2,0 nmol/mg Protein in den terminalen Bronchioli ab. Nach der 

Behandlung von Mäusen mit BSO + DEM betrugen die GSH-Gehalte in allen Atem-

wegssegmenten lediglich 14 - 24% der entsprechenden Kontrollwerte. Die größte 
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Abnahme der GSH-Konzentration fand dabei in den terminalen Bronchioli, die ge-

ringsten Abnahme in den mittleren Bronchi statt (Tabelle 1). 

Tabelle 1: Glutathion (GSH) als Summe der Fluoreszenzintensitäten (
Segment
gewogenSI ) des Konjugats aus 

Monochlorbiman und GSH sowie der berechnete GSH-Gehalt im Bronchialepithel verschiedener 
Atemwegssegmente von Kontrollmäusen und von Mäusen, die mit L-Buthioninsulfoximin (BSO) und 
Diethylmaleat (DEM) behandelt waren (siehe Abschnitt 2.2.1).  

GSH, Kontrolle  GSH, BSO + DEM 
 Atemwegssegment 

 
Segment
gewogenSI # 

[willkürliche  
Einheiten] 

Gehalt† 

[nmol/mg 
Protein] 

 

Segment
gewogenSI # 

[willkürliche  
Einheiten] 

Gehalt† 

[nmol/mg 
Protein] 

 proximale Bronchi 46224 ± 17748 (3-4)§ 13,5 ± 5,2  6520 ± 5160* (2-3)§ 1,9 ± 1,5* 

 mittlere Bronchi 32218 ± 12730 (4-5)§   9,4 ± 3,7  7578 ± 5187* (3-4)§ 2,2 ± 1,5* 

 distale Bronchioli 20536 ± 10276 (5)§   6,0 ± 3,0  4274 ± 3424* (3-5)§ 1,2 ± 1,0* 

 terminale Bronchioli 13444 ±   6971 (5)§   3,9 ± 2,0  1864 ± 2768* (5)§ 0,5 ± 0,8* 

# gewogenes Mittel der Summen der Einzelintensitäten ± gewogene Standardabweichung (n = 45)  
  von drei Tieren mit jeweils 15 ausgewerteten Regionen (ROI) pro Segment und Tier 
§ Anzahl der ausgewerteten Atemwege pro Tier in Klammern 
† berechnet auf Grundlage eines GSH-Gehalts von 6,0 nmol/mg Protein in den distalen Atemwegen  
  von Kontrollmäusen (Plopper et al., 2001) 
* statistisch signifikant verschieden vom entsprechenden Kontrollwert (p < 0,05) 

 

3.2 Exposition gegen Styrol - Glutathionstatus und Zellproliferation in der 

Mauslunge 

3.2.1 Glutathion in der Gesamtlunge im Verlauf drei tägiger Expositionen 

Abbildung 25 zeigt die Änderung des mit dem neuen Verfahren ermittelten GSH-

Gehalts im Lungenhomogenat von Mäusen über einen Zeitraum von drei Tagen 

während und nach bis zu 6 h/Tag andauernden Expositionen gegen 40 und 160 ppm 

Styrol. Am Ende jeder Expositionsperiode nahmen - mit Ausnahme der Exposition 

gegen 40 ppm Styrol am Tag 2 - die mittleren GSH-Gehalte konzentrationsabhängig 

um bis zu 47% im Vergleich zum Wert zu Beginn der jeweiligen Exposition ab. Im 

Anschluss an einmalige Expositionen stiegen die GSH-Gehalte unabhängig von der 

Expositionskonzentration innerhalb von 18 h auf 110% des Kontrollwertes an. Bis  

zu drei Tage nach den einmaligen Styrolexpositionen waren die GSH-Gehalte nicht 
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signifikant (40 ppm) bzw. signifikant (160 ppm) gegenüber dem Kontrollwert erhöht. 

Nach zweimaligen Expositionen der Tiere waren die GSH-Gehalte 18 h nach Expo-

sitionsende mit 135% des Kontrollwerts bei beiden Expositionsgruppen signifikant 

gegenüber der Kontrolle erhöht. Sie lagen selbst nach 24 h noch bei 112% (40 ppm) 

bzw. 117% (160 ppm) des Kontrollwertes. Bei dreifacher Styrolexposition waren die 

GSH-Gehalte zum Expositionsende ähnlich hoch wie der Kontrollwert (40 ppm) bzw. 

nur etwas geringer als dieser (160 ppm). 

      

Abbildung 25: Gehalt an Glutathion (GSH) im Lungenhomogenat von Mäusen während und nach 
einer, zwei oder drei aufeinanderfolgenden Expositionen gegen Styrolkonzentrationen von 40 ppm 
(Kreise) oder 160 ppm (Dreiecke) über Periodendauern von jeweils 6 h (graue Balken; täglich 9 - 15 
Uhr). Die schwarze Raute repräsentiert Mittelwert und Standardabweichung (n = 10) des Kontroll-
werts. Rote Symbole zeigen Messdaten von Tieren, die nur während der ersten Periode exponiert 
wurden. Grüne Symbole reflektieren Messdaten von Tieren, die während der ersten und der zweiten 
Periode exponiert wurden. Blaue Symbole stellen Messdaten von Tieren dar, die während der drei 
Perioden exponiert wurden. Die Symbole für die exponierten Tiere stellen entweder Einzelwerte oder 
Mittelwerte und Standardabweichungen dar mit n = 3 für die ein- und zweimalig exponierten Tiere 
und n = 8 für die dreimalig exponierten Tiere. Die Kurven zeigen lineare Verbindungen der mittleren 
GSH-Gehalte von exponierten Tieren zu Beginn und Ende der Expositionsperioden (40 ppm Styrol, 
gestrichelt; 160 ppm Styrol, durchgezogen). 
* statistisch signifikant verschieden vom Kontrollwert (p < 0,05) 
# statistisch signifikant verschieden vom GSH-Gehalt zu Beginn der jeweiligen Expositionsperiode 
   (p < 0,05) 
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3.2.2 Glutathion im Bronchialepithel nach dreitägig en Expositionen 

Unmittelbar nach Beendigung der letzten von drei aufeinanderfolgenden Exposi-

tionen gegen Styrol mit Konzentrationen von 40 bzw. 160 ppm wurden die Lungen 

der exponierten Tiere sowie von Kontrollmäusen mit MCB inflatiert und der GSH-

Gehalt im Bronchialepithel verschiedener Atemwegssegmente bestimmt (siehe Ab-

schnitt 2.5). Bei mikroskopischer Betrachtung waren die Fluoreszenzintensitäten  

des für GSH charakteristischen MCB-GSH-Konjugats im Epithel aller Atemwegs-

segmente verglichen mit den Kontrollen leicht erhöht, wie in Abbildung 26 beispiel-

haft für die terminalen Bronchioli dargestellt ist. 

 

Abbildung 26: Fluoreszenz- und entsprechende lichtmikroskopische Aufnahmen von Gefrierschnitten 
von Lungen einer Kontrollmaus und von Styrol-exponierten Mäusen. Die Fluoreszenzintensität des 
Konjugats aus Monochlorbiman und Glutathion ist in Falschfarben in einer willkürlichen Einheit auf 
einer Skala von Schwarz (niedrig) bis Rot (hoch) dargestellt. Die Zellproliferation wurde anhand der 
braunen Pigmentierung (Pfeile) nach der immunhistochemischen Anfärbung von Bromdesoxyuridin 
analysiert und daraus der „Unit length labelling index“ als quantitatives Mass für die Zellproliferation 
bestimmt (siehe Abschnitt 2.6). Die Balken entsprechen 50 µm. 
Alv: Alveolargewebe; B: Atemweg (Bronchiolus); Bl: Blutgefäß 

 

Die quantitative Auswertung der GSH-Gehalte im Bronchialepithel nach dreitägiger 

Exposition gegen 40 und 160 ppm Styrol ist in Tabelle 2 als Fluoreszenzintensität 

und in Tabelle 3 als berechneter Wert dargestellt. Hierbei wurde zunächst nicht zwi-

schen proliferierenden und nicht-proliferierenden Bereichen unterschieden. Die Zu-

nahme des GSH-Gehalts war generell nach 40 ppm Styrol stärker ausgeprägt als 
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nach 160 ppm Styrol. Der höchste Anstieg des GSH-Gehalts fand sich in den dis-

talen Bronchioli mit 167% des Kontrollwertes (40 ppm Styrol) bzw. mit 118% des 

Kontrollwertes (160 ppm Styrol). Die geringste Zunahme wurde bei beiden Exposi-

tionskonzentrationen in den proximalen Bronchi beobachtet. Der relative Unterschied 

der GSH-Gehalte zwischen proximalen Bronchi und terminalen Bronchioli war mit 

Werten zwischen 43 und 46% unabhängig von Styrolexposition bei Kontrollen und 

exponierten Tieren gleich (Tabellen 2 und 3).  

 

Tabelle 2: Gehalt an Glutathion (GSH) als Summe der Fluoreszenzintensitäten (
Segment
gewogenSI ) des Kon-

jugats aus Monochlorbiman und GSH im Bronchialepithel verschiedener Atemwegssegmente der 
Lunge von jeweils 6 Mäusen, unabhängig vom Status der Zellproliferation, nach dreitägiger Exposi-
tion (6 h/Tag) gegen Styrol. 

Segment
gewogenSI # [willkürliche Einheiten] 

 Atemwegssegment 

       Kontrolle       40 ppm Styrol         160 ppm Styrol 

 proximale Bronchi 57719 ± 26016 (85)§  71400 ± 33405* (112)§  61201 ± 19299  (105)§ 

 mittlere Bronchi 47113 ± 17199 (110)§  74060 ± 25361* (121)§  52413 ± 22155  (105)§ 

 distale Bronchioli 37968 ± 14688 (110)§  63423 ± 25545* (126)§  44985 ± 19924* (125)§ 

 terminale Bronchioli 31093 ± 10243 (115)§  38830 ± 17252* (109)§  34713 ± 16824  (117)§ 

# gewogenes Mittel der Summen der Einzelintensitäten ± gewogene Standardabweichung 
§ Gesamtzahl der ausgewerteten Regionen (ROI) von 6 Tieren in Klammern 
* statistisch signifikant verschieden von der Kontrolle (p < 0,05) 

 

 

Tabelle 3: Gehalt an Glutathion (GSH) im Bronchialepithel verschiedener Atemwegssegmente der 
Lunge von jeweils 6 Mäusen, unabhängig vom Status der Zellproliferation, nach dreitägiger Exposi-
tion (6 h/Tag) gegen Styrol, berechnet aus den Werten aus Tabelle 2 auf Grundlage eines GSH-Ge-
halts von 6,0 nmol/mg Protein in den distalen Atemwegen von Kontrollmäusen (Plopper et al., 2001).  

Gehalt# [nmol/mg Protein] 
 Atemwegssegment 

Kontrolle  40 ppm Styrol  160 ppm Styrol 

 proximale Bronchi 9,1 ± 4,1  11,3 ± 5,3*  9,7 ± 3,0 

 mittlere Bronchi 7,4 ± 2,7  11,7 ± 4,0*  8,3 ± 3,5 

 distale Bronchioli 6,0 ± 2,3  10,0 ± 4,0*  7,1 ± 3,1* 

 terminale Bronchioli 4,9 ± 1,6  6,1 ± 2,7*  5,5 ± 2,7 

# Mittelwert ± Standardabweichung (n = 6) 
* statistisch signifikant verschieden von der Kontrolle (p < 0,05) 
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3.2.3 Zellproliferation im Bronchialepithel nach dr eitägigen Expositionen 

Die Bestimmung der Zellproliferation nach dreitägiger Exposition (6 h/Tag) gegen 

Styro erfolgte anhand der immunhistochemischen Anfärbung von BrdU in den iden-

tischen Atemwegen der Gefrierschnitte von Mauslungen, in denen die GSH-Gehalte 

bestimmt wurden. Bei der lichtmikroskopischen Betrachtung waren im Epithel aller 

Atemwegssegmente von Kontrollmäusen nur sehr wenige Zellen BrdU-positiv, d.h. 

die Anzahl der proliferierenden Zellen war sehr gering (Abbildung 26). Auch im Al-

veolargewebe waren nur vereinzelt proliferierende Zellen zu sehen. Nach der Expo-

sition gegen 40 und 160 ppm Styrol hingegen war die Anzahl BrdU-positiver Zellen in 

allen Atemwegssegmenten im Vergleich zur Kontrolle deutlich erhöht (Abbildung 26). 

Im Lichtmikroskop erschien die Anzahl der proliferierenden Zellen in beiden Exposi-

tionsgruppen ähnlich hoch. Bei den Styrol-exponierten Tieren traten zudem verein-

zelt kleinere Anhäufungen („Cluster“) BrdU-positiver Epithelzellen auf. Auch im Al-

veolargewebe der Styrol-exponierten Tiere wurden vermehrt BrdU-positive Zellen 

beobachtet. Es wurden keine weiteren morphologischen Veränderungen der Atem-

wege, wie beispielsweise eine Zunahme von Gobletzellen (z.B. in Khan et al., 2009), 

gefunden. 

Die quantitative Auswertung der Zellproliferation ist in Tabelle 4 dargestellt. Bei den 

Kontrolltieren zeigte sich von proximalen Bronchi zu den terminalen Bronchioli hin 

eine Abnahme des ULLI um den Faktor 4. Die Exposition gegen Styrol führte mit 

Ausnahme der mittleren Bronchioli in allen anderen Atemwegssegmenten konzen-

trationsabhängig zu einer Zunahme der Zellproliferation. Besonders stark ausgeprägt 

war diese in den terminalen Bronchioli mit um Faktor 9 (40 ppm) bzw. Faktor 10 

(160 ppm) höheren Werten als in Kontrolltieren.  
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Tabelle 4: Zellproliferation im Bronchialepithel verschiedener Atemwegssegmente der Lunge von 
jeweils 6 Mäusen nach dreitägiger Exposition (6 h/Tag) gegen Styrol. 

ULLI#,§ 
 Atemwegssegment 

  Kontrolle 40 ppm Styrol 160 ppm Styrol 

 proximale Bronchi 11,7 ± 7,5  19,4 ± 11,6  23,1 ± 13,9 

 mittlere Bronchioli   6,7 ± 3,0  5,0 ± 5,2  4,5 ± 4,5 

 distale Bronchioli   3,6 ± 2,1  8,8 ± 4,3 12,5 ± 6,3* 

 terminale Bronchioli   3,2 ± 2,9 27,8 ± 8,1* 32,5 ± 3,7* 

# „Unit length labelling index” (Anzahl der Bromdesoxyuridin-positiven Zellen/mm Basalmembran) 
§ Mittelwert ± Standardabweichung (n = 6) 

* statistisch signifikant verschieden von der Kontrolle (p < 0,05) 

 

3.2.4 Zusammenhang zwischen Glutathionstatus und Ze llproliferation 

Die quantitaive Auswertung der GSH-Gehalte in den Atemwegen getrennt nach pro-

liferierenden und nicht-proliferierenden Bereichen ist in Tabelle 5 als Fluoreszenz-

intensitäten und in Tabelle 6 als berechnete Werte zusammengefasst. Mit einer ein-

zigen Ausnahme (distale Atemwege bei Kontrolltieren) sind die GSH-Gehalte unab-

hängig vom Atemwegssegment sowie unabhängig von der Exposition gegen Styrol 

in allen proliferierenden bzw. BrdU-positiven Bereichen des Bronchialepithels gerin-

ger als die GSH-Gehalte in den entsprechenden nicht-proliferierenden bzw. BrdU-

negativen Bereichen. Bei den Kontrolltieren nahmen die GSH-Gehalte von den pro-

ximalen Bronchi zu den terminalen Bronchioli sowohl in den proliferierenden als auch 

in den nicht-proliferierenden Bereichen um den Faktor 2 ab. Diese graduelle Abnah-

me des GSH in distaler Richtung der Atemwege blieb nach der Exposition gegen 40 

und 160 ppm Styrol in nahezu allen untersuchten Segmenten unabhängig vom Proli-

ferationsstatus der Zellen erhalten. Zu beachten ist jedoch, dass die Anfärbung mit 

BrdU zwar angibt, dass sich Zellen während der drei Expositionstage in der S-Phase 

der Zellteilung befunden haben, letztlich aber keine Informationen zum genauen 

Zeitpunkt der Proliferation liefert. Daher lässt sich mit dieser Methode kein kausaler 

Zusammenhang zwischen GSH-Gehalt und Zellproliferation herstellen.  



 

Tabelle 5: Gehalt an Glutathion (GSH) als Summe der Fluoreszenzintensitäten des Konjugats aus Glutathion und Monochlorbiman (
Segment
gewogenSI ) in proliferie-

renden (BrdU+) und nicht-proliferierenden (BrdU–) Bereichen des Bronchialepithels verschiedener Atemwegssegmente der Mauslunge nach dreitägiger Expo-
sition (6 h/Tag) gegen Styrol. 

Segment
gewogenSI #, Kontrolle  

Segment
gewogenSI #, 40 ppm Styrol  

Segment
gewogenSI #, 160 ppm Styrol 

 Atemwegssegment 

        BrdU–         BrdU+          BrdU–         BrdU+          BrdU–         BrdU+ 

 proximale Bronchi 60280 ± 26611 (63)§ 50383 ± 23231  (22)§  78421 ± 34109 (66)§ 58529 ± 28214* (36)§  62607 ± 19590 (68)§ 58617 ± 18739  (37)§ 

 mittlere Bronchi 48736 ± 17380 (89)§ 40238 ± 14891* (21)§  76369 ± 24438 (105)§ 58909 ± 24044* (16)§  53116 ± 22359 (94)§ 46410 ± 20231  (11)§ 

 distale Bronchioli 37243 ± 13920 (102)§ 41186 ± 16141  (23)§  66021 ± 25425 (97)§ 54731 ± 24397* (29)§  46283 ± 21751 (92)§ 41365 ± 13210  (33)§ 

 terminale Bronchioli 31791 ±   9915 (104)§ 24487 ±   8320* (11)§  41926 ± 17405 (44)§ 36734 ± 16961  (65)§  41268 ± 16681 (49)§ 29989 ± 15462* (68)§ 

# gewogenes Mittel der Summen der Einzelintensitäten ± gewogene Standardabweichung [willkürliche Einheiten] 
§ Gesamtzahl der ausgewerteten Regionen (ROI) von 6 Tieren in Klammern 
* statistisch signifikant verschieden von den entsprechenden Bereich nicht-proliferierender Zellen (p < 0,05) 

 

Tabelle 6: Gehalt an Glutathion (GSH) in proliferierenden (BrdU+) und nicht-proliferierenden (BrdU–) Bereichen des Bronchialepithels verschiedener Atem-
wegssegmente der Mauslunge nach dreitägiger Exposition (6 h/Tag) gegen Styrol, berechnet aus den Werten aus Tabelle 5 auf Grundlage eines GSH-
Gehalts von 6,0 nmol/mg Protein in den distalen Atemwegen von Kontrollmäusen (Plopper et al., 2001).  

GSH#, Kontrolle  GSH#, 40 ppm Styrol  GSH#, 160 ppm Styrol 
 Atemwegssegment 

BrdU– BrdU+  BrdU– BrdU+  BrdU– BrdU+ 

 proximale Bronchi 9,7 ± 4,3 8,1 ± 3,7  12,6 ± 5,5  9,4 ± 4,5*  10,1 ± 3,2 9,4 ± 3,0 

 mittlere Bronchi 7,9 ± 2,8  6,5 ± 2,4*  12,3 ± 3,9  9,5 ± 3,9*    8,6 ± 3,6 7,5 ± 3,3 

 distale Bronchioli 6,0 ± 2,2 6,6 ± 2,6  10,6 ± 4,1  8,8 ± 3,9*    7,5 ± 3,5 6,7 ± 2,1 

 terminale Bronchioli 5,1 ± 1,6  3,9 ± 1,3*    6,8 ± 2,8 5,9 ± 2,7    6,6 ± 2,7  4,8 ± 2,5* 

# Mittelwert ± Standardabweichung (n = 6) [nmol GSH/mg Protein] 
* statistisch signifikant verschieden von der Kontrolle (p < 0,05) 
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4 Diskussion 

4.1 Eine neue Methode zur Bestimmung von Glutathion  in der Lunge 

Die hier erarbeitete Methode für die GSH-Bestimmung in der Mauslunge basiert auf 

der durch endogene GSTs katalysierten Konjugation von MCB mit GSH. Die GST-

Abhängigkeit dieser Reaktion wurde in vitro durch die eigenen Untersuchungen (Ab-

schnitt 3.1.1) sowie durch Untersuchungen anderer (Bellomo et al., 1992; Fernán-

dez-Checa und Kaplowitz, 1990; Shrieve et al., 1988) in An- und Abwesenheit von 

GSTs im Cytosol der Rattenleber belegt. Welche GST-Isoenzyme im Einzelnen die 

Konjugation katalysieren, ist nicht bekannt. 

Generelle Test-Bedingungen 

Für die In-situ-Inflation der Mauslunge mit MCB wurde eine Konzentration von 

2,25 mmol/l MCB gewählt. Bei der Inflation einer Mauslunge wurden zwischen 1,5 

und 3 ml der MCB-Lösung verbraucht. Dies entspricht einer absoluten MCB-Menge 

zwischen 3,4 und 6,75 µmol. Bei einem GSH-Gehalt der Mauslunge von 1,69 µmol/g 

Frischgewicht (Martensson et al., 1989) und einem Lungengewicht von 0,14 g  

(24 g Körpergewicht; Lyerla et al., 2003) besteht bei der Inflation somit ein 14- bis 

28facher molarer Überschuß von MCB gegenüber GSH. Dass die Konzentration von 

MCB für eine vollständige Konjugation des pulmonären GSH ausreichend war, zeig- 

te sich bei Verwendung der doppelten MCB-Konzentration für die Inflation, bei der 

identische GSH-Gehalte bei Kontrolltieren gemessen wurden. Die höhere MCB-

Konzentration war allerdings für die Bestimmung sehr niedriger GSH-Gehalte auf-

grund des vergleichsweise hohen Hintergrundwertes der Fluoreszenz von freiem 

MCB ungeeignet. Eine nur halb so hohe MCB-Konzentration für die Inflation er- 

schien hingegen nicht auszureichen, um die Konjugatbildung des pulmonären GSH 



Diskussion       82 

innerhalb einer angemessenen Inflationszeit abzuschließen (Abbildung 21). Die In-

vitro-Studien belegen, dass die Konjugatbildung zwischen MCB (0,45 mmol/l) und 

GSH (0,2 mmol/l) nach 20 min abgeschlossen war. Diese Reaktionszeit stimmt sehr 

gut mit der Zeit von 16 min überein, die den kinetischen Daten von Shrieve et al. 

(1988) zufolge bei dieser GSH-Konzentration und einer maximalen Bildungsge-

schwindigkeit des Konjugats von 12,5 µmol/min zu erwarten war. Bei der In-situ-

Inflation der Lunge mit MCB hingegen lag bereits nach 5 min (frühester Messzeit-

punkt) das gesamte freie GSH als MCB-GSH-Konjugat vor, wie die Bestimmungen 

des GSH-Gehaltes nach unterschiedlichen Inflationszeiten zeigten. Dass die Reak-

tion in der Zelle tatsächlich schneller als im Lösungsgemisch abläuft, wird auch durch 

Studien mit Hepatozyten (Fernández-Checa und Kaplowitz, 1990) und Chinese 

hamster ovary (CHO)-Zellen (Rice et al., 1986) bestätigt, wonach die vollständige 

Konjugatbildung innerhalb von 2 bzw. 4 min erfolgte. Die in intakten Zellen im Ver-

gleich zum artifiziellen Lösungsgemisch wesentlich kürzere Zeit bis zum Erreichen 

der maximalen Fluoreszenz könnte auf möglicherweise unterschiedliche GST-Akti-

vitäten in der Zelle und im Lösungsgemisch zurückzuführen sein. Da in vitro die  

vollständige Reaktion von GSH mit MCB eine 20-minütige Inflationsdauer erforderte 

und die maximale Fluoreszenz in vitro sowie in vivo über mindestens 60 min kon-

stant war (siehe Abschnitt 3.1.1), wurde bei dem neuen Verfahren generell mit einer 

Inflationszeit von 20 min gearbeitet. 

Auf die verlässliche Bestimmung von GSH im Lungenhomogenat hatte die Protein-

konzentration über einen weiten Bereich (Faktor 30 bei Kontrolltieren; Abbildung 17) 

keinen Einfluss. Da mit dem erarbeiteten Protokoll zur Gewebeaufbereitung die  

Proteinkonzentration im Lungenhomogenat etwa in der Mitte dieses Bereichs lag, 

konnten mögliche Schwankungen der Proteinkonzentration, wie sie beispielsweise 
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durch unterschiedlich stark inflatiertes Lungengewebe bedingt sein könnten, leicht 

ausgeglichen werden. 

Für die Bestimmung von GSH in Gefrierschnitten der Lunge erwies sich eine Schnitt-

dicke von 10 µm als optimal. Diese ermöglichte die maximale Fluoreszenzausbeute 

bei der lichtmikroskopisch noch zweifelsfreien Identifikation der Lungenstrukturen 

(Atemwege, Blutgefäße usw.). Zudem wurde durch die Wahl einer Schnittdicke, die 

kleiner war als die Zellgröße von Clarazellen (ca. 15 µm; Pack et al., 1981), mög- 

liche Unterschiede in der Fluoreszenz zwischen angeschnittenen und ganzen Zellen 

ausgeschlossen. Eine Identifizierung einzelner Zelltypen (z.B. Clarazellen, zilierte 

Zellen) konnte bei dieser Schnittdicke mit dem Lichtmikroskop nicht erfolgen. Bei  

der Anwendung spezifischer histochemischer Verfahren sollte dies allerdings mög-

lich sein; beispielsweise wurden in der vorliegenden Arbeit proliferierende Zellen  

mittels einer immunhistochemischen Nachweistechnik detektiert. Für die Bestim-

mung von GSH im Gefrierschnitt ist generell zu beachten, dass die Fluoreszenz-

messung des MCB-GSH-Konjugats vor der histochemischen Färbung zu erfolgen 

hat, da ansonsten das lösliche Konjugat durch Wasch- und Färbeprozesse aus dem 

Gefrierschnitt entfernt wird.  

GSH-Bestimmung im Homogenat 

Eine wesentliche Voraussetzung für die korrekte Quantifizierung von GSH mit der 

hier entwickelten Methode war die Spezifität der Reaktion von MCB mit GSH. Bei  

der Bestimmung von GSH im Lungenhomogenat oder -cytosol konnte eine unspe-

zifische Reaktion von MCB mit Makromolekülen wegen derer Fällung mit Acetonitril 

und anschließender Zentrifugation ausgeschlossen werden. In der Gesamtlunge  

wären unspezifische Reaktionen von MCB somit nur mit nichtfällbaren, niedermole-

kularen Zellbestandteilen möglich. Da die Konjugation von MCB mechanistisch über 
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nukleophile Substitution abläuft, kämen für mögliche unspezifische Reaktionen ins-

besondere SH-haltige Moleküle in Frage. Die eigenen Untersuchungen zeigten, dass 

mit NAC als Modellsubstanz für niedermolekulare Thiole, im Gegensatz zu der Re-

aktion mit GSH, weder eine spontane noch eine GST-katalysierte Reaktion mit MCB 

stattfand (Abbildung 19). Auch reagierte MCB nicht mit den Thiolen Dithiothreitol und 

Cystein (Fernández-Checa und Kaplowitz, 1990). Dies legt den Schluss nahe, dass 

die GST-vermittelte Reaktion von MCB bei niedermolekularen Thiolen tatsächlich 

spezifisch mit GSH abläuft. 

 

Die Reaktion von MCB mit GSH wurde bereits früher für die Quantifizierung von 

GSH eingesetzt. Hierbei wurde Leberhomogenat von Ratten mit MCB versetzt und 

der Gehalt des Tripeptids erst nach Ablauf der In-vitro-Konjugation mit GSH fluoro-

metrisch bestimmt (Kamencic et al., 2000). Im Gegensatz hierzu erfolgte in der  

vorliegenden Arbeit die Reaktion von MCB mit GSH bereits während der Inflation  

der Mauslunge. Dadurch wurde die Gefahr einer Oxidation von GSH während der 

Präparation und Gewebeaufbereitung bis zum Messzeitpunkt ausgeschlossen. Aus 

diesem Grund dürfte das in der vorliegenden Arbeit präsentierte Verfahren auch  

dem weit verbreiteten GSH-Recycling-Test sowie der direkten GSH-Bestimmung im 

Gewebehomogenat mittels HPLC-Analyse und elektrochemischer Detektion über-

legen sein. Allerdings wurden mit den drei Methoden sehr ähnliche Ergebnisse er-

halten, was wiederum die Richtigkeit der GSH-Bestimmung mittels des MCB-Tests 

bestätigt. So wurde hier im Lungenhomogenat von Kontrolltieren mit dem MCB- 

Test ein GSH-Gehalt von 22,8 ± 0,9 nmol GSH/mg Protein und mit dem GSH-Recyc-

ling-Test einer von 19,0 ± 4,3 nmol/mg Protein gemessen. Jaeschke und Wendel 

(1986) publizierten für die Mauslunge ein mit dem GSH-Recycling-Test erhaltenen 

GSH-Gehalt von 18,0 ± 1,7 nmol GSH/mg Protein; mittels elektrochemischer Detek-
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tion nach HPLC-Analyse ermittelten Phimister et al. (2004) einen Wert von ca. 

22 nmol GSH/mg Protein.  

Der weite lineare Bereich der MCB-Methode von 2 bis 200 µmol/l GSH (Abbildungen 

17 und 18) erlaubt die verlässliche Quantifizierung von GSH im Lungenhomogenat 

oder –cytosol bei sehr unterschiedlichem GSH-Status. Die bei der Anwendung des 

Standardprotokolls üblicherweise gemessenen GSH-Konzentrationen von etwa 

30 µmol/l (Homogenat) und 60 µmol/l (Cytosol) bei Kontrolltieren liegen etwa in der 

Mitte des Bestimmungsbereichs. Deshalb sollten auch erhöhte GSH-Gehalte in der 

Lunge, wie sie bei Mäusen bei Rebounds infolge einer vorangegangenen Depletion 

von GSH vorkommen können (bis zum 2,7fachen des Kontrollwerts; West et al., 

2000a), problemlos zu erfassen sein. Bei einem Detektionslimit von 0,4 µmol/l GSH 

bzw. einer Quantifizierungsgrenze von 2 µmol/l GSH können mit dem MCB-Test  

Abnahmen der GSH-Konzentration um etwa 95% des Kontrollwerts im Lungenho-

mogenat und -cytosol nachgewiesen werden können. Damit ist das neuentwickelte 

Verfahren vergleichbar sensitiv wie der etablierte GSH-Recycling-Test mit einer  

Bestimmungsgrenze von 1 µmol/l (Tietze, 1969). 

GSH-Bestimmung im Gefrierschnitt 

Anders als im Homogenat, wo hochmolekulare Zellbestandteile entfernt wurden,  

fanden im Gefrierschnitt unspezifische Reaktionen von MCB mit Makromolekülen 

statt (siehe Abschnitt 3.1.2). Eine Fluoreszenz aufgrund unspezifischer Reaktionen 

von MCB hat insbesondere bei niedrigen GSH-Konzentrationen einen hohen Einfluss 

auf das Messergebnis und führt, falls sie nicht korrigiert wird, zu einer deutlichen 

Überschätzung des GSH-Gehalts.  
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In früheren Studien wurde GSH in histologischen Schnitten von Mauslungen (Forkert 

und Moussa, 1993; Moussa und Forkert, 1992) und Rattenlungen (Asghar et al., 

1975) sowie von Mauslebern (Forkert und Moussa, 1993) mit histochemischen Fär-

bungen mittels thiolreaktiver Farbstoffe wie Mercury Orange (Asghar et al., 1975; 

Chieco und Boor, 1983), Mersalyl (Sippel, 1978) oder DACM (Ogawa und Taneda, 

1979) detektiert. Der Nachweis von GSH mit Mercury Orange und Mersalyl beruht 

auf der unspezifischen Reaktion der quecksilberhaltigen Farbstoffe mit Thiolen und 

der Präzipitation der entstandenen Komplexe im Gefrierschnitt. Eine gewisse Spe-

zifität der Reaktion gegenüber GSH wurde bei tiefen Temperaturen (2 - 5°C) sowie 

kurzer Inkubationszeit (5 - 10 min) erzielt (Chieco und Boor, 1983). In eigenen Vor-

versuchen mit Mercury Orange und Mersalyl waren die Anfärbungen von GSH in der 

Mauslunge jedoch nicht reproduzierbar, möglicherweise aufgrund der hohen Emp-

findlichkeit der Färbung bei den gewählten Versuchsbedingungen. Der Nachweis von 

GSH mit DACM beruht auf der Reaktion des Farbstoffs mit SH-Gruppen zu einem 

fluoreszierenden Produkt. Doch ist bei dieser Methode ein sehr hoher Hintergrund 

durch unspezifische Reaktionen mit Proteinen bekannt (Hedley und Chow, 1994), 

der darauf zurückzuführen sein dürfte, dass, im Gegensatz zu dem hier entwickel- 

ten MCB-Methode, die Reaktion nicht die GST-abhängige Katalyse erfordert. Auch 

immunologische Methoden wurden herangezogen, um GSH mittels Antikörpern im 

Gewebeschnitt zu detektieren (z.B. Kaufmann et al., 2005). Allerdings wird diskutiert, 

dass hierbei neben freiem GSH in den Zellen auch proteingebundenes Glutathion 

miterfasst wird (Söderdahl et al., 2003). Zusammenfassend lässt sich der GSH-

Gehalt in histologischen Schnitten mit den bekannten Techniken im Gegensatz zu 

der hier entwickelten Methode allenfalls semiquantitativ bestimmen. 
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Die quantitative Bestimmung des GSH-Gehalts in Atemwegssegmenten erfolgte bis-

her nur nach der Präparation einzelner Atemwege aus dem Lungengewebe mittels 

Mikrodissektion. Die Ermittlung des GSH-Gehalts erfolgte dann in den isolierten 

Atemwegen mittels HPLC-Analyse und elektrochemischer Detektion (Lakritz et al., 

1997; Plopper et al., 2001) oder, nach Inkubation mit MCB, mittels Fluoreszenz-

mikroskopie (Plopper et al., 2001). Letztere GSH-Bestimmungsmethode entspricht 

aufgrund der Verwendung von MCB für die Fluoreszenzmikroskopie prinzipiell dem 

hier angewendeten Verfahren. Bisher wurde allerdings nicht berücksichtigt, dass 

auch bei der Verwendung von MCB eine Hintergrundfluoreszenz durch die Reaktion 

mit Proteinen unvermeidbar ist. Zudem erfolgt die Reaktion von MCB mit GSH in  

isolierten Atemwegen erst im Anschluss an die aufwendige, zeitintensive Präpara-

tion, was zu inkorrekten Messergebnissen infolge einer möglichen Autoxidation des 

GSH führen könnte. In der hier entwickelten Methode hingegen wird der GSH-Gehalt 

zum Inflationszeitpunkt bzw. unmittelbar nach einer Fremdstoffexposition fixiert und 

ist deshalb mit wesentlich größerer Sicherheit bestimmbar. Ein weiterer, grundsätz-

licher Vorteil der Verwendung von Gefrierschnitten gegenüber isolierten Atemwe- 

gen ist, dass die GSH-Bestimmung nicht nur in Atemwegen sondern in allen Berei-

chen der Lunge möglich ist. Auch eröffnet sich, wie hier gezeigt, die Möglichkeit der 

Analyse weiterer Parameter (z.B. Zellproliferation) in den identischen Atemwegs-

segmenten, in denen GSH bestimmt wurde.  

4.2 Glutathion im Bronchialepithel der Maus 

Aus früheren Studien ist bekannt, dass GSH im Bronchialepithel der Maus haupt-

sächlich in den Clarazellen lokalisiert ist (Moussa und Forkert, 1992) und nur zu  

einem geringen Teil in den zilierten Zellen zu finden ist (Forkert und Moussa, 1993; 

Moussa und Forkert, 1992). Des weiteren sind im Bronchialepithel der Maus deutlich 
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mehr Clarazellen als zilierte Zellen vorhanden (Dixon et al., 1999; Pack et al., 1981). 

Daher ist davon auszugehen, dass die im Gefrierschnitt beobachtete Fluoreszenz in 

den Atemwegen hauptsächlich auf in den Clarazellen lokalisiertes GSH zurückzu-

führen war.  

Die große Bandbreite der Fluoreszenzintensitäten innerhalb einzelner Atemwegs-

segmente von Kontrollmäusen zeigt deutliche Unterschiede im GSH-Gehalt von Cla-

razellen der Mauslunge auf (Abbildung 23). Dieser Befund stimmt hervorragend mit 

den Ergebnissen anderer Autoren an isolierten Clarazellen (West et al., 2000b), mi-

krodissektierten Atemwegen (Plopper et al., 2001; West et al., 2000b) und Ge-

frierschnitten (Forkert und Moussa, 1993; Moussa und Forkert, 1992) der Mauslunge 

überein. Clarazellen sind eine sehr heterogene Zellpopulation und umfassen letztlich 

alle nicht-zilierten bronchiolaren Epithelzellen (Pack et al., 1981; Plopper et al., 

1980). So könnten verschiedene Subpopulationen von Clarazellen, die sich morpho-

logisch sowie ultrastrukturell stark unterscheiden (Pack et al., 1981; Plopper et al., 

1980), eine Ursache für die beobachtete Diversität im GSH-Gehalt sein (West et al., 

2000b). 

 

Die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie verdeutlichen auch große Unterschiede 

im GSH-Gehalt zwischen den einzelnen Atemwegssegmenten von Kontrollmäusen 

(Tabelle 1). So nahmen die in der vorliegenden Arbeit bestimmten GSH-Gehalte von 

den proximalen Bronchi zu den terminalen Bronchioli kontinuierlich auf etwa ein  

Drittel des Ausgangswertes ab. Als mögliche Ursache diskutierten Plopper et al. 

(2001) das Vorhandensein der verschiedenen Clarazell-Subpopulationen in den ein-

zelnen Atemwegssegmenten. Diese Autoren fanden mittels Fluoreszenzmikrokopie 

an mikrodissektierten Atemwegen von Kontrollmäusen ebenfalls in distaler Richtung 

der Atemwege abnehmende GSH-Gehalte. Allerdings war der intrapulmonale GSH-
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Gradient in der früheren Untersuchung wesentlich geringer ausgeprägt als in der  

vorliegenden Arbeit, was auf die fehlende Korrektur der Fluoreszenzintensitäten um 

den Hintergrundwert der Fluoreszenz aufgrund unspezifischer Bindungen von MCB 

zurückgeführt werden kann.  

 

Die Behandlung mit BSO + DEM führte bei systemischer Applikation im Bronchial-

epithel der einzelnen Atemwegssegmente zu Abnahmen des jeweiligen GSH-

Gehalts auf 14 - 24% des Kontrollwerts. In Übereinstimmung mit Literaturbefunden 

(z.B. Phimister et al., 2004, 2005; Himmelstein et al., 1995; Deutschmann und Laib, 

1989) scheint es sich hierbei um die maximal mögliche GSH-Depletion in der Maus-

lunge nach Fremdstoffexpositionen zu handeln.  

4.3 Glutathion in der Lunge nach Expositionen gegen  Styrol 

Glutathionstatus im Homogenat  

In der Lunge wird ein beträchtlicher Teil des aufgenommenen Styrols oxidativ ver-

stoffwechselt (Csanády et al., 1994; Filser et al., 1993). Hierbei entstehen vorwie-

gend Styrol-7,8-oxid und zu einem weitaus geringeren Teil auch ringoxidierte Meta-

boliten. Bei Ratte und Maus werden diese Stoffwechselprodukte zu einem wesent-

lichen Teil mit GSH konjugiert (zusammengefasst in IARC, 1994). Über diesen Pro-

zess kann es zu einer Verringerung des intrazellulären GSH-Spiegels in Leber und 

Lunge kommen, wenn der metabolische Verbrauch von GSH der Neusynthese über-

wiegt (Csanády et al., 2003). Bisherige Studien haben nach zweitägigen (Filser et al., 

2002) bzw. 20-tägigen (Gamer et al., 2004) Expositionen gegen Styrol in Konzen-

trationen von 40, 80, 160 und 320 ppm bzw. 40 und 160 ppm im Homogenat der  

Gesamtlunge von Mäusen jeweils am Ende der letzten Exposition GSH-Gehalte ge-
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messen und konzentrationsabhängige Abnahmen von GSH gefunden. Im Vergleich 

zu nicht-exponierten Kontrollen sanken die GSH-Gehalte auf 97% (40 ppm), 66% 

(80 ppm), 53% (160 ppm, 2 Tage) bzw. 70% (160 ppm, 20 Tage) und 39% 

(320 ppm). Die in der vorliegenden Arbeit vorgenommenen detaillierteren Untersu-

chungen der Styrol-bedingten GSH-Depletion über drei Expositionstage bestätigen 

diese früheren Ergebnisse und zeigen darüber hinaus Änderungen des GSH-Status 

während und nach der täglichen Exposition. Insbesondere verdeutlichen die neuen 

Daten, dass es bereits am ersten Tag zu einem GSH-Verlust auf 71% (40 ppm) bzw. 

53% (160 ppm) des Kontrollwerts kommt. Die auf den Kontrollwert bezogenen ge-

ringeren Abnahmen an den darauffolgenden Expositionstagen sind auf den schon im 

Anschluss an die erste Exposition auftretenden massiven Rebound-Effekt des GSHs 

zurückzuführen. Tatsächlich sind die konzentrationsabhängigen, täglichen GSH-

Depletionen nach jeweils 6 Stunden nahezu konstant, wenn sie auf den GSH-Ge- 

halt zu Beginn des jeweiligen Expositionstags bezogen werden. Als GSH-Rebound 

wird der nach einer Depletion auftretende Wiederanstieg des GSH verstanden, der 

durchaus über den Kontrollwert hinausgehen kann. Solche, den Kontrollwert über-

steigende GSH-Rebounds wurden bei mehreren Organen und Geweben beobachtet, 

so z.B. an Rattenleber (Faller, 1998) und Rattennasenmucosa (Faller, 1998; Khan et 

al., 2009) nach Inhalation von 1,2-Epoxipropan. Für Styrol wurden erhöhte GSH-

Gehalte in Mauslungen bisher nur nach inhalativer Exposition gegen 250 bzw. 

500 ppm (Morgan et al., 1995) und nach intraperitonealer Applikation von 600 mg/kg 

(Harvilchuck und Carlson, 2006) beschrieben. Kontrollwerte übersteigende GSH-

Rebounds werden oft als Adaptation gegenüber oxidativem Stress interpretiert (z.B. 

Deneke und Fanburg, 1989; Dickinson et al., 2003). Als Ursache für die im Vergleich 

zum Kontrollwert erhöhte GSH-Konzentration wird eine vorübergehende Erhöhung 

der GSH-Syntheseleistung, z.B durch vermehrte Expression der γ-Glutamylcystein-
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ligase, nach einer Fremdstoff-induzierten GSH-Depletion diskutiert (Borroz et al., 

1994; Tian et al., 1997). Am Beispiel Naphthalin-exponierter Mäuse wurde gezeigt, 

dass in einzelnen Atemwegssegmenten (terminale Bronchioli) die GSH-Gehalte 

durch Rebounds sogar bis auf das 2,7fache des Kontrollwerts ansteigen können 

(West et al., 2000a). Da allerdings ein negativer Feedback-Mechanismus der GSH-

Synthese besteht (Meister, 1988; Tian et al., 1997), ist zu erwarten, dass die GSH-

Konzentration in der Lunge nach wiederholten Fremdstoff-induzierten GSH-Deple-

tionen nicht über einen Maximalwert hinausgehen kann. Die Dauer bis zum Er-

reichen eines Rebound-bedingten GSH-Plateaus (minimale Gleichgewichtskonzen-

tration vor Expositionsbeginn) scheint bei 2 – 3 Tagen zu liegen. Dahingehend las-

sen sich die Ergebnisse nach Styrol-Inhalation interpretieren, denn im Vergleich zum 

Kontrollwert wurden ähnliche GSH-Abnahmen in der Mauslunge nach dreitägiger 

(diese Arbeit) und 20-tägiger Styrolexpositionen (Gamer et al., 2004; siehe oben) 

gefunden. Auch bei 1,2-Epoxipropan-exponierten Ratten war nach drei Tagen der 

GSH-Plateauwert in der Leber eingestellt (Faller, 1998; Lee, 2002).  

 

Die neuen, in der Gesamtlunge erhobenen GSH-Daten zeigen, dass sowohl nach 

den eintägigen als auch nach den zweitägigen Expositionen gegen Styrol die mittle-

ren GSH-Konzentrationen am darauffolgenden Tag (nach 18 h) bei beiden Exposi-

tionskonzentrationen auf jeweils einen gemeinsamen Wert von 110 bzw. 135% des 

Kontrollwerts anstiegen, trotz unterschiedlicher, konzentrationsabhängiger Abnah-

men des GSH während jeder Expositionsperiode (Abbildung 25). Möglicherweise 

handelt es sich hierbei um den maximalen Rebound-Effekt, bezogen auf Lungenho-

mogenat, der nach den vorliegenden Daten schon bei 40 ppm Styrol erzielt wurde. 

Hierfür sprechen auch Befunde von Gould et al. (2011). Die Autoren hatten nach  

5-stündiger Zigarettenrauch-Exposition von Mäusen eine Absenkung des GSH-
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Spiegels auf 80% des Kontrollwerts beobachtet. Der anschließende Rebound des 

GSH betrug nach 16 h wie in der vorliegenden Studie 110% des Kontrollwerts. Ein 

weiterer Hinweis für einen begrenzten Rebound ergibt sich aus der Studie von 

D’Souza et al. (1988), die 12 h nach einmaliger 1,2-Dichlorethan-Exposition von 

Mäusen und hierdurch hervorgerufener GSH-Depletion im Lungenhomogenat eine 

ähnlich hohe Zunahme gegenüber dem Kontrollwert fanden. Nach den hier vorlie-

genden Daten kann der Rebound nach eintägiger Exposition gegen Styrol (160 ppm) 

über einen Zeitraum von 48 h anhalten. Damit könnten sich Rebound-Effekte auch 

bei nachfolgenden Styrolexpositionen auf die GSH-Gehalte zu Expositionsende 

auswirken. Hieraus lässt sich schließen, dass bei täglichen Expositionen (z.B. bei 

subchronischen Expositionen) zwischen mindestens 40 und 160 ppm Styrol die  

gleichen GSH-Konzentrationen im Lungenhomogenat zu erwarten sind, die hier nach 

drei Tagen gemessen wurden. Diese Folgerung wird durch die Befunde nach  

20-tägiger Exposition (Gamer et al., 2004) bestätigt. 

Glutathionstatus in den Atemwegen 

Die bisher diskutierten Phänomene beziehen sich auf die Messung der GSH-

Konzentrationen in der Gesamtlunge. Eine Fremdstoff-induzierte Absenkung der 

GSH-Konzentration wurde nach In-vivo-Expositionen zumeist im Lungenhomonat 

nachgewiesen. In einzelnen Lungenbereichen der Maus wurde der GSH-Status  

bisher nur im Zusammenhang mit Applikationen von 1,1-Dichlorethen bzw. Naphtha-

lin untersucht. So wurde nach einmaligen intraperitonealen Gaben verschiedener 

Dosen von 1,1-Dichlorethen ein dosisabhängiger GSH-Abfall in den Clarazellen des 

Bronchialepithels und Zellen der Alveolarsepten gefunden (Forkert, 1997; Moussa 

und Forkert, 1992). Bei detaillierten Untersuchungen zum Mechanismus der Lungen-

toxizität von Naphthalin wurde nach einmaliger intraperitonealer Verabreichung von 



Diskussion       93 

 

200 mg/kg eine Abnahme des GSH-Gehalts im Epithel der einzelnen Atemwegs-

segmenten gezeigt. In den proximalen Bronchi war diese am geringsten und in den 

distalen Bronchioli am deutlichsten (Phimister et al., 2004; Plopper et al., 2001). 

Nach 7-tägigen Applikationen der gleichen Dosis desselben Stoffs wurde jedoch, 

verglichen mit dem Kontrollwert, eine Erhöhung des GSH-Gehalts auf 160% in den 

proximalen Bronchi und auf 270% in den terminalen Bronchioli ermittelt (West et al., 

2000a). In der vorliegenden Arbeit wurde nach dreitägiger Inhalation bei 40 und 

160 ppm Styrol ebenfalls eine Zunahme des GSH-Gehalts gefunden. Abgesehen 

hiervon liegen jedoch keine Daten zum zeitlichen Verlauf der GSH-Spiegel in den 

Atemwegssegmenten während und nach einmaliger und wiederholter Exposition ge-

gen Styrol vor. Nichtsdestotrotz lässt sich aus den hier erarbeiteten Ergebnissen mit 

dem Lungenhomogenat der zeitliche Verlauf der GSH-Gehalte in den Atemwegs-

segmenten für die Dauer der ersten drei Tage der Styrolexposition abschätzen. Da 

Styrol in der Lunge zum größten Teil in den Clarazellen verstoffwechselt wird (Hynes 

et al., 1999) und die Metaboliten mit dem GSH in den Clarazellen konjugiert werden 

(Harvilchuck und Carlson, 2006), müssen die im Lungenhomogenat detektierten 

Veränderungen des GSH-Gehalts drastischere Veränderungen der GSH-Konzen-

trationen in den Clarazellen widerspiegeln. Das bedeutet, dass in den Atemwegen 

sowohl die durch Styrol bedingten GSH-Depletionen als auch der GSH-Rebound 

deutlich stärker ausgeprägt gewesen sein müssen als im Lungenhomogenat. Da im 

Lungenhomogenat die GSH-Depletionen bei 160 ppm Styrol stärker war als bei 

40 ppm Styrol, der Rebound-Effekt bei beiden Expositionskonzentrationen jedoch 

gleich war (siehe Abschnitt 3.2.1), wird verständlich, dass nach dreimaliger Expositi-

on der GSH-Gehalt in den Atemwegen bei 160 ppm Styrol geringer war als bei 

40 ppm Styrol (siehe Abschnitt 3.2.2).  
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Von allen Atemwegssegmenten findet sich die höchste Clarazelldichte mit der größ-

ten Cytochrom P450-Aktivität in den terminalen Bronchioli (Boyd, 1977; Pack et al., 

1981; Plopper et al., 1987; Plopper et al., 1980). Hier waren der physiologische 

GSH-Gehalt und der GSH-Rebound geringer als in den Clarazellen der anderen 

Atemwegssegmente (siehe Abschnitt 3.2.2). Wenn man für alle Atemwegssegmente 

von einer annähernd gleichen Konjugationsgeschwindigkeit von GSH mit oxidierten 

Styrolprodukten ausgeht, müsste demnach der größte GSH-Verlust in den termina-

len Bronchioli zu finden sein. Dies wurde in den GSH-Depletionsexperimenten mit 

BSO + DEM-behandelten Mäusen (siehe Abschnitt 3.1.2) tatsächlich gefunden. Die 

Bedeutung dieser Schlussfolgerungen wird im Folgenden (Abschnitt 4.5) diskutiert. 

4.4 Zellproliferation in der Lunge nach Expositione n gegen Styrol 

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Zellproliferation in verschiedenen Atem-

wegssegmenten nach dreimaligen Expositionen gegen Styrol stellt eine Erweiterung 

früherer Studien dar, die sich ebenfalls mit der Zellproliferation im Bronchialepithel 

von Styrol-exponierten Mäusen befassten. So nahm nach intraperitonealer Gabe von 

Styrol (3 x 100 mg/kg/Tag) nach drei Tagen die Zellproliferation in den terminalen 

Bronchioli und größeren Atemwegen um das 1,3 bis 1,9fache des Kontrollwertes zu 

(Kaufmann et al., 2005). Die verglichen mit der vorliegenden Arbeit sehr geringe Zu-

nahme der Zellproliferation dürfte zumindest teilweise auf die Applikationsmethode 

zurückzuführen sein. Da Styrol vorwiegend in der Leber metabolisiert wird (Csanády 

et al., 1994; Filser et al., 1993), ist davon auszugehen, dass die Styrolbelastung der 

Lunge nach intraperitonealer Applikation geringer war als bei inhalativer Aufnahme 

war. Nach der Inhalation von 40 und 160 ppm Styrol wurde, verglichen mit dem Kon-

trollwert, eine Zunahme der Zellproliferation nach 5 Tagen um das 1,4- (40 ppm) 

bzw. 2fache (160 ppm) in größeren Bronchioli und um das 2,7- (40 ppm) bzw. 
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4,5fache (160 ppm) in terminalen Bronchioli festgestellt (Green et al., 2001). In bei-

den Studien waren die Atemwege nur in terminale Bronchioli und größere Atemwege 

unterteilt worden. Bei der hier verwendeten, detaillierteren Unterteilung in vier ver-

schiedene Atemwegssegmente wurde insbesondere in den terminalen Bronchioli 

eine deutlich höhere Induktion der Zellproliferation (Faktor 9 bzw. 10 bei 40 bzw. 

160 ppm Styrol) bestimmt als bisher bekannt war. Die Befunde in den proximalen 

Atemwegen entsprechen in etwa den von Green et al. (2001) für die größeren 

Atemwege publizierten Ergebnissen. 

4.5 Zusammenhang zwischen Glutathionstatus und Zell proliferation im Hin-

blick auf die Styrol-bedingte Lungentumorigenität b ei der Maus 

Wie einleitend dargestellt sind die mechanistischen Zusammenhänge zwischen Sty-

rolexposition und der Induktion der Zellproliferation im Bronchialepithel bisher nicht 

aufgeklärt. Aufgrund der hier gefundenen Änderungen der GSH-Gehalte im Lungen-

homogenat, stellt sich die Frage, ob – wie bereits früher vermutet (Hofmann et al., 

2006) – die Induktion der Zellproliferation im Bronchialepithel mit den weitreichenden 

Änderungen des GSH-Status während und nach der Styrolexposition im Zusammen-

hang steht. Hierfür sind zwei Mechanismen vorstellbar: 

1.) Durch Glutathion-Depletion verursachte Zytotoxi zität mit nachfolgender re- 

     generativer Zellproliferation 

Eine massive Senkung der intrazellulären GSH-Konzentration bewirkt erhöhten oxi-

dativen Stress, der zum Untergang der Zelle führen kann (zusammengefasst in Aw, 

2003; Higuchi, 2004; Wu et al., 2004). Wie Thanislass et al. (1995) gezeigt haben, 

sind bereits bei der Abnahme der GSH-Konzentration in der Gesamtlunge auf weni-

ger als 63% des Kontrollwerts Lungenschäden zu erwarten. Für isolierte Atemwege 
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von Mäusen wurde gezeigt, dass Abnahmen der GSH-Gehalte, beispielsweise durch 

Naphthalinexpositionen, um mehr 50% des Kontrollwertes von Clarazellen zu rever-

siblen Veränderungen, um mehr als 75% sogar zu irreversiblen Schädigungen von 

Zellorganellen führen (Plopper et al., 2001). Offensichtlich kann ein Absinken der 

intrazellulären GSH-Konzentration zytotoxische Effekte nach sich ziehen. Diese kön-

nen schließlich, wie einleitend dargestellt ist, zum Zelltod durch Apoptose führen. Es 

wird diskutiert, dass eine Depletion insbesondere des mitochondrialen GSHs direkt 

mit dem Fortschreiten der Apoptose korreliert (Franco und Cidlowski, 2009), vermut-

lich auf der durch verringerte GSH-Konzentrationen ausgelösten Aktivierung von 

Caspasen (Cotgreave und Gerdes, 1998; Rahman, 2005). Dem Zelltod könnte sich 

dann eine regenerative Proliferation der verbliebenen Zellen anschließen (Dixon et 

al., 1999). Der Mechanismus einer Induktion der Zellproliferation durch drastische 

Verringerungen des GSH-Gehalts wurde auch am Beispiel von 1,2-Epoxipropan dis-

kutiert. Wiederholte Inhalationen von mehr als 100 ppm 1,2-Epoxipropan führten zu 

wiederkehrenden, massiven GSH-Depletionen auf weniger als 1/3 des Kontrollwerts 

und verursachten eine Erhöhung der Zellproliferation im olfaktorischen Epithelium 

von Ratten (Khan et al., 2009).  

Im Fall von Styrol scheint dieser Mechanismus jedoch nicht zuzutreffen. Wie die 

Messungen in der Gesamtlunge zeigen, war die Absenkung der GSH-Gehalte in der 

Gesamtlunge nach den Styrolexpositionen gegen 40 ppm und 160 ppm zwar am ers-

ten Tag am größten, nahm jedoch bei den nachfolgenden Expositionen aufgrund des 

erhöhten GSH-Rebounds ab. Im Bronchialepithel war selbst am ersten Expositions-

tag die GSH-Depletion (mit maximal 47% des Kontrollwerts) zu gering, um unter den 

Toxizitätsschwellenwert zu erreichen. Somit ist es unwahrscheinlich, dass die gefun-

dene erhöhte Zellproliferation auf akute Zellschädigungen zurückzuführen ist. 
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2.) Durch Glutathion-Depletion induzierte Zunahme v on Glutathion-Resynthese  

     und Zellproliferation  

Ein alternativer Mechanismus für eine über Änderungen der intrazellulären GSH-

Spiegel bedingte Induktion der Zellproliferation beruht auf Befunden, dass eine 

Fremdstoff-induzierte GSH-Depletion aufgrund der erhöhten Expression der für die 

GSH-Neusynthese entscheidenen γ-Glutamylcysteinligase einen verstärkten GSH-

Rebound nach sich zieht (Gerard-Monnier et al., 1992; Tian et al., 1997). Die hier-

durch hervorgerufene Änderung des GSH-Status der Zellen ist höchstwahrscheinlich 

direkt mit einer gleichzeitigen Erhöhung der Zellproliferation verknüpft, wie von meh-

reren Autoren abgeleitet wurde (Aw, 2003; Lu, 2009; Noda et al., 2001). Beispiels-

weise wurde gezeigt, dass eine Zellproliferation eng mit einer Zunahme des zellulä-

ren GSH-Gehalts bzw. GSH-Neusynthese assoziiert ist (Noda et al., 2002; Obrador 

et al., 1997; Shaw und Chou, 1986). Auch wurde nach GSH-Depletion und Thiol-

Zugabe in Form von Cystein eine erhöhte Zellproliferation gefunden (Noda et al., 

2001; Noda et al., 2002). Mechanistisch gesehen ändert sich sowohl bei einer Ab-

nahme als auch bei einer Zunahme von GSH das Verhältnis von GSH zu GSSG, da 

die Konzentration an GSSG in der Mauslunge unter Bedingungen von oxidativen 

Stress nahezu konstant bleibt (DeLucia et al., 1975). Solche Änderungen des Redox-

Gleichgewichts von Zellen haben einen direkten Einfluss auf die Aktivität redoxsensi-

tiver Proteine, die in die Regulation zellulärer Signalwege involviert sind (Dickinson et 

al., 2003). So wird beispielsweise die Genexpression über die Bindung von Trans-

kriptionsfaktoren sowie über weitere DNS-Bindedomänen wie dem Elektrophile Res-

ponse Element (auch Antioxidant Response Element) in den Promotorregionen der 

Gene gesteuert (Franco und Cidlowski, 2009). Insbesondere die Aktivierung der 

Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFκB ist mit einem stimulatorischen Effekt auf die 
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Genexpression verbunden, wodurch die Regulation der Zellproliferation beeinflusst 

werden kann (zusammengefasst in Cotgreave und Gerdes, 1998; Mates et al., 2008; 

Pompella et al., 2003). 

 

Die hier vorgestellten Ergebnisse verdeutlichen, dass es durchaus zu einer Störung 

der GSH-Homöostase während und nach jeder einzelnen Expositionsperiode auf-

grund der GSH-Depletionen und GSH-Rebounds kommt. Damit tragen die hier ge-

wonnenen Erkenntnisse erheblich zum Verständnis der Tumorigenität von Styrol in 

der Mauslunge bei. 

Folgender Mechanismus ist für die Tumorigenität von Styrol wahrscheinlich: Eine 

Exposition gegen mindestens 40 ppm Styrol führt in den Atemwegen der Maus auf-

grund der GSH-Konjugation mit Styrolmetaboliten, insbesondere mit Styrol-7,8-oxid, 

initial zu einer GSH-Depletion, die einen GSH-Rebound hervorruft, der zu einer Er-

höhung des GSH-Spiegels führt. Die Änderungen des Redoxstatus sind direkt mit 

einer verstärkten Proliferation der Clarazellen gekoppelt. Durch die tägliche Styrol-

bedingte Störung der GSH-Homöostase (hier für die Dauer von drei Tagen gefun-

den) ist die Zellproliferation auch langfristig erhöht. Eine fortwährende erhöhte Zell-

proliferation in Verbindung mit der Belastung durch genotoxische Metaboliten (z.B. 

Styrol-7,8-oxid) und zytotoxische Stoffwechselprodukte (z.B. 4-VP) stellt ein großes 

Risiko für die Entstehung von Tumoren dar (Cohen und Ellwein, 1991). Die Regi-

ospezifität der Lungentumoren wird verständlich, wenn man berücksichtigt, dass - 

wie in der vorliegenden Arbeit gefunden - die terminalen Bronchioli die niedrigsten 

GSH-Spiegel (siehe Tabellen 2 bzw. 3) und die höchsten Clarazelldichte von allen 

Atemwegssegmenten (Pack et al., 1981; Plopper et al., 1980) aufweisen, was be-

deutet, dass hier die größte Belastung durch genotoxische Metaboliten stattfindet. 
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Wie Filser et al. (2002) gezeigt haben, findet bei der Styrol-exponierten Ratte keine 

nennenswerte GSH-Depletion in der Lunge statt. Deshalb ist weder eine regenera-

tive noch eine über Beeinflussung von Signalwegen induzierte Zellproliferation zu 

erwarten. Somit ist nachvollziehbar, dass Styrol bei der Ratte nicht kanzerogen war. 

Auch für den Menschen ist zumindest bis zu Konzentrationen von 200 ppm Styrol 

keine durch diesen Stoff bedingte Kanzerogenität zu erwarten, da es bis zu dieser 

Konzentration zu keiner Absenkung des GSH in der Lunge kommt (Csanády et al., 

2003). 

4.6 Ausblick 

Bei der weiblichen Maus treten Lungentumoren schon bei 20 ppm Styrol auf. Nach 

dem hier diskutierten Mechanismus sollte schon bei dieser Styrolkonzentration nach 

einmaliger Exposition eine GSH-Depletion und bei wiederholter Exposition zudem 

ein verstärkter Reboundeffekt auftreten, die mit einer erhöhten Clarazellproliferation 

gekoppelt sind. Dieses soll mit der neu entwickelten Methode nicht nur im Lungen-

homogenat sondern auch direkt in den Atemwegen ermittelt werden. Experimentell 

soll der hier diskutierte Mechanismus durch Untersuchungen zu der Homöostase von 

GSH und zur Zellproliferation in Atemwegen an der Styrol-unempfindlichen Ratte 

überprüft werden. 
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5 Zusammenfassung 

Die Industriechemikalie Styrol wirkte bei der Maus, nicht jedoch bei der Ratte, kanze-

rogen, wobei sie ausschließlich Lungentumoren induzierte. Bei Untersuchungen an 

der Maus war gefunden worden, dass inhaliertes Styrol eine Depletion von Glutathi-

on (GSH) in der Lunge bewirken kann. Außerdem wurde eine erhöhte Proliferation 

der nicht-zilierten bronchialen Epithelzellen (Clarazellen) in den Atemwegen der 

Maus als Folge von Styrolexpositionen beschrieben. Die vorliegende Arbeit beruht 

auf der Annahme, dass beide Phänomene mit der Tumorentstehung in der Lunge in 

Zusammenhang stehen. Bislang lagen keine Erkenntnisse über den zeitlichen Ablauf 

der Änderungen des GSH-Spiegels in der Lunge vor. Auch die Styrol-bedingte regio-

spezifische Induktion der Proliferation in den Atemwegen war nur unzureichend un-

tersucht worden, was möglicherweise dadurch bedingt war, dass keine geeignete 

Methode existierte, um GSH-Gehalte und gleichzeitig Zellproliferation in einzelnen 

Atemwegssegmenten der Mauslunge zu quantifizieren. Das Ziel der vorliegenden 

Arbeit war es deshalb, in Lungen von Bromdesoxyuridin (BrdU)-behandelten Mäusen 

die Veränderungen des GSH-Spiegels im Verlauf dreitägiger Expositionen gegen 40 

und 160 ppm Styrol zu bestimmen und in verschiedenen Segmenten des Bronchial-

epithels, insbesondere den terminalen Bronchioli, dem Ort der styrolbedingten Tu-

morentstehung, den GSH-Status zusammen mit der Zellproliferation zu untersuchen. 

Aufgrund der Ergebnisse sollte der zur Styrol-Tumorigenität führende Mechanismus 

diskutiert werden. 

Hierfür wurde zunächst ein neues, sensitives Verfahren entwickelt mittels dessen der 

GSH-Gehalt sowohl in der Gesamtlunge als auch, zusammen mit der Zellproliferati-

on, im Bronchialepithel schnell und quantitativ bestimmt werden konnte. Es wurden 

Mauslungen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Monochlorbiman (MCB) inflatiert und GSH 
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über die durch Glutathion-S-Transferasen (GST) katalysierte In-situ-Konjugation von 

GSH mit MCB folgendermaßen bestimmt: In Lungenhomogenat und –cytosol wurde 

das entstandene MCB-GSH-Konjugat als GSH-Surrogat fluorometrisch erfasst. Im 

Bronchialepithel einzelner Atemwege wurde es nach Herstellung von Gefrierschnit-

ten eines Lungenflügels mittels Fluoreszenzmikroskopie quantifiziert. In den identi-

schen Atemwegen wurde ebenfalls die Zellproliferation anhand der immunhistoche-

mischen Anfärbung von BrdU ermittelt. 

Die Spezifität der GST-vermittelten Konjugationsreaktion wurde in vitro demonstriert, 

wobei das anstelle von GSH als Reaktionspartner mit MCB eingesetzte N-Acetyl-

cystein im Gegensatz zu GSH keine Fluoreszenz zeigte. Die Linearität der Reaktion 

wurde in Homogenatslösungen mit Proteingehalten von 0 - 1,6 mg Protein/ml über 

einen GSH-Konzentrationsbereich von 0 bis 100 µmol/l untersucht. Die Zunahme der 

Fluoreszenzintensität war proportional zur GSH-Konzentration. Die mittlere Steigung 

der Geradengleichung betrug 162 ± 2,6 willkürliche Fluoreszenzintensitätseinheiten 

pro µmol GSH/l (n = 5). Der Y-Achsenabschnitt der linearen Regressionsgeraden 

war proportional abhängig vom unvermeidlichen GSH-Hintergrundgehalt im einge-

setzten Lungenhomogenat. Die Sensitivität des neuen GSH-Bestimmungsverfahrens 

war mit einer Quantifizierungsgrenze von 2 µmol/l GSH (Signal : Rausch-Verhältnis 

3 : 1) ähnlich derjenigen des etablierten GSH-Recycling-Tests (Quantifizierungs-

grenze 1 µmol/l GSH). Bei Anwendung der Methode zur Quantifizierung von GSH 

wurde im Epithel einzelner Atemwege nach GSH-Depletion durch Behandlung mit 

einer Kombination von L-Buthioninsulfoximin (BSO) und Diethylmaleat (DEM) ein 

Fluoreszenzhintergrund gefunden, der möglicherweise auf unspezifische Bindungen 

von MCB im Gefrierschnitt zurückgeführt werden kann. Deshalb wurde bei den Un-

tersuchungen der GSH-Gehalte in den Atemwegen die jeweils gemessene Fluores-

zenz um diesen Hintergrund korrigiert. Aus der verbliebenen, GSH-spezifischen  
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Fluoreszenz wurde auf der Basis von Literaturdaten der GSH-Gehalt in nmol/mg Pro-

tein berechnet. 

Zur Ermittlung des Zeitverlaufs der GSH-Gehalte in der Gesamtlunge in Abhängig-

keit von der Styrolexpositionskonzentration wurde der GSH-Gehalt in Lungenhomo-

genat von Kontrollmäusen den GSH-Gehalten gegenübergestellt, die während und 

nach dreitägigen Expositionen von 6 h/Tag gegen 40 und 160 ppm Styrol im Homo-

genat gefunden worden. Es ergab sich folgendes Bild: Im Verlauf jeder Expositions-

periode wurde eine von der Styrolkonzentration abhängige Abnahme des GSH-

Gehalts gefunden, die am ersten Expositionstag bei 29% (40 ppm) bzw. 47% 

(160 ppm) des Kontrollwerts und am dritten Tag bei 23% (40 ppm) bzw. 39% 

(160 ppm) des Wertes zu Beginn der dritten Expositionsperiode lag. Im Vergleich 

zum Kontrollwert mit 24,8 nmol GSH/mg Protein stieg der GSH-Gehalt bis zum Be-

ginn der zweiten Expositionsperiode auf 110% und zu Beginn der dritten auf 135% 

an (erhöhter GSH-Rebound). Somit entsprachen die GSH-Gehalte am Ende der drit-

ten Expositionsperiode in etwa dem Gehalt der Kontrolltiere. In den Atemwegsseg-

menten wurde der GSH-Gehalt sowohl in den Kontrolltieren als auch in den Styrol-

exponierten Tieren am Ende der dritten Expositionsperiode bestimmt. In den Kon-

trolltieren war der GSH-Gehalt in den Atemwegssegmenten unterschiedlich. Die 

niedrigsten GSH-Gehalte (4,9 ± 1,6 nmol GSH/mg Protein) fanden sich in den termi-

nalen Bronchioli, die höchsten Gehalte (9,1 ± 4,6 nmol GSH /mg Protein) in den pro-

ximalen Bronchi. Nach den dreitägigen Styrolexpositionen waren die Gehalte in allen 

vier Atemwegssegmenten im Vergleich zur Kontrolle erhöht. Der Anstieg war bei 

160 ppm Styrol weniger stark ausgeprägt als bei 40 ppm Styrol. Bei der letzteren 

Exposition beliefen sich die statistisch signifikanten (p < 0,05) Zunahmen, verglichen 

mit den Kontrollwerten, auf 124% (proximale Bronchi), 158% (mittlere Bronchi), 

167% (distale Bronchioli) und 124% (terminale Bronchioli). Die in den identischen 
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Atemwegen durchgeführten Untersuchungen zum Status der Zellproliferation erga-

ben in drei von vier Atemwegssegmenten der gegen 40 und 160 ppm Styrol expo-

nierten Mäuse eine Zunahme proliferierender Zellen, die in den terminalen Bronchioli 

mit dem Faktor 9 (40 ppm) bzw. 10 (160 ppm) besonders stark ausgeprägt war. 

In der Diskussion wurde sich zuerst mit der neuen Methode zur Bestimmung von 

GSH in der Lunge sowie ihren Vor- und Nachteilen verglichen mit bisherigen Verfah-

ren auseinandergesetzt. Insbesondere wurde betont, dass das neue Verfahren im 

Gegensatz zur den bisherigen Techniken die Fixierung des GSH-Status unmittelbar 

zum Ende einer Exposition erlaubt und die Bestimmung von GSH zusammen mit der 

Zellproliferation in denselben Atemwegen ermöglicht. Anschließend wurden die Un-

tersuchungsergebnisse mit Styrol-exponierten Mäusen besprochen. Anhand der Be-

funde zum zeitlichen Verlauf des GSH-Status in der Gesamtlunge wurde erläutert, 

dass die am Ende der dritten Exposition gefundenen GSH-Gehalte in den Atemwe-

gen auf den erhöhten GSH-Rebound zurückzuführen sind. Zur Erklärung der insbe-

sondere in den terminalen Bronchioli ebenfalls ermittelten, Styrol-bedingten Zunah-

me der Zellproliferation wird ein neuer, wahrscheinlicher Mechanismus der Styrol-

bedingten Lungentumorigenität bei der Maus vorgestellt. Demnach ruft die durch die 

GSH-Konjugation mit dem Styrolmetaboliten Styrol-7,8-oxid während jeder Exposi-

tion erzielte GSH-Depletion in den Atemwegen einen verstärkten GSH-Rebound her-

vor. Die dadurch bedingten Änderungen des Redoxstatus sind direkt mit einer Zu-

nahme der Zellproliferation gekoppelt. Eine über einen längeren Zeitraum anhaltende 

erhöhte Zellproliferation führt bei Langzeitexpositionen gegen Styrol zusammen mit 

der Belastung durch genotoxische Metaboliten, die in der Mauslunge vorwiegend in 

den terminalen Bronchioli gebildet werden, zur Tumorigenität in diesem Atemwegs-

segment.  
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6 Abkürzungen 

ANOVA Varianzanalyse 

BrdU 5-Bromdesoxyuridin 

BSO L-Buthioninsulfoximin 

CYP Cytochrom P450-abhängige Monooxigenase 

DACM N-(7-Dimethylamino-4-Methylcoumarinyl)Maleimid 

DEM Diethylmaleat 

DTNB 5,5’-Dithiobis-2-Nitrobenzoesäure 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

GC Gaschromatograph 

GR Glutathion-Reduktase 

GSH reduziertes Glutathion 

GSSG oxidiertes Glutathion 

GST Glutathion-S-Transferasen 

HPLC Hochdruckflüssigkeitschromatographie 

LC50 lethale Konzentration für 50% der Versuchstiere 

N2PBS stickstoffgesättigte, phosphatgepufferte Kochsalzlösung, pH 7,4 

NAC N-Acetylcystein 

NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 

ppm parts per million 

4-VP 4-Vinylphenol 
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