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Referat

Durch kontaminierte Lebensmittel und Innenrdume ist der Mensch mit Schimmel-
pilzen und daraus resultierenden gesundheitlichen Belastungen konfrontiert. Neben
unspezifischen Krankheitssymptomen konnte durch epidemiologische Studien auch
ein Zusammenhang zwischen Allergien und einer Schimmelpilzbelastung ermittelt
werden. Die Ursachen Allergie-vermittelnder Effekte durch Schimmelpilze sind weit-
gehend unbekannt. Es wird vermutet, dass Mykotoxine, sekundire Stoffwechselmeta-
bolite der Schimmelpilze, eine Rolle spielen. Mykotoxine besitzen immunsuppressive
Effekte und kénnten iiber adjuvante Effekte die Immunregulation beeinflussen, so
dass ein erhéhtes Risiko fiir allergische Reaktionen besteht. Ziel dieser Arbeit war
es, den Einfluss ausgewihlter Mykotoxine auf die Sekretion Thl und Th2 relevanter
Zytokine und auf intrazellulire Signalwege (STAT1, STAT6 und IxBa) humaner
PBMC zu untersuchen. Es konnte gezeigt werden, dass die Mykotoxine Patulin,
Gliotoxin, Ochratoxin A, Citrinin und T-2 Toxin die Zytokinsekretion stirker be-
einflussen als die Vitalitit der Zellen. Unter Einfluss von Patulin und Gliotoxin
konnte eine Verschiebung des Thl/Th2-Gleichgewichtes in Richtung Th2-Dominanz
beobachtet werden. Von diesen beiden Mykotoxinen kénnte daher ein Allergierisiko
ausgehen. Zusitzlich wurde fiir Patulin gefunden, dass es die Promotorregion der
Th2-Zytokine IL-4 und IL-13 direkt stimuliert, was mit einer weiteren Verstéirkung
des Th2-Signals einhergeht. Unter Einfluss von Gliotoxin konnte eine konzentra-
tionsabhingige Hemmung der Aktivitdt der IL-4-, [L-13- und IFN-v-Promotoren
sowie des NFrxB-Weges festgestellt werden. Alle untersuchten Mykotoxine fiihrten
zu einer Unterdriickung der STAT1-Aktivierung. Die Phosphorylierung und damit
die Aktivierung von STAT6 wurde nur durch Gliotoxin, Citrinin und T-2 Toxin ver-
mindert. Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass sich schwache Effekte z.B. auf die
IFN-v-Sekretion addieren kénnen, wenn mehrere Mykotoxine gleichzeitig appliziert

werden.
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Kapitel 1
Einleitung

Industrie, Verkehr, Intensivierung der Landwirtschaft, aber auch das Konsumverhal-
ten des Einzelnen haben insbesondere in letzten 50 Jahren zu Verdnderungen unserer
natiirlichen Umwelt gefiihrt. Diese Verunreinigungen gefihrden die Existenzgrund-
lage vieler Lebewesen, aber auch des Menschen selbst. Seit langem ist bekannt,
dass Umweltfaktoren verschiedene Erkrankungen auslésen kénnen. Die Belastung
der Atemluft mit anthropogenen Schadstoffen kann die Entwicklung von Atemwegs-
erkrankungen férdern und deren Verlauf ungiinstig beeinflussen. So kann der lun-
gengéingige Feinstaub der Luft den Gesundheitszustand von Patienten mit Atem-
wegserkrankungen und Herz-Kreislauf-Beschwerden verschlechtern. Herz-Kreislauf-
Beschwerden gehoren zu den wichtigsten Krankheitsbildern in Deutschland. Grofie
Bedeutung kommt dabei den klassischen Risikofaktoren wie Rauchen, Fehlernihrung
und Bewegungsmangel zu. Aber auch verschiedene Umweltbelastungen kénnen nach
neuesten Erkenntnissen Herz-Kreislauferkrankungen auslésen. An den Feinstaubpar-
tikeln kénnen allerlei Schadstoffe haften, so in den Kérper transportiert werden und

damit entziindliche Reaktionen im Organismus férdern.

Unter dem Begriff ,,Umwelt* wird gewohnlich die &uflere Umwelt, zum Beispiel
die AuBenluft, verstanden. Allerdings verbringen die Deutschen die meiste Zeit ihres
Lebens in Innenrdumen. Ein Erwachsener hilt sich téglich etwa 20 Stunden in ge-
schlossenen Raumen auf. Durch verringerte Luftwechselzahlen in den Innenrdumen
kommt es zu einer Anreicherung der ubiquitdren Allergene (von Milben, Haustieren,
Schimmel u.a.) und von anderen lufthygienisch relevanten Komponenten [Herbarth

et al., 1999]. Bauliche Veriinderungen verhindern eine kontinuierliche Frischluftzu-
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2 Kapitel 1 - Einleitung

fuhr in den Wohnrédumen [Altmann-Brewe, 1997]. Die Folge sind unter anderem
eine erhthte Luftfeuchte und daraus resultierendes Pilzwachstum. Die hiufigsten
bei Schimmelpilzbelastung im Innenraum beschriebenen Symptome sind unspezi-
fisch, so z. B. Bindehaut-, Hals- und Nasenreizungen sowie Husten, Kopfschmer-
zen oder Miidigkeit. Ein qualitativer Zusammenhang zwischen Atemwegssympto-
men oder Allergien und dem Vorkommen von Feuchtigkeit oder Schimmel in der
Wohnung wurde in zahlreichen epidemiologischen Studien gezeigt [Schifer et al.,
1999, Flannigan et al., 1991, Miiller et al., 2002, Jovanovic et al., 2004, Gent et al.,
2002, Kilpelainen et al., 2001]. Warum sich unter dem Einfluss von Schimmelpilzen
Allergien entwickeln und zwar nicht nur gegen Schimmelpilzallergene, sondern auch
gegen andere Allergene, wie z. B. Griserpollen [Miiller et al., 2002] ist noch nicht
geklirt.

1.1 Schimmelpilze und Mykotoxine

wSchimmelpilze® ist ein Sammelbegriff fiir Pilze, die typische Pilzfiden und Sporen
ausbilden und dadurch makroskopisch als (oft gefiirbter) Schimmelbelag sichtbar
werden. Es handelt sich dabei nicht um eine systematische Einheit, sondern das Er-
scheinungsbild einer wissenschaftlich nicht definierbaren Gruppe [Altmann-Brewe,
1997]. Zur Vermehrung und Verbreitung bilden Schimmelpilze Sporangiosporen und
Konidien (asexuell), seltener Zygosporen und Ascosporen (sexuell). Die meisten Spo-
ren haben einen Durchmesser unter 10 ym. Sie konnen eingeatmet werden sowie
in der Luft {iber weite Strecken schweben und mit dem Wind transportiert wer-
den. Die in den Innenrdumen nachgewiesenen Schimmelpilze kénnen zwei Quellen
haben. Zum einen gelangen sie iiber Liiftungsvorginge aus der Aussenluft in den
Innenraum oder sie stammen aus Quellen im Innenraum. Die Temperaturen fiir das
Wachstum von Schimmelpilzen liegen in den Innenrdumen meist in einem optimalen
Bereich. Feuchtigkeit ist der entscheidene Faktor fiir eine Schimmelpilzbelastung in
Innenrdumen.

Eine massive Inhalation von Schimmelpilzensporen, oft in Verbindung mit or-
ganischen Stduben kann zu akuten oder chronischen Infektionen der oberen und
unteren Atemwege, Infektionen von Haut und Schleimhiuten, Allergien und toxi-

sche Wirkungen fithren [Miicke and Lemmen, 1999]. Schimmelpilze scheinen auch bei
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der Entwicklung des ., Sick building Syndrom® (SBS) eine Rolle zu spielen. Das SBS
beschreibt spezifische Gesundheitsbeschwerden bei Personen, die in Gebéduden mit
schlechter Innenraumluftqualitéit arbeiten oder leben. Symptome, die dem SBS zu-
geschrieben werden sind unter anderem allergische Rhinitis, Kopfschmerzen, Grippe-
ahnliche Beschwerden, trinende Augen und Behinderung der Atmung. Penicillium
und Stachybotrys Arten stehen stark mit SBS im Zusammenhang [Cooley et al.,
1998].

Innenraumrelevante Schimmelpilze sind: Aspergillus und Penicillium Arten
[Flannigan et al., 1991, Vujanovic et al., 2001, Miiller et al., 2002, Jarvis and Miller,
2005]. Die Hauptquellen im Innenraum sind Penicillium chrysogenum, P. brevicom-
pactum, P. expansum, P. commune und Aspergillus versicolor. Seltener kommen vor:
Aspergillus ochraceus, A. niger, A. flavus und A. fumigatus [Miiller et al., 2002].
Daneben treten auch Stachybotrus chartarum und Trichoderma viride im Innen-
raum auf [Flannigan et al., 1991, Jarvis and Miller, 2005]. Diese fiir den Innenraum
relevanten Schimmelpilzearten kénnen verschiedene Mykotoxine, giftige Stoffwech-
selprodukte, produzieren, unter anderem Patulin, Citrinin, Ochratoxin A, Gliotoxin
und T-2 Toxin [Flannigan et al., 1991, Bennett and Klich, 2003].

Mykotoxine haben als sekundére Stoffwechselprodukte unterschiedliche chemi-
sche Strukturen und unterschiedliche Wirkungen auf den menschlichen Organismus.
Beim Verzehr verschimmelter Lebensmittel sind Mykotoxine eine hiufige Ursache
von Lebensmittelvergiftungen. Sie kénnen aber auch iiber die Raumluft verteilt, un-
spezifische Symptome wie Kopf- und Gliederschmerzen, Schleimhautreizungen und

erhdhte Infektanfilligkeit hervorrufen.

Je nach Pilzart und Umgebungsbedingungen kénnen Mykotoxine in sehr varia-
blen Konzentrationen auf der Oberfliche und im Inneren von Pilzsporen vorkommen
[Miicke and Lemmen, 1999]. Viele der etwa 300 bekannten Mykotoxine besitzen ne-
ben der allgemeinen Zelltoxizitdt eine immuntoxische, karzinogene, mutagene, tera-
togene, nephrotoxische und neurotoxische Wirkung [Steyn, 1995]. Bei einer niedrigen
Exposition kénnen diese Mykotoxine immunsuppressiv wirken und die Suszeptibi-
litat fiir Krankheiten erhthen [Pestka and Bondy, 1990]. Abhingig von der Dosis,
der Zeit und dem Expositionsweg kénnen sie auch immunstimulatorisch sein [Pestka

and Bondy, 1990].

Das Mykotoxin Gliotoxin, produziert von Aspergillus fumigatus, ist vielfiltig un-
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tersucht. Uber 90% der Aspergillosen auf Aspergillus fumigatus zuriickzufiihren,
wobei vor allem das bronchopulmonale Organsystem besiedelt wird [Reiss, 1997].
Gliotoxin supprimiert Makrophagen-Funktionen, blockiert die Bildung von alloreak-
tiven zytotoxischen T-Lymphozyten und die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NFxB (Nukledrer Faktor- aktivierter B-Zellen) in T- und B-Zellen [Mullbacher and
Eichner, 1984, Pahl et al., 1996]. Gliotoxin induziert in wivo Apoptose in Thymo-
zyten, Milzzellen und Zellen der mesenterialen Lymphknoten [Sutton et al., 1994].
Immunsuppressive Effekte wurden auch von Patulin berichtet [Escoula et al., 1988],
insbesondere auf das zelluldre und humorale Immunsystem von Mausen und Ratten.
Es besitzt aulerdem mutagene, karzinogene und teratogene Eigenschaften [Dickens
and Jones, 1961]. Anders als Patulin besitzt Ochratoxin A neben karzinogenen und
teratogenen Effekten, hauptséchlich renale und hepatotoxische Eigenschaften in Ver-
suchstieren [Kuiper-Goodman and Scott, 1989]. Fiir Ochratoxin A wurde gezeigt,
dass es strukturelle und funktionelle Verdinderungen im Immunsystem induziert. So
ist unter Einfluss von Ochratoxin A die ThymusgréBe reduziert [Boorman et al.,
1984], die Anzahl der Milzzellen vermindert [Gupta et al., 1983] und es findet eine
Nekrose der Keimzentren in Milz und Lymphknoten statt [Kanisawa et al., 1977].
Ochratoxin A beeinflusst die Antikérperfunktion [Creppy et al., 1983], die prolifera-
tive Antwort der T-Lymphozyten auf polyklonale Stimuli [Cooray et al., 1982] und
die Aktivitdt der natiirlichen Killer (NK)-Zellen [Luster et al., 1987]. Wie Ochrato-
xin A besitzt auch Citrinin nephrotoxische Eigenschaften, aber auch immunotoxi-
sche Effekte wurden beschrieben. Citrinin stimuliert die Lymphozytenblastogenese
in Milzzellkulturen und die Antikérperantwort steigt bei intraperitonealer Verabrei-
chung in Méusen an [Reddy et al., 1988]. Immunotoxische Eigenschaften sind auch
von Trichothezenen bekannt. Himatologische Storungen wie Neutropenie, Throm-
bopenie und aplastische Andmie wurden im Menschen gefunden. In witro konnten
in humanen Geweben zytotoxische Effekte von T-2 Toxin sowohl auf Vorlduferzellen
von Megakaryozyten als auch auf Vorlduferzellen von roten und weiflen Blutzellen
gezeigt werden [Froquet et al., 2001, Rio et al., 1997].

Fiir die Untersuchung von Mykotoxinwirkungen fanden schon vielfiltige in wvitro
Modelle Verwendung. Die Effekte von Mykotoxinen auf T- und B-Zellen wurden in
einem Proliferationsassay, auf die Antikérper-abhingige zelluldre Zytotoxizitdt und
auf die NK-Zell-Aktivitidt von peripheral blood mononucleare cells (PBMC) unter-
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sucht [Berek et al., 2001]. Die Stimulierung der PBMC erfolgte mit Phythimaggluti-
nin (PHA) und Concanavalin A (Con A). Zur Untersuchung der zytotoxischen Wir-
kung von Mykotoxinen wurden vier verschiedene Tests, der MTT-Test, der Neutral-
Rot-Test, der Lactat-Dehydrogenase-Test und ein DNA-Assay [Papadimitriou and
Lelkes, 1993] anhand von zwei verschiedenen Zelllinien verwendet [Bondy and Arm-
strong, 1998]. Es fanden kaum Untersuchungen zu Mykotoxineffekten auf die Zyto-
kinproduktion statt. Anhand von PBMC von Schweinen erfolgte die Untersuchung
der Wirkung von Fumonisin Bl auf die Modulierung des Zytokinprofils [Taranu
et al., 2003]. In der Arbeitsgruppe Umweltimmunologie am Umweltforschungszen-
trum in Leipzig wurden die Mykotoxine Citrinin, Gliotoxin und Patulin auf ihre Ef-
fekte auf die Zytokinproduktion humaner T-Lymphozyten untersucht, indem PBMC
mit Antikérpern gegen CD3 und CD28 stimuliert wurden [Wichmann et al., 2002].

Bisher fanden keine Untersuchungen zu maglichen Allergie-vermitteltenden Ef-
fekten von Mykotoxinen statt. Es wurde spekuliert, dass u. a. Mykotoxine verant-
wortlich sind, dass sich unter dem Einfluss von Schimmelpilzen Allergien entwickeln
und zwar nicht nur gegen Schimmelpilzallergene, sondern auch gegen andere All-
ergene, wie z. B. Griserpollen [Miiller et al., 2002]. Bisher konnte diese Hypothese

jedoch nicht belegt werden.

1.2 Allergien

Unter einer allergischen Reaktion versteht man eine Hypersensibilitit oder Uber-
reaktion des Immunsystems gegen Substanzen, die von den meisten Menschen to-
leriert werden. Die allergischen Reaktionen werden nach Coombs und Gell in vier
Typen unterteilt. Die héufigste Form ist die Immunglobulin E (IgE)-vermittelte
Typ-I-Reaktion (Soforttyp), bei der Mastzellen iiber die allergengetriggerte Kreuz-
vernetzung von IgE aktiviert werden und Entziindungsmediatoren, wie z. B. Hi-
stamin, sezernieren. Seltener ist die Typ-II-Reaktion (zytotoxischer Typ), bei der
sich die auslésenden Antikérper IgM oder IgG gegen ein Antigen auf der Zellober-
fliche richten. Daraufhin werden das Komplementsystem oder NK-Zellen aktiviert
und dadurch die Zielzellen lysiert. Bei den Typ-III-Reaktionen (Immunkomplexre-
aktion) lagern sich Immunkomplexe im Gewebe ab. Das Komplement wird aktiviert

und polymorphe Granulozyten angelockt. Sie verursachen lokale Gewebeschiden und
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Entziindungen. Relativ haufig kommen Typ-IV-Reaktionen (verzogerter Typ) vor,
die nach einem wiederholten Allergenkontakt durch sensibilisierte T-Lymphozyten
ausgeltst werden. Die T-Zellen sezernieren Zytokine, die Makrophagen anlocken und

eine Entziindungsreaktion bewirken.

Die Entstehung einer Typ I Hypersensitivitidtsreaktion gegen ein spezifisches All-
ergen fithrt zu einer Serie von Interaktionen zwischen antigen-prisentierenden Zellen
(APZ), T- und B-Lymphozyten. Beim initialen Kontakt mit dem Allergen priisen-
tieren die APZ den T-Zellen kleine Peptidfragmente in Verbindung mit dem MHC
(magor histocompatibility complez) Klasse II Molekiilen. T-Lymphozyten, die einen
passenden T-Zell-Rezeptor (TZR) spezifisch fiir das Peptid und MHC Klasse 1T be-
sitzen, binden an den Peptid-MHC Komplex der APZ. Dies fiihrt zu weiteren Inter-
aktionen, die die Bildung eines ,,zweiten® Signals, T-Zellproliferation und Zytokinse-
kretion nach sich ziehen. Die T-Zellen interagieren mit B-Zellen, die den passenden
allergenspezifischen Rezeptor tragen, und stimulieren diese allergenspezifisches IgE
zu produzieren. Die allergenspezifischen IgE binden dann an Oberflichenrezeptoren
von Mastzellen, Basophilen, Makrophagen und anderen APZ. Bei erneutem Kon-
takt mit dem spezifischen Allergen setzen unter anderem die Mastzellen Histamin
frei und es kommt zu den typischen allergischen Reaktionen. Die Symptome der Hy-
persensitivitdtsreaktionen vom Typ I &uflern sich in Urtikaria und Heuschnupfen,

Schwellungen der Schleimh&ute und Reizungen des Bindehautgewebes.

1.3 Zytokine und Immunregulation

T-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Anfangsphase der Sensibilisierung gegen
ein Allergen. Sie konnen in zwei verschiedene Phénotypen unterteilt werden. Zum
einen die CD4% Zellen, die mit der Erkennung von loslichen Fremdproteinen (z.B.
Allergenen) assoziiert sind, und zum anderen die CD8% Zellen, die auf intrazellulire
Pathogene (z.B. Viren) reagieren. Bezogen auf ihr Zytokinsekretionsprofil werden
CD4* T-Lymphozyten unterteilt in T Helfer Zellen vom Typ 0 (Th0), Thl-, Th2-
und Th3-Zellen, sowie regulatorische T-Zellen (Tr). Thl-Zellen produzieren Interfe-
ron (IFN)-v, Interleukin (IL)-2 und Tumornekrosefaktor (TNF)-a und 3, sind da-
mit Effektoren der zellvermittelten Immunitédt und dienen der Abwehr von intrazel-

luldren Erregern durch die Aktivierung der Makrophagen und der Zellzytotoxizitit
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[Romagnani, 1995, 1996a,b, 2000]. Th2-Zellen produzieren IL-4, IL-5, IL-G, IL-9,
IL-10 und IL-13, sind Effektoren der humoralen Immunitit, hemmen die Makro-
phagenfunktion, rekrutieren eosinophile Granulozyten und dienen der Abwehr von
extrazelluliren Erregern, wie z. B. parasitdren Wiirmern [Romagnani, 1995, 1996a,b,
2000]. Unter diesen Zytokinen sind IFN-y und IL-4 representative Zytokine fiir Th1-

und Th2-Zellen und werden oft als Unterscheidungsmarker benutzt.

Thil- und Th2-Zellen entwickeln sich aus einem naiven Vorldufer in Reaktion
auf eine ligandeninduzierte Stimulation. Viele Faktoren regulieren die Thl- und
Th2-Induktion. Einer der am besten charakterisiertesten ist die Zytokinumgebung
zgum Zeitpunkt der Differenzierung. IFN-+ und IL-12 sind die wichtigsten Zytokine
fiir die Regulation der Differenzierung und Stirke der Thl-Antwort [Agnello et al.,
2003]. IFN-v wirkt auf die Thl-Polarization durch Aufregulierung der IL-12 Rezep-
tor Ba-Kette auf CD4™ T-Lymphozyten und Erhéhung der IL-12-Produktion durch
Monozyten [Armant et al., 1996]. Von anderen Zytokinen wie [L-18, Type I Inter-
ferone und IL-le ist bekannt, dass sie auch in der Entstehung einer Thl-Tendenz
beteiligt sind [Xu et al., 2000, Rogge et al., 1998, Nguyen et al., 2002]. Das es-
sentielle Zytokin fiir die Entwicklung von Th2-Zellen ist IL-4. IL-6 sorgt ebenfalls
fiir eine Th2-Differenzierung, wahrscheinlich durch Induzierung von endogenen IL-4
und Hemmung der Thl-Immunantworten [Tanaka et al., 2001, Dodge et al., 2003].
Thil- und Th2-Zytokine beeinflussen sich gegenseitig. [L-4 induziert durch Hemmung
der Expression der IL-12 Rezeptor [F»-Kette eine Unempfinglichkeit fiir IL-12. Dies
verursacht die Inhibierung der IFN-v-Produktion [Nishikomori et al., 2000]. Ein
antiproliferativer Effekt von IFN-v auf Th2-Zellen aber nicht auf Thl-Zellen ist be-
kannt. Dies mag in Verbindung mit einer hohen Expression von IFN-y-Rezeptoren
auf Th2-Zellen und der niedrigen Expression auf Thl-Zellen stehen. IFN-v spielt
auch eine indirekte Rolle beim Wachstum von Thl-Zellen durch Induzierung der IL-
12 und Runterregulierung der IL-10-Produktion von APZ. Umgekehrt besitzt [L-10
durch Hemmung der IL-12-Sekretion der APZ die Fihigkeit Thl-Differenzierung zu

unterdriicken .

Ein weiterer wichtiger Faktor fiir die Differenzierung in Th1/Th2-Zellen ist das
Zusammenwirken zwischen kostimulatorischen Molekiilen auf APZ und deren Ligan-
den auf T-Zellen, wie B7/CD28 und CD40/CD40L [McAdam et al., 1998, Lenschow
et al., 1996]. CD80(B7-1)/CD86(B7-2) ist das dominante kostimulatorische Signal
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fiir dir Induktion von Th2-Zytokinen, wahrend eine Bindung iiber CD58 und CD40
die Zytokinproduktion nur in memory T-Zellen erhdhen kann [Ceuppens et al., 1999].
Die Interaktion von CD40/CD40L induziert die IL-12-Produktion von B-Zellen, Mo-
nozyten und dendritischen Zellen und bewirkt daher eine Thl-férdernde Umgebung
[Armant et al., 1996]. Eine hohe Antigendichte oder hohe Aviditdt der Interaktion
von T-Zellen und APZ begiinstigt eine Thl-Differenzierung, wohingegen eine nied-
rige Antigendosis und niedrige Aviditit eine Th2-Differenzierung einleitet, z.B. bei
der Stimulation durch ein verdnderten Peptid-Liganden oder der Prisentation von
Peptiden im Kontext von MHC, der nur schwach bindet [Constant and Bottomly,
1997).

Im Netzwerk der Allergieentwicklung spielen auch dendritische Zellen (DC, den-
dritic cells) eine entscheidende Rolle. Die dendritische Zelle ist ein essentieller Faktor
in der Prigung CD4* T-Zellen [de Jong et al., 2005]. Die DC haben eine zentra-
le Rolle in der Induktion einer Th2-vermittelten allergischen Antwort. In Studien
mit Allergikern und in Asthmamodellen in Tieren konnte gezeigt werden, dass DC
wihrend einer Allergenreizung in die Lunge wandern und dass diese DC eine Ten-
denz besitzen Th2-Antworten ex wvivo zu stimulieren verglichen mit DCs aus der
Lunge von gesunden Kontrollen [Xia et al., 1995, Reider et al., 2002, Jahnsen et al.,
2001]. Die Reifung und Migration der dendritischen Zellen sind wichtige Schritte in
der Th2-Prigung gegen Luftallergene. Wie allerdings DC Th2-Antworten selektiv
induzieren ist noch unklar. Eine Moglichkeit wire, dass wenn die Bedingungen der
DC-Reifungssignale (MHC Klasse II und kostimulatorische Molekiile) vorhanden
sind, eine Th2-Differenzierung dann entsteht, wenn Thl-induzierende Stimuli (IL-
12-Produktion der dendritischen Zellen) fehlen. Alternativ dazu gibt eine ,drittes
Signal“-Hypothese, in der DC aktiv an der Th2-Differenzierung teilnehmen miissen
[Kalinski et al., 1999].

Eine allergische Immunantwort beruht auf dem Vorherrschen eines Th2-Phéno-
types. Bel der Aufrechterhaltung eines Thl/Th2-Gleichgewichtes spielen spezielle
regulatorische T-Zellen eine entscheidene Rolle. Sind diese in ihrer Funktion einge-
schriankt oder fehlen sie, kann sich das Gleichgewicht in Richtung Th2 und damit in
Richtung einer allergischen Immunantwort verschieben. Es wurden vier Haupttypen
der regulatorischen T-Zellen beschrieben: Th3-Zellen, Tr-Zellen, CD4+CD25% Zellen
und natiirliche Killer T (NKT) Zellen (siehe 1.1).



Kapitel 1 - Einleitung 9

Th3 Tr CD4°CD25

Effektor T-Zellen

Erkrankung

Abbildung 1.1: Untereinheiten regulatorischer Zellen in Allergie und Asthma. Es gibt vier Haupt-
typen der regulatorischen T-Zellen, die wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der Kontrolle der
Expression von Asthma und Allergie haben. Th3, Tr und CD4*CD25%-Zellen kénnen Effektor

T-Zellen hemmen, NKT-Zellen kénnen deren Differenzierung und Entwicklung férdern.

Th3-Zellen produzieren TGF (tumor growth factor)-8 und IL-10 und besitzen
regulatorische oder suppressive Eigenschaften [Chen et al., 1994]. Trl-Zellen haben
eine niedrige proliferative Kapazitit und produzieren groffie Mengen an 1L-10, aber
wenig IL-2 und IL-4. CD47CD25" Zellen hemmen die Immunantworten durch direk-
ten Zell-Zell-Kontakt iiber ein CTLA-4 (cytotozic T lymphocyte antigen-4)-Signal
sowie durch die Sekretion von TGF-3 [Jonuleit et al., 2002]. NKT-Zellen umfassen
eine Population von T-Zellen, die Zelloberflichenmarker exprimieren, die charakte-
ristisch sind fiir NK-Zellen und fiir konventionelle T-Zellen. Wenn diese NKT-Zellen
aktiviert sind, produzieren sie rasch grofie Mengen an IL-4 und IFN-v. Diese rasche
Zytokinproduktion erlaubt den NKT-Zellen eine starke regulatorische Aktivitat und
Kontrolle in der Entwicklung von Asthma auszuiiben [Akbari et al., 2003]. Unge-
klart ist welche der regulatorischen Zellen entscheidend ist bei der Kontrolle der
Entwicklung von Asthma und Allergie [Herrick and Bottomly, 2003]. Es ist mdglich,
dass die Th3-Zellen hauptsichlich in der Regulierung von Erkrankungen des gastro-
intestinalen Traktes involviert sind, wihrend die Trl-Zellen mehr bei den respira-
torsichen Erkrankungen involviert sind [Weiner, 2001]. Tr1-Zellen hemmen sowohl
die Th2- als auch die Thl-Antworten [Cottrez et al., 2000], und andere regulatori-
sche T-Zellen inhibieren die Entwicklung von Th2-Antworten und von AHR. (airway
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hyperreactivity) [Akbari et al., 2002]. CD4+CD25"% Zellen hemmen die Entwicklung
von respiratorischer Eosinophilie von M&usen [Suto et al., 2001], scheinen aber die
Induktion von AHR nicht zu blocken [Hadeiba and Locksley, 2003]. Die NKT-Zellen
sind dagegen wichtig fiir die Induktion von AHR in Mé&usen [Brown et al., 1996],

aber ihre Rolle bei Asthma beim Menschen ist noch nicht klar.

1.4 Bedeutung intrazelluldrer Signalwege fiir die

Th1/Th2-Differenzierung

Zytokine benutzen nach Bindung an Rezeptoren, die der Typ I und Typ II
Zytokinrezeptor-Superfamilie angehoren, gemeinsame Mechanismen der Signaltrans-
duktion. Sie aktivieren Mitglieder einer Familie von zytoplasmatischen Protein-
Tyrosin-Kinasen, den sogenannten Januskinasen (JAK). Diese sind mit den Zytokin-
rezeptoren assoziert und werden nach Bindung des Zytokins an den Rezeptor akti-
viert und phosphorylieren anschliessend die Zytokinrezeptoruntereinheit. Die phos-
porylierten Tyrosinreste rekrutieren Proteine mit Bausteinen, die an Phosphotyrosin
binden (z.B. mit einer SH2-Doméne). Eine wichtige Familie dieser Proteine ist die
STAT-Familie (signal transducer and activators of transcription, Signaliibertriger
und Aktivatoren der Transkription) der Transduktionsfaktoren. Diese Proteine bin-
den an der phophorylierten Rezeptoruntereinheit, werden dabei selbst phosphory-
liert, dimerisieren und wandern in den Zellkern, wo sie die Genexpression regulieren.
Dieser Jak-STAT-Weg ist eine einfache Signalkaskade, die die Zellmembran (Rezep-
tor) und den Kern (Genexpression) direkt verbindet. Es wurden 7 Mitglieder der
STAT-Familie-Proteine von Sdugern identifiziert und fiir jedes Mitglied wurde ge-

zeigt, dass sie durch verschiedene Zytokine stimuliert werden.

Die Bindung von [L-4 an dessen Rezeptor aktiviert die IL-4 Rezeptor-assozierte
Jak-Kinasen 1 und 3 [Russell, 1998, Yin et al., 1994] und diese wiederum aktivieren
durch Tyrosinphosphorylierung STAT6. Dies erlaubt STAT6 zu dimerisieren und in
den Kern zu wandern, wo es an regulatorische Elemente in den Promotoren von
[L-4-empfindlichen Genen binden kann [Schindler, 2002]. STATG6-spezifische DNA-
Bindungsstellen wurden in den IL-4 und IL-4R-Promotoren [Kaplan et al., 1996],
den CD23-Promotor [Shimoda et al., 1996] und den le-Promotor (Ig, H Ketten Keim-
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bahn ¢) [Linehan et al., 1998] gefunden. STAT6 bewirkt so die Umschaltung auf die
IgE-Produktion. Die IFN-y-Initiation der STAT1 Tyrosinphosphorylierung erfordert
die Aktivitit von Jakl und Jak2 [Muller et al., 1993, Watling et al., 1993]. Nach
seiner Tyrosinphosphorylierung bildet STAT1 ein Homodimer oder mit STAT2, bei
einer Aktivierung durch IFN-a/3, ein Heterodimer. Danach gelangt das Dimer in
den Kern, wo die spezifische Bindung an Enhancer-Elementen zu einer Genaktivie-
rung fiihrt [Gupta et al., 1996, Shuai et al., 1994]. STAT1-Homodimere binden an
bestimmten DNA-Sequenzen, den GAS (IFN-v aktivierte Stelle)-Elementen [Decker
et al., 1997], danach werden IFN-y-abhingige Gene induziert. Die GAS-Elemente

sind in vielen IFN-vy-induzierten Genen gefunden worden.

Die NFxB/Rel-Familie der Transkriptionsfaktoren hat eine zentrale Rolle in der
Koordination der Expression einer grofien Vielfalt von Genen, die die Immunant-
worten kontrollieren. Die NFxB/Rel-Familie beinhaltet ein System von fiinf ver-
schiedenen DNA-Bindungs-Untereinheiten: p50, p52, p65 (RelA), c-Rel und Rel-B
[Blank et al., 1992, Caamano and Hunter, 2002]. Diese kénnen in verschiedenen
Kombinationen dimerizieren. Ein Kennzeichen fiir die NFxB/Rel-Familie ist ihre
post-translationale Kontrolle durch spezifische inhibitorischen Untereinheiten, den
1kB(Inhibitoren von NFxB)-Proteinen [Gilmore and Morin, 1993, Caamano and
Hunter, 2002]. Nach Aktivierung durch eine grofie Anzahl von Stimulatoren, wie IL-
1, TNF-« , Lipopolysaccharid (LPS), oxidativen Stress und virale Produkte, werden
die IkB-Proteine phosphoryliert, ubiquityliert und anschliefend durch Proteasomen
degradiert. Die Degradation von IxB erlaubt den NFxB-Proteinen in den Kern zu ge-
langen und sich an ihren entsprechenden DNA-Bindungsstellen anzulagern. Dies be-
wirkt die Transkription einer Vielzahl von Genen, wie antimikrobielle Peptide, Zyto-
kine, Chemokine, Stress induzierte Proteine und anti-apoptotische Proteine. Es gibt
sechs Arten der inhibitorischen Proteine (IkB-a, IkB-3, IkB-v, Bel-3, pl00, pl03),
die mit den NFxB/Rel-Proteinen im Zytoplasma oder im Kern assoziiert sind. Die
IxkB-Interaktion schiitzt vor DNA-Bindung und dem Kerntransport der NFxB/Rel-
Proteine. Die Dimerkombinationen p50/p65 und p65/p65 der NFxB/Rel-Faktoren
werden schnell unter einer Anzahl von Infektionen aktiviert [Baeuerle and Henkel,
1994]. Dies erlaubt eine umgehende transkriptionelle Antwort auf virale und bak-
terielle Infektionen, inflammatorische Zytokine und Proliferationsstimuli. Ein [kB-

Protein, das hiufig mit p50/p65 und p65/p65 Dimeren assoziiert ist, ist IxBa [Malek
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et al.]. Dieser Hemmer wird schnell abgebaut als Antwort auf diverse Stimuli [Brown
et al., 1993]. Die Phosphorylierung von IxBa mit nachfolgendem Abbau korreliert
mit der Aktivierung von NFxB.

Die NFxB/Rel-Familie ist wichtig fiir die Vermittlung der Rezeptorsignale sowohl
in der angeborenen als auch in der erworbenen Immunitéit. Dies zeigt sich daran,
dass die NFkB-Proteine in der Signalkaskade der TNF-Rezeptoren, der Toll-like Re-
zeptoren und des TZR zwischen geschaltet sind. Die kostimulatorischen Signale des
CD28 sind notwendig, um die ganze NFxB-Aktivierung durch die TZR-Signalkette
zu iibertragen [Karin and Ben-Neriah, 2000]. NFxB reguliert die IL-12-Expression
durch APZs und ist deshalb wichtig fiir die Entwicklung von Thi1-Zellen [Yoshimoto
et al., 1997]. NFxB hat eine T-Zell-intrinsische Rolle in der Thl-Entwicklung, da
c-Rel und RelB-defiziente T-Zellen auch Defekte haben in der IFN-v Expression
[Caamano et al., 1999)].

Die NFxB-Aktivitit ist essenziell fiir das Uberleben und Aktivierung von Lym-
phozyten und fiir die Aufrechterhaltung der normalen Immunantwort. Die konsti-
tutive Aktivierung des NFxB-Weges ist oft mit inflammatorischen Erkrankungen

assoziert, z.B. rheumatrische Arthritis, Multile Sklerosis und Asthma.

1.5 Mischexposition und gesundheitliche Rele-

vanz

Eine Belastung mit Mykotoxinen kann sowohl {iber eine Schimmelpilzbelastung im
Innenraum als auch iiber kontaminierte Nahrungsmittel verursacht werden. Myko-
toxine, die in Nahrungsmitteln gefunden werden, treten meistens nicht als Einzelver-
bindungen auf, sondern als Mischungen von verschiedenen Mykotoxinen. Verschiede-
ne Mykotoxine kénnen von einer einzigen Schimmelpilzart produziert werden. Daher
ist der Mensch hiufig mit verschiedenen Mykotoxinen gleichzeitig konfrontiert. Uber
die Wirkung geringer Mengen oder einer Mischung von Mykotoxinen - vor allem bei
lebenslanger Aufnahme - liegen kaum Erkenntnisse vor. Untersuchungen zu Kombi-
nationseffekten von Mykotoxinen sind daher entscheidend. Viele Arbeiten zu einer
Exposition gegeniiber mehreren Mykotoxinen beschéiftigen sich mit den gesundheit-

lichen Effekten auf Nutztiere.
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Fiir die Vorhersage und Beurteilung von Kombinationseffekten stehen zwei Kon-
zepte zur Verfiigung, das Konzept der Konzentrationsadditivitit und das der Un-
abhiingigen Wirkung. Mit Hilfe der beiden Konzepte ist man in der Lage aus Toxi-
zitdtsdaten von Einzelstoffen Erwartungswerte fiir die Toxizitdt von Gemischen zu
berechnen. Die Vorhersagbarkeit der Effekte von Stoffgemischen ist abhingig davon

ob die einzelnen Mischkomponenten dhnlich oder unihnlich wirken.

Auf die Arbeiten des Pharmakologen Loewe [Loewe and Muischnek, 1926, Loe-
we, 1927, 1953] geht das Konzept der Konzentrationsadditivitit zuriick. Allgemein
formuliert bezeichnet dieses Konzept das Phinomen, dass sich eine Substanz in
Bezug auf den untersuchten Wirkparameter wie die Verdiinnung einer anderen Sub-
stanz verhélt [Grimme et al., 1998]. Konzentrationsaddititvitit wird fiir Mischungen
verwendet deren Mischungskomponenten gleiche Wirkorte und Wirkweisen haben.
Wihrend das Vorhersagekonzept der Unabhingigen Wirkung fiir Mischungen ver-
wendet wird deren Verbindungen unterschiedliche Wirkorte und Wirkweisen haben.
Dabei wird der relative Effekt einer Substanz in Gegenwart einer zweiten nicht
veréndert. Das Konzept der Unabhingigen Wirkung wurde erstmals von Bliss unter
dem Begriff ,,Independent Joint Action® formuliert [Bliss, 1939]. Die mathematische
Formulierung der Vorhersagekonzepte fiir die Toxizitdt von Cemischen ist in der

Tabelle 1.1 angegeben.

Tabelle 1.1: Mathematische Formulierung von Vorhersagekonzepten fiir die Toxizitéit von Germi-
schen. C bezeichnet die Konzentrationen der Substanzen S1 bis Sn, E die betrachteten Effekte
und ECx die Konzentrationen, die erforderlich sind, um einen bestimmten Effekt s hervorzurufen.
Quelle: Grimme et al., 1998

Konzentrations-Additivitit

ing 2 H < —
bindres Gemisch Ef(ﬁ -+ E—C?f(st) = [
multiples Gemisch i1 By

Unabhéngige Wirkung
bindres Gemisch  E(cg; + cga) = E(cs1) + Elcsa) — E(cs1) * E(css)

multiples Gemisch ~ E(cs1 + ¢s2 + ... + ¢sn) = 1 = [1, (1 — E(cs;))

Die Vorhersage-Konzepte liefern Mafistédbe fiir die Entscheidung, ob der ge-
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messene Effekt eines Stoffgemisches groBer, gleich oder geringer als aufgrund
der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen der einzelnen Komponenten zu erwarten
wire. Abweichungen von Erwartungswerten werden meist mit den Begriffen ,,Syn-
ergismus” (grofler als erwartet) und ,, Antogonismus® (geringer als erwartet) charak-
terisiert. Der Aussagewert hiingt vom eindeutigen Bezug auf ein zugrunde liegendes

Beurteilungskonzept ab.

1.6 Aufgabenstellung

Es gibt einen Zusammenhang zwischen Schimmelpilzbelastung im Innenraum und
Manifestation einer Allergie. Es wird vermutet, dass Mykotoxine bei diesem Prozess
eine wichtige Rolle spielen. Mykotoxine besitzen immunsuppressive Eigenschaften.
Ungeklirt ist, ob Mykotoxine auch immunmodulatorisch wirken und ob sie die T-
Zell-Funktion so verdandern, dass ein erhdhtes Risiko fiir die Entwicklung allergischer
Reaktionen besteht.

Ziel dieser Arbeit war es daher, mégliche Allergie-vermittelnde Effekte von My-
kotoxinen und die zugrunde liegenden Mechanismen sowie die von einem Gemisch

aus verschiedenen Mykotoxinen ausgehende gesundheitliche Gefahr zu klédren.

Dafiir sollte untersucht werden:

e welchen Einfluss die Mykotoxine Patulin, Gliotoxin, Citrinin, Ochratoxin
A und T-2 Toxin auf die Sekretion relevanter Zytokine fiir die Thl/Th2-

Regulation haben;

e ob Mykotoxine einen Einfluss auf intrazellulire Signalwege mit Relevanz fiir
Th1/Th2-Regulation haben;

e ob sich schwache Effekte der einzelnen Mykotoxine addieren kénnen, wenn sie

als Mischung appliziert werden.

Um diese Fragestellung zu kliren, wurden humane periphere mononukleére Blut-
zellen polyklonal stimuliert und die Kulturiiberstinde mittels ELISA auf die Sekre-
tion Thl und Th2 relevanter Zytokine untersucht. Die real time Polymeraseketten-

reaktion (RT-PCR) wurde eingesetzt, um die auf Proteinebene erhobenen Daten
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auf mRNA-Ebene zu bestitigen. Der Reportergenassay wurde verwendet, um Ef-
fekte der Mykotoxine auf die Aktivierung von Genpromotoren zu detektieren. Der
Einfluss der Mykotoxine auf intrazelluldre Signalwege wurde mit Hilfe des Western

Blots untersucht.



16

Kapitel 1 - Einleitung




Kapitel 2

Methoden

2.1 Zellkulturarbeiten

2.1.1 Kultivierung der Zelllinie Jurkat

Fiir ausgewéhlte Experimente zur Signaltransduktion wurde die humane akute T-
Zellleukdmie Zelllinie Jurkat, erhalten vom Institut Chemie und Biochemie der na-
turwissenschaftlichen Fakultdt der Paris-Lodron Universitit Salzburg, Fachbereich
molekulare Biologie, AG Allergie und Zytokine (Leiter: Prof. Dr. Albert Duschl),
verwendet.

Die in Suspension wachsenden Zellen wurden in RPMI 1640 (Biochrom AG,
Berlin) Medium unter Zugabe von 5% FKS (Biochrom AG, Berlin) bei 37°C, 5%
v/v CO; und wassergesiittigter Atmosphére kultiviert. Aller 2-3 Tage erfolgte die
Verdiinnung der Zellkultur um ca. 1:4.

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese gezéhlt, bei 1250 U/min, 10 min zen-
trifugiert und mit einer Zellzahl von 5 - 7 % 10%/ml in kaltem Einfriermedium (90%
FKS, 10% DMSO (Merck, Darmstadt)) eingestellt und in Kryorshrchen iiberfiihrt.
Die Kryoréhrchen wurden in einem in Isopropanol (Merck, Darmstadt) getauchten
Behélter gestellt und bei -80°C iiber Nacht gekiihlt. Das Isopropanol sorgt fiir eine
gleichméaBige Abkiihlung der Temperatur von 1°C pro Minute. Anschliefend wurden
die Rohrchen in fliissigem Stickstoff gelagert.

Fiir das Auftauen und Revitalisieren wurden die Kryorshrchen aus dem fliissi-

gen Stickstoff entnommen und bei 37°C aufgetaut. Die Zellen wurden mit frischem

17
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warmerm Medium in ein Zentrifugenrdhrchen iiberfithrt und bei 1250 U/min, 10
min und Raumtemperatur (RT) zentrifugiert, um Reste von DMSO zu entfernen.

Anschliessend wurden die Zellen in Kultur genommen.

2.1.2 Praparation mononukleiirer Zellen

Die Préiparation der peripheren Blutzellen von gesunden Spendern erfolgte in der
Sterilbank. Nach einer Verdiinnung von 50 ml Buffy ceat mit 50 ml PBS wurden
in sterile 50 ml-Réhrchen, die bereits 12 ml Ficoll Paque (Amersham Pharmacia
Biotech AB, Uppsala, Schweden) enthielten, vorsichtig 25 ml verdiinnter Buffy coat
iiberschichtet und diese nachfolgend bei 1750 U/min, 20 min und RT zentrifugiert.
Der resultierende Interphasenring wurde mit einer sterilen Pasteur-Pipette abge-
nommen. Die PBMC wurden dann mit PBS gewaschen (Zentrifugation zweimal bei
1250 U/min, 10 min und RT). Nach Zellkernzidhlung mit Tiirk’s Reagenz (Serva,
Heidelberg) erfolgte ein weiterer Waschschritt. Anschlieflend wurden die Zellen ent-

sprechend dem jeweiligen Versuchsansatz in Zellkulturmedium aufgenommen.

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung pH 7,4 (PBS) 10fach Dulbecco

KCl 2 g/l
KH2PO, (wasserfrei) 2¢g/l
NaCl 80 g/1
Nap,HPOy 11,5 g/l

2.2 Kultivierung und Stimulation von peripheren

Blutzellen

2.2.1 Mykotoxinexposition polyklonal stimulierter humaner
PBMC

Zur Untersuchung der Mykotoxineffekte auf die Zytokinsekretion peripherer Blut-
zellen wurden PBMC mit den monoklonalen Antikérpern anti-CD3 (Klon UCHT1,
NatuTec, Frankfurt) und anti-CD28 (Klon CD28.2, Immunotech, Marseille) in einer

Endkonzentration von 100 ng/ml stimuliert.



Kapitel 2 - Methoden 19

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten in der Sterilbank. Als Medium wurde RPMI
1640 versetzt mit 5% FKS verwendet. Die Ansitze erfolgten in 48-well-Kulturplatten
(Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen) jeweils mit 1ml Medium und 1 % 10° Zellen

pro Kavitat.

Untersucht wurden Effekte der Mykotoxine Citrinin, Gliotoxin, Ochratoxin A,
Patulin und T-2 Toxin (alle Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim). Die Myko-
toxine wurden in seriellen Verdiinnungen getestet beginnend ab einer Konzentration
von 1000 ng/ml im Fall von Patulin und Gliotoxin, ab 4000 ng/ml bei Ochratoxin A,
ab 100 pg/ml bei Citrinin und ab 3,5 ng/ml im Fall von T-2 Toxin. Alle getesteten
Mykotoxine wurden in Methanol (Merck, Darmstadt) verdiinnt. Der Einsatz einer
Medium-Kontrolle, die in ihrer Endkonzentration 0,05% v/v des Lésungsmittels ent-
hielt, schloss eventuelle Wirkungen des Lésungsmittels auf die Zytokinsekretion der
PBMCs aus. Die Versuche wurden in dreifach-Ansiitzen durchgefiihrt. Nach einer
24stiindigen Inkubation bei 37°C, 5% v/v CO, und wassergesiittigter Atmosphére
erfolgte die Abnahme von 700 pl Kulturiiberstand, nachdem die Kulturplatten bei
600 U/min fiir 5 min zentrifugiert wurden. Die Kulturiiberstéinde wurden eingefroren
und bis zur Messung im ELISA bei -30°C aufbewahrt.

2.2.2 Kultivierung peripherer Blutzellen bei polyklonaler

Stimulation fiir mRNA-Priparation

Die Untersuchung des Einflusses von Mykotoxinen auf mRNA-Ebene erfolgte mit
Patulin und Gliotoxin, da bei diesen Mykotoxinen unterschiedliche Effekte auf die
Th1/Th2-Regulation beobachtet wurden.

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten in der Sterilbank. Als Medium wurde RPMI
1640 versetzt mit 5% FKS verwendet. Die Ansiitze erfolgten in 48-well-Kulturplatten
jeweils mit 1ml Medium und 1 * 108 Zellen pro Kavitét.

Es wurden jene Konzentrationsbereiche untersucht, die zu einer unterschiedlichen
Hemmung der 1L-4, IL-13 und IFN-v-Sekretion fithrten: fiir Patulin 125 ng/ml, 62,5
ng/ml; 31,25 ng/ml und 15,625 ng/ml; fiir Gliotoxin 31,25 ng/ml; 15,625 ng/ml;
7,8125 ng/ml und 3,906 ng/ml. Es wurde eine stimulierte und eine unstimulierte
Kontrolle mitgefiihrt jeweils mit einem Lésungsmittelanteil von 0,05 % v/v. Die
Versuche erfolgten in dreifach-Ansitzen. Nach 24 h Inkubation bei 37°C, 5% v/v
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CO2 und wassergesittigter Atmosphére erfolgte die Abnahme von jeweils 950 pl
zellfreien Kulturiiberstand, nachdem die Kulturplatten bei 600 U/min fiir 5 min
zentrifugiert worden waren. Diese wurden in Kavitdten eines Masterblocks iiberfiihrt
und bis zur Messung im ELISA bei -32°C aufbewahrt.

2.2.3 Kombinationseffekte der Mykotoxine auf polyklonal
stimulierte humane PBMC

Zur Untersuchung von Kombinationseffekten mehrerer Mykotoxine gleichzeitig auf
die Zytokinsekretion peripherer Blutzellen wurden PBMC mit den monoklonalen
Antikérpern anti-CD3 und anti-CD28 in einer Endkonzentration von 100 ng/ml

stimuliert.

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten in der Sterilbank. Als Medium wurde RPMI
1640 versetzt mit 5% FKS verwendet. Die Ansiitze erfolgten in 48-well-Kulturplatten

jeweils mit 1ml Medium und 1 * 10% Zellen pro Kavitiit.

Die Untersuchung der Kombinationseffekte der Mykotoxine wurde anhand der
IFN-y-Daten durchgefiihrt, da die Mykotoxine einen stirkeren Effekt auf die IFN-
~-Sekretion bewirkten. Die Mischungen mit zwei Mykotoxinen erfolgten mit einem
festen Verhiltnis der 1Cgy-Werte fiir IFN-v in seriellen Verdiinnungen. Dabel erga-
ben sich folgende Mischungsverhéltnisse: 0,68 Patulin zu 0,32 Gliotoxin beginnend
ab einer Konzentration von 9553 nM und 0,42 Citrinin zu 0,58 Gliotoxin ab 100 nM.
Die Mischungen mit drei und vier Mykotoxinen wurden in einem festen Verhiltnis
der ICqp-Werte in anschlieBender serieller Verdiinnung durchgefiihrt. Folgende Mi-
schungsverhiltnisse ergaben sich: 0,208 Patulin, 0,109 Gliotoxin zu 0,683 Ochrato-
xin A beginnend ab einer Konzentration von 1010 nM und 0,19037 Patulin, 0,10022
Gliotoxin, 0,63233 Ochratoxin A zu 0,07707 Citrinin ab 400 nM.

Die weitere Vorgehensweise ist im Abschnitt 2.2.1 beschrieben.

2.3 MTT-Test

Der MTT-Test bestimmt die Anzahl lebender Zellen durch Messung ihrer metaboli-

schen Aktivitit. Er beruht auf einer intrazelluldren Reduktion einer léslichen, gelben
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Tetrazoliumverbindung zu einem unloslichen, blauvioletten Produkt mit einem Ab-
sorptionsmaximum bei 570 nm. Die Reduktion erfolgt bei intakten Zellen durch
Dehydrogenase-Enzyme. Die Menge an entstandenem, blauem Formazan-Produkt
ist ein Maf fiir die intakte Zellfunktion und verhalt sich direkt proportional zur
Anzahl lebender Zellen.

Der MTT-Test wurde durchgefiihrt nach dem Protokoll von Mosmann (Mos-
mann, 1983), modifiziert durch Wichmann (Wichmann et al., 2002).

Nach dem Entnehmen von 700 gl Kulturiiberstand aus jeder Kavitit (wie in 2.2.1
beschrieben) wurden 10 ul MTT-Losung (5 mg/ml in PBS; Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim) zu jeder Kultur gegeben. Die Zellen wurden weitere 4 h bei 37°C
inkubiert. Fiir die Farbentwicklung wurden die Kristalle durch Zusatz von je 300
pl MTT-Stopp-Lésung [10% w/v Sodiumdodecylsulfat (Merck, Darmstadt) in 50 %
v/v N,N"-Dimethylformamid (Serva, Heidelberg)] aufgelést. Um eine vollstindige
Auflésung der Kristalle zu gewihrleisten wurden die Platten kurz geschiittelt und
dann iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Absorption wurde bei 570 nm in einem
ELISA-Reader (Photometer Spectra Image; Tecan) unter Verwendung der Software
EasyWin Kinetics 32 (EasyWin-Software, Tecan, Crailsheim) gemessen.

Die Ergebnisse wurden dargestellt als Prozent der Vitalitéat/Proliferation be-
zogen auf die Kontrolle (% Vitalitiit/Proliferation = Optische Dichte (OD)-Wert
Ansatz/OD-Wert Kontrolle x 100).

2.4 Nachweis der mRNA Expression von Zytoki-

nen mittels real time PCR

Bei ausgewidhlten Ansétzen wurde die Regulation der Zytokinproduktion auch auf
mRNA-Ebene untersucht. Nach Abnahme der Kulturiiberstinde aus dem polyklona-
len Stimulationsansatz erfolgte die mRNA-Priparation aus den in der Kulturplatte

verbliebenen Zellen. Dabei wurden jeweils die dreifach-Ansiitzen gepoolt.

2.4.1 mRNA-Priparation

Die mRNA-Praparation erfolgte mit Hilfe des total RNA kit (PeqLab Biotechno-
logie GmbH, Erlangen). Alle dafiir benétigten Puffer, Losungen und Materialien
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mit Ausnahme von DEPC-Wasser (peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen), Etha-
nol (Merck, Darmstadt) und 3-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt) waren im Kit
enthalten. Die Isolation der RNA erfolgte nach dem E.Z.N.A.® Total RNA Isolie-

rungsprotokoll fiir eukaryotische Zellen und Gewebe.

Die in den Kavitdten enthaltenen Zellen wurden mit jeweils 200 ul TRK-
Lysepuffer lysiert und anschlieBend in ein RNAse-freies 1,5 ml Eppendorf-Tube
iiberfithrt. Dieses Zelllysat wurde mit einem identischen Volumen 70%igen Etha-
nol versetzt und durch Vortexen sorgfiltig gemischt. Nachfolgend wurde die Probe
auf eine HiBind®-Zentrifugensiule gegeben und fiir 15 s bei 10000 x g zentrifugiert.
Der Sdulendurchfluss wurde verworfen. Anschlieflend wurde auf die Sdule 750 ul
RNA-Waschpuffer I pipettiert und nochmals fiir 15 s bei 10000 x g zentrifugiert.
Der Durchfluss wurde wieder verworfen. Danach erfolgte ein zweimaliges Waschen
der Sdule mit 500 pl RNA-Waschpuffer II bei einer Zentrifugation fiir 15 s und
10000 x g. Fiir das Trocknen der Saule erfolgte ein Zentrifugationsschritt fiir 1 min
bei maximaler Geschwindigkeit. Danach wurde die Sdule auf ein RNAse-freies 1,5
ml Eppendorf-Tube gegeben und mit 50 ul sterilem DEPC-Wasser durch eine ein-
miniitige Zentrifugation bei 10000 x g eluiert.

Die eluierte RNA wurde fiir einen Tag bei -80°C eingefroren und unmittelbar
nach dem Auftauen in komplementire DNA (cDNA, complementary DNA) tran-
skribiert.

2.4.2 cDNA-Synthese

Die Transkription in ¢cDNA wurde mittels AMV Reverse Transkriptase (Promega,
Mannheim) entsprechend der Herstellerbeschreibung bei 42°C und 60 min mit ei-
nem dNTP-Set und oligo-dT (57°-pd(T);2-15-3") als Primer (beide von Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) durchgefiihrt.

Die Arbeiten erfolgten auf Eis. Um die RNA in ¢DNA umzuschreiben, erfolgte
eine Herstellung eines ¢cDNA-Mixes mit folgender Zusammensetzung (pro RNA-
Probe):
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Stammldsung Endkonzentration
5 x Puffer 4 pl
dNTP’s 2 pl (2mM) (0,2 mM)
oligo-dT 0,2 pl (19,6 U/pl) (0,2 U/pl)
DEPC-Wasser 3,3 pl
AMV-RT 0,5 pl (10 U/pl) (0,25U/ )

In ein RNAse-freies 1,5 ml Eppendorf-Tube wurden 10 ul ¢cDNA-Mix vorgelegt
und mit 10 pl RNA gemischt. Danach erfolgte eine Inkubation der Proben fiir 1 h
bei 42°C. Die erhaltene ¢cDNA wurde 1 : 10 mit DEPC-Wasser verdiinnt und bis
zur weiteren Verwendung bei -32°C aufbewahrt und die restliche RNA bei -78°C

kryokonserviert.

2.4.3 Real-time PCR

Durch die Real-time Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR, polymerase chain reaction)
am Light-Cycler (Roche, Mannheim) kénnen spezifische DNA-Abschnitte, welche in
geringen Mengen vorliegen, amplifiziert und in Echtzeit quantifiziert werden. Ent-
sprechend den Herstellerangaben zum LightCycler FastStart DNA Master SYBR
Green I Reagenz Kit (Roche Diagnostik, Mannheim) wurde die Real-Time PCR fiir
GAPDH, IFN-v, IL-4 und IL-13 durchgefiihrt.

Im Folgenden sind fiir die unterschiedlichen PCR-Ansitze die Volumina der ein-

zelnen Reagenzien angegeben 2.1:

Tabelle 2.1: Angabe der Reagenzien fiir die verschiedenen PCR-Ansitze

GAPDH IL-4 IFN-y | IL-13
DEPC-Wasser 11,6 pl | 108 pl | 124 ul | 6 pl
MgCla (25 mM) 2.4 pul 3.2 pl 1,6 pl -
Primer (10 zM) sense 1pl 1 ul 1l 9l
antisense 1 pl 1 pl 1pl #
LightCycler-DNA Master SYBR Green I 2 pl 2 ul 2 ul 2 pl
cDNA-Probe 2 pl 2 pl 2 ul 10 pul
Endvolumen 20 ul 20 pl 20 pl | 20 ul

*optimale MgCly Konzentration in Primer Set enthalten

Die Molaritaten von Magnesiumchlorid betragen fiir GAPDH 4 mM, fiir IL-4 5
mM und fiir IFN-y 3 mM. Bei der GAPDH-, IL-4- und IFN-y-PCR wurden 18 ul
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des PCR-Ansatzes in die LightCycler-Kapillaren pipettiert. Bei der IL-13-PCR (Kit
search GmbH, Heidelberg) wurden 10 ul PCR-Mix (ohne ¢cDNA) in die LightCycler-
Kapillaren pipettiert und 10 ul ¢cDNA direkt hinzu gegeben.

Folgende Primer wurden verwendet:

GAPDH  Seuse: 5-GTCAGTGGTGGACCT-3’
antisense: 5-AGGGGAGATTCAGTGTGGTG-3’
L4 sense: 5-AGAAGACTCTGTGCACCGATTGA-3
antisense: 5-CTCTCATGATCGTCTTTAGCCTTT-3’
IFN-y sense: 5-TTCAGCTCTGCATCGTTTTG-3’

antisense: 5-TCAGCCATCACTTGGATGAG-3

Die PCR wurde bei jeweils 40 Zykluszahlen durchgefiihrt, jede PCR wurde mit
einem zehnminiitigen Denaturierungsschritt bei 95°C gestartet. Fiir den Nachweis
der einzelnen Zytokin-mRNA wurden individuelle Amplifikationsprotokolle verwen-

det, die nachfolgend aufgelistet sind 2.2:

Tabelle 2.2: Amplifikationsprotokolle

GAPDH | IL-4 IEN-~ IL-13
Denaturierungsphase | 95°C,0s | 95°C, 1s 95°C, 0s | 95°C, 10 s
Hybridisierungsphase | 64°C, 5s | 64°C, 10 s mit | 64°C,5s | 68°C, 10 s mit
einer um 0,5°C pro einer um 0,5°C pro
Zyklus erniedrigte Zyklus erniedrigte
Annealingtem- Annealingtem-
peratur bis zum peratur bis zum
Erreichen der Erreichen der
Endannealing- Endannealing-
temperatur von temperatur von
58°C 58°C
Synthesephase 72°C, 175 | 72°C, 16 s 72°C, 16s | 72°C, 16 s

Im Anschluss an die Amplifikation erfolgte eine schrittweise Denaturierung der
DNA in einem Bereich von 58°C bis 95°C (Schmelzkurve). Die PCR endete mit der
Kiihlungsphase (30 s, 40°C). Fiir die Quantifizierung wurde ein externer Standard
mitgefithrt (fiir GAPDH, IFN-y, IL-4 GenExpress, Berlin; fiir IL-13: Standard im
Kit enthalten). Die Spezifitiat der PCR-Produkte wurde anhand der Schmelzkurven
kontrolliert. Die Ergebnisse wurden mit einem aus der Analyse des Housekeeping-

Gens GAPDH stammenden Faktor korrigiert und als Prozent der Zytokinexpression
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bezogen auf die Kontrolle dargestellt (% Zytokinexpression = Anzahl der Kopien
der Toxin belasteten Probe/Anzahl der Kopien der Kontrolle x 100).

2.5 Bestimmung der Zytokinkonzentration im

Kulturiiberstand mittels ELISA

Das Prinzip der zur Messung der Zytokinkonzentration in den Kulturiiberstinden
verwendeten ELISA ist ein indirekter Sandwich-ELISA. Die Durchfithrung der ELI-
SA zur Zytokinmessung erfolgte unter Verwendung von OptEIATM-ELISA-Kits von
Pharmingen fiir IFN-~, IL-4, IL-13 und IL-10.

Die ELISA wurden in 384er Nunc MaxiSorp-Immunoplatten durchgefiihrt. Die
Beschichtung erfolgte mit dem entsprechenden Beschichtungsantikérper, nachdem
die optimalen Konzentrationen durch Verdiinnung mit steriler PBS auf 1 : 500 bei
IL-4, 1 : 1000 bei IL-13 und IL-10 und 1 : 2000 bei IFN-v hergestellt wurden. Die
Platten wurden mit jeweils 50 pul der verdiinnten Beschichtungs-AK-Lésung pro
Kavitdt befiillt und in einer feuchten Kammer iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Da-
mit nicht gebundene Beschichtungs-AK entfernt wurden, folgten Waschschritte mit
PBS/0,1% Tween® 20 (Merck, Darmstadt) (3 x 150 ul/Kavitit) mit dem ELISA-
Platten-Washer Columbus (Tecan, Crailsheim). Die Platten wurden nachfolgend auf

Zellstoff ausgeschlagen, um etwaige Waschpufferreste zu entfernen.

Anschliefend folgte das Blocken von eventuell verbliebenen freien Protein-
Bindungsstellen durch Zugabe von 100 gl 5% FKS in PBS (Assay-Puffer) / Kavitiit
und einer Inkubation von 1 h in der feuchten Kammer bei RT. Wihrend der In-
kubation der Platte wurde eine geometrische Standardverdiinnungsreihe durch eine
serielle 1 : 2 - Verdiinnung hergestellt. Im Anschluss an das Blocken folgten Wasch-
schritte mit PBS/0,1% Tween®*20 (3 x 150 ul/Kavitét).

Um Trocknungsartefakte zu vermeiden, wurden nach dem letzten Waschschritt
10 gl Assay-Puffer pro Kavitdt vorgelegt, darauf erfolgte das Pipettieren der Stan-
dards und der aufgetauten Proben mit jeweils 100 pl / Kavitit fiir die Bestimmung
von IL-4 und IL-13. Fiir die Analyse von IL-10 und IFN-y wurden zusitzlich 50 pl
Assaypuffer pro Kavitdt vorgelegt und 50 ul Probe zugegeben. Nach einer Inkuba-
tion von 2 h in der feuchten Kammer bei RT wurden Waschschritte mit PBS/0,1%
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Tween®”20 durchgefiithrt (5 x 150 ul/Kavitit). Der biotinylierte AK und das Avidin-
POD-Konjugat wurden in der entsprechenden Konzentration durch Verdiinnung von
1 : 500 mit Assay-Puffer bei IL-4, 1 : 1000 bei IL-13 und IL-10 und 1 : 2000 bei
IFEN-v hergestellt und mit je 50 ul in die Kavitédten verteilt. Nach einer einstiindi-
gen Inkubation in der feuchten Kammer bei RT folgten wiederum Waschschritte
mit PBS/0,1% Tween®"20 (7 x 150 pul/Kavitit). AnschlieBend wurde das vorberei-
tete Substrat (TMB, Becton Dickinson, Heidelberg) mit 50 ul / Kavitit verteilt,
im Dunkeln inkubiert und nach erfolgtem Substratumsatz durch Zugabe von 50
ul 1 M He80, (Merck, Darmstadt) /Kavitit abgestoppt. Das Messen der optischen
Dichte erfolgte am ELISA-Reader (Photometer Spectra Image; Tecan) bei einer Wel-
lenlinge von 450 nm und einer Referenzwellenlinge von 620 nm. Die Auswertung
der Daten erfolgte mittels Fasy Win Kinetics 32 (EasyWin-Software, Tecan, Crails-
heim) und die Berechnung der auf die Kontrolle normierten Proteinkonzentrationen

mittels Excel XP (Microsoft Deutschland, Unterschleiffheim).

2.6 Untersuchungen zur Genaktivierung und Si-

gnaltransduktion

Zur Untersuchung der Wirkung von Mykotoxinen auf die Aktivierung von Promo-
toren fand der Reportergenassay Verwendung. Die Durchfithrung erfolgte wihrend
eines Studienaufenthaltes im Institut Chemie und Biochemie der naturwissenschaft-
lichen Fakultéit der Paris-Lodron Universitét Saliburg, Fachbereich molekulare Bio-
logie, AG Allergie und Zytokine (Leiter: Prof. Dr. Albert Duschl).

Zur Analyse der Wirkung von Mykotoxinen auf Proteine der Signaltransduktion
wurde der SDS-PAGE und Western Blot eingesetzt.

Im Folgenden sind die dafiir eingesetzten Methoden detailliert dargestellt.

2.6.1 Transiente Transfektion

Fiir die Reportergenassays wurden Jurkat-Zellen eingesetzt und transient mit den

jeweiligen Promotoren transfiziert.
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Die Transfektion erfolgte mittels Lipofektamin (Invitrogen GmbH, Karlsruhe).
Dafiir wurden pro Ansatz je 50 pl Optimem-Medium (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)
in jeweils zwei 1,5 ml ReaktionsgefiBe verteilt, anschliefiend wurden pro Ansatz 1 ul
DNA (Plasmide; IL-4 luc -590, IFN-7 luc -300, IL-13 luc und NF&B luc, freundlicher-
weise von Prof. Dr. Albert Duschl, AG Allergie und Zytokine, Fachbereich moleku-
lare Biologie, Institut Chemie und Biochemie der naturwissenschaftlichen Fakultiit
der Paris-Lodron Universitit Salzburg bereitgestellt) in ein 1,5 ml Reaktionsgefii
und die doppelte Menge an Lipofektamin in ein anderes 1,5 ml Reaktionsgefafi dazu-
gegeben und 5 min bei RT inkubiert. Anschliefend erfolgten das Mischen der beiden
und eine Inkubation von 20 min bei RT. Danach wurde der Mix mit 95 pl / Kavitit,
in die 5 = 10° Jurkat-Zellen ausgesiit, verteilt. Nach 4 h wurde die Transfektion mit
100 pl FKS / Kavitiit abgestoppt.

2.6.2 Einfluss der Mykotoxine auf die Aktivierung von Pro-

motern

Fiir die Untersuchung der Beeinflussung der Aktivitit von Promotern wurden die
Jurkat-Zellen nach der abgestoppten Transfektion mit 10 ng/ml PMA (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) und 1 pM Ionomycin (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim) stimuliert und mit verschiedenen Konzentrationen von Patulin
und Gliotoxin versetzt und 24 h bei 37°C, 5% v/v CO, und wassergesiittigter Atmo-
sphére inkubiert. Nach Abschluss der Inkubationszeit wurden 940 pl Kulturiiber-
stand pro Kavitdt abgenommen und 100 ul eines Lysepuffers (Cell Culture 5x Ly-
sispuffer; Promega Corporation, Madison, USA; verdiinnt in Aqua dest) in jede
Kavitdt pipettiert. Nach Sminiitiger Lyse der Zellen wurden 2 x 40 pl/Ansatz (Dop-
pelbestimmung) in eine 96er Platte verteilt. Die Messung erfolgte am Luminometer
(Anthos Lucy2 , Type: 18650).

2.6.3 Einfluss der Mykotoxine auf Signalproteine

Um zu untersuchen, ob Mykotoxine einen Einfluss auf intrazellulire Signalwege mit
Relevanz fiir Thl/Th2-Regulation haben, wurden Signalproteine des Jak/STAT-
Weges (STAT1 und STAT6) und der NFxB-Regulation (IxBa) mittels Western Blot
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nachgewiesen. Zur Analyse des Einflusses von Mykotoxinen auf Proteine der Signal-
transduktion wurden 1% 107 PBMC in 5 ml Medium (RPMI 1640 Medium versetzt
mit 5% FKS) in 25ml-Zellkulturflaschen eingesit, mit den Mykotoxinen versetzt, auf
10ml aufgefiillt und fiir eine Stunde inkubiert. AnschlieBend wurde mit je 100ng/ml
CD3 und CD28-Antikérpern fiir eine Stunde stimuliert. Als Kontrollen dienten eine
unstimulierte und eine stimulierte Kontrolle, jeweils mit 0,05% v/v Endkonzentra-
tion Methanol und ein Ansatz ohne Stimulanz und mit der hichsten Konzentration
des getesteten Mykotoxins. Fiir den Versuch wurden Mykotoxinkonzentrationen ver-
wendet fiir die Effekte auf die Zytokinsekretion beobachtet worden waren (siehe Tab.
9.3}

Tabelle 2.3: eingesetate Konzentrationen der Mykotoxine

Mykotoxin Eingesetzte Konzentrationen
Patulin 250; 100; 50 und 25 ng/ml
Gliotoxin 250; 100; 50; 25 und 10 ng/ml

Ochratoxin A | 2000; 1000; 500; 100 und 50 ng/ml
Citrinin 12,8; 10,24; 8,2; 6,6 und 5,2 pg/ml
T-2 Toxin 1,5; 1,04; 0,7; 0,5 und 0,3 ng/ml

2.6.4 Proteinisolation und -konzentrationsbestimmung

Fiir die Proteinisolation wurden die wie unter 2.6.3. beschrieben behandelten Zellen
in ein 15 ml-Zentrifugenrohrchen {iberfiihrt und fiir 6 min bei 1250 U/min und RT
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml eiskaltem PBS aufgenommen und in ein
1,5 ml-Reaktionsgefafl gegeben. Nach einer sechsminiitigen Zentrifugation bei 1250
U/min und 4°C wurde das Pellet mit 100 pl eiskaltem gebrauchsfertigen Lysispuffer
resuspendiert, 30 min auf Eis inkubiert und anschliefend bei 12000 U/min und
4°C fiir 30 min zentrifugiert. Die Uberstiande wurden in ein 1,5 ml-Reaktionsgefif

iiberfiihrt.

Bei der Proteinbestimmung nach Bradford wurden 800 ul aqua dest., 200 ul
BioRad-ProteinAssay-Farbstoffkonzentrat (BioRad, Miinchen) und 3 ul Probe in ei-
nem 1,5 ml-Reaktionsgefafl vereinigt, 5 min inkubiert und anschliefend am Spektro-

photometer (Pharmacia LKB Ultrospec III, Pharmacia) gemessen. Die Proteinkon-
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zentration wurde mit der Gleichung, die sich durch den mitgefiithrten BSA-Standard

ergab, errechnet.

Die Proteinproben wurden nachfolgend aliquotiert und bei -80°C, bis zur Auf-
trennung in SDS-PAGE, kryokonserviert.

RIPA-Puffer, pH 7,4

50 mM Tris Merck, Darmstadt

150 mM NaCl Merck, Darmstadt

1% NP40 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
0,25% Natriumdeoxychelat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
1 mM EDTA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
HCl Merck, Darmstadt

auf 100 ml aqua dest.

Lysepuffer Gebrauchslésung

1 mM NaF Merck, Darmstadt
1 mM NasVO, Merck, Darmstadt
1 mM PMSF Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

% complete mini Tablette Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
auf 5 ml RIPA-Puffer

2.6.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Proteine Statl (Statla 91 kDa, Statld 84 kDa), Stat6 (110 kDa) und IxBa
(41 kDa) bzw. deren phosphorylierte Form (alle New England Biolabs, Frankfurt
(M)) wurden mit Hilfe von SDS-PAGE und Westernblot nachgewiesen. Die Proben
wurden mit dreifachkonzentrierten Laemmli-Puffer gemischt (10 ul Probe und 3,5 ul
Laemmli-Puffer). Die Proben wurden 2 min bei 100°C denaturiert, kurz anzentrifu-
giert und unmittelbar anschliefend auf das NuPage Novex 4-12% Bis-Tris Gel (Invi-
trogen, Karlsruhe) aufgetragen. Ein ProteingréBenstandard (High-Range Rainbow,
Amersham BioSciences, Freiburg) wurde mitgefiihrt. Die Auftrennung der Proteine
erfolgte im elektrischen Feld bei einer konstanten Spannung von 140 mV und einer
Stromstérke von 80 mA mit der Xcell Sure Lock Mini Cell-Laufkammer (Invitro-
gen, Karlsruhe) im SDS-Laufpuffer (NuPAGE MES-SDS-Running-buffer, Invitrogen
Karlsruhe). Die Auswertung der Protein-Trennung im SDS-PAGE erfolgte im Wes-
tern Blot.
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3 x Laemmli-Probenpuffer pH 6,8

150 mM Tris Merck, Darmstadt
30% Mercaptoethanol  Merck, Darmstadt
6% SDS Merck, Darmstadt
30% Glycerol Merck, Darmstadt
0,3% Bromphenolblau  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
HCl Merck, Darmstadt

2.6.6 Western Blotting

Durch Western Blotting wurden die im SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran (BioRad, Miinchen) transferiert. Fiir den Western Blot wur-
de ein Extra Thick Blotpaper (BioRad, Miinchen), welches kurz im Blotting Puffer
(25 mM Tris, 192 mM Glyein, 20 v/v % Methanol, als premixed Puffer von BioRad,
Miinchen) getrankt wurde, auf die Graphitplatte (Anode) gelegt. Danach folgten
die in Blotting Puffer angefeuchtete Nitrocellulosemembran, das Gel, ein weiteres in
Blotting Puffer getrinkte Extra Thick Blotpaper und abschlieBend wurde die obere
Graphitplatte (Kathode) auf den Aufbau gelegt. Das Blotting erfolgte bei einer kon-
stanten Spannung von 15 V und einer Stromstédrke von 2 A fiir 15 min im Semi-Dry
Blotting System (Bio-Rad, Miinchen).

Nach Beendigung des Western Blottings wurde die Membran zum Blocken von
unspezifischen Proteinbindungen 60 min mit Blockpuffer [5% Milchmagerpulver in
TBS/0,1% Tween®"20] inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem
priméren Antikorper [1:1000 verdiinnt in 5 ml Antikérperdiluent (2% ECL Advan-
ce Blocking Agent (Amersham Biosciences, Freiburg) in TBS/0,1% Tween®"20)]
auf einem Schiittler bei 4°C iiber Nacht. Am néchsten Tag wurde die Membran
dreimal fiir 10 min mit TBS/0,1% Tween® 20 gewaschen und nachfolgend mit
einem Wasserstoff-Peroxidase-gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen-Antikérper (Bio-
Rad, Miinchen) fiir 60 min inkubiert. Zum Nachweis des zu untersuchenden Pro-
teins wurde die Membran, nach dreimaligem Waschen mit TBS/0,1% Tween®"20,
mit den Chemilumineszenslésungen (Peroxidlésung, Luminol-Enhancer; Amersham
Biosciences, Freiburg) fiir 5 min inkubiert. Das Ergebnis der Reaktion wurde am
Dokumentationsgerat FluorChem”™ 8900, Alpha Innotech detektiert.

Um die Proben optimal auszunutzen, erfolgte anschlieflend ein Stripping der
Membran. Mit dieser Methode wurden die Antikérper von der Membran abgewa-

schen und diese fiir einen weiteren Nachweis von Proteinen nutzbar gemacht. Als
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erstes wurde das phosphorylierte Protein nachgewiesen und nach dem Stripping das
nichtphosphorylierte. Die Membran wurde mit dem Stripping-Puffer fiir 30 min bei
70°C inkubiert und anschliefend dreimal mit TBS/0,1% Tween®"20 fiir jeweils 10
min gewaschen. Danach wurde die Membran zum Blocken 60 min Blockpuffer (5%
Milchmagerpulver in TBS/0,1 % Tween®"20) inkubiert. Anschliefend erfolgte der

Nachweis weiterer Proteine mittels des oben dargestellten Verfahrens.

TBS pH 7.6

50 mM Tris Merck, Darmstadt
150 mM NaCl Merck, Darmstadt
HCI Merck, Darmstadt

auf 1 1 aqua dest.

Stripping-Puffer, pH 6,7

62,5 mM Tris Merck, Darmstadt
2% SDS Merck, Darmstadt
HCl Merck, Darmstadt

100 mM -Mercaptoethanol  Merck, Darmstadt
(frisch dazugeben)

2.7 Statistische Auswertung der Mef3werte

Mit statistischen Methoden wurde gepriift, ob vorhandene Unterschiede in den Mef-
werten zufillig oder als nicht zufillig anzusehen sind. Dabei wurde der Grenzwert
fiir die Entscheidung, wo die zufallsbedingten Unterschiede authéren, bei 5% (p <
0,05) festgelegt. Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit Hilfe des nicht
parametrischen Mann-Withney U-Tests ermittelt. Die Berechnung erfolgte mit dem
Programm STATISTICA 5.5 (StatSoft, Inc., USA). Signifikante Hemmung mit ei-
nem p < 0,05 wurden mit * gekennzeichnet; fiir eine signifikante Stimulation wurde
fiir ein p < 0,05 # gewilhlt. Die Berechnung der ICg,-Werte erfolgte durch mathe-
matische Anpassung and die HILL-Funktion unter Verwendung von Originin 7,5
(OriginLab Corporation, Northampton, USA).

HILL-Funktion

[E%inh)] = (2.1)
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Immunmodulatorische Effekte durch Myko-
toxine auf polyklonal stimulierte PBMC

Um den Einfluss der Mykotoxine auf die Zytokinsekretion von aktivierten T-Zellen
zu untersuchen, wurden PBMC mit Antikdrpern gegen CD3 und CD28 stimuliert
und mit ausgesuchten Konzentrationen der Mykotoxine fiir 24 h inkubiert. Anschlie-
Bend erfolgte zur Untersuchung der Zytokinsekretion im ELISA die Abnahme der
Kulturiiberstdnde und zur Untersuchung zytotoxischer und proliferationshemmen-
der Effekte der MTT-Test.

3.1.1 Beeinflussung der Vitalitit

Der MTT-Test bestimmt die Anzahl lebender Zellen durch Messung ihrer metabo-
lischen Aktivitdt und ist damit ein Mafl der Vitalitdt. Humane PBMC von 6 Spen-
dern wurden fiir die Untersuchung des Einflusses von Mykotoxinen auf die Vitalitit
verwendet. Bei allen untersuchten Mykotoxinen wurde die Vitalitdt konzentrations-
abhéngig gehemmt (Abb. 3.1).

Durch Patulin wurde die Lebensfihigkeit der PBMC ab einer Konzentration
von 3,9 ng/ml signifikant gehemmt (Abb. 3.1 A). Dabei kam es zu einer stetigen
Hemmung der Vitalitéit. Gliotoxin fiithrte zu einer signifikanten Hemmung der Vi-

talitit im gesamten eingesetzten Konzentrationsbereich bezogen auf die Kontrolle

33
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Abbildung 3.1: Einfluss der Mykotoxine Patulin (A), Gliotoxin (B), Ochratoxin A (C), Citrinin
(D) und T-2 Toxin (E) auf die Proliferation und Vitalitét anti-CD3/28 stimulierter humaner PBMC
iiber 24h. Gezeigt sind die Mediane sowie 25./75.-Perzentile der zusammengefassten Ergebnisse von
jeweils 6 Versuchen. Dargestellt ist die prozentuale Vitalitit bezogen auf die Kontrolle. Signifikante
Suppression (p<0,05) ist mit einem Stern (*) iiber dem Punkt gekennzeichnet.
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(Abb. 3.1 B). In niedrigeren Konzentrationen wird die Vitalitit geringfiigig (5-10%)
aber signifikant gehemmt und im Konzentrationsbereich von 31,25 - 1000 ng/ml
kam es zu starken inhibitorsichen Effekten. Die Vitalitdt der PBMC wird durch
Ochratoxin A in einigen niedrigen Konzentrationen um 5 - 10% gehemmt, ab 500
ng/ml kam es zu einer konzentrationsabhingigen und signifikanten Hemmung der
Vitalitdt (Abb. 3.1 C). Durch Citrinin wird die Lebensfihigkeit der PBMC im ge-
samten Konzentrationsbereich signifikant vermindert (Abb. 3.1 D). Im Bereich von
0,05 bis 6,25 ug/ml wird die Vitalitit um 5 - 10% unterdriickt und ab 12,5 pg/ml
Citrinin konzentrationsabhingig gehemmt. Das T-2 Toxin fiihrte zu einer stetigen
signifikanten Hemmung der Vitalitdt der PBMC ab 0,061 ng/ml (Abb. 3.1 E).

Der Vergleich der ICsp-Werte fiir die Vitalitdt zeigte, dass das T-2 Toxin das
potenteste zytotoxische Mykotoxin ist (Tab. 3.1). In Reihenfolge ihrer zytotoxischen
Potenz folgen Gliotoxin mit einem I[Csp-Wert von 143, ng/ml, Patulin mit 2086
ng/ml, Ochratoxin A mit 2866,23 ng/ml und Citrinin mit 41,51 pg/ml.

Tabelle 3.1: Angabe der IC5y (Inhibition Concentration of 50%)-Werte fiir den Einfluss der My-
kotoxine auf die Vitalitdt anti-CD3/CD28 stimulierter PBMC.

Mykotoxin | IC50-WERTE [ng/ml]

Patulin 2086
Gliotoxin 143,66
Ochratoxin A 2866,23
Citrin 41510

T-2 Toxin 15,17
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3.1.2 Beeinflussung der Zytokinsekretion

Durch Patulin wurde die Sekretion von IL-4, IL-13, IL-10 und IFN-v konzentra-
tionsabhingig unterdriickt (Abb. 3.2). Eine signifikante Hemmung der Freisetzung
von IL-4 und IL-13 wurde ab einer Konzentration von 62,5 ng/ml und von IL-10
und IFN-v ab 7,81 ng/ml Patulin beobachtet.
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Abbildung 3.2: Einfluss von Patulin auf die Zytokinsekretion anti-CD3/28 stimulierter humaner
PBMC iiber 24 h. Gezeigt sind die Mediane sowie 25./75.-Perzentile der zusammengefassten Ergeb-
nisse von 6 Versuchen. Dargestellt ist die prozentuale Zytokinsekretion bezogen auf die Kontrolle.
Signifikante Hemmung (p<0,05) ist mit einem Stern (*) iiber dem Punkt gekennzeichnet.

Patulin zeigte eine unterschiedliche Hemmwirkung auf die Freisetzung der
einzelnen Zytokine. Um diesen Unterschied herauszuarbeiten wurde die Hemmung
der Sekretion jeweils zweier Zytokine mit den entsprechenden p-Werten in der
Abbildung 3.3 dargestellt. Durch Vergleich der Sekretion von IL-4 und IFN-vy

als auch von IL-13 und IFN-v wurde in einem Konzentrationsbereich von 7,8 bis
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Abbildung 3.3: Einfluss von Patulin auf die Zytokinsekretion anti-CD3/28 stimulierter humaner
PBMC iiber 24 h. Gezeigt sind die Mediane sowie 25. /75.-Perzentile der zusammengefassten Ergeb-
nisse von 6 Versuchen. Dargestellt ist die prozentuale Zytokinsekretion bezogen auf die Kontrolle.
Gezeigt sind die im Mann-Withney-U-Test ermittelten p-Werte fiir den Vergleich der normierten
Zytokinsekretionen. A) Unterschied zwischen IL-4 und IFN-v; B) Unterschied zwischen IL-13 und
IFN-v C) Unterschied zwischen IL-4 und IL-13; D) Unterschied zwischen IL-13 und IL-10.

62,5 ng/ml Patulin ein signifikanter Unterschied zwischen den Zytokinen ermittelt
(siehe Abb. 3.3 A und B). Die Sekretion der Zytokine IL-4 und IL-10 unterschied
sich bei 15,6 und 31,25 ng/ml Patulin (Abb. 3.3 C) und die von IL-13 und IL-10
im Konzentrationsbereich von 7,8 bis 62,5 ng/ml Patulin signifikant von einander
(Abb. 3.3 D). Der hemmende Einfluss von Patulin auf die Freisetzung der Zytokine
IFN-y und IL-10 war gleich. Nur bei 62,5 ng/ml Patulin wurde ein signifikanter
Unterschied zwischen IFN-vy und IL-10 mit einem p-Wert von 0,01 ermittelt. Zwi-
schen der Sekretion von IL-4 und IFN-v konnte kein Unterschied beobachtet werden.
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Abbildung 3.4: Einfluss von Gliotoxin auf die Zytokinsekretion anti-CD3/28 stimulierter huma-
ner PBMC iiber 24 h. Gezeigt sind die Mediane sowie 25./75.-Perzentile der zusammengefassten
Ergebnisse von 6 Versuchen. Dargestellt ist die prozentuale Zytokinsekretion bezogen auf die Kon-
trolle. Signifikante Hemmung (p<0,05) ist mit einem Stern (¥) iiber dem Punkt gekennzeichnet.

Alle Zytokine wurden in ihrer Sekretion konzentrationsabhingig durch Glio-
toxin gehemmt. Die Sekretion von IL-4 und IL-13 wurde ab einer Konzentration
von 62,5 ng/ml, von [FN-v ab 31,25 ng/ml und von IL-10 ab 7,81 ng/ml Gliotoxin
signifikant unterdriickt (Abb. 3.4).

Die Sekretion der einzelnen Zytokine wurde durch Gliotoxin unterschiedlich stark
vermindert. Eine gleiche Hemmwirkung auf die Freisetzung von IL-4 und IL-13 wur-
de beobachtet. Die Zytokine IFN-v und IL-10 wurden in niedrigeren Konzentratio-
nen als IL-4 und IL-13 durch Gliotoxin gehemmt. Um den beobachteten Unterschied
zu verdeutlichen wurde die Hemmung jeweils zweier Zytokine mit den entsprechen-

den p-Werten in der Abbildung 3.5 dargestellt.
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Abbildung 3.5: Einfluss von Gliotoxin auf die Zytokinsekretion anti-CD3 /28 stimulierter humaner
PBMC iiber 24 h. Gezeigt sind die Mediane sowie 25./75.-Perzentile der zusammengefassten Ergeb-
nisse von 6 Versuchen. Dargestellt ist die prozentuale Zytokinsekretion bezogen auf die Kontrolle.
Gezeigt sind die im Mann-Withney-U-Test ermittelten p-Werte fiir den Vergleich der normierten
Zytokinsekretionen. A) Unterschied zwischen IL-4 und IFN-v; B) Unterschied zwischen IL-13 und
IFN-y C) Unterschied zwischen IL-4 und IL-13; D) Unterschied zwischen IL-13 und IL-10.

Der Vergleich der Sekretion von IL-4 und IFN-vy zeigte in einem Konzentra-
tionsbereich von 15,6 bis 62,5 ng/ml Gliotoxin einen signifikanten Unterschied
rwischen den Zytokinen (siehe Abb. 3.5 A). Die IFN-v- und IL-13-Freisetzung
unterschied sich ab 7,81 ng/ml Gliotoxin signifikant voneinander (Abb. 3.5 B). Ein
signifikanter Unterschied konnte bei der Sekretion der Zytokine IL-4 und IL-10
im Konzentrationsbereich von 7,81 bis 31,25 ng/ml Gliotoxin festgestellt werden
(Abb. 3.5 C). Die Sekretion von IL-13 und IL-10 unterschied sich im Bereich von
3,9 bis 31,25 ng/ml Gliotoxin signifikant von einander (Abb. 3.5 D). Der hemmen-
de Einfluss von Gliotoxin auf die Sekretion der Zytokine IFN-v und IL-10 war gleich.
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Durch Ochratoxin A wurde die Sekretion der untersuchten Zytokine IL-4, IL-
13, IL-10 und IFN-v konzentrationsabhiingig gehemmt (Abb. 3.6). In geringen Kon-
zentrationen ergeben sich bei der Freisetzung von IL-4, IL-13 und IL-10 einzelne
Signifikanzpunkte. In geringen Konzentrationen konnte im allgemeinen kein Ein-
fluss auf die Sekretion der Zytokine beobachtet werden. Ab einer Konzentration von
62,5 ng/ml wurden IL-4, IL-13 und IFN-vy durchgéngig signifikant in ihrer Sekretion
vermindert. Eine signifikante Hemmung der IL-10-Sekretion konnte ab 125 ng/ml
Ochratoxin A ermittelt werden. Eine groie Schwankung wurde bei der Sekretion von
IL-13 gefunden. Bei drei von sechs Versuchen konnte erst ab 250 ng/ml Ochratoxin

eine Hemmung der IL-13-Sekretion beobachtet werden.
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Abbildung 3.6: Einfluss von Ochratoxin A auf die Zytokinsekretion anti-CD3/28 stimulierter hu-
maner PBMC iiber 24 h. Gezeigt sind die Mediane sowie 25./75.-Perzentile der zusammengefassten
Ergebnisse von 6 Versuchen. Dargestellt ist die prozentuale Zytokinsekretion bezogen auf die Kon-
trolle. Signifikante Hemmung (p<0,05) ist mit einem Stern (*) iiber dem Punkt gekennzeichnet.
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Auch Citrinin fiihrte zu einer konzentrationsabhingigen Hemmung der Zytokin-
sekretion (Abb. 3.7). Die Sekretion von IL-4 wurde ab 6,25 pg/ml, von IL-13 ab 12,5
pg/ml und von IFN-v ab 0,78 ug/ml Citrinin signifikant gehemmt. Durch 0,098 und
0,195 pg/ml Citrinin kam es zu einer signifikanten Erhéhung der IL-10-Freisetzung,
wihrend eine signifikante Hemmung ab 3,125 pg/m! Citrinin beobachtet wurde.
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Abbildung 3.7: Einfluss von Citrinin auf die Zytokinsekretion anti-CD3/28 stimulierter humaner
PBMC iiber 24 h. Gezeigt sind die Mediane sowie 25./75.-Perzentile der zusammengefassten Ergeb-
nisse von 8 Versuchen. Dargestellt ist die prozentuale Zytokinsekretion bezogen auf die Kontrolle.
Signifikante Hemmung (p<0,05) ist mit einem Stern (*) iiber dem Punkt gekennzeichnet.

Die Sekretion der einzelnen Zytokine wurde durch Citrinin unterschiedlich stark
beeinflusst. Die IL-10-Freisetzung wurde in niedrigeren Konzentrationen als die der
Zytokine IL-4, IL-13 und IFN-y gehemmt. Der Unterschied in der Sekretionshem-
mung der verschiedenen Zytokine ist in der Abbildung 3.8 mit den entsprechenden

p-Werten dargestellt.
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Abbildung 3.8: Einfluss von Citrinin auf die Zytokinsekretion anti-CD3/28 stimulierter humaner
PBMC iiber 24 h. Gezeigt sind die Mediane sowie 25./75.-Perzentile der zusammengefassten Ergeb-
nisse von 8 Versuchen. Dargestellt ist die prozentuale Zytokinsekretion bezogen auf die Kontrolle.
Gezeigt sind die im Mann-Withney-U-Test ermittelten p-Werte fiir den Vergleich der normierten
Zytokinsekretionen. A) Unterschied zwischen IL-4 und IL-10; B) Unterschied zwischen IL-13 und
IL-10; C) Unterschied zwischen IFN-v und IL-10.

Durch Vergleich der Sekretion von IL-4 und IL-10 (siehe Abb. 3.8 A) und von IL-
13 und IL-10 (siehe Abb. 3.8 B) konnte in einem Konzentrationsbereich von 3,125 bis
12,5 pg/ml Citrinin ein signifikanter Unterschied zwischen den Zytokinen ermittelt
werden. Die IL-10- und IFN-v-Sekretion unterschied sich im Bereich von 3,125 und
6,25 pg/ml Citrinin signifikant von einander.

Wie bei den anderen Mykotoxinen kam es durch T-2 Toxin ebenfalls zu einer
konzentrationsabhingigen Hemmung der Zytokinsekretion (Abb. 3.9). Dabei konnte
eine signifikante Unterdriickung der IL-4-, IL-13- und IL-10-Sekretion ab 0,461 ng/ml
und der IFN-y-Sekretion ab 0,691 ng/ml T-2 Toxin beobachtet werden. T-2 Toxin
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zeigte auf die IFN-y-Freisetzung eine grofe Schwankung im Konzentrationsbereich
von 0,137 bis 0,691 ng/ml. Bei zwei von acht Versuchen konnte in diesem Bereich

eine Erhohung der IFN-vy-Sekretion beobachtet werden.
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Abbildung 3.9: Einfluss von T-2 Toxin auf die Zytokinsekretion anti-CD3/28 stimulierter huma-
ner PBMC iiber 24 h. Gezeigt sind die Mediane sowie 25./75.-Perzentile der zusammengefassten
Ergebnisse von 8 Versuchen. Dargestellt ist die prozentuale Zytokinsekretion bezogen auf die Kon-
trolle. Signifikante Hemmung (p<0,05) ist mit einem Stern (*) iiber dem Punkt gekennzeichnet.

Durch Vergleich der ICso-Werte fiir die Zytokinsekretion (Tab. 3.2) ist zu er-
kennen, dass das T-2 Toxin das potenteste Mykotoxin in Bezug auf die Hemmung
der Zytokinsekretion ist. In Reihenfolge ihrer Potenz folgen Patulin = Gliotoxin <
Ochratoxin A < Citrinin.

Unter Einfluss von Patulin und Gliotoxin sind die ICsy-Werte fiir IFN-v und
IL-10 viel niedriger als die ICsq fiir [L-4, IL-13 und die Vitalitdt (Tab. 3.1 und 3.2).
Die ICs,-Werte fiir die Vitalitéit sind fiir alle untersuchten Mykotoxine hoher als die
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Tabelle 3.2: Angabe der [Csp-Werte fiir den Einfluss der Mykotoxine auf die Zytokinsekretion
anti-CD3/anti-CD28-stimulierter PBMC.

ICED-WERTE [ng/mll
MYKOTOXINE | IL-4 I-13 | IFN-y | IL-10
Patulin 54,04 | 66,76 | 21,64 32,24
Gliotoxin 60,57 | 59,7 | 19,826 | 10,88
Ochratoxin A 369,62 | 542,12 | 270,04 | 329,946
Citrinin 7181 7710 7357 4380
T-2 Toxin 0,76 | 0,816 | 0,9689 | 0,617

fiir die Zytokinsekretion (Tab. 3.1 und 3.2). Die IL-10-Sekretion wird durch Citrinin
am stdrksten unterdriickt. Die ICso-Werte fiir T-2 Toxin sind anndhernd gleich. Bei
Ochratoxin A ist der IC50-Wert fiir die IL-13-Sekretion deutlich héher als fiir die
anderen Zytokine. Ein signifikanter Unterschied zwischen IL-13 und den anderen

Zytokinen konnte bei Ochratoxin A nicht ermittelt werden.

3.2 Vergleich der Beeinflussung der Zytokinex-

pression auf mRINA- und Protein-Ebene

Um zu untersuchen, ob die unterschiedliche Hemmwirkung auf die Sekretion der
einzelnen Zytokine durch die Mykotoxine Patulin und Gliotoxin schon auf mRNA-
Ebene geschieht, erfolgte ein Ansatz mit ausgewihlten Konzentrationen der Myko-
toxine mit anschlieBender mRNA-Préaparation und PCR sowie Kulturiiberstandsab-
nahme und ELISA. Jeweils ein repriasentatives Beispiel fiir die unnormierte mRNA-
Expression der Zytokine [FN-v, IL-4, IL-13 und des Housekeeping Gens GAPDH
sind in Abb. 3.10 fiir Patulin und in Abb. 3.12 fiir Gliotoxin dargestellt.

Parallel zu der bereits beschriebenen konzentrationsabhdngigen Hemmung der
Vitalitdt im MTT-Test trat bei Patulin eine Abnahme der GAPDH-mRNA-
Expression auf (Abb. 3.10). Eine verminderte IL-4, IL-13 und IFN-y-mRNA-
Expression konnte bei 125 ng/ml Patulin beobachtet werden. Eine Patulinkonzen-
tration von 62,5 ng/ml fithrte zu einer unverinderten IL-4-mRNA-Expression, zu
einer Stimulation der IL-13-mRNA-Expression und zu einer verminderten [FN-+-
mRNA-Expression. Durch 31,25 ng/ml Patulin wurde die IL-4- und IL-13-mRNA-
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Abbildung 3.10: Vergleich des Einflusses von Patulin auf die mRNA-Expression des
Housekeeping-Gens GAPDH und der Zytokin-Gene [L-4, [L-13 und IFN-y mittels RT-PCR.
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Expression stimuliert und die IFN-y-mRNA-Expression gehemmt verglichen mit der
Kontrolle. Bei der niedrigsten Konzentration von 15,6 ng/ml Patulin war die IL-4-
und IFN-v-mRNA-Expression leicht unterdriickt, wihrend die mRNA-Expression

von IL-13 unbeeinflusst war.
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Abbildung 3.11: Vergleich des Einflusses von Patulin auf die Zytokinexpression mit anti-
CD3/anti-CD28 stimulierter PBMC auf mRNA- (A) und Protein-Ebene (B). Mit Hilfe von
Realtime-PCR (A) und ELISA (B) wurden die Daten analysiert. Dargestellt ist das Ergebnis
eines Spenders. Die Werte wurden auf die Kontrolle, die 100% gesetzt wurde, bezogen.

In der Abbildung 3.11 ist der Einfluss von Patulin auf die Zytokinexpression auf
mRNA- der Protein-Ebene gegeniibergestellt. Die mRNA-Expression des Housekee-
ping Gens GAPDH wurde fiir die Normierung der mRNA-Expression der Zytokinge-
ne verwendet. Eine Stimulation der IL-4-mRNA-Expression konnte bei 31,25 ng/ml
Patulin und der IL-13-mRNA-Expression im Konzentrationsbereich von 15,6 bis 62,5
ng/ml Patulin beobachtet werden (Abb. 3.11 A). In der héchsten Patulinkonzentra-
tion wurde eine Hemmung der mRNA-Expression beobachtet. Nach Normierung
zeigte sich bei 15,6 und 31,25 ng/ml Patulin eine geringe Hemmung der IFN-v-
mRNA-Expression verglichen mit der Kontrolle (Abb. 3.11 A). Durch 62,5 und 125
ng/ml Patulin wurde die mRNA-Expression von IFN-y um 65 bzw. 98% gehemmt.
Eine konzentrationsabhiingige Hemmung konnte auch bei der [FN-vy-Sekretion beob-
achtet werden (Abb. 3.11 B). Wohingegen die bei der mRNA-Expression beobachtete
Erhtéhung von IL-4 und IL-13 nicht verzeichnet wurde. Es konnte im Unterschied
zur mRNA-Expression eine konzentrationsabhingige Hemmung der Sekretion aller

Zytokine ermittelt werden.
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Abbildung 3.12: Vergleich des Einflusses von Gliotoxin auf die mRNA-Expression des
Housekeeping-Gens GAPDH und der Zytokin-Gene [L-4, [L-13 und IFN-v mittels RT-PCR.
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Die mRNA-Expression des Housekeeping-Genes GAPDH wurde durch Glioto-
xin nicht verdndert (Abb. 3.12). Bei allen getesteten Gliotoxinkonzentrationen kam
es zu einer Erhéhung der [L-4-mRNA-Expression verglichen mit der Kontrolle. Wo-
hingegen die mRNA-Expression von I1.-13 nicht beeinflusst wurde. In der Abbildung
3.12 ist zuerkennen, dass die IFN-y-mRNA-Expression durch Gliotoxin unterdriickt
wurde. Dabei wurde die stirkste Hemmwirkung bei 31,25 ng/ml Gliotoxin beobach-
tet.

Die Wirkung von Gliotoxin auf die Zytokinexpression auf mRNA- ist in der Ab-
bildung 3.13 der Protein-Ebene gegeniibergestellt. Die mRNA-Expression der Zy-
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Abbildung 3.13: Vergleich des Einflusses von Gliotoxin auf die Zytokinexpression mit anti-
CD3/anti-CD28 stimulierter PBMC auf mRNA- (A) und Protein-Ebene (B). Mit Hilfe von Real-
time-PCR. (A) und ELISA (B) wurden die Daten analysiert. Dargestellt ist das Ergebnis eines
Spenders. Die Werte wurden auf die Kontrolle, die 100% gesetzt wurde, bezogen.

tokine wurde anhand der GAPDH-mRNA-Expression normiert. Die IL-4-mRNA-
Expression war iiber dem gesamten Konzentrationsbereich erhéht, wihrend nur bei
31,25 ng/ml Gliotoxin die mRNA-Expression von IL-13 erh6ht wurde (Abb. 3.13 A).
Die IFN-y-mRNA-Expression wurde konzentrationsabhingig gehemmt. Dies konnte
auch auf Proteinebene beobachtet werden (Abb. 3.13 B). Wihrend die Sekretion
von [L-4 und IL-13 anders als auf mRNA-Ebene beobachtet unverdandert blieb bzw.
bei 31,25 ng/ml Gliotoxin gehemmt wurde. Der Vergleich der Zytokinexpression
auf Protein- und mRNA-Ebene zeigte, dass die Th2-Zytokine auf mRNA-Ebene
stimuliert und IFN-y gehemmt wurde. Wahrend die Zytokinsekretion konzentrati-

onsabhingig vermindert wurde.
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3.3 Beeinflussung der Aktivitidt von Promotoren

Zur Untersuchung der Wirkung von Patulin und Gliotoxin auf die Aktivierung von
Promotoren wurde der Reportergenassay verwendet. Fiir den Reportergenassay wur-
den Jurkat-Zellen eingesetzt und transient mit den jeweiligen Promotoren transfi-

ziert.

Unter Einfluss von 62,5 und 125 ng/ml Patulin wurde die Aktivitit des IL-4-
Promotors und im Konzentrationsbereich von 31,25 bis 125 ng/ml die Aktivitit des
IL-13-Promotors signifikant erhéht (Abb. 3.14), wihrend auf den IFN-y-Promotor
kein Einfluss beobachtet wurde. Die Aktivitdt des NFxB-abhingigen Promotors
wurde konzentrationsabhingig gehemmt und erreichte bei der héchsten Patulin-

Konzentration (125 ng/ml) ein signifikantes Niveau.
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Abbildung 3.14: Einfluss von Patulin auf die Aktivitit der IL-4, IL-13, IFN-y und NFkB-
Promotoren transient transfizierter Jurkat-Zellen iiber 24 h. Gezeigt sind die Mediane sowie 25./75.-
Perzentile der zusammengefassten Ergebnisse von 6 unabhingigen Experimenten. Dargestellt ist
die prozentuale Luziferaseaktivitit bezogen auf die Kontrolle. Signifikante Hemmung (p<0,05) ist
mit einem Stern (*) und eine signifikante Stimulation mit einem Nummernzeichen (#) iiber dem
Punkt gekennzeichnet.
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Gliotoxin bewirkte eine konzentrationsabhingige Hemmung der Aktivitidt der
[L-4-, TL-13- und IFN-v-Promotoren. Die Aktivitdt des [L-4-Promotors wurde im
Konzentrationsbereich von 31,25 bis 125 ng/ml Gliotoxin signifikant gehemmt. Auch
die IL-13-Promotoraktivitdt wurde durch Gliotoxin unterdriickt. Signifikante Effekte
wurden jedoch nur bei 7,81; 15,63 und 125 ng/ml Gliotoxin beobachtet. Bei nied-
rigen Konzentrationen von Gliotoxin konnte eine leichte Stimulation der Aktivitét
des IFN-vy-Promotors festgestellt werden, die sich jedoch nicht statistisch signifikant
sichern liefS. In den hichsten Konzentrationen (62,5 - 125 ng/ml) konnte eine statis-
tisch signifikante Hemmung ermittelt werden. Die Aktivitdt des NFxB-abhéngigen
Promotors wurde im gesamten Konzentrationsbereich gehemmt (20%) und erreichte
im Bereich von 7,81 bis 125 ng/ml Gliotoxin das Signifikanzniveau.
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Abbildung 3.15: Einfluss von Gliotoxin auf die Aktivitit der IL-4, IL-13, IFN-y und NFxB-
Promotoren transient transfizierter Jurkat-Zellen iiber 24 h. Gezeigt sind die Mediane sowie 25./75.-
Perzentile der zusammengefassten Ergebnisse von 5 unabhiingigen Experimenten. Dargestellt ist
die prozentuale Luziferaseaktivitiit bezogen auf die Kontrolle. Signifikante Hemmung (p<0,05) ist
mit einem Stern (*) iiber dem Punkt gekennzeichnet.
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3.4 Beeinflussung der Signaltransduktion

Um zu kldren, welche Signalwege bei der beobachteten Hemmung der Zytokinse-
kretion beteiligt sind, erfolgte die Untersuchung der Expression von IxBa, STAT1
und STAT6. Diese Proteine kénnen im Rahmen der Regulation der Thl/Th2-
Differenzierung eine Rolle spielen. Dafiir wurden mit Mykotoxinen vorbehandelten
PBMC mit anti-CD3 und anti-CD28 fiir 1 h in Gegenwart der Mykotoxine stimuliert.
Die Expression der Proteine IkBa, STAT1 und STAT6 bzw. deren phosphorylier-
te Formen wurde mittels Western Blotting untersucht. Jeweils drei Experimente
mit humanen PBMC von unterschiedlichen Spendern wurden durchgefiihrt. Fiir die
Abbildung wurde jeweils ein reprisentatives Ergebnis ausgewihlt. Die Mykotoxi-
ne wurden in den Konzentrationen eingesetzt, die eine signifikante Hemmung der

Zytokinsekretion induzierten.
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Abbildung 3.16: Der Einfluss von Patulin auf die Expression und Phosphorylierung von IxBe,
STAT1 und STATG. Die mit den Patulin vorbehandelten PBMC wurden fiir 1 h mit anti-CD3/28
stimuliert. Spalte 1: unstimulierte Kontrolle, Spalte 2: stimulierte Kontrolle, Spalte 3: unstimulierte
Patulinkontrolle.

Die Stimulation der humanen PBMC fiihrte zu einer deutlichen Verstirkung der
Phosphorylierung (Abb. 3.16, 3.18 Spalte 1 und 2). Dies wird besonders deutlich bei
STAT1 und STATE.

Patulin bewirkte eine konzentrationsabhiingige Hemmung der Phosphorylierung
aller untersuchten Signalproteine (Abb. 3.16). Die Phosphorylierung also die Akti-
vierung des STAT1-Proteins wurde im gesamten Konzentrationsbereich gehemmt,

wihrend die Aktivierung von IkBa nur bei 250 ng/ml leicht vermindert war. Die
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beobachteten Doppelbanden fiir STAT6 wurden nur bei einem Experiment nachge-
wiesen. Das dargestellte Experiment zeigte eine leichte Erhohung der Phosphorylie-
rung des STAT6-Proteins, dies konnte bei den anderen Experimenten nicht bestitigt
werden. Weitere Experimente mit einer geringeren Konzentration kénnten vielleicht
die beobachtete Stimulation von STAT6 nachweisen. Die zusammengefassten Ergeb-
nisse fiir den Einfluss auf die Aktivierung der Signalproteine sind in der Abbildung
3.17 dargestellt.
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Abbildung 3.17: Der Einfluss von Patulin auf die Phosphorylierung von STAT1, STATG und
[kBa. Die mit den Patulin vorbehandelten PBMC wurden fiir 1 h mit anti-CD3 und anti-CD28
stimuliert. Der Nachweis von STAT1, STAT6 und IxBa erfolgte mittels Western Blotting. Darge-
stellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung der zusammengefassten Ergebnisse. Gezeigt
sind die Intensititen, die auf die stimulierte Kontrolle bezogen wurden.

Der Vergleich der durchgefiithrten Experimente fiir Patulin ergab eine konzentra-
tionsabhingige Hemmung der STAT1-Phosphorylierung, wihrend eine Hemmung
der STAT6-Aktivierung nur bei der héchsten Konzentration von 250 ng/ml ermit-
telt wurde (Abb. 3.17). Die Phosphorylierung von IkBa wurde durch Patulin nicht
beeinflusst.

Nach Behandlung mit Gliotoxin wurde eine konzentrationsabhéngige Hemmung
der Phosphorylierung von STAT1, STATG6 und IxBa festgestellt (Abb. 3.18). Be-
sonders deutlich wurde diese Hemmung bei der Phosphorylierung der beiden STAT-
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Faktoren. Die Phosphorylierung des [kBa-Proteins wurde bis zu einer Konzentrati-
on von 50 ng/ml Gliotoxin unterdriickt. Die zusammengefassten Ergebnisse fiir den

Einfluss auf die Aktivierung der Signalproteine sind der Abbildung 3.19 dargestellt.
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Abbildung 3.18: Der Einfluss von Gliotoxin auf die Expression und Phosphorylierung von IkBa,
STAT1 und STAT6. Die mit den Gliotoxin vorbehandelten PBMC wurden fiir 1 h mit CD3/28
stimuliert. Spalte 1: unstimulierte Kontrolle, Spalte 2: stimulierte Kontrolle, Spalte 3: unstimulierte
Gliotoxinkontrolle.
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Abbildung 3.19: Der Einfluss von Gliotoxin auf die Phosphorylierung von STAT1, STAT6 und
IxBa. Die mit den Patulin vorbehandelten PBMC wurden fiir 1 h mit anti-CD3 und anti-CD28 sti-
muliert. Der Nachweis von STAT1, STAT6 und IxBa erfolgte mittels Western Blotting. Dargestellt
sind die Mittelwerte und die Standardabweichung der zusammengefassten Ergebnisse. Gezeigt sind
die Intensititen, die auf die stimulierte Kontrolle bezogen wurden.

Wie schon in der Abbildung 3.18 konnte auch im Vergleich der durchgefiihrten
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Experimente eine durch Gliotoxin bewirkte Hemmung aller untersuchten Signal-
proteine beobachtet werden (Abb. 3.19). Durch 50 bis 250 ng/ml Gliotoxin konnte
eine 40 - 50%ige Hemmung der Phosphorylierung fiir IskBa und STAT6 beobach-
tet werden. Dies entspricht der Phosphorylierung der unstimulierten Kontrolle. Ab
25 ng/ml konnte auf die Aktivierung von IkBa keine hemmende Wirkung festge-
stellt werden, wéhrend die Phosphorylierung von STAT1 und STAT6 in im gesamten
Konzentrationsbereich von 10 bis 250 ng/ml Gliotoxin gehemmt wurde.

Unter Einwirkung von Ochratoxin A wurde ebenfalls eine konzentrati-
onsabhéngige Hemmung der Phosphorylierung der STAT-Faktoren verzeichnet,
wéhrend die Phosphorylierung von I«Ba durch Ochratoxin A nicht beeinflusst wur-
de (Abb. 3.20). Die grofite Hemmwirkung wurde bei der STAT1-Phosphorylierung
beobachtet. Dies konnte auch im Vergleich mit den anderen Experimenten bestitigt
werden. Der Vergleich der Experimente zeigte eine grofie Schwankung im Einfluss
auf die Phosphorylierung von STAT6 und IkBa. Es wurden sowohl stimulierende
als auch hemmende Effekte auf die STAT6- und [kBa-Aktivierung beobachtet. Es
konnte keine Aussage iiber den Einfluss von Ochratoxin A auf die Phosphorylierung
von STAT6 und IkBa getroffen werden.
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Abbildung 3.20: Der Einfluss von Ochratoxin A auf die Expression und Phosphorylierung von
[kBa, STAT1 und STATS6. Die mit den Ochratoxin A vorbehandelten PBMC wurden fiir 1 h mit
CD3/28 stimuliert. Spalte 1: unstimulierte Kontrolle, Spalte 2: stimulierte Kontrolle, Spalte 3:
unstimulierte Ochratoxin A-Kontrolle.
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Citrinin verursachte in der hchsten Konzentration von 12,8 pg/ml eine gerin-
ge Hemmung der Phosphorylierung von STAT1 (Abb. 3.21). Eine Hemmung der
Phosphorylierung von STAT6 konnte bis zu 10,24 pg/ml festgestellt werden. Die
Expression des STAT6-Proteins wurde unter Einfluss von Citrinin beeintrichtigt,
dabei zeigte sich keine Konzentrationsabhangigkeit. Die Expression des unphospho-
rylierten STAT6 war bei der stimulierten Kontrolle reduziert. Dies deutet auf ei-
ne zu niedrige Proteinkonzentration verglichen mit den anderen Ansitzen hin. Die
Phosphorylierung von IxBa blieb durch Citrinin unverdndert. Der Vergleich aller
Experimente zeigte eine Hemmung der STAT1-Phosphorylierung bei der héchsten
Konzentration, eine geringe Hemmung konnte bei 8,2 und 10,24 ug/ml beobach-
tet werden, wéhrend in den beiden niedrigsten Konzentrationen kein hemmender
Einfluss festgestellt werden konnte (Daten nicht gezeigt). Die Phosphorylierung von
STATG6 wurde bei den beiden héchsten Konzentrationen negativ beeinflusst. Wie bei
der Phosphorylierung von STAT6 konnte auch bei der [kBa-Phosphorylierung eine
hohe Schwankung verzeichnet werden. Ein direkter Einfluss auf die Aktivierung von
IkBa konnte im Vergleich der Experimente mit Citrinin nicht beobachtet werden.
Es konnte kein Unterschied zwischen der unstimulierten und stimulierten Kontrolle

in Bezug auf die Phosphorylierung von [xBe festgestellt werden.

Citrinin [pg/ml] - - 12,8 12,8 10,24 82 66 572
CD3/28 - + £ + + + + +
B | o e o

pIcBor Gl W S
STAT1 el el W R e S e

pSTAT1 — e e e el
STAT6 W S W W W N S
pSTAT6 - e

Abbildung 3.21: Der Einfluss von Citrinin auf die Expression und Phosphorylierung von I«Be,
STAT1 und STAT6. Die mit den Citrinin vorbehandelten PBMC wurden fiir 1 h mit CD3/28
stimuliert. Spalte 1: unstimulierte Kontrolle, Spalte 2: stimulierte Kontrolle, Sp}alte 3: unstimulierte
Citrininkontrolle.
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Die Aktivierung der STAT-Faktoren wurde bei Behandlung mit T-2 Toxin kon-
zentrationsabhéingig vermindert (Abb. 3.22). Die Phosphorylierung des IxBa wurde
beim dargestellten Experiment im gesamten Konzentrationsbereich leicht gehemmt.
Dies konnte im Vergleich mit den anderen Experimenten nicht bestétigt werden. Eine
Verminderung der Expression von IxBa wurde beobachtet, diese war konzentrations-
unabhéngig. Die Phosphorylierung von IxBa wurde im Vergleich aller Experimente
nicht beeinflusst, wie bei Citrinin zeigte sich auch hier kein Unterschied zwischen der
unstimulierten und stimulierten Kontrolle (Daten nicht gezeigt). Eine Hemmung der
STAT1- und der STAT6-Phosphorylierung konnte im Bereich von 1,6 - 1,04 ng/ml
fiir STAT1 und im Bereich von 1,6 - 0,7 ng/ml T-2 Toxin fiir STAT6 beobachtet

werden. Dabei konnte eine grofle Schwankung der Daten ermittelt werden.
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Abbildung 3.22: Der Einfluss von T-2 Toxin auf die Expression und Phosphorylierung von IxBe,
STAT1 und STAT6. Die mit den T-2 Toxin vorbehandelten PBMC wurden fiir 1 h mit CD3/28
stimuliert. Spalte 1: unstimulierte Kontrolle, Spalte 2: stimulierte Kontrolle, Spalte 3: unstimulierte
T-2 Toxin-Kontrolle.

Die getesteten Mykotoxine zeigten unterschiedliche Wirkungen. Patulin, Ochra-
toxin A, Citrinin und T-2 Toxin beeintrichtigten die Phosphorylierung von IxBa
kaum (Abb. 3.16, 3.20, 3.21, 3.22). Alle Mykotoxine zeigten einen hemmenden Ein-
fluss auf die STAT1-Phosphorylierung. Der Einfluss auf die STAT6-Aktivierung un-
terlag bei Ochtratoxin A, Citrinin und T-2 Toxin groflen Schwankungen. Eine Hem-
mung der STAT6-Phosphorylierung konnte bei Gliotoxin (iiber den gesamten Kon-
zentrationsbereich), bei Citrinin und T-2 Toxin beobachtet werden. Bei Patulin und
Gliotoxin wurden die gleichen Konzentrationen untersucht. Der Vergleich dieser bei-
den Mykotoxine zeigte, dass Gliotoxin die grofleren Effekte auf die Phosphorylierung

der Signalproteine ausiibte.
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3.5 Kombinationseffekte der Mykotoxine

Um Kombinationseffekte mehrerer Mykotoxine auf die Zytokinsekretion humaner
PBMC zu untersuchen, wurden diese mit den monoklonalen Antikérpern anti-CD3

und anti-CD28 stimuliert und mit verschiedenen Mykotoxinen gleichzeitig inkubiert.

Die Untersuchung der Kombinationseffekte erfolgte anhand der Hemmung der
[FN-v-Sekretion. 1Cs50-(50% Hemmung)- bzw. ICa-Werte (20%-Hemmung) wurden
kalkuliert. Die Mischungen wurden jeweils in einem festen Verhiltnis der ICsq- bzw.

der 1Co-Werte mit einer seriellen Verdiinnung durchgefiihrt.

Mit Hilfe der Kombinationsexperimente sollte untersucht werden, ob sich die Ef-
fekte der einzelnen Mykotoxine verstirken kénnen, wenn sie als Mischung appliziert
werden und ob eine Aussage zu Unabhingiger Wirkung bzw. Konzentrationsadditi-
vitdt der Mykotoxine getroffen werden kann. Dafiir wurden die Vorhersagekonzepte
der Konzentrationsadditition und der Unabhéngigen Wirkung zu Hilfe genommen.
Anhand der ICqy-Mischung bei drei und vier Mykotoxinen erfolgte die Untersuchung,
ob sich Kombinationseffekte auch nachweisen lassen, wenn die Einzelverbindungen

in niedrigen Effektkonzentrationen vorliegen.

Bei der Untersuchung von Kombinationseffekten von Chemikalien ist es allgemein
iiblich, Hemmeffekte gegen die Konzentration aufzutragen. Die graphische Darstel-
lung in den folgenden Abschnitten unterscheidet sich deshalb von der bisher gewihl-

ten Form.
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In der Abbildung 3.23 sind die Ergebnisse der Mischung mit Gliotoxin und
Citrinin dargestellt. Durch den Vergleich mit den Einzeleffekten von Gliotoxin und
Citrinin (Abb. 3.23 B) wurde eine stirkere Hemmung der IFN-+-Sekretion der Mi-
schung ermittelt. Die beobachteten Effekte lagen mit den Medianen auf der Kurve
des Konzepts der Konzentrationsadditivitat (Abb. 3.23 C), wihrend die Schwankung
der Ergebnisse die Kurve des Vorhersagekonzeptes der Unabhéngigen Wirkung ein-
schloss. Dies ldsst den Schluss zu, dass das Konzept der Konzentrationsadditivitét

die Mischungseffekte am besten beschreibt.
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Abbildung 3.23: Kombinationseffekt der Gliotoxin-Citrinin-Mischung. Gezeigt sind die Mittel-
werte sowie die Standardabweichung der zusammengefassten Ergebnisse von 6 Spendern (A).
Zusitzlich sind die Einzeleffekte der Mykotoxine in den Konzentrationen, die sie in der Mischung
haben, dargestellt (B) sowie die zwei Modelle der Vorhersagekonzepte Unabhiingige Wirkung (UW)
und Konzentrationsaddititivitat (KA) (C).
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Es wurde ebenfalls eine stirkere Hemmung der IFN-+-Sekretion durch die
Patulin-Gliotoxin-Mischung im Vergleich mit den Effekten der einzeln applizier-
ten Mykotoxine Patulin und Gliotoxin beobachtet (Abb. 3.24 B). Die Einzeleffekte
lagen nah beieinander. Eine Aussage welches Vorhersagemodell die Mischung am
besten beschreibt, konnte nicht getroffen werden, da kein Unterschied zwischen den
Kurven der beiden Modelle erkennbar war (Abb. 3.24 C). Patulin und Gliotoxin

konnten demnach entweder unabhingig oder konzentrationsadditiv wirken.
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Abbildung 3.24: Kombinationseffekt der Patulin-Gliotoxin-Mischung auf die IFN-y-Sekretion
anti-CD3/CD28 stimulierter humaner PBMC. Gezeigt sind die Mediane sowie die 25./75.-
Perzentile der zusammengefassten Ergebnisse von 6 Versuchen (A), sowie die Einzeleffekte der
Mykotoxine in den Konzentrationen, die sie in der Mischung haben(B), und die zwei Modelle der
Vorhersagekonzepte Unabhéngige Wirkung (UW) und Konzentrationsaddititivitit (KA) (C).
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Neben der Sekretion von IFN-v wurde bei den Mischungen im Kulturiiberstand
auch die Sekretion der Th2-Zytokine IL-4 und IL-13 mittels ELISA gemessen. Fiir
die Mischung mit Patulin, Gliotoxin und Ochratoxin A wurde die Hemmung
der Zytokinsekretion in Abbildung 3.25 dargestellt. Wie bereits bei der Exposition
gegeniiber Patulin bzw. Gliotoxin beobachtet, wurde die Sekretion des Thl-Zytokins
in niedrigeren Konzentrationen gehemmt als der Th2-Zytokine. Der Unterschied in
der Hemmung der Sekretion der verschiedenen Zytokine ist in der Abbildung 3.26

mit den entsprechenden p-Werten dargestellt.
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Abbildung 3.25: Einfluss der Mischung mit den drei Mykotoxinen Patulin, Gliotoxin und Ochra-
toxin A auf die Zytokinproduktion CD3/CD28 stimulierter PBMC iiber 24 h. Die Mischung erfolgte
in einem festen Verhiltnis der IC20-Werte der IFN-v-Sekretion beginnend ab einer Konzentration
von 1010 nM. Gezeigt sind die Mediane sowie 25./75.-Perzentile der zusammengefassten Ergeb-
nisse von 6 Spendern. Dargestellt ist die prozentuale Zytokinsekretion bezogen auf die Kontrolle.
Signifikante Hemmung (p<0,05) ist mit einem Stern (%) iiber dem Punkt gekennzeichnet.

Die Sekretion von IL-4 und IFN-v (siche Abb. 3.26 A) unterschied sich signifi-
kant in einem Konzentrationsbereich von 299.3 bis 1010 nM der Patulin-Gliotoxin-
Ochratoxin A-Mischung. Ab 448,9 nM konnte durch die Mischung der drei Myktoxi-

ne ein signifikanter Unterschied zwischen der Sekretion von IL-13 und IFN-v ermit-
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Abbildung 3.26: Differenter Einfluss der Mischung mit den drei Mykotoxinen Patulin, Gliotoxin
und Ochratoxin A auf die Zytokinsekretion anti-CD3/CD28 stimulierter PBMC iiber 24 h. Die
Mischung erfolgte in einem festen Verhéltnis der IC20-Werte der IFN-y-Sekretion beginnend ab
einer Konzentration von 1010 nM. Gezeigt sind die Mediane sowie 25./75.-Perzentile der zusam-
mengefassten Ergebnisse von 6 Versuchen. Dargestellt ist die prozentuale Zytokinsekretion bezogen
auf die Kontrolle. Gezeigt sind die im Mann-Withney-U-Test ermittelten p-Werte fiir den Vergleich
der normierten Zytokinsekretionen. A) Unterschied zwischen IL-4 und IFN-v und B) Unterschied
zwischen IL-13 und IFN-y.

telt werden (siehe Abb. 3.26 B). Die hochste Konzentration der Mischung bewirkte
eine 94%ige Hemmung der IFN-v- und eine 60%ige Hemmung der IL-4-Sekretion.
Die Konzentration der einzelnen Mykotoxine betrug in der héchsten Konzentration
der Mischung 32,4 ng/ml Patulin, 35,9 ng/ml Gliotoxin und 278,62 ng/ml Ochra-
toxin A. In der Dosiswirkungsbeziehung von Patulin allein konnte bei 31,25 ng/ml
eine 60%ige Hemmung der IFN-v- und eine 22%ige Hemmung der IL-4-Sekretion
beobachtet werden, wihrend bei 31,25 ng/ml Gliotoxin eine 70%ige Hemmung der
[FN-+-Sekretion und eine Erhshung der IL-4-Sekretion um 10% gefunden wurde.
Damit konnte ein geringerer Effekt der Mischung in Bezug auf die unterschiedliche

Hemmung von Thl- und Th2-Zytokinen ermittelt werden.
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In der Abbildung 3.27 sind die Ergebnisse der Mischung mit den drei Mykoto-
xinen Patulin, Gliotoxin und Ochratoxin A in Bezug auf die IFN-y-Sekretion
dargestellt. Im Vergleich mit den Einzeleffekten der Mykotoxine Patulin, Gliotoxin
und Ochratoxin A wurde eine stirkere Hemmung der IFN-+-Sekretion beobach-
tet (Abb. 3.27 B). Die Kurven der Modelle der beiden Vorhersagekonzepte lagen
nah aneinander (Abb. 3.27 C), so dass eine Entscheidung, ob das Konzept der Un-
abhidngigen Wirkung oder der Konzentrationsadditivitit die Kombinationseffekte

am besten beschreibt, nicht getroffen werden konnte.
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Abbildung 3.27: Kombinationseffekt der Patulin-Gliotoxin-Ochratoxin A-Mischung auf die IFN-
~-Sekretion anti-CD3/CD28 stimulierter humaner PBMC. Gezeigt sind die Mediane sowie die
25./75.-Perzentile der zusammengefassten Ergebnisse von 6 Versuchen (A), sowie die Einzeleffekte
der Mykotoxine in den Konzentrationen, die sie in der Mischung haben, (B) und die zwei Modelle
der Vorhersagekonzepte Unabhéngige Wirkung (UW) und Konzentrationsaddititivitdt (KA) (C).
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Bei der Vierstoffmischung mit den Mykotoxinen Patulin, Gliotoxin, Ochra-
toxin A und Citrinin wurde eine stérkere Hemmung der IFN-v-Sekretion im
Vergleich mit den Einzeleffekten der Mykotoxine gefunden (Abb. 3.28 B). Von den
Modellen der beiden Vorhersagekonzepte Unabhiingige Wirkung und Konzentrati-
onsadditivitidt (Abb. 3.28 C) beschreibt das Modell der Unabhiingigen Wirkung die
Messergebnisse innerhalb der Schwankungen am besten. Alle vier Mykotoxine schei-

nen danach unabhéngig voneinander zu wirken.
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Abbildung 3.28: Kombinationseffekt der Mischung mit Patulin, Gliotoxin, Ochratoxin A und
Citrinin auf die IFN-v-Sekretion anti-CD3/CD28 stimulierter humaner PBMC. Gezeigt sind die
Mediane sowie die 25./75.-Perzentile der zusammengefassten Ergebnisse von 6 Spendern (A), sowie
die Einzeleffekte der Mykotoxine in den Konzentrationen, die sie in der Mischung haben, (B) und
die zwei Modelle der Vorhersagekonzepte Unabhingige Wirkung (UW) und Konzentrationsadditi-
tivitiat (KA) (C).
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Kapitel 4
Diskussion

Im Rahmen der LARS-Studie (Leipziger Allergie-Risikokinder-Studie) wurde ver-
sucht, umweltrelevante Risikofaktoren zu detektieren, die in Zusammenhang mit ei-
ner spiteren allergischen Erkrankung stehen kénnen. Schimmelpilze beeinflussen die
Gesundheit auf verschiedenen Wegen, wobei gattungsabhingige Gesundheitseffekte
beobachtet wurden [Miiller et al., 2002]. Es wurde ein Zusammenhang zwischen Pe-
nicillium im Innenraum und Erkrankungen des Respirationstraktes, sowie zwischen

Aspergillus und allergischer Sensibilisierung gegen Inhalationsallergene gefunden.

Innerhalb LARS wurde auch festgestellt, dass die Exposition gegeniiber Schim-
melpilzen mit einer verminderten Anzahl IFN-y-produzierenden Thl-Zellen im peri-
pheren Blut von Kindern verbunden ist [Lehmann et al., 2003]. Es wurde vermutet,
dass Mykotoxine fiir die beobachtete Hemmung der Thl-Reaktivitdt verantwort-
lich sind. Auf der Basis dieser verminderten Thl-Reaktivitit kénnte sich auch eine
erhohte Anfilligkeit gegentiber allergischen Erkrankungen entwickeln. Bisher wurden
wenige Untersuchungen zu moglichen Allergie-vermitteltenden Effekten von Myko-
toxinen durchgefiithrt. Die Hypothese, dass u. a. Mykotoxine verantwortlich dafiir
sind, dass sich unter dem Einfluss von Schimmelpilzen Allergien entwickeln und
zwar nicht nur gegen Schimmelpilzallergene, sondern auch gegen andere Allergene,
wie z. B. Gréserpollen [Miiller et al., 2002], konnte bisher nicht belegt werden. Da-
her sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit geklirt werden, ob Mykotoxine das
Immunsystem in Richtung einer Th2-Dominanz verschieben kénnen und damit ein
Allergierisiko bewirken. Untersucht wurden mégliche immunmodulatorische Effekte
der Mykotoxine Patulin, Gliotoxin, Ochratoxin A, Citrinin und T-2 Toxin.

65
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4.1 Toxische Effekte von Mykotoxinen

Um die Vitalitdt der PBMC zu untersuchen wurde der MTT-Test verwendet. Dieser
Test ist ein kolorimetrisches Verfahren, das auf der Fahigkeit des mitochondrialen
Enzyms Succinatdehydrogenase, sowie zytosolische Dehydrogenasen und Flavinoxi-
dasen beruht, das gelbe MTT-Salz zu einem unléslichen, blauvioletten Produkt zu
reduzieren [Mosmann, Burdon et al., 1993, Liu et al., 1997]. Die Menge an ent-
standenem, blauem Formazan-Produkt verhélt sich direkt proportional zur Anzahl

lebender Zellen.

Alle untersuchten Mykotoxine (Patulin, Gliotoxin, Ochratoxin A, Citrinin und
T-2 Toxin) fithrten zu einer konzentrationsabhangigen Hemmung der Vitalitdt hu-
maner PBMC. Dabei zeigte sich, dass das T-2 Toxin (ICsy = 15,2 ng/ml) das po-
tenteste Mykotoxin ist. In Reihenfolge ihrer zytotoxischen Potenz folgen Gliotoxin
(ICsp = 143,7 ng/ml) < Patulin (IC5 = 2086 ng/ml) < Ochratoxin A (IC;5y = 2866,2
ng/ml) < Citrinin (IC5y = 41510 ng/ml).

Es erfolgten aufer in der vorgelegten Arbeit nur wenige Untersuchungen zu zy-
totoxischen Effekten von Mykotoxinen auf humane PBMC [Wichmann et al., 2002,
Thuvander et al., 1999, Meky et al., 2001, Berek et al., 2001], dabei wurden der
MTT-Test [Wichmann et al., 2002, Meky et al., 2001] und ein Lymphozytenproli-
ferationstest mit Hilfe von radioaktivmarkierten Thymidin [Thuvander et al., 1999,
Berek et al., 2001] verwendet. Die von Wichmann und Mitarbeiter beobachtete Rei-
henfolge der Mykotoxine Gliotoxin > Patulin > Citrinin, geordnet anhand ihrer
zytotoxischen Potenz, konnte in der vorliegenden Arbeit bestéitigt werden [Wich-
mann et al.,, 2002]. Ein mit Hilfe des Lymphozytenproliferationstestes ermittelter
[C50-Wert von 1,3 ng/ml wurde fiir T-2 Toxin gefunden [Thuvander et al., 1999].
Eine 50%ige Hemmung der Vitalitdt wurde zwischen 1 und 5 ng/ml T-2 Toxin er-
mittelt [Meky et al., 2001], wihrend in der vorliegenden Arbeit ein Wert von 15,2
ng/ml beobachtet werden konnte. Griinde fiir den Unterschied kénnten sein, dass die
humanen PBMC iiber einen lingeren Zeitraum (72h [Thuvander et al., 1999] bzw.
5d [Meky et al., 2001]) inkubiert, mit PHA stimuliert und ein anderer Vitalititstest

verwendet wurde [Thuvander et al., 1999].

Anhand von Zelllinien erfolgten viele Untersuchungen zum Einfiuss von Mykoto-
xinen auf die Vitalitit der Zellen [Ueno et al., 1995, Schulz et al., 2004, Calvert et al.,



Kapitel 4 - Diskussion 67

2005, Lewis et al., 1999, Marin et al., 1996, Kitabatake et al., 1993, Lee et al., 1999,
Hanelt et al., 1994, Minervini et al., 2005, Visconti et al., 1991]. Anhand einer hu-
manen bronchialen Epithelzelllinie konnte T-2 Toxin als das potenteste zytotoxische
Mykotoxin identifiziert werden [Lewis et al., 1999]. Patulin und Ochratoxin A lagen
in ihrer Potenz zuriick. Gliotoxin wurde anhand der hemmenden Effekte auf die
- Vitalitdt der Lungenepithelzelllinie A549 als das zytotoxischste Mykotoxin ermittelt
gefolgt von Patulin > Ochratoxin A > Citrinin [Schulz et al., 2004]. Diese beiden
Arbeiten bestédtigen die in der vorliegenden Dissertation gefundenen Daten. Wenige
Arbeiten beschéftigen sich mit Zelllinien des Immunsystems [Ueno et al., 1995, Ma-
rin et al., 1996, Minervini et al., 2005]. ICs;-Werte wurden anhand der Hemmung
der Vitalitdt in einer Promyelozyten-Zelllinie (HL60-Zellen) mittels MTT-Test von
4 ng/ml fir T-2 Toxin, 4,4 pg/ml fiir Ochratoxin A und 4,0 pg/ml fir Citrinin
ermittelt [Ueno et al., 1995]. Die HL60 Zellen wurden fiir 24 h in Gegenwart der
Mykotoxine inkubiert und anschlieBend der MTT-Test durchgefiihrt [Ueno et al.,
1995]. Citrinin und T-2 Toxin zeigten sich in der prisentierten Arbeit mit einem
IC50-Wert von 41,51 pg/ml fiir Citrinin und 15,2 ng/ml fiir T-2 Toxin weniger po-
tent, wihrend Ochratoxin A mit 2866,23 ng/ml zytotoxischer wirkte. Fir Citrinin
und T-2 Toxin zeigten sich die promyelotischen Leukdmiezellen empfindlicher als
die humanen PBMC. Zytotoxische Effekte von Ochratoxin A konnten ab einer Kon-
zentration von 10000 ng/ml bei PMA-stimulierten EL4-Zellen beobachtet werden
[Marin et al., 1996]. Der zytotoxische Effekt von T-2 Toxin wurde sowohl an einer T-
als auch an einer B-Lymphozyten Zelllinie untersucht und [Cgo-Werte von 0,2 ng/ml
(B-Lymphozytenzelllinie; IM-9) und 0,6 pg/ml (T-Lymphozytenzelllinie; MOLT-4)
ermittelt [Minervini et al., 2005]. Die humanen PBMC sind demnach empfindlicher
als die HL60-, EL4- und MOLT-4-Zellen. Es wiire zu iiberlegen, ob fiir die Bewertung
zytotoxischer Effekte von Mykotoxinen nicht generell primére Zellen herangezogen

werden sollten.

Alle untersuchten Mykotoxine hemmten die Vitalitit der PBMC. Zusitzlich fiihr-
ten sie zu einer konzentrationsabhingigen Hemmung der Zytokinsekretion. Nach
Behandlung mit Patulin bzw. Gliotoxin sind die ICso-Werte fiir IFN-v und IL-10
viel niedriger als die IC5o-Werte fiir IL-4, IL-13 und die Vitalitit. Generell sind die
ICsp-Werte fiir die Vitalitat fiir alle getesteten Mykotoxine hoher als die fiir die Zy-

tokinsekretion. Das bedeutet, dass die Zytokinsekretion in niedrigeren Konzentratio-
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nen als die Vitalitdt gehemmt wird. Mykotoxine verursachen demnach Defizite in der
Zytokinsekretion humaner immunkompetenter Zellen in Konzentrationen weit unter-
halb der zytotoxischen Konzentrationsbereiche. Der Einfluss auf die Zytokinsekreti-
on sollte daher in die Risikobewertung der Mykotoxine einbezogen werden. Zytokine
sind involviert in allen Aspekten der Immunregulation. Eine Mykotoxin-vermittelte
Dysregulation der Zytokinsekretion kann in immunsuppressiven und/oder immun-

stimulatorischen Effekten resultieren.

4.2 Einfluss der Mykotoxine auf immunkompe-

tente Zellen

Gliotoxin

Die immunsuppressive Potenz von Gliotoxin ist aus der Literatur bekannt. So teste-
ten Miillbacher und Eichner den Einfluss des Toxins auf alloreaktive zytotoxische T-
Zellen in vitro [Mullbacher and Eichner, 1984]. Eine Hemmung der Phagozytose von
TGM (Thioglykollat-induzierte peritoneale Makrophagen) wurde hei Konzentratio-
nen von 20 - 30 ng/ml Gliotoxin festgestellt [Mullbacher and Eichner, 1984]. Diese
Autoren konnten auch zeigen, dass Milz-Zellen und TGM ihre Fihigkeit, alloreaktive
zytotoxische T-Zellen zu induzieren, nach Behandlung mit Gliotoxin verloren. Glio-
toxin behindert wahrscheinlich in niedrigen Konzentrationen Interleukin-abhingige
Prozesse jedoch nicht die Antigen-Prasentation [Mullbacher and Eichner, 1984].

Aufler in der prisentierten Arbeit wurde nur von Wichmann und Mitarbeiter Un-
tersuchungen zum Einfluss von Gliotoxin auf die Zytokinsekretion humaner PBMC
durchgefiihrt [Wichmann et al., 2002]. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss
von Gliotoxin auf die Zytokinsekretion anti-CD3/CD28-stimulierter PBMC gemes-
sen. Es zeigte sich, dass die Sekretion von IFN-v und IL-10 im Bereich von 7,8
bis 62,5 ng/ml Gliotoxin stirker gehemmt wurde als die Sekretion von IL-4 und
[L-13. Die in der vorliegenden Arbeit gefundene Hemmung der Zytokinsekretion
in nicht zytotoxischen Konzentrationen konnte bestitigt werden [Wichmann et al.,
2002]. In dem von Wichmann und Mitarbeiter beschriebenen Modell wurden huma-
ne PBMC ebenfalls polyklonal mit anti-CD3 und anti-CD28 {iber 24 h stimuliert,
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allerdings unterschieden sich die verwendeten CD3-Antikérper (Wichmann et al.,
2002: Klon Okt3; Krumm: Klon UHCT1). Es wurde ebenfalls eine unterschiedliche
Hemmung der Sekretion der Thl- und Th2-Zytokine mit #hnlichen ICso-Werten fiir
IFN-y und IL-4 ermittelt [Wichmann et al., 2002]. Auch auf mRNA-Ebene wurden
dhnliche Effekte beobachtet. Wihrend 100 ng/ml Gliotoxin zu einer Hemmung so-
wohl der IFN-v- als auch der IL-4-Expression fithrten, wurde unter dem Einfluss
von 1 und 10 ng/ml Gliotoxin eine leichte Stimulation der IL-4-mRNA-Expression
gefunden [Wichmann et al., 2002]. Dieselbe Tendenz konnte in der vorliegenden Ar-
beit bestdtigt werden. Auf mRNA-Ebene konnte unter Einwirkung von Gliotoxin
eine konzentrationsabhingige Hemmung der IFN-+y-Expression festgestellt werden,
wihrend die IL-4-mRNA-Expression {iber dem gesamten Konzentrationsbereich von
7.8 bis 62,5 ng/ml stimuliert wurde. Der Vergleich der Zytokinexpression auf Protein-
und mRNA-Ebene zeigte auf Ebene der mRNA eine grifiere Differenz zwischen den
Th2-Zytokinen und IFN-~.

Der unterschiedliche Effekt auf mRNA- und Protein-Ebene ldsst sich dadurch
erkldren, dass die Analyse der mRNA-Expression eine Momentaufnahme zeigt,
nimlich mRNA-Expression der Zytokine nach 24 h Stimulation und Mykotoxinexpo-
sition. Dagegen reprisentiert die Messung der Zytokinkonzentration im Kulturiiber-
stand mittels ELISA die Zytokinsekretion iiber die ganze Zeit der Stimulation und
Mykotoxinexposition. Neben der Zytokinsekretion spielen hierbei auch Effekte der
Zytokinaufnahme in die Zellen durch das Binden an ihre spezifischen Rezeptoren,
sowie Proteinabbau eine Rolle. Die PCR-Ergebnisse zur mRNA-Expression der Zy-
tokine wurden mit der GAPDH-Expression korrigiert, um mégliche toxische Effekte

durch Verdnderungen der Zellzahl auszuschliefien.

Nach 24 h wurde konzentrationsabhéngig weniger IL-4 im Kulturiiberstand ge-
funden, wihrend die mRNA-Expression unter Einfluss von Gliotoxin erhéht war. Das
bedeutet, dass erst nach einer gewissen Zeit die IL-4 und IL-13-mRNA-Expression als
erster Schritt und dann die Proteinsekretion nachfolgend unter Einfluss von Glio-
toxin stimuliert werden. Es ist zu vermuten, dass bei einer Mykotoxinexposition
linger als 24 h die unterschiedliche Wirkung von Gliotoxin auf die Zytokinsekretion
deutlicher wird. Tatséchlich konnte gezeigt werden, dass nach 48 h Inkubation mit
Gliotoxin die IL-4-Sekretion stimuliert wurde, wiihrend eine Hemmung der Sekretion
von IFN-v beobachtet wurde [Wichmann et al., 2003].
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Thl- und Th2-Zytokine beeinflussen sich gegenseitig und halten ein Gleichge-
wicht zu einander aufrecht. Eine einseitige Hemmung der IFN-y-Expression wiirde
demnach zu einer Uberexpression der Th2-Zytokine IL-4 und IL-13 fithren. Dies
konnte unter Einfluss von Gliotoxin gezeigt werden. Damit wird das empfindliche
Gleichgewicht zwischen Thl und Th2 in Richtung Th2 verschoben und das Risiko

zur Auspriagung einer IgE-vermittelten allergischen Reaktion erhéht.

Obwohl die Sekretion von [FN-v in niedrigeren Konzentrationen als I1.-4 und IL-
13 gehemmt und die mRNA-Expression von IL-4 induziert wurde, konnte eine kon-
zentrationsabhiangige Hemmung der Promotoraktivitat der Thl- und Th2-Zytokine
unter Einfluss von Gliotoxin ermittelt werden. Demnach bewirkt Gliotoxin die Ver-
schiebung der Thl/Th2-Balance in Richtung einer Th2-Dominanz nicht auf Ebene
der Zytokin-Genpromotoren.

Die Zytokine IL-4 und IL-13 sind wichtig fiir die Entwicklung von allergischen
Erkrankungen [Leung, 1998]. Beide induzieren in B-Lymphozyten den Isotypwech-
sel zu IgE, erhdhen die Expression des niederaffinen IgE-Rezeptors FeeRIT (CD23)
und des hochaffinen IgE-Rezeptors FeeRI [Geiger et al., 2000]. Sie losen die lokale
Produktion von proinflammatorischen Chemokinen wie Eotaxin aus und bewirken
so die Einwanderung von inflammatorischen Zellen ins Endothel [Kagami et al.,
2005, Matsukura et al., 2001]. Die Differenzierung von naiven T-Zellen zu Th2-
Zellen ist IL-4-abhingig und kann nicht durch IL-13 ausgelést werden. Dennoch
besitzen beide Zytokine eine enge funktionelle Verbindung. Die Verwendung der IL-
13-Rezeptorkette IL-13Ral durch IL-4 weist auf eine enge Verbindung zwischen den
beiden Zytokinen hin [Horejs-Hoeck and Duschl, 2003]. IL-4 bindet zuerst an die -
Kette des [L-4-Rezeptors (IL-4Ra), was eine Assoziation der zweiten Rezeptorkette
an IL-4R bewirkt. Als zweite Rezeptorkette wird entweder yc (common gamma)
oder IL-13Ra1 verwendet.

Erstmalig wurde der Einfluss von Gliotoxin auf die Aktivitat der [L-4-, IL-13-
und IFN-v-Promotoren, sowie eines NFxB-abhingigen Promotors innerhalb dieser
Arbeit untersucht. Die Aktivitit des NFxB-abhangigen Promotors wurde im gesam-
ten Konzentrationsbereich supprimiert.

Die Hemmung des NFxB-Weges als ein Wirkmechanismus von Gliotoxin wurde
von mehreren Gruppen nachgewiesen [Pahl et al., 1996, Kroll et al., 1999, Herfarth
et al., 2000]. Die Phosphorylierung von IxBa mit nachfolgendem Abbau korreliert
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mit der Aktivierung von NFxB. Deshalb wurde die Aktivierung von IxBa also die
Phophorylierung mit anschlieBender Degradation durch Proteolyse als Kennzeichen
fiir die Aktivierung von NF&B in der vorliegenden Arbeit verwendet. Das IxkBa hat
im zytoplasmatischen NF«xB-Komplex ein héheren Turnover als NF«xB selbst [Ri-
ce and Ernst, 1993]. Damit ist wahrscheinlich die hohe Grundaktivitit von IxBa
zu erkldren, die auch im Rahmen dieser Arbeit gefunden wurde. Die Phosphorylie-
rung von IxkBa wird unter Einfluss von Gliotoxin konzentrationsabhingig gehemmt.
Dabei kam es zu einer Unterdriickung bis auf die Grundaktivitit von IxBa im Kon-
zentrationsbereich von 50 - 250 ng/ml. Durch Hemmung der Aktivierung des IBa
kommt es nachfolgend zur Blockierung des NFxB-Weges. Die Unterdriickung von
NFkB fithrt dann zu einer selektiven Hemmung der Synthese jener Zytokine, deren
Aktivierung tiber NFxB reguliert wird, wie z. B. von TNF-a, IL-12 und nachfolgend
auch [FN-v. Damit werden durch Hemmung von NFxB selektiv Thl-Reaktionen

gehemmt,.

Eine Hemmung der Aktivitdt von NFxB wurde unter Einwirkung von Gliotoxin
festgestellt [Pahl et al., 1996]. Dabei wurde die Aktivierung von NF&B in Antwort auf
verschiedene Stimuli (LPS, IL-1a, TNF-a, PMA/PHA) gehemmt. Dies konnte durch
die vorliegenden Daten bestétigt werden. Durch die Verminderung der Aktivierung
von NF«B kann Gliotoxin den Signaltransduktionsweg unterbrechen, der zu einer T-
und B-Zellproliferation fithrt [Pahl et al., 1996]. Daneben wurde diskutiert, dass die
Hemmung der NFxB-Aktivierung wahrscheinlich aus einer Suppression der [xBa-
Proteolyse resultiert [Pahl et al., 1996].

Wihrend Kroll und Mitarbeiter herausfanden, dass Gliotoxin nicht signifikant die
Phosphorylierung von IxBa stért [Kroll et al., 1999], konnte in der vorliegenden Ar-
beit ein inhibitorischer Einfluss auf die Aktivierung von [kBa festgestellt werden. Die
beobachtete Hemmung der NFxB-Aktivitit wird durch die Gliotoxin-verursachte
Suppression der Proteasomen ausgeldst [Kroll et al., 1999]. Kroll und Mitarbeiter
arbeiteten mit TNF-a stimulierten Hela-Zellen [Kroll et al., 1999], wihrend in der
prasentierten Arbeit PBMC mit Antikérpern gegen CD3 und CD28 stimuliert wur-
den. Neben der Inhibition der Degradation von IxBa durch Gliotoxin [Kroll et al.,
1999], muss es einen weiteren Mechanismus geben, der den supprimierenden Einfluss

von Gliotoxin auf die Aktivitdt von NFkB erklart.

Bei Untersuchungen des Einflusses von Gliotoxin auf die Aktivierung von p30 und
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p65 in neutrophilen Granulozyten von Rindern wurde festgestellt, dass die Aktivie-
rung von p50 nur minimal durch Gliotoxin beeinflusst wird, wiahrend eine signifikant
niedrigere Aktivitit fiir p65 beobachtet wurde (Notebaert et al., 2005). Diese Arbeit
bestétigt den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen NFxB-inhibitorischen Effekt

von Gliotoxin.

In einem experimentellen Mausmodell wurde Gliotoxin in seiner Eigenschaft als
NFx&B-Hemmer sogar therapeutisch eingesetzt [Herfarth et al., 2000]. In diesemn Mo-
dell wurde Méiusen eine akute Kolitis durch DSS (dextram sulphate sodium) in-
duziert. Diese Erkrankung ist gekennzeichnet durch eine Erhthung proinflammato-
rischer Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-12, TNF-o und IFN-v (Thl dominierte Inflamma-
tion). Nach Behandlung mit Gliotoxin konnte eine Hemmung der TNF-a- und IL-1c-
Genexpression im entziindlichen Darmgewebe nachgewiesen werden [Herfarth et al.,
2000]. Im Fall pathologisch inflammatorischer Reaktionen kann Gliotoxin durch
seine NFxB-inhibitorische Aktivitit durchaus auch positive, also heilende Effekte
ausiiben. Eine langere Behandlung mit niedrigen Konzentrationen von Gliotoxin
kénnte neben der Hemmung der inflammatorischen Zytokine jedoch auch eine Sti-
mulation von Th2-Zytokinen zur Folge haben und damit Erkrankungen férdern die
Th2 gepriigt sind, wie z. B. allergische Erkrankungen. So konnte in einem experimen-
tellen Mausmodell festgestellt werden, dass primér nicht-suszeptible Miuse, bedingt
durch die Applikation von Gliotoxin, IgE produzieren und ein Asthma bronchiale
entwickeln kénnen (personliche Mitteilung, Dr. Udo Herz). Eine lingere Exposition
gegeniiber Gliotoxin auch in geringen Konzentrationen kann demnach durchaus das

Risiko fiir die Entstehung allergischer Erkrankungen erhohen.

Die gesamten in vivo Effekte von der Exposition mit der Umwelt ist im All-
gemeinen das Ergebnis von komplexen zelluldren Interaktionen, im Gegensatz zu
Einzelzellantworten, die in #n vitro Systemen beobachtet werden. Das Mausmodell
von Dr. Udo Herz beweist jedoch, dass das im Rahmen dieser Arbeit verwendete in

vitro Modell durchaus Hinweise auf in vive Effekte liefern kann.

Neben dem Einfluss von Gliotoxin auf NFxB wurde auch der Einfluss auf die
Aktivierung von STAT1, einen Transkriptionsfaktor, der durch IFN-a und -y akti-
viert wird, untersucht [Pahl et al., 1996]. Die HeLa S3-Zellen wurden erst fiir 12 h
mit IFN-v und anschlieend 30 min mit [FN-a behandelt; Gliotoxin wurde 30 min
vor Zugabe von [FN-o dem Kulturmedium zugegeben [Pahl et al., 1996]. Gliotoxin
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beeinflusst in Konzentrationen kleiner gleich 10 pg/ml die Aktivierung von STAT1
nicht [Pahl et al., 1996]. Dagegen konnte in der vorliegenden Arbeit unter Einfluss
von Gliotoxin eine starke Hemmung der STAT1-Aktivierung beobachtet werden. Die
humanen PBMC wurden eine Stunde mit Gliotoxin vorbehandelt und anschlieffend
eine Stunde mit anti-CD3 und anti-CD28 in Gegenwart von Gliotoxin stimuliert.
Pahl und Mitarbeiter stimulierten die Zellen, was auch zu einer starken Aktivierung
von STAT1 fiihrte, bevor Gliotoxin hinzugegeben wurde [Pahl et al., 1996]. Gliotoxin
kann demnach seine STAT 1-inhibitorischen Effekte nur ausiiben, wenn STAT1 nicht
vor Zugabe von Gliotoxin aktiviert ist. Gliotoxin hemmt in der vorliegenden Arbeit
die STAT1-Aktivierung im gesamten Konzentrationsbereich von 10 bis 250 ng/ml,
dabei konnte bei 25 ng/ml eine Hemmung auf rund 35% STAT1-Aktivitit beobach-
tet werden. Dies korreliert gut mit der Hemmung der IFN-~-Sekretion. Dort wurde
bei 31,25 ng/ml die Sekretion auf rund 30% gehemmt. STAT1 zeigte sich empfind-
licher auf die Behandlung mit Gliotoxin als die Sekretion von IFN-v. Bei 10 ng/ml
Giotoxin konnte eine 40%ige Suppression der STATI1-Aktivierung beobachtet wer-
den, wihrend bei derselben Konzentration die IFN-vy-Produktion nicht beeinflusst

wird.

Durch IFN-v aktivierte STAT1-Dimere binden an GAS (gamma aktivierte Se-
quenzen). Dieses Element ist fihig IFN-vy-induzierte Genexpression zu steuern [Con-
tursi et al., 2000]. Daneben wurde berichtet, dass aktiviertes STAT1 den Transkrip-
tionsfaktor T-bet, (T-Box exprimiert in T-Zellen) induzieren kann. T-bet induziert
dann selbst IFN-v in einer positiven Feedback-Schleife, sowie die IL-12Ra2-Kette,
um die Stabilitéit des Thl-Phénotyps zu gewihrleisten [Zhang et al., 2001, Afkari-
an et al., 2002]. In Arbeiten mit STAT1-Knockout-M&usen konnte gezeigt werden,
dass diese Méuse verschiedene Defekte in ihrem Immunsystem entwickeln und fiir
Infektionen durch Viren und Parasiten empfindlich sind [Meraz et al., 1996, Durbin
et al., 1996]. Demnach fiithrt die Hemmung von STAT1 nachfolgend zu einer fehlen-
den Aktivierung der IFN-v-Sekretion. Dies konnte unter Einfluss von Gliotoxin in

der vorliegenden Arbeit bestétigt werden.

Im Hinblick auf eine mégliche Rolle der Mykotoxine bei der Induktion [gE-
vermittelter allergischer Reaktionen kommt der Aktivierung von STAT6, einem
weiteren Transkriptionsfaktor, ebenfalls eine wichtige Bedeutung zu. Wenn die

Th2-Zytokine IL-4 und IL-13 an ihren jeweiligen Rezeptor binden, wird die
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Phosphorylierung der Rezeptoren selbst und der jeweiligen Substrate induziert. Das
Signalmolekiil STAT6 wird anschlieBend von den Janus-Kinasen phosphoryliert. Die
Signalkaskade von STAT6 vermittelt viele der wichtigen Differenzierungsprozesse.
Nur wenn STAT6 aktiviert ist, kommt es zur IgE-Produktion [Linehan et al.,
1998]. Gliotoxin fiihrte allerdings zu einer konzentrationsabhingigen Hemmung
der STATG6-Phosphorylierung, was bedeutet, dass dieses Toxin keinen direkten
aktivierenden Einfluss auf den STAT6-Signalweg und damit auf die IgE-Produktion
ausiibt. Ob die geringe Hemmung der IL-4- im Vergleich zur IFN-y-Sekretion und
die moglicherweise daraus resultierende Stimulation der IL-4-mRNA nach 24 h
Exposition gegeniiber Gliotoxin langfristig nicht doch zu einer STAT6-Aktivierung
fithren wiirde, kann auf Grund der vorliegenden Daten nur spekuliert werden.
Weiterfiithrende experimentelle Untersuchungen wiren erforderlich, um diese Frage

zu kldren.

Um den Mechanismus der Giftigkeit von Gliotoxin zu erklidren, wurde eine Hy-
pothese aufgestellt, dass die Redoxreaktionen zwischen den reduzierten und oxidier-
ten Formen des Gliotoxins mit der Produktion von freien Radikalen einen Zyklus
durchlaufen [Eichner et al., 1988]. Wihrend des Redoxzykluses bildet das reduzierte
Gliotoxin Superoxidanion und wéahrend der Umformung der Dithiolform zu seiner
Disulfidform wird das Superoxidanion in Peroxid umgewandelt [Waring and Bea-
ver, 1996]. Peroxid ist ein potenter apoptotischer Stimulus [Matsura et al., 1999].
Daneben wurden kovalente Bindungen von Gliotoxin an zellulire Makromolekiile
als ein beitragender Faktor fiir seine Toxizitit identifiziert [Hinson and Roberts,
1992]. Auch die im Gliotoxin enthaltene Disulfidbriicke scheint fiir die Wirkung des
Mykotoxins wichtig zu sein. Es wurde berichtet, dass das Toxin durch seine Disul-
fidbriicke die Entstehung der durch NADPH-Oxidase gebildeten Sauerstoffradikale
unterdriickt [Yoshida et al., 2000]. Auf der anderen Seite scheint die Disulfidbriicke
auch im Fall der Hemmung der Makrophagen-Adhiirenz [Mullbacher et al., 1986]
und der Gliotoxin-induzierten antiviralen Aktivitdt [Trown and Bilello, 1972], aber
nicht fiir das Verursachen von DNA-Briichen [Eichner et al., 1988] wichtig zu sein.
Gliotoxin induziert Apoptose in Makrophagen durch die Produktion von reakti-
ven Sauerstoffradikalen und Cytochrom c-Freisetzung [Suen et al., 2001]. Durch die

Bindung an zellulire Makromolekiile und der reaktiven Disulfidbriicke kann Glioto-
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xin in die essentiellen Funktionen der Zelle eingreifen, in dem es an Signalproteine
oder Enzyme kovalent bindet und damit die Funktionstiichtigkeit dieser Proteine

einschriankt. Dies kann zu einer Veranderung der Immunreaktivitit fithren.

07 ™ “CH,
CH2OH

Abbildung 4.1: Struktur von Gliotoxin

Gliotoxin wird von verschiedenen Zelltypen aufgenommen [Waring et al., 1994].
Untersucht wurden die Tumorzelllinien EL-4, P815, 3T3 und 293, die humane Fi-
broblasten Zelllinie 27Sk, die humane Lungen-Zelllinie 16Lu und die Wilm s Tumor
G-401 Zelllinie sowie peritoneale Makrophagen und T-Zellen aus weiblichen BALB/¢
Maéusen auf ihre Fahigkeit Gliotoxin aufzunehmen [Waring et al., 1994]. Die Aufnah-
me in transformierte Zellen erfolgte innerhalb einer Minute, wihrend in priméiren
Zellen die Aufnahme nach 10 - 15 min abgeschlossen war [Waring et al., 1994]. Dabei
konnte der Unterschied in der Kinetik der Aufnahme nicht erklirt werden. Einen
Hinweis {iber welchen Mechanismus die Aufnahme erfolgt, konnte nicht ermittelt

werden.

Patulin

Patulin ist in den Mittelpunkt des Interesses getreten, nachdem es in verschimmel-
ten Apfeln und Apfel-Produkten in erhéhten Konzentrationen nachgewiesen wurde
[Stott and Bullerman, 1975, Beretta et al., 2000, Ritieni, 2003, Watanabe and Shimi-
zu, 2005]. Nach den Richtlinien der Weltgesundheitsorganisation diirfen Fruchtséfte
maximal 50 pg/l Patulin enthalten. Dies entspricht den Konzentrationen, die in-
nerhalb dieser Arbeit untersucht wurden. Die als Patulin-Produzenten bekannten
Schimmelpilzarten Penicillium und Aspergillus sind dariiber hinaus auch im Innen-
raum anzutreffen. Eine Patulinexposition kann demnach sowohl iiber kontaminierte
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Nahrungsmittel als auch iiber die Innenraumluft erfolgen. Deshalb wurde Patulin

als ein typisches Mykotoxin fiir eine Schimmelpilzbelastung gewihlt.

Auch fiir Patulin konnte eine Hemmung der Zytokinsekretion in nicht zytotoxi-
schen Konzentrationen, sowie eine stidrkere Hemmung des Thl-Zytokins IFN-~ im
Vergleich zum Th2-Zytokin IL-4 beobachtet werden, was mit zuvor beschriebenen
Daten von Wichmann und Mitarbeiter konform geht. Wie schon zuvor erwihnt, wur-
de zwar ein anderer CD3-Antikérper zur Stimulation verwendet, jedoch gab es nur
geringfiigige Unterschiede der ICs;-Werte fiir IL-4 und IFN-~ zwischen der vorliegen-
den Arbeit und der Arbeit von Wichmann und Mitarbeiter [Wichmann et al., 2002].
Nach 24 h Exposition gegeniiber Patulin wurde vergleichbar zu Gliotoxin auf Ebe-
ne der mRNA eine Stimulation der IL-4- und eine Hemmung der IFN-vy-Expression
beobachtet. Auch dieses Ergebnis entspricht zuvor beschriebenen Literaturbefunden
[Wichmann et al., 2002].

Auflerdem wird unter dem Einfluss von Patulin die Transkription des huma-
nen IL-4- und IL-13-Promoters erhoht, wihrend die Aktivitit des IFN-vy-Promotors
nicht beeinflusst wurde. Dies weist auf einen direkten Einfluss von Patulin auf die
Genaktivitdt hin und konnte zum ersten Mal in einer Arbeit gezeigt werden. Das
Thil-relevante STATI-Protein wurde durch Patulin konzentrationsabhiingig in sei-
ner Aktivierung unterdriickt. Damit wird nachfolgend auch die Sekretion von IFN-v
gehemmt. Wie schon im Abschnitt Gliotoxin verdeutlicht, kénnte durch die stirke-
re Hemmung von IFN-vy nachfolgend die Sekretion von IL-4 und IL-13 stimuliert
werden. Dieser Prozess einer Th2-Aktivierung bei Patulin-Exposition wird zusétz-
lich geférdert durch die direkte Stimulation des IL-4- und IL-13-Promotors. Noch
stiarker als von Gliotoxin geht von Patulin ein Risiko fiir eine {iberexprimierte Th2-
Reaktivitat aus, was bedeutet, dass auch von Patulin potentiell ein Allergierisiko

ausgehen kann.

Fir eine IgE-Produktion ist die Aktivierung von STAT6 notwendig [Linehan
et al., 1998]. Patulin zeigte in der héchsten Konzentration (250 ng/ml) einen in-
hibitorsichen Einfluss auf die Aktivierung von STATS6, ansonsten wird die STAT6-
Aktivitdt von Patulin nicht beeintrichtigt. In der hichsten Konzentration ist auch
die Sekretion aller Zytokine gehemmt. Das bedeutet, dass in diesen Konzentrations-
bereich generell immuntoxische Effekte wirksam werden. Patulinkonzentrationen <
100 ng/ml zeigten keinen direkten Einfluss auf die STAT6-Aktivierung. Lediglich
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bei einem von drei Versuchen wurde in den geringsten Patulinkonzentrationen (25
und 50 ng/ml) eine STAT6-Aktivierung beobachtet. Dies weist méglicherweise auf
eine STAT6-Aktivierung in sehr geringen Patulinkonzentrationen und spenderspezi-
fische Suszeptibitit hin. Die beobachtete Stimulation der Th2-Promotoren, der IL-4-
und IL-13-mRNA-Expression und der geringeren Hemmung der Sekretion von IL-4
und IL-13 im Vergleich zu IFN-y nach einer 24stiindigen Patulinexposition kénnten
langfristig zu einer stdrkeren STAT6-Aktivierung als beobachtet filhren und damit
die IgE-Produktion anschalten. Weitere Experimente wiiren notwendig, um diese

Hypothese zu bestidtigen.

Ein eindeutiger Einfluss auf die Aktivitit von NFxB durch Patulin konnte nicht
ermittelt werden. Nur in der hochsten Konzentration von 125 ng/ml wird der NFxB-
abhiingige Promotor signifikant gehemmt. Dies weist auf einen anderen Wirkmecha-
nismus im Vergleich #u Gliotoxin hin, obwohl beide Mykotoxine zu einer vergleich-

baren Hemmung der IFN--Sekretion fithrten.
Neben der in dieser Arbeit beschriebenen Wirkung auf den Jak/STAT- bzw. den

NFxB-Weg erfolgte bis jetzt nur eine Untersuchung zum Einfluss von Patulin auf
intrazellulire Signalwege [Wu et al., 2005]. Die Behandlung der humanen PBMC
fiir 30 min mit 30 gM Patulin fithrte zu einem Anstieg an phosphorylierten ex-
trazelluldren Signal-regulierten Proteinkinasen (ERK) 1 und 2 [Wu et al., 2005].
Im Allgemeinen werden ERK1 und ERK2 in Antwort auf Wachstumsfaktoren und
Mitogene aktiviert und der ERK1/2-Signalweg ist der entscheidende Regulator fiir
die Zellproliferation [Roux and Blenis, 2004]. Patulin zeigt demnach, anders als in

der vorliegenden Arbeit beobachtetet, auch stimulierende Effekte auf Signalproteine.

Es wurde berichtetet, dass unter Einwirkung von 500 ng/ml und 1000 ng/ml
Patulin sowohl die Produktion des Thl-Zytokins [L-2 als auch des Th2-Zytokins
IL-5 reduziert wurde [Marin et al., 1996]. Dabei wurde die Thymoma-Zelllinie
EL-4 mit PMA in Gegenwart des Mykotoxins fiir fiinf Tage stimuliert und der
Kulturiiberstand mittels ELISA fiir IL-2 und IL-5 analysiert. Allerdings ist zu
dieser Arbeit anzumerken, dass IL-2 als Marker fiir Thl-Zellen wenig geeignet ist,
da dieses Zytokin auch von Th0-Zellen produziert wird. In der vorliegenden Arbeit
wurde IFN-v als Thl-Marker ausgewihlt, da dieses Zytokin ausschlieBlich von Typ
1 T-Zellen {Thl und Tel) produziert wird. Neben IFN-y als Thl- wurde IL-4 und
IL-13 als Th2-Marker ausgewiihlt, da diese Zytokine insbesonders im Rahmen der
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Induktion IgE-vermittelter Reaktionen eine wesentliche Rolle spielen. Die in dieser
Arbeit beobachteten differenten Effekte von Patulin auf die Thl/Th2-Regulation
lassen sich deshalb nicht mit jenen Daten vergleichen, die von Marin und Mitar-
beiter publiziert wurden, da sowohl der experimentelle Ansatz (5 Tage Exposition)
als auch gemessene Marker nicht identisch sind [Marin et al., 1996]. Ein weiterer
wesentlicher Unterschied ist die in dieser Arbeit beschriebene Verwendung von
Primérzellen (humane PBMC) im Vergleich zu Zelllinien (Thymomazelllinie). Fiir
in wvitro Toxizitdtsuntersuchungen werden meistens Zelllinien als Modell genutzt.
Jedoch muss dabei beachtet werden, dass diese sich in ihren Eigenschaften sowie
in ihrer Suszeptibilitit gegeniiber toxischen Verbindungen méglicherweise von

priméren Zellen unterscheiden.

Daten von Patulinkonzentrationen im humanen oder Tierblut sind nicht erhélt-
lich, aber Experimente an Ratten mit ['*C]-markierten Patulin zeigten, dass
die Radioaktivitat absorbiert und in verschiedene Gewebe verteilt wurde [Dailey
et al., 1977]. Das bedeutet, dass Patulin nach einer oralen Aufnahme nicht sofort
vollstindig entgiftet wird, sondern dass eine Exposition iiber einen gewissen Zeit-

raum wahrscheinlich ist.

Bekanntermaflen wird die Nukleinsaure- und Proteinsynthese durch Einwirkung
von Patulin gehemmt [Arafat and Musa, 1995, Cooray et al., 1982, Miura et al.,
1993]. Patulin besitzt die Féhigkeit in humanen Zellen oxidativen DNA-Schaden zu
verursachen [Liu et al., 2003]. Daneben wird die Fihigkeit an Schwefelhydroxyd-
Gruppen, Aminosiauren oder Proteine in der Plasmamembran zu binden, als ein
Grund fiir die Toxizitét diskutiert [Friedmann, 1990]. Es konnte nachgewiesen wer-
den, dass der inhibitorische Effekt von Patulin auf die transepitheliale Resistenz
mit, seiner Reaktivitdt mit SH-Gruppen assoziiert ist [Mahfoud et al., 2002]. Infol-
ge seines elektrophilen Charakters reagiert Patulin mit zelluldren Nukleophilen wie
Gluthathion [Fliege and Metzler, 2000, Pfeiffer et al., 2005] und Proteinen [Flie-
ge and Metzler, 1999]. Bis zu drei Glutathion-Molekiile kénnen mit einem Molekiil
Patulin reagieren. Wihrend die Addukte mit zwei oder drei Glutathion-Molekiilen
niedrige oder keine weitere Reaktivitéit besitzen, fiihrt die anfingliche Reaktion von
Patulin mit einem Thiol zu einem Addukt, das sogar reaktiver zwischen den Thiol-
und Aminogruppen ist als Patulin selbst [Fliege and Metzler, 2000]. Deshalb kann die
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Reaktion mit Glutathion sowohl zu einem Ansteigen als auch Sinken der elektrophi-
len Reaktivitat von Patulin fithren. Die Fahigkeit an Proteine zu binden, kann dazu
fithren, dass fiir die Signaltransduktion entscheidende Proteine nicht mehr funkti-
onstiichtig sind. Dadurch kénnen verschiedene Signalwege nicht mehr ablaufen und
es kommt zu einer Dysregulation, die letztendlich zu einer gestérten Immunreakti-

vitdt fithren kann.

0
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Abbildung 4.2: Struktur von Patulin

Ochratoxin A

Fiir Ochratoxin A wurde bereits in fritheren Studien demonstriert, dass eine Expo-
sition humaner Lymphozyten-Populationen und -Subpopulationen gegeniiber dem
Toxin die Fahigkeit der Zellen beeintrichtigt, auf aktivierende Stimuli in vitro zu
reagieren [Lea et al., 1989]. Es wird daher ein inhibitorischen Effekt auf die T-
Zellproliferation vermutet. Die Produktion von IL-2 und die Expression des IL-2-
Rezeptors wurde unter Einfluss von Ochratoxin A reduziert [Lea et al., 1989]. Die
Zellen wurden 1 h mit verschiedenen Konzentrationen des Mykotoxins inkubiert,
anschlieBend gewaschen und mit PHA stimuliert [Lea et al., 1989]. Weiterfithrende
Experimente zeigten, dass die frithen Aktivierungsmarker Ca®* und Proteinkinase
C durch Ochratoxin A nicht beeinflusst wurden [Stormer and Lea, 1995].

Bisherige Untersuchungen zu immunsuppressiven Effekten von Ochratoxin A
beschéftigten sich nicht mit dem Einfluss auf die Sekretion von IL-4, IL-13, IL-
10 und IFN-vy humaner PBMC. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass alle untersuchten Zytokine ab einer Konzentration von 62,5 ng/ml Ochratoxin

A gleichermafien gehemmt wurden.
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Es wurde berichtet, dass bei einer Exposition von 5 und 10 pg/ml Ochratoxin A
die Produktion von IL-2 deutlich erhéht wurde, wihrend die Produktion von IL-5
signifikant verringert war [Marin et al., 1996]. Wie schon erwihnt, wurde mit einer
Tumorzelllinie und einer lingeren Inkubationszeit gearbeitet [Marin et al., 1996]. Die
eingesetzten Konzentrationen in der vorliegenden Arbeit (héchste Konzentration 4
pg/ml Ochratoxin A) und in der Arbeit von Marin und Mitarbeiter unterscheiden
sich grundlegend.

Erstmals wurde der Einfluss von Ochratoxin A auf den Jak/STAT- und
NFxB-Signaltransduktionsweg mittels Western Blot untersucht. Die Aktivierung
des STAT1-Proteins wurde durch Ochratoxin A konzentrationsabhingig gehemmt,
wahrend keine Beeinflussung der Phosphorylierung von STAT6 und IxBa ermittelt
werden konnte. Durch Hemmung der Phosphorylierung von STAT1 wird die Tran-
skription der IFN-v-abhingigen Gene verhindert. Des Weiteren kann nachfolgend
die Stabilitat des Thl1-Phanotypes nicht mehr gewihrleistet werden.

Bis jetzt erfolgten nur Untersuchungen zu Effekten auf intrazelluldre Signalwege
anhand des Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Weges [Gekle et al., 2000,
Schramek et al., 1997]. Eine Langzeitinkubation einer renalen Nierenepithelzelllinie
mit Ochratoxin A filthrte zu einer Aktivierung von ERK1 und ERK2 [Schramek
et al., 1997]. Eine durch Ochratoxin A-induzierte Aktivierung von c-Junc N-
terminale Kinase (JNK) konnte ebenfalls beobachtet werden [Gekle et al., 2000].
MAPK-Kaskaden sind wichtige intrazellulire Signalwege, die Signale von der
Plasmamembran in den Zellkern iibertragen [Roux and Blenis, 2004]. JNK, die
auch als stress-aktivierte Proteinkinasen bekannt sind, reprisentieren eine Gruppe
von Enzymen, die durch die Exposition von Zellen mit Zytokinen und Umweltstress
aktiviert werden [Whitmarsh and Davis, 1996]. Viele proapoptotische Stimuli (z.
B. UV-Strahlung oder TNF-a-Behandlung) aktivieren JNK. Dies liefert Hinweise
fiir die Rolle des JNK-Signalweges in der Apoptose. Ochratoxin A kann also durch

Aktivierung von MAPK eine Apoptose auslosen.

Die immunotoxischen Effekte von Ochratoxin A sind wahrscheinlich mit seiner
Beeinflussung auf die basalen Prozesse im Zellmetabolismus begriindet [Lea et al.,
1989]. Es wurde gezeigt, dass Ochratoxin A die in vitro Proteinsynthese durch Kon-
kurrenz mit Phenylalanin in der Phe-tRNA-Synthetase katalysierten Reaktion und
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anderen Phe-abhiingigen Enzymen hemmt [Bunge et al., 1978, Dirheimer and Crep-
py, 1991]. Schon niedrige Dosen von Ochratoxin A bei Tierversuchen fithren zu
Immunsuppressionen. Im Vergleich zwischen interperitonealer und oraler Gabe des
Mycotoxins zeigt sich die orale Exposition weniger effektiv in der induzierten Im-
munotoxizitit. Dies kénnte auf preventive Effekte von Phenylalanin in der Nahrung
beruhen [Thuvander et al., 1995]. Ochratoxin A ist plazentagiingig [Fukui et al.,
1987] und sowohl embryotoxisch als auch teratogen in Mausen und Raten [Brown
et al., 1976, Hayes et al., 1974]. Bei Untersuchungen mit Lacton-enthaltenen Ochra-
toxin A und verschiedenen Analogen ergab sich, dass die Toxizitdt von Ochrato-
xin A mit seiner Isocoumarin Hilfte assoziiert ist, aber weder eine Auflésung der
Phenolhydroxyd-Gruppe noch die Eigenschaft Eisen-Chelate zu bilden mit der Toxi-
zitdt in Verbindung steht [Xiao et al., 1996]. Dabei scheint auch die Lactoncarbonyl-
Gruppe involviert zu sein. Verschiedene Studien schlagen vor, dass bei der Toxizitét
von Ochratoxin A oxidativer Stress involviert ist [Baudrimont et al., 1994, Bel-
madani et al., 1999, Omar et al., 1990, Schaaf et al., 2002]. Ochratoxin A indu-
ziert oxidativen DNA-Schaden in niedrigen aber nicht zytotoxischen Konzentratio-
nen [Kamp et al., 2005]. Daneben induziert Ochratoxin A konzentrationsabhéngig
DNA-Einzelstrangbriiche [Lebrun and Follmann, 2002]. Die Synthese von Proteinen
und DNA wurde bei Konzentrationen des Toxins von 0,01 - 0,001 mM inhibiert
[Braunberg et al., 1992].

Phenylalanin-Rest Isocumarin-Rest

Abbildung 4.3: Struktur von Ochratoxin A

Der Hauptaufnahmeweg fiir Ochratoxin A ist fiir den Menschen die Aufnah-
me von kontaminierter Nahrung, wie z. B. Getreide, Brot, Schwein- und Gefliigel-
fleisch [Jorgensen, 1998], Wein, roten Grapefruchtsaft [Zimmerli and Dick, 1996] und
Kuhmilch [Skaug, 1999]. Zusitzlich zur Nahrung ist die Exposition mit Ochratoxin
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moglich durch Einatmung von Toxin-enthaltenen Konidien und luftiibertragenen
Staub. Konidien von Penicillium verrucosum koénnen Ochratoxin A in Konzentra-
tionen bis zu 0,5 pg pro Konidie enthalten. In Staubproben aus der Landwirtschaft
konnte Ochratoxin A (0,2 - 70 ug/kg) nachgewiesen werden [Skaug et al., 2001]. Tier-
experimente zeigten, dass Ochratoxin A sehr effizient vom respiratorischen System
aufgenommen werden kann [Breitholtz-Emanuelsson et al., 1995]. Mit Ochratoxin
A-assozierte Konidien oder andere Partikel, die vom respiratorischen System inha-
liert werden, kénnen durch das respiratorische Epithelium absorbiert und an andere
Orte verteilt werden [Skaug, 2003]. In Staubproben aus Heizungskanilen konnten
Konzentrationen bis iiber 1500 ppb Ochratoxin A gefunden werden [Richard et al.,
1999].

Es gibt zahlreiche Berichte aus vielen Léandern, die eine hohe Frequenz von Kon-
taminationen mit Ochratoxin A in niedrigen Konzentrationen in humanem Blut
beschreiben. Bei Messung des Ochratoxin A-Gehaltes humaner Seren wurden Werte
von 0,06 - 6,02 ng/g in der Schweiz [Zimmerli and Dick, 1995], von 21 - 5534 ng/l in
Norwegen [Skaug, 2003] und im Durchschnitt 0,29 ng/ml in Marokko [Filali et al.,
2002] gefunden. Analysen von Blutproben aus verschiedenen europiischen Lindern
zeigten eine Ochratoxin A-Kontamination von Konzentrationen zwischen 100 bis
14400 ng/1 [Hald, 1991]. Die von uns getesteten Konzentrationen entsprechen daher
durchaus realistischen, in vivo vorkommenden Werten. Ein signifikanter Einfluss auf
die Zytokinsekretion wurde fiir Ochratoxin A-Konzentrationen > 62,5 ng/ml ermit-
telt, im Vergleich zu 14,4 ng/ml als hochste Konzentration, die im humanen Blut
gefunden wurde. In der vorliegenden Arbeit wurde nur eine 24 h Exposition durch-
gefiihrt, méglicherweise treten stirkere Effekte bei einer lingeren Expositionsdauer
auf.

Ochratoxin A wird nicht nur in humanen Seren gefunden, sondern auch in huma-
ner Milch. Daher kann es wihrend des Stillens von der Mutter auf das Kind iibertra-
gen werden. Im Vergleich zwischen humaner Milch und Seren wurde festgestellt, dass
alle Blutproben Ochratoxin A im Bereich von 90 bis 940 ng/] enthielten, wihrend
nur 58% der Milchproben positiv waren (10 - 40 ng/1)[Breitholtz-Emanuelsson et al.,
1993].

Die lange Halbwertszeit von Ochratoxin A erlaubt eine Akkumulation im Kérper,

als Folge der Aufnahme von kleinen Mengen des Mykotoxins durch die Nahrung und
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kontaminierten Sporen bis eine messbare Konzentration im Blut, anderen Geweben

und Fliissigkeiten erreicht [Zimmerli and Dick, 1995].

Die Frage ist, ob bzw. auf welchem Weg Mykotoxine in die Zellen gelangen.
Dies wurde von Lea und Mitarbeiter demonstriert, wobei gezeigt wurde, dass die
Aufnahme von Ochratoxin A sich nicht durch eine einfache Diffusion iiber die T-Zell-
Membran erklédren ldsst [Lea et al., 1989]. Moglicherweise existieren bisher unbekann-
te Carriersysteme, die fiir den Transfer dieses Mykotoxins durch die Zellmembran
verantwortlich sind. Die Eigenschaften des Ochratoxin A-Transportes wurde durch
den multispezifischen humanen organischen Anion-Transporter 4 (hOAT4) mit Hilfe
von stabil transfizierten murinen proximalen Tubuluszellen untersucht [Babu et al.,
2002]. Dabei wurde festgestellt, dass die Aufnahme von Ochratoxin A durch ver-
schiedene Substrate fiir OATs gehemmt wird. Dieser Aufnahmemechanismus befin-
det sich in den Nieren. Ob ein dhnlicher Mechanismus in PBMC existiert, ist nicht

geklart.

Citrinin

In der prasentierten Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Zytokinsekretion konzen-
trationsabhédngig durch Citrinin gehemmt wurde. Die Zytokinsekretion wurde dabei
in nicht zytotoxischen Konzentrationen unterdriickt. Durch Vergleich der Mykoto-
xine untereinander zeigte sich, dass Citrinin das schwichste Mykotoxin in Bezug
auf die zytotoxischen und immunotoxischen Effekte ist, mit einem ICsy-Wert von
41510 ng/ml fiir die Vitalitit und rund 7000 ng/ml (IL-4, IL-13 und IFN-y) bzw.
4300 ng/ml (IL-10) fiir die Zytokinsekretion. Citrinin hemmte die IL-10-Sekretion
in niedrigeren Konzentrationen als die anderen getesteten Zytokine. Dies zeigt die
immunmodulatorischen Fahigkeiten von Citirinin. Die Sekretion von [FN-v wurde
in einem Bereich von 3 bis 10 pg/ml Citrinin gehemmt [Wichmann et al., 2002].
Dies bestatigt den in der vorliegenden Arbeit beobachteten hemmenden Effekt auf
die Zytokinsekretion. Weitere Untersuchungen zum Einfluss von Citrinin auf die
Zytokinsekretion humaner PBMC fanden nicht statt.

Unter Einfluss von Citrinin wurde die IL-10-Sekretion einer LPS-stimulierten
Monozytenzelllinie (MM6) in niedrigeren Konzentrationen als die proinflammatori-

schen Zytokine TNF-a und IL-6 gehemmt [Johannessen et al., 2005]. Zwar wurde
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der Einfluss von Citrinin auf stimulierte Monozyten in der vorliegenden Arbeit nicht
untersucht, aber es bestdtigt die immunmodulatorischen Fihigkeiten von Citrinin.
Citrinin greift demnach unabhéngig vom Zelltyp in Signaliibertragungswege, die zu
einer IL-10-Sekretion fithren, ein und bewirkt so die beobachteten inhibitorischen
Effekte auf die Sekretion von IL-10.

Von Citrinin gibt es bisher keine Daten im Hinblick au einen méglichen
Einfluss auf die Signaltransduktion. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgten
Untersuchungen der Verdnderung in der Aktivierung von STAT1, STAT6 und [xBa
unter Einfluss von Citrinin. Eine Hemmung der STAT1-Aktivierung konnte in
den héchsten Konzentrationen beobachtet werden, wihrend der NFxB-Weg durch
Citrinin nicht beeinflusst wurde. Sowohl beim Einfluss auf die Phosphorylierung von
STATG als auch von [xkBa wurden starke Unterschiede zwischen den durchgefiihrten
Experimenten beobachtet. Dies weist auf eine spenderspezifische Empfindlichkeit

fiir Citrinin hin.

Abbildung 4.4: Struktur von Citrinin

Babu und Mitarbeiter zeigten, dass Citrinin wie Ochratoxin A mit Hilfe des OAT
transportiert und so in die Zellen aufgenommen wird [Babu et al., 2002].

Es konnte eine Inhibition der RNA- und DNA-Synthese durch Citrinin belegt
werden [Wasternack and Weisser, 1992]. Citrinin beeintrachtigt den mitochondria-
len Metabolismus, in dem es den Eisen-Redox-Zyklus [Da Lozzo et al., 2002] und den
die Homeostase der reaktiven Sauerstoffradikale beeinflusst [Ribeiro et al., 1997]. Es
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wurde berichtet, dass bei einer oralen Gabe von verschiedenen Dosen von Citrinin
(5 - 20 ppm) bei Miusen sowohl Abweichungen als auch Briiche in Chromosomen
von Knochenmarkszellen induziert werden [Jeswal, 1996]. Unter Einfluss von Citrinin
wird die Expression des Hitzeschockproteins 50 (HSP70) stimuliert [Liu et al., 2003].
Dies kann als Antwort auf zelluliren Stress in Betracht gezogen werden. HSP70 ver-
mittelt effektiven zelluldren Schutz als Antwort auf Temperatur und apoptotische
Stimuli [Beere and Green, 2001|. Daher ist es moglich, dass eine HSP70-Induzierung
mit apoptotischen Prozessen korreliert. Apoptose konnte in humanen Leukdmiezel-

len nach Behandlung mit Citrinin nachgewiesen werden [Ueno et al., 1995].

T-2 Toxin

Erstmals wurde der Einfluss von T-2 Toxin auf die Zytokinsekretion humaner PBMC
untersucht. Es konnte eine konzentrationsabhéngige Hemmung der Sekretion aller
untersuchter Zytokine beobachtet werden. Eine unterschiedliche Wirkung auf die
Sekretion von Thl- und Th2-Zytokinen wurde dabei nicht festgestellt. T-2 Toxin
zeigte sich sowohl als das zytotoxischste als auch das immunotoxischste Mykoto-
xin, wobei auch bei diesem Mykotoxin die Zytokinsekretion in nicht zytotoxischen

Konzentrationen unterdriickt wurde.

Effekte von T-2 Toxin auf die Zytokinsekretion und -genexpression wurden in
priméren CD4% T-Zellen aus der murinen Milz analysiert [Ouyang et al., 1995].
Dabei wurde bei einer zweitéigigen Kultur die Sekretion von IL-2, 11-4 und IL-5
konzentrationsabhéngig gehemmt und auf mRNA-Ebene die Expression von IL-4
und [L-5 inhibiert, wihrend die Expression von IL-2 bei 0,5 ng/ml T-2 Toxin super-
induziert wurde. Nach 7d wurde die IL-4 und IL-5 Sekretion von ConA stimulierten
CD4* T-Zellen unter Einfluss von 1 ng/ml T-2 Toxin induziert [Ouyang et al.,
1995]. Die Daten von Ouyang und Mitarbeiter weisen darauf hin, dass bei einer
lingeren Expositionszeit die Th2-Zytokine unter Einfluss von T-2 Toxin stimuliert
werden konnten. Damit kdnnte auch von diesem Mykotoxin vielleicht ein Allergie-
risiko durch eine Verschiebung der Thl/Th2-Balance in Richtung Th2 ausgehen.
Nach einer Inkubation von 24 h wurden die Zytokine IL-4, IL-13, IL-10 und IFN-vy
in der vorliegenden Arbeit alle konzentrationsabhingig gehemmt. Untersuchungen

iiber einen lingeren Expositionszeitpunkt miissten folgen um diese These zu bestiti-
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gen.

Neben Patulin und Ochratoxin A wurde auch T-2 Toxin auf die Zytokinproduk-
tion von PMA-stimulierten EL4-Zellen tiber 5 Tage untersucht [Marin et al., 1996].
Auch in diesem Modell wurde jedoch keine differente Hemmung der Zytokine be-
obachtet. So wurden unter Einfluss von 5 und 10 ng/ml T-2 Toxin IL-2 und IL-5
im gleichen Ausmaf} gehemmt [Marin et al., 1996]. T-2 Toxin ist ein sehr toxisches
Mykotoxin und wahrscheinlich wird dieser lange Zeitraum gebraucht, um die toxi-
schen Effekte zu {iberwinden und die Produktion der Th2-Zellen, wie bei Ouyang

und Mitarbeiter beobachtet wurde, zu stimulieren.

Nicht nur die Zytokinsekretion wird durch T-2 Toxin beeinflusst, sondern auch
die Produktion von Immunglobulinen [Thuvander et al., 1999]. Mit PMA-stimulierte
humane PBMC wurden fiir 7 d mit dem Mykotoxin inkubiert und anschliefend IgA,
IgG und IgM mittels ELISA im Kulturiiberstand nachgewiesen. Dabei gleichen sich
die IC5p-Wert der Immunglobuline mit rund 3 nM (entspricht 1,4 ng/ml)[Thuvander
et al., 1999).

Erstmals wurde der Einfluss von T-2 Toxin auf Signalproteine im Rahmen
der vorgelegten Arbeit dargestellt. Die Aktivierung von STAT1 wird durch T-2
Toxin konzentrationsabhingig gehemmt. Auch die STAT6-Phosphorylierung wird
beeintriachtigt, dabei zeigte sich wie bei Citrinin und Ochratoxin A eine grofie
Schwankung, die auf eine spenderspezifische Suszeptibilitit hinweist. In den
Konzentrationen, bei den die Aktivierung von STAT1 unterdriickt wird, kann
auch eine Hemmung der Zytokinsekretion beobachtet werden. Ein Einfluss auf den
NFxB-Weg konnte nicht beobachtet werden.

Auch fir T-2 Toxin wurde nachgewiesen, dass es in Zellen aufgenommen wird.
Dies konnte anhand von zwei verschieden Zelllinien (CHO - chinese hamster ovary;
VERO - african green monkey kidney) demonstriert werden [Trusal and Martin,

1987]. Dabei wurde eine zeit- und temperaturabhéingige Aufnahme beobachtet.

Die Hemmung der Proteinsynthese ist wahrscheinlich der primére Mechanis-
mus der T-2-vermittelten Zytotoxizitdt [Wang et al., 1998], andere Mechanismen
wie Verdnderungen der Zellmembran [Bunner and Morris, 1988, Khachatourians,

1990] oder die Suppression der mitochondrialen Funktion [Khachatourians, 1990]
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sind moglich. Die Proteinhemmung kénnte einer von vielen Griinden fiir die Im-
munmodulation sein. Die akute T-2 Toxin-Exposition fiihrt zu schweren Schiden
bei sich aktiv teilenden Zellen in Geweben, wie Knochenmark, Lymphknoten, Milz,
Thymus und intestinalen Schleimhiuten [Bondy and Pestka, 2000]. Dies beinhaltet,
das die Leukozyten und das Immunsystem die priméren Angriffsziele fiir T-2 Toxin
sind [Bondy and Pestka, 2000]. Morphologische und funktionelle Verinderungen in
Membranen wurden im Herzen (Yarom et al., 1983), roten Blutzellen (Segal et al.,
1983) und in der Leber (Tremal und Scinicz, 1984) beobachtet.
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Abbildung 4.5: Struktur von T-2 Toxin

4.3 Kombinationseffekte

Mischungsexperimente mit Mykotoxinen fanden bisher hauptsichlich an Tiermodel-
len statt [Smith et al., 1997, Wangikar et al., 2004, Theumer et al., 2003, Micco et al.,
1988, Huff et al., 1986, Brown et al., 1986, Vesela et al., 1983, Sansing et al., 1976,
Glahn et al., 1988]. In den genannten Arbeiten wurde nur eine Kombination von
zwel Mykotoxinen untersucht. Fiir die Analyse der Kombinationseffekte wurden ver-
schiedene Endpunkte und Modelle verwendet, die zu unterschiedlichen Ergebnissen
fithrten. Um die Verdnderungen in der renalen Ultrastruktur zu untersuchen, wurden
Legehennen mit Ochratoxin A und Citrinin, einzeln und in Kombination gefiittert
[Brown et al., 1986]. Die Fiitterung mit Ochratoxin A und Citrinin war mit Verénde-
rungen der Membranabgrenzung des proximalen Tubulus verbunden. Die Autoren
konnten jedoch keine kombinatorischen Effekte nachweisen [Brown et al., 1986]. Da-
gegen wurde eine synergistische Wirkung von Ochratoxin A und Citrinin in einem

Mausmodell fiir hepatorenale Karzinogenitit [Kanisawa, 1984], sowie in Ratten fiir
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Teratogenitit ermittelt [Mayura et al., 1984]. Additive Effekte konnten bei morpho-
logischen Untersuchungen an Hithnerembryonen bei der gemeinsamen Applikation

von Ochratoxin A und Citrinin gefunden werden [Vesela et al., 1983].

In witro Testsysteme fanden mit priméren Nierenzellen von Schweinen [Braun-
berg et al., 1994], mit einer Leberzelllinie [Creppy et al., 1980], mit der Fibroblas-
tenzelllinie 1929 [Groten et al., 1998, Tajima et al., 2002] und mit humanen PBMC
[Thuvander et al., 1999] statt. Nur zwei der Arbeiten beschiftigen sich mit den
Kombinationseffekten von mehr als zwei Mykotoxinen [Groten et al., 1998, Tajima
et al., 2002].

Untersuchungen zu Kombinationseffekten mit Hilfe der Vorhersagekonzepte Kon-
zentrationsadditivitdt und Unabhingige Wirkung erfolgten bis dato nur bei 6koto-
xikologischen Analysen [Altenburger et al., 2004, 2005, Faust et al., 2001, 2003,
Backhaus et al., 2004, Walter et al., 2002].

Damit liefert die vorgelegte Arbeit erste Untersuchungen zu Kombinationseffek-
ten von Mykotoxinen auf die Zytokinsekretion anti-CD3 und anti-CD28 stimulierter
humaner PBMC, die mit Hilfe der Vorhersagekonzepte Konzentrationsadditivitit
und Unabhéngige Wirkung analysiert wurden.

Eine Aussage welches Modell der Vorhersagekonzepte die Daten fiir die Misch-
exposition am besten beschreibt, konnte nur fiir die Mischung mit den vier My-
kotoxinen getroffen werden. Das Konzept der Unabhingigen Wirkung erklirt die
beobachteten Ergebnisse. Dies l4sst sich auch mit den Ergebnissen der Promotorak-
tivitdt und des Western Blots bestétigen. Obwohl gleiche Effekte (IFN-y-Hemmung)
beobachtet wurden, haben die Mykotoxine einen unterschiedlichen Wirkmechanis-
mus. Wihrend unter Einfluss von Patulin eine Stimulation der Promotoraktivitit
von IL-4 und IL-13 beobachtet werden konnte, wurden bei Gliotoxin die Promoto-
raktivitdten der Zytokingene konzentrationsabhingig gehemmt. Des Weiteren zeigt
Gliotoxin eine stiarkere Hemmung auf die STAT-Faktoren als Patulin.

Bei der Patulin-Gliotoxin-Mischung und bei der Mischung mit den drei My-
kotoxinen lagen sowohl die beiden Vorhersagekonzepte, als auch die beobachte-
ten Ergebnisse sehr nah beieinander, so dass bei diesen Mischungen keine Aussage
zu synergistischen bzw. zu antagonistischen Wirkungen getroffen werden konnten.
Gliotoxin und Citrinin wirken synergistisch bei Annahme, dass beide Mykotoxine

unabhiingig voneinander wirken. Dies scheint wahrscheinlich, da nur Gliotoxin die



Kapitel 4 - Diskussion 89

IFN-v-Sekretion stédrker hemmt im Vergleich zu IL-4 und IL-13. Beide Mykotoxine
zeigen auch einen unterschiedlichen Einfluss auf die untersuchten Signaltransdukti-
onsproteine. Gliotoxin zeigte in dem Konzentrationsbereich, in dem eine signifikante
Hemmung der Zytokinsekretion beobachtet wurde, eine Hemmung der Phosphory-
lierung beider STAT-Faktoren bis auf das Niveau der Grundaktivierung. Citrinin
verursachte nur eine leichte Hemmung der Phosphorylierung der STAT-Faktoren.
Die beobachteten Effekte fiir die Mischung von Gliotoxin und Citrinin liegen nahe
dem Modell fiir die Konzentrationsadditivitit, wihrend die Schwankung der Mess-
werte beide Modelle umschliefit. Dabei ergab sich kein signifikanter Unterschied bei

den beobachteten Ergebnissen zu den zwei Vorhersagekonzepten.

In Bezug auf das Allergierisiko von Mykotoxinen ist ein besonderer Augenmerk
auf die Mischung mit den drei Mykotoxinen zu legen. Bei dieser Mischung konnte ein
differenter Einfluss auf die Zytokinsekretion beobachtet werden. Die IFN-vy-Sekretion
wird stdrker gehemmt als die I1-4 und IL-13-Sekretion. Es kommt also bei der
Mischung von Patulin, Gliotoxin und Ochratoxin A wie bei Patulin und Gliotoxin
allein zu einer Verschiebung des Th1l/Th2-Gleichgewichtes in Richtung Th2.

Es konnte erstmals unter Verwendung von humanen PBMC nachgewiesen wer-
den, dass niedrige und schwache Effektkonzentrationen von Mykotoxinen eine starke
Hemmung auf die Sekretion von IFN-v bewirken, wenn sie als Mischung appliziert
werden. Schwache Effekte der Einzelstoffe kénnen sich also summieren. Dies ist sehr
wichtig, da der Mensch nicht nur iiber eine Schimmelpilzbelastung im Innenraum
mit Mykotoxinen konfrontiert ist, indem iiber Inhalation von Luftpartikel wie Staub,
Sporen und andere Schimmelpilzbestandteile die Mykotoxine in den menschlichen
Organismus gelangen kénnen, sondern auch iiber mit Mykotoxin-kontaminierte Nah-
rungsmittel. Mykotoxine, die in Nahrungsmitteln gefunden werden, treten meistens
nicht als Einzelverbindungen auf, sondern als Mischungen von verschiedenen My-
kotoxinen. Eine Exposition gegeniiber mehreren Mykotoxinen ist demnach allge-
genwirtig. Daher ist es umso wichtiger, wenn man die reale Expositionssituation
beurteilen will, sich nicht nur die Einzeleffekte zu betrachten, sondern auch die
kombinatorische Effekte von Mischungen. Des Weiteren ist zu iiberlegen, ob die
Grenzwerte fiir einzelne Mykotoxine in Lebensmitteln, heruntergesetzt werden soll-
ten, da sich die Effekte der einzelnen Mykotoxine auch in geringen Konzentrationen

verstéarken kénnen.
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Zusammenfassung

Viele Menschen sind durch Schimmelpilze in Innenrdumen oder durch kontaminierte
Lebensmittel und daraus resultierende gesundheitliche Folgen stark belastet. Neben
unspezifischen Krankheitssymptomen konnte durch epidemiologische Studien ein
Zusammenhang zwischen Allergien und der Schimmelpilzbelastung ermittelt werden.
Die Ursachen Allergie-vermittelnder Effekte durch Schimmelpilze sind weitgehend
unbekannt. Es wird vermutet, dass Mykotoxine, sekundire Stoffwechselmetabolite
der Schimmelpilze, beteiligt sind. Mykotoxine besitzen immunsuppressive Eigen-
schaften und kénnten iiber adjuvante Effekte die Immunregulation beeinflussen, so

dass ein erhohtes Risiko fiir allergische Reaktionen besteht.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss ausgewihlter Mykotoxine auf die Zy-
tokinsekretion und auf intrazelluldre Signalwege humaner PBMC zu untersuchen.
Die Arbeiten konzentrierten sich auf die von T-Lymphozyten produzierten Zytokine
IL-4, IL-13 und IFN-v, da diese fiir die Entstehung allergischer Reaktionen rele-
vant sind, sowie die Signalproteine STAT1, STAT6 und IkBa. Untersucht wurden
die Mykotoxine Patulin, Gliotoxin, Ochratoxin A, Citrinin und T-2 Toxin, da diese
von Schimmelpilzen produziert werden, die Innenrdume besiedeln und Lebensmittel
kontaminieren konnen.

Die Untersuchung des Einflusses der Mykotoxine auf die Vitalitit erfolgte unter
Verwendung des MTT-Testes. Die Analyse der Zytokin-Expression auf Protein- und
mRNA-Ebene fand mittels ELISA und quantitativer real time PCR statt. Der Re-
portergenassay wurde verwendet, um Effekte auf die Aktivierung von Genpromoto-
ren zu detektieren. Untersuchungen zur intrazellularen Signaliibertragung erfolgten
mittels Western Blot.

Alle untersuchten Mykotoxine hemmten die Vitalitdt der PBMC. Zusétzlich
fithrten sie zu einer konzentrationsabhéngigen Hemmung der Zytokinsekretion. Be-
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merkenswert ist, dass die Mykotoxinkonzentrationen, die zu zytotoxischen Effekten
fithrten sehr viel héher sind als jene, die Einschriankungen in der Zytokinsekretion

bewirkten.

Durch Patulin und Gliotoxin wurde die Sekretion von IFN-v in niedrigeren
Konzentrationen als die von IL-4 und IL-13 gehemmt. Auf mRNA-Ebene konn-
te eine Stimulation der IL-4- und IL-13-Expression beobachtet werden, wihrend
die Expression von IFN-v reduziert wurde. Dies fithrt zu einer Verschiebung des
Th1/Th2-Gleichgewichtes in Richtung einer Th2-Dominanz. Das bedeutet, dass von
diesen beiden Toxinen ein Allergierisiko ausgehen koénnte. Ochratoxin A, Citri-
nin und T-2 Toxin zeigten zwar auch eine konzentrationsabhingige Hemmung von
IL-4, IL-13 und IFN-v, eine unterschiedliche Hemmwirkung auf die Sekretion dieser

Zytokine konnte nicht ermittelt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten neue Erkenntnisse zum Mechanismus der im-
munsuppressiven Effekte durch die untersuchten Mykotoxine gewonnen werden. Pa-
tulin bewirkte eine Stimulation der Th2-Zytokinpromotoren, wihrend der IFN-v-
Promotor unbeeinflusst war. Unter Einfluss von Gliotoxin konnte eine konzentra-
tionsabhéngige Hemmung der Aktivitdt der IL-4-, IL-13- und IFN-y-Promotoren
sowie des NFrxB-Weges festgestellt werden. Alle untersuchten Mykotoxine fithrten
zu einer Unterdriickung der STAT1-Aktivierung. Die Phosphorylierung und damit
die Aktivierung von STAT6 wurde nur durch Gliotoxin, Citrinin und T-2 Toxin

vermindert.

Niedrige und schwachwirksame Effektkonzentrationen der Mykotoxine Patulin,
Gliotoxin, Ochratoxin A und Citrinin bewirkten eine starke Hemmung der IFN-
v-Sekretion, wenn sie als Mischung appliziert wurden. Durch Mischexposition sind
demnach auch niedrige Mykotoxinkonzentrationen relevant, die einzeln zu keinen
oder nur sehr schwachen Effekten fithren wiirden. Es wire deshalb zu iiberlegen, ob
zuliissige Grenzwerte fiir einzelne Mykotoxine z.B. in Lebensmitteln neu beurteilt
werden miissten.

Insgesamt fithrten alle untersuchten Mykotoxine zu einer Immunsuppression,
der unterschiedliche zelluldre Mechanismen zugrunde liegen. Nach dem derzeitigen
Kenntnisstand ist davon auszugehen, dass die Mykotoxine Patulin und Gliotoxin

iiber adjuvante Effekte das Allergierisiko erhéhen kénnen.
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