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EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

1. EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

Das Immunsystem ist permanent Umwelteinfliissen ausgesetzt. Xenobiotika konnen
toxische Effekte in Immunzellen und/oder Organen des Immunsystems bewirken und zu
Immunsuppression, Immunstimulation, Uberempfindlichkeitsreaktionen und Auto-
immunitdt fihren. Dies wird grundlegend mit dem Begriff der Immuntoxizitét
zusammengefasst [1]. Trotz ethischer Bedenken, mangelnder Reproduzierbarkeit und nicht
vollstindiger Ubertragbarkeit der Ergebnisse aufgrund der Spezies-Spezies Unterschiede
wird die Risikobewertung von immuntoxischen Substanzen in Tiermodellen untersucht. Im
Jahr 2015 wurden in Deutschland 256 594 Versuchstiere, davon 36,6 % Mause und 40,5 %
Ratten, fiir Toxizitits- und Sicherheitsuntersuchungen eingesetzt. AuBlerdem zeigen die
Statistiken des Bundesministeriums fiir Erndhrung und Landwirtschaft in den letzten fiinf
Jahren kaum Verdnderungen in der Anzahl an verwendeten Versuchstieren [2]. Die
Notwendigkeit fiir Alternativmethoden im Bereich von toxikologischen Untersuchungen
von Substanzen/Chemikalien wird insbesondere durch die 2007 in Kraft getretene
Verordnung REACH [3] und das Verbot, kosmetische Produkte sowie deren Inhaltsstoffe in
vivo zu testen [4], deutlich. Viele in vitro Methoden zur Bestimmung von Immuntoxizitit
sind nicht hinreichend validiert und somit nicht als akzeptierte Methoden in den offiziellen
Richtlinien verankert. Zudem miissen neue in vitro Methoden etabliert werden, die eine
zuverlédssige Identifizierung von immuntoxischen Substanzen gewihrleisten. Bereits 2010
wurde von Lankveld et al. vorgeschlagen, neben funktionalen Untersuchungen OMICs
Technologien aufgrund des moglichen Nutzens zur Vorhersagbarkeit von immuntoxischen

Substanzen in Immuntoxizititsstudien mit einzubeziehen [5].

Die beschriebene Problematik war die Motivation fiir das vom Bundesministerium fiir
Bildung und Forschung (BMBF) geforderte Verbundprojekt'™ | Establishment of an
integrative approach for prediction of immunotoxicity based on cellular and OMICS
technologies“. Das Projekt verkniipft in einem in vitro System humaner Zelllinien
Proteomuntersuchungen?, Metabolomanalysen® und bioinformatische Ansétze® mit den im
Zentrum der vorliegenden Arbeit stehenden funktionalen zellbiologischen Analysen?.
Neben den Untersuchungen im Rahmen des Projektes sollten die Ergebnisse auch zu einem
besseren Verstdndnis der Wirkungen und Wirkungsmechanismen ausgewihlter Naturstoffe

im Immunsystem beitragen.

DPD Dr. B. Haertel (Projektkoordinator), Institut fiir Pharmazie, Ernst-Moritz-Arndt-Universitit Greifswald

2 Dr. G. Wachlin, Institut fiir Mikrobiologie, Ernst-Moritz-Arndt-Universitdt Greifswald

3 Prof. M. Lalk, Institut fiir Biochemie, Ernst-Moritz-Arndt-Universitit Greifswald

) PD Dr. R. Preissner, Institut fiir Physiologie, Charité Berlin 1

3
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EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

Die Ziele der vorliegenden Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:

2

= Etablierung und Anwendung eines Methodensets zur funktionalen Charakterisierung

von Immunzelllinien unter dem Einfluss von ausgewéhlten Naturstoffen

Entwicklung eines Entscheidungsbaums zur Vorhersage von Immuntoxizitit auf
Basis der erzielten Ergebnisse unter Einbeziehung der bei den Projektpartnern

gewonnenen Ergebnisse der Proteom™- und Metabolomuntersuchungen

Entscheidungsfindung, inwieweit das vorgeschlagene Testsystem einen Beitrag zum
,»3 R Konzept (Replacement, Reduction, Refinement von Tierversuchen) leisten

kann

Vertiefung des Kenntnisstandes zu immunologischen Wirkungen ausgewéhlter

toxikologisch relevanter Naturstoffe

Nachweis bzw. Bestitigung der in vivo bekannten sensibilisierenden Eigenschaften
ausgewahlter Substanzen mittels in vitro Verfahren (Kooperation mit der Universitét

Mailand®)

3 Dissertation Paula Zwicker (August 2017) ,,Proteom- und Transkriptom-Analysen zur Bestimmung von

Immuntoxizitdt ausgewéhlter Naturstoffe*

% Prof. E. Corsini, Laboratory of Toxicology, Universita degli Studi di Milano



THEORETISCHE GRUNDLAGEN

2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

2.1 IMMUNSYSTEM

Das Immunsystem schiitzt Vertebraten vor pathogenen und nicht-pathogenen
Mikroorganismen durch eine Vielzahl an Effektorzellen und -molekiilen. Weiterhin wehrt
das Immunsystem fremde Stoffe, wie z.B. toxische und allergieauslésende Substanzen, die
dem Organismus schaden konnen, ab. Eine klassische Einteilung des Immunsystems ist die
Untergliederung in humoral und zelluldr, welche weiter in das angeborene und adaptive
Immunsystem unterteilt werden konnen. Dem angeborenen Immunsystem zugehorig sind
Monozyten, Makrophagen, natiirliche Killerzellen (NK-Zellen), Granulozyten, dendritische
Zellen (DC) und Mastzellen. Sie vermitteln eine schnelle und unspezifische Immunantwort
gegeniiber infektiosen Organismen. Die Zahl der erkennbaren Pathogen-assoziierten
molekularen Muster ist limitiert. Die Zellen des angeborenen Immunsystems erkennen nur
evolutiondr konservierte Strukturen von Mikroorganismen. Aufgrund der grofen
Variabilitdt antigener Strukturen und der Fahigkeit von Mikroorganismen zu mutieren, ist
die Entstehung eines adaptiven Immunsystems unverzichtbar gewesen. Zellen des adaptiven
Immunsystems sind B- und T-Zellen, die durch spezialisierte Antigenrezeptoren und durch

ein immunologisches Gedichtnis gekennzeichnet sind [6, 7].

®

hamatopoetische Stammzelle

®— @

/ myeloide Vorlauferzelle lymphoide Vorlauferzelle

Mega- Erythro- Mastzellen Granulozyten Monozyten  Natirliche NK-T-Zellen B-Zellen Zellen

karyozyt zyten / v \ Killer(NK)-Zellen
l Basophile Eosinophile Neutrophile { ‘/j X\
%3S
e QOO0
Thrombozyten Makrophagen dendritische Zellen Plasmazellen TH1 TH2 CTL Treg

Abb. 1 Hématopoese der humanen Blutzellen (modifiziert nach [6]).

Die Immunzellen (Leukozyten) stammen von Knochenmarkstammzellen ab und reifen in
den priméren lymphatischen Organen, dem Knochenmark und Thymus (Abb. 1). Nach der
Reifung wandern sie bzw. lassen sie sich in den sekundédren lymphatischen Organen (Milz,

Lymphknoten und mukosa-assoziierte lymphatische Gewebe) nieder, wo sie miteinander
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interagieren konnen und wenn notwendig eine Immunantwort initiieren [8]. Im Folgenden

soll kurz auf die fiir diese Arbeit relevanten Immunzellen eingegangen werden.

2.1.1 Monozyten

Monozyten gehoren zum angeborenen Immunsystem und entsprechen ca. 3-8 % der
humanen Leukozytenpopulation. Sie stammen von myeloiden Vorlduferzellen ab und
zitkulieren nach ihrer Reifung und Differenzierung zu Monozyten im Blutkreislauf.
Monozyten konnen in verschiedene Gewebe, z.B. Milz, Leber und Lunge, migrieren, wo sie
sich weiter zu DC oder Makrophagen differenzieren konnen. Morphologisch sind sie durch
einen grof3en ungelappten Zellkern gekennzeichnet und kdnnen anhand der unterschiedlich
ausgeprigten Oberflichenmarker CD14 und CD16 in Subpopulationen gegliedert werden
[9, 10]. Neben Makrophagen und DC gehdren sie zu den mononukledren Phagozyten, die
Zelltrimmer und Pathogene aufnehmen und abbauen bzw. téten. Ein Mechanismus zum
Abtoten der phagozytierten Bakterien ist die Bildung von reaktiven Stickstoff- (RNS) und
Sauerstoffspezies (ROS). Dariiber hinaus spielen sie eine bedeutende Rolle bei der
Immunmodulation und als antigenprédsentierende Zellen. Nach Aktivierung sezernieren
Monozyten und Makrophagen wichtige Zytokine und Chemokine, z.B. TNF-a, IL-6 und IL-
1B. Diese sind u.a. direkt an der Regulation der Immunantwort durch Anlocken und
Aktivierung weiterer Immunzellen beteiligt [11, 12]. Verschiedene Zelllinien, wie z.B.
humane THP-1-Zellen, MUTZ-3- sowie U937-Zellen, finden als Modellsystem fiir
Monozyten Anwendung. Die THP-1 Zelllinie wurde 1978 von einem einjihrigen Jungen mit
akuter monozytirer Leukdmie isoliert [13]. THP-1-Zellen kénnen unter Verwendung von
Stimulanzien entweder zu Zellen mit Charakteristika von Makrophagen oder DC
differenzieren [ 14]. Ein Einsatzbereich von THP-1-Zellen ist beispielsweise die Erforschung
der mechanistischen Abldufe von entziindlichen Erkrankungen bzw. Immunreaktionen [15-
17]. Vielfach werden THP-1-Zellen in Arzneistoff- und Naturstoffstudien eingesetzt [18,
19].

2.1.2 T-Zellen

T-Zellen bilden sich aus den lymphoiden Vorlduferzellen und gehdren zusammen mit den
B-Zellen zum adaptiven Immunsystem. Die Reifung der naiven T-Zellen, welche ihr
passendes Antigen in Folge einer Immunantwort noch nicht gesehen haben, erfolgt im
Thymus [8]. Die Untergliederung der T-Zellen erfolgt je nach der Zusammensetzung des

T-Zellrezeptors (TCR) und dem Vorhandensein spezifischer Oberflichenproteine (CD4 oder

4
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CDS8). CD8" T-Zellen werden auch als zytotoxische T-Zellen (CTL) bezeichnet und sind auf
das Téten von infizierten Zellen sowie Tumorzellen spezialisiert [6]. CD4" Zellen kénnen
weiter in T-Helferzellen (TH)-1, TH-2, TH-17 und regulatorische T-Zellen (Treg)
untergliedert werden. Die Differenzierung in die verschiedenen CD4 Subtypen hingt vom
umgebenden Zytokinmilieu und der Regulation von Transkriptionsfaktoren ab. So vielfiltig
wie die Subtypen der CD4 " Zellen sind, sind auch ihre Funktionen. Sie aktivieren Zellen des
angeborenen Immunsystems, B-Zellen, CTLs und Zellen, die nicht zum Immunsystem
gehoren. Weiterhin sind sie an der Suppression einer Immunantwort beteiligt [6, 20]. T-
Zellen sind ohne Hilfe nicht in der Lage ihr passendes Antigen zu erkennen. Sie bendtigen
eine Prozessierung und Présentation der Antigene auf major histocompatibility complex
(MHC)-Proteinkomplexen. T-Zellen interagieren durch den CD4 bzw. CD8 Corezeptor
sowie den TCR mit den MHC-Klasse 11 (MHC-II) bzw. MHC-Klasse I (MHC-I) Molekiilen.
MHC-II Molekiile befinden sich nur auf antigenpridsentierenden Zellen (Monozyten,
Makrophagen, DC, B-Zellen) und werden durch CD4" Zellen erkannt, wohingegen MHC-1
auf allen kernhaltigen Zellen vorkommen und durch CD8" Zellen erkannt werden [8]. Nach
der Antigenstimulation und Aktivierung der naiven T-Zellen beginnen die Zellen ihre
Effektorfunktionen zu iibernehmen. CD4" T-Zellen sezernieren Zytokine in hohen Mengen,
z.B. IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13, IL-17, GM-CSF oder IFN-y [20, 21]. Als
Modellsystem fiir T-Zellen sind verschiedene T-Leukidmiezellen und Lymphomzellen, wie
z.B. Jurkat- und MOLT-3-Zellen, etabliert. Die Jurkat-Zellen sind CD4" T-Helferzellen, die
von einem 14 Jéhrigen Patienten mit akuter lymphoblastischer Leukdmie stammen und
erstmals 1976 isoliert wurden [22]. Die Jurkat-Zellen haben historisch eine wichtige Rolle
bei der Aufkldrung des Signalwegs des TCR gespielt [23]. Neben mechanistischen
Untersuchungen, z.B. bei viralen Infektionen und der Zytokinexpression, werden Jurkat-
Zellen, genauso wie die THP-1-Zellen, fiir Arzneistoff- und Naturstoffstudien eingesetzt
[24-29].

2.2 IMMUNTOXIZITAT
2.2.1 Definition

Die Anfinge der Immuntoxikologie liegen in den 1970er Jahren, als Wissenschaftler
steigende Infektanfilligkeit bei Versuchstieren (Meerschweinen, Mausen, Hamster und
Ratten) nach der Exposition mit verschiedenen Xenobiotika feststellten. Wahrend der letzten
40 Jahre hat sich die Immuntoxikologie weiter entwickelt und wurde zu einem Spezialgebiet

der Toxikologie. Immuntoxizitét ist definiert als ,,Nebenwirkungen auf das Immunsystem
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resultierend aus therapeutischer, berufsbedingter oder unbeabsichtigter Exposition mit
Xenobiotika®“. Dies schlieBt u.a. Chemikalien, wie z.B. Pestizide und Pharmazeutika,
Naturstoffe und Nahrungsmittel, ein [1]. Es gibt drei Eigenschaften, die das Immunsystem
angreifbar fiir Xenobiotika machen: zum einen findet eine umfangreiche postnatale
Entwicklung des Immunsystems statt (z.B. Abschluss Thymusentwicklung erst in der
Pubertit), wahrend der Kinder besonders anfillig fiir immuntoxische Effekte sind. Zum
anderen erfahrt das Immunsystem eine stindige Erneuerung durch Neubildung der
Immunzellen aus Knochenmarksstammzellen. Der letzte kritische Punkt ist die duferst
wichtige Kontrolle zwischen Aktivierung und Abschaltung der Immunantwort auf ein
Pathogen oder einen Fremdstoff [30]. Direkte Immuntoxizitdt wird durch den Effekt der
Substanz unmittelbar auf Immunzellen oder auf lymphatische Organe vermittelt und fiihrt
zur Immunsuppression. Davon abzugrenzen ist die indirekte Immuntoxizitét, bei der eine
spezifische Immunantwort auf die Substanz oder auf ein durch die Substanz veréndertes
(Selbst-)Antigen ausgelost wird. Die Folgen indirekter Immuntoxizitdt sind Immun-

stimulation, Autoimmunitédt und Hypersensitivitét [5, 31].

2.2.2 Immunsuppression

Nebenwirkungen einer Immunsuppression konnen eine erhohte Infektanfilligkeit und ein
erhohtes Risiko einer Tumorentwicklung sein, die z.B. durch die Anwendung von
immunsuppressiven  Substanzen bei Tumor-, Autoimmunerkrankungen und bei

Organtransplantationen gut untersucht und dokumentiert sind [32, 33].

Die zelluldren Targets von Immunsuppressiva sind sehr divers und reichen von gerichteten
Mechanismen, wie dem Eingreifen in Signalkaskaden zur Aktivierung und Differenzierung
der einzelnen Immunzellen, bis hin zu ungerichteten zytotoxischen bzw. antiproliferativen
Wirkungen. Einen adverse outcome pathway (AOP), der biologische Effekte und
Nebenwirkungen zum Nutzen der Risikobewertung zusammenfasst, gibt es aufgrund der
Diversitit zelluldrer Angriffspunkte fiir immunsuppressive Substanzen nicht. Im Kapitel
zellbiologische Prozesse (Kapitel 2.4) werden spezifische Targets und unspezifisch

ablaufende Mechhanismen kurz erliutert.

2.2.3 Immunstimulation

Eine unspezifische Immunstimulation kann zu einer Akuten-Phase-Reaktion fiihren, die
durch einen Anstieg proinflammatorischer Zytokine (IL-1, IL-6 und TNF-a),

Komplementaktivierung und Koagulation gekennzeichnet ist. Die Folgen konnen u.a.
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Grippe-dhnliche Symptome, Gewebeverletzungen, Zytopenien, Entziindungen und erhdhte

Anfalligkeit fiir Autoimmunerkrankungen und Allergien sein [31, 34].

2.2.4 Hypersensitivitit

Die Ausbildung einer immunologischen Toleranz stellt sicher, dass nur gegen ,,schiadliche*
korperfremde Strukturen eine Immunantwort ausgebildet wird und gleichzeitig eine
tiberempfindliche Reaktion auf harmlose Strukturen der Umwelt bzw. korpereigene
Strukturen verhindert wird. Wird dieser Prozess gestort, entstehen Uberempfind-

lichkeitsreaktionen (Hypersensitivitit), wie Allergien und Autoimmunitét.

Eine klassische Einteilung von Uberempfindlichkeitsreaktionen nach ihren pathogenen
Reaktionsmechanismen wurde von Coombs und Gell vorgenommen und umfasst vier
Typen: Soforttyp (Typ I), zytotoxischer Typ (Typ II), Immunkomplextyp (Typ III) und
Spitreaktionstyp (Typ IV). Die klinischen Manifestationen von Uberempfindlichkeits-
reaktionen hingen von den immunologischen Mechanismen ab und konnen als allergische

Rhinitis, Nahrungsmittelunvertraglichkeit bzw. Kontaktdermatitis auftreten [35].

Allergische Kontaktdermatitis

Die allergische Kontaktdermatitis (engl. allergic contact dermatitis; ACD) gehdrt zum
Spétreaktionstyp (Typ IV) der Allergien und tritt mit einer Préavalenz von 7 % auf. Es sind
iiber 3 000 Substanzen bekannt, die eine ACD auslosen konnen [36]. Dementsprechend gut
sind die biologischen und chemischen Vorginge charakterisiert, die zu einer ACD fiihren.
Die Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) hat in einem
Dokument den aktuellen Kenntnisstand zum Adverse outcome Pathway (AOP): for Skin
Sensitisation Initiated by Covalent Binding to Proteins verdffentlicht und stellt damit die

Schliisselereignisse dar [37] (Abb. 2).
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Reaktion des
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CSF)
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Abb. 2 Adverse outcome pathway fiir die Hautsensibilisierung (modifiziert nach [37]).

Hautsensibilisiernde Stoffe sind oft Haptene, die chemisch gesehen Elektrophile mit
funktionellen Gruppen sind und an nukleophile Stellen mit Elektroneniiberschuss der
Proteine auf Zelloberfldchen oder im Serum kovalent binden konnen (Abb. 2) [38]. Es wird
davon ausgegangen, dass bestimmte inaktive Substanzen (Prohaptene) durch
Metabolisierung aktiviert werden und dann als Hapten agieren kénnen [39, 40]. Der Hapten-
Protein-Komplex wird anschlieBend durch DC der Haut internalisiert und prozessiert. Er
kann weiterhin an Proteine von Keratinozyten binden und zur Freisetzung von den
Zytokinen IL-18, IL-18, TNF-a und GM -CSF fiihren, die ihrerseits DC aktivieren [41, 42].
Wihrend der Aktivierung und Reifung exprimieren die DC Adhédsionsmolekiile, Zytokine,
Chemokine und Chemokinrezeptoren, wodurch die DC aus der Epidermis in die
Lymphknoten migrieren und {iber MHC-Molekiile Strukturen des Hapten-Protein-
Komplexes naiven T-Zellen prisentieren (Abb. 2) [43]. In dieser Sensibilisierungsphase
entstehen durch Proliferation und Differenzierung spezifische T-Effektor- und
Gedidchtniszellen, die gegen das Hapten gerichtet sind und im Blutstrom bzw. den
lymphoiden Geweben und der Haut zirkulieren. Die Sensibilisierungsphase dauert ca. 10-
15 Tage und ist selten mit offensichtlichen klinischen Reaktionen assoziiert. Ein erneuter
Kontakt mit dem Allergen ist mit einer Kaskade von Ereignissen in der Auslosephase
verbunden und fordert die Ausbildung des klinischen Bildes der ACD. Typische Symptome
wie Juckreiz, Rotung und Bldschenbildung treten ca. 24 h - 72 h nach Kontakt auf [43, 44].
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2.2.5 Strategien zur Beurteilung und Risikobewertung von potentiell immuntoxischen

Substanzen
2.2.5.1 Richtlinien in vivo

Die Beurteilung des immuntoxischen Potentials ist ein wichtiger Aspekt in der
Gefahrenidentifizierung und Risikobewertung von neuen Chemikalien bzw. Arzneimitteln.
Es gibt im Wesentlichen zwei internationale Dokumente, die empfehlende Richtlinien zur
Risikobewertung von Immuntoxizitit zusammengefasst haben. Die ICH S8 Richtlinie fiir
humane Arzneimittel wurde von der International Conference on Harmonisation (ICH)
entworfen und 2006 von der US Food and Drug Administration (FDA) sowie der European
Medicines Agency (EMA) adaptiert [45]. Die zweite wichtige Richtlinie bezieht sich auf
Chemikalien und wurde von der World Health Organisation/International Programme on
Chemical Safety (WHO/IPCS) 2012 herausgegeben [46]. Weiterhin wird von der OECD in
der Testrichtlinie Nr. 407 von 2008 Bezug zu Immuntoxizititsuntersuchungen genommen

[47].

Die ICH S8 Richtlinie beschrdnkt sich auf Untersuchungen von unbeabsichtigter
Immunsuppression sowie Immunstimulation und schlieft durch Arzneimittel
hervorgerufene Allergien und Autoimmunitét aus. Die Empfehlungen basieren auf einem
zweistufigen evidenzbasierten Untersuchungsprozess zur Risikobewertung mit initialen in
vivo Standardtoxizititsstudien und nach Verdacht weiterfilhrenden spezifischen
Immuntoxizititsstudien. Wéhrend der Stufel wird die Untersuchungssubstanz
Versuchstieren, hdaufig Rodentia-Arten, mehrmalig verabreicht und mit dem Immunsystem
assoziierte Parameter werden durch Organ- (Milz, Thymus, Lymphknoten) und
Blutentnahme bestimmt. Dies beinhaltet Gewichtsmessungen und/oder Histopathologie der
lymphoiden Organe, Gewebe und vom Knochenmark. Messungen der Konzentrationen von
Immunglobulinen und Differentialblutbilder sind ebenfalls implementiert. Falls eine
Substanz immuntoxische Effekte wahrend der Standardtoxizitdtsuntersuchungen in Stufe I
zeigt, wird sie in der Stufe Il auf ihren spezifischen Einfluss auf die Immunfunktion

untersucht [45].

Die ICH S8 Richtlinie empfiehlt verschiedene in vivo bzw. ex vivo Untersuchungen zur
Immunfunktion fiir die Stufe II Tests. Sie schldgt Versuche zur Funktion und Aktivitit von
natiirlichen Killerzellen, Phagozytosefdhigkeit von Makrophagen und Féhigkeit des
oxidativen Bursts von neutrophilen Granulozyten vor. Das Durchfiihren von speziellen ,,hos¢

resistance studies* kann Informationen tliber die Anfilligkeit fiir bestimmte Pathogene oder
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Tumore geben und erheblich zur Risikobewertung einer Substanz beitragen. Eine T-Zell
abhingige Antikorperantwort (engl. T-cell dependent antibody response, TDAR) kann mit
dem sheep red blood cell (SRBC) Test bzw. mit dem keyhole limpet hemocyanin (KLH) Test
analysiert werden. In diesen werden die Versuchstiere nach der Exposition mit der Substanz
mit einem Antigen, z.B. SRBC oder KLH, immunisiert und die Antikdrperproduktion (IgM
bzw. IgG) als Antwort auf das T-Zell-abhidngige Antigen quantifiziert [48]. Eine spezielle
Immunphéanotypisierung der Zellsubtypen in lymphoiden Geweben bzw. des Bluts mittels
Immunhistochemie oder Durchflusszytometrie kann wéhrend der Stufe II vorgenommen

werden oder auch schon wihrend der Untersuchungen in Stufe I [45].

Im Gegensatz zur ICH S8 beschrinkt sich die Anleitung zur Risikobewertung der
Immuntoxizitdt von Chemikalien der WHO/IPCS nicht auf Immunsuppression und
Immunstimulation, sondern sie umfasst ebenfalls Strategien zur Erfassung von Allergie und
Autoimmunitdt nach Exposition mit Chemikalien. Sie fasst mehrere Richtlinien, u.a. die
ICH S8 sowie OECD Richtlinien fiir Hautsensibilisierung (Nr. 406 und 429), fiir wiederholte
Dosen/subchronische/chronische Toxizitdt (Nr. 407, 408, 409, 413, 452) und fir
Reproduktionstoxizitit, insbesondere fiir Immuntoxizitdt wihrend der Entwicklung (Nr.
443), zusammen [46]. Zur Messung der Hautsensibilisierung werden zwei Tierversuche
beschrieben. Beim Meerschweinchentest nach Magnusson und Kligman (engl. guinea pig
maximisation test, GPMT) wird dem Versuchstier intradermal die Substanz mit bzw. ohne
Freund-Adjuvanz appliziert. Nach einer Inkubationszeit von 10-14 Tagen wird das Tier
erneut mit der Substanz exponiert und es wird kontrolliert, ob eine Hautreaktion
hervorgerufen wurde. Dieser Test adressiert somit die Induktions- und Auslosephase [49].
Die Alternative zu diesem Test ist der lokale Lymphknoten Test (engl. local lymph node
assay, LLNA) in Miusen. Er beruht auf der Messung der Lymphozytenproliferation im
angrenzenden Lymphknoten, die wihrend der Induktionsphase der Hautsensibilisierung

stattfindet [50].

2.2.5.2 Richtlinien in vitro

Fiir die Risikobewertung und Beurteilung immuntoxischer Substanzen stehen keine in vitro
Methoden zur Detektion von direkter Immuntoxizitit als akzeptierte Richtlinien zur
Verfligung, obwohl es Empfehlungen fiir Testungen gibt (siche Kapitel 2.2.5.4). Mehr
Fortschritt wurde im Bereich der Hautsensibilisierung erreicht. In den vergangenen Jahren
wurden in chemico und in vitro Methoden zur Beurteilung einzelner Schliisselparamter der

ACD in die OECD Richtlinien Nr. 442C-E aufgenommen (Tab. 1) [51-53]. Diese decken
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die Prozesse der molekularen Initilerung und zelluliren Antwort des AOP der

Hautsensibilsierung ab (vgl. Abb. 2).

Tab. 1 Richtlinien basierend auf in vitro Methoden zur Beurteilung von hautsensibilisierenden Stoffen.

- Richtlinie

Name Prinzip (Jahr)
Direct Peptide Reactivity — Reaktivitdt einer Substanz gegeniiber OECD Nr. 442C
Assay korpereigenen Proteinen (2015)
(DPRA)
KeratinoSens™ ARE-Nrf2 Luciferaseaktivitdtstest in OECD Nr. 442D

humanen Keratinozyten (HaCaT Zelllinie) (2015)
human Cell Line Testsystem zur Aktivierung von DC OECD Nr. 442E
Activation Test basierend auf THP-1-Monozyten und (2016)
(h-CLAT) Oberflichenmarkerexpression CD86 und

CD54
Mpyeloid U937 Skin Testsystem zur Aktivierung von DC und OECD Nr. 442E
Sensitization Test Monozyten basierend auf U937 Zellen und (2017)

(MUSST; U-SENS™) Oberflichenmarkerexpression von CD86

2.2.5.3 Notwendigkeit der Entwicklung und Validierung von Alternativmethoden

Aus ethischen Bedenken und wegen der zum Teil fraglichen Reproduzierbarkeit und
Ubertragbarkeit gewonnener Ergebnisse aus Tierversuchen auf den Menschen wird die
Entwicklung und Validierung von Alternativmethoden gefordert. Unter Validierung wird im
Sinne von toxikologischen Testmethoden bzw. Alternativmethoden ein Prozess verstanden,
der die Zuverldssigkeit (Reliability) und Relevanz (Relevance) eines bestimmten Ansatzes
bzw. einer Methode festlegt. Validierungsstudien bedienen sich verschiedener Kriterien, u.a.

der Reproduzierbarkeit innerhalb bzw. zwischen Laboratorien [54].

Das Konzept der ,,3 Rs“, dessen Ziel es ist, Tierversuche vollstindig zu vermeiden
(Replacement), die Zahl der Tiere (Reduction) und ihr Leiden (Refinement) auf das Mindeste
zu reduzieren, wurde bereits 1959 von Russell und Burch beschrieben und 2010 in der
europdischen Richtlinie ,,zum Schutz der fiir wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere*

gesetzlich verankert [55].

Die von der Europdischen Kommission 2007 verdffentlichte Verordnung zur Registration,
Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals (REACH) verdeutlicht die
Notwendigkeit von Alternativtestmethoden. REACH verlangt die Evaluation der Toxizitét
von Chemikalien, deren Produktion pro Jahr eine Tonne {ibersteigt. Neben

Standardtoxizitétstests zur Risikobewertung von Chemikalien kénnen bei Notwendigkeit
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auch spezifische Untersuchungen, z.B. zur Immuntoxizitit oder Neurotoxizitit, veranlasst
werden [3]. Zum damaligen Zeitpunkt waren von dieser Verordnung ca. 30 000 Chemikalien
betroffen. Ohne die Verwendung von in vitro Versuchen wird REACH laut Hochrechnungen
Versuchstierzahlen von bis zu 10 Millionen Tiere innerhalb von 15 Jahren zu verzeichnen
haben [56]. Gleichzeitig sollen, wenn mdglich, validierte und angemessene
Alternativmethoden in die Untersuchungen mit einbezogen werden, die im Sinne der ,,3 R*
Tierversuche ersetzen sollen. Als weiteren Schritt sind die Kommission, die Mitgliedstaaten
und weitere Beteiligte dazu angehalten, einen Beitrag zur Forderung von alternativen
Methoden zu leisten [3]. Zudem ist es seit 2013 vollstindig verboten, Kosmetikprodukte,
deren Inhaltsstoffe in irgendeiner Form in Tierversuchen getestet wurden, auf dem
europdischen Markt anzubieten [4]. Eine wichtige Einrichtung, die sich aufgrund des
zunehmenden Bedarfs an neuen validierten alternativen Priifmethoden gebildet hat, ist das

European Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM).

2.2.5.4 Invitro Teststrategien

Im Jahr 2003 wurde ein Workshop zum Thema ,,7he use of in vitro systems for evaluating
Immunotoxicity” von ECVAM organisiert. Es wurden wichtige Empfehlungen fiir in vitro
Methoden, insbesondere zum Nachweis einer direkten Immunsuppression, gegeben und
diskutiert, die 2005 als Report veroffentlicht wurden [57]. Grundsitzlich sollte vor in vitro
Untersuchungen die Bioverfligbarkeit der Testsubstanz iiberpriift werden. Obwohl die in
vitro Tests sowohl in murinen als auch humanen Zellen durchgefiihrt werden konnen, sollten
humane Zellen aufgrund der Speziesunterschiede bevorzugt werden [58]. Analog zur in vivo
Risikobewertung von Immuntoxizitidt wird ebenfalls ein Zweistufenprozess empfohlen. Im
ersten Schritt werden Untersuchungen zur Myelotoxizitdt auf Basis von Knochenmark-
Zellkultursystemen vorgeschlagen [57]. Ein Standardprotokoll fiir den in vitro colony
forming units-granulocytes/macrophages (CFU-GM) Test wurde von Pessina et al. etabliert
und von ECVAM prévalidiert [59]. Der Test misst die Anzahl an iiberlebenden
Knochenmarkvorlduferzellen in Abhéngigkeit von der Substanzkonzentration. Substanzen,
die einen negativen Einfluss auf die Zellen haben, zerstéren die Vorldufer der Immunzellen
und gelten somit als immuntoxisch. Nicht myelotoxische Xenobiotika konnen dennoch
spezifisch lymphotoxisch wirken und zur Immuntoxizitit fithren. Eine Lymphotoxizitét
kann durch Inhibition der Aktivierung und Differenzierung oder durch Zelltod
hervorgerufen werden. Deshalb sollte zu Beginn der Untersuchungen der Einfluss auf die

Vitalitdt gemessen werden. Bei Vitalititen >80 % konnen anschlieend funktionale Tests
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folgen [57]. Wéhrend der zellvermittelten und humoralen Immunantwort in vivo ist die
Antigen gesteuerte Aktivierung und Proliferation von Immunzellen von gro3er Bedeutung.
Eine Unterdriickung der Lymphozytenproliferation kann daher ein Anzeichen fiir
immuntoxische Effekte der Substanz sein. Eine in vitro stimulierte Aktivierung der
Lymphozytenproliferation unter Verwendung von speziellen Stimulanzien ist eine einfache
Priifmethode und kann fiir T- und B-Zellen durchgefiihrt werden. Die Folge ist der Ablauf
einer Vielzahl an biochemischen Prozessen, weshalb diverse Endpunkte zur Quantifizierung
zur Verfligung stehen. Am hiufigsten wird jedoch die DNA-Synthese mittels [*’H]-Thymidin

Inkorporation gemessen [57, 58].

Ein weiterer pravalidierter Test fiir die in vitro Messung von direkter Immuntoxizitdt ist der
whole-blood cytokine release assay [60]. Es wird die Freisetzung von IL-1p und IL-4 aus
Vollblut nach Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) oder einem Enterotoxin aus
Staphylococcus aureus (SEB) gemessen. Mit ihm werden nicht nur immunsuppressive
Substanzen erfasst, sondern auch Substanzen, die eine Immunstimulation hervorrufen
konnen [58]. Es wurde auf dem ECVAM Workshop empfohlen, die Aussagekraft des whole-
blood cytokine release assay durch die Messung eines breiten Spektrums an Zytokinen zu
erhohen [57]. Daneben ist die Etablierung einer in vitro Methode entsprechend der TDAR
in vivo von grofBem Interesse und konnte bisher nur teilweise realisiert werden [61]. Weitere
in vitro Untersuchungen koénnen bzgl. der moglichen Auswirkung auf NK-Zellen, CTL und

DC durchgefiihrt werden [57].

Neben den bereits beschriebenen implementierten in vitro Richtlinien zur Bestimmung der
Hautsensibilisierung und Hypersensitivitit (siche Kapitel 2.2.5.2) gibt es weitere etablierte
in vitro Teststrategien, die in Ansdtzen einer Validierung unterzogen wurden. Die
Aktivierung von Keratinozyten und die damit verbundene Genexpression und Freisetzung
von Zytokinen sind entscheidend fiir eine Immunreaktion der Haut. Es stellte sich heraus,
dass die Freisetzung von IL-18 ein spezifischer Mediator fiir die Induktion einer ACD ist
[62]. Corsini et al. konnten unter Verwendung der humanen Zelllinie NCTC-2544
(Keratinozyten) und der Detektion der IL-18 Produktion einen Test etablieren, der
Kontaktallergene identifiziert und respiratorische Allergene bzw. hautreizende Substanzen
von diesen abgrenzt [63]. Eine Kombination aus der IL-18 Produktion und einem
dreidimensionalen Epidermismodell (engl. reconstituted human epidermis; RhE) zeigte in
verschiedenen Studien ebenfalls gute Ergebnisse beziiglich der Genauigkeit und der
Korrelation zu humanen und tierischen Daten [64]. Eine teilweise Adaption des bereits

erwiahnten und implementierten h-CLAT (Kapitel 2.2.5.2) stellt der THP- 1 Aktivierungstest
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dar. Neben den Aktivierungsmarkern CD86 und CD54 wird beim THP-1 Aktivierungstest
zusétzlich zur Erhohung der Selektivitdt die IL-8 Freisetzung bzw. IL-8 Genexpression in

die Untersuchungen einbezogen [65, 66].

OMICs Technologien, insbesondere Proteom- und Transkriptomanalysen, werden héufig
zur Identifizierung der molekularen und zelluldren Targets sowie Wirkmechanismen von
immuntoxischen Substanzen eingesetzt [67, 68]. Ein Ziel der OMICs Untersuchungen ist die
Etablierung funktionsbasierter Biomarker, die zur Vorhersage eines immuntoxischen
Potentials dienen konnen. Schmeits et al. konnten 25 Biomarkergene in Jurkat-Zellen
identifizieren, die in der Lage waren, direkt immuntoxische von nicht immuntoxischen
Substanzen abzugrenzen [69, 70]. Potentielle Biomarker fiir Immuntoxizitét, basierend auf
Proteom- oder Metabolomuntersuchungen, wurden bisher noch nicht etabliert und stellen

eine Moglichkeit fiir die Entwicklung weiterer Alternativmethoden dar.

2.3 NATURSTOFFE
2.3.1 Reservoir

Die vermutlich einfachste Definition eines Naturstoffs ist, dass es ein durch eine biologische
Quelle produziertes Molekiil ist. Es kann sich dabei um Stoffe aus dem Primérstoffwechsel
oder aber auch aus dem Sekundirstoffwechsel handeln. Insgesamt sind mehr als 250 000
Naturstoffe bekannt und im Dictionary of Natural Products gelistet [71]. Sie besitzen eine
grofe strukturelle, funktionelle und 6kologische Diversitit. Im Organismus selbst wirken
Naturstoffe insbesondere des Sekundirstoffwechsels u.a. als FraB3schutz, Schutz vor
Pathogenen und UV-Strahlen. Organismen derselben Art konnen Naturstoffe zur
Kommunikation freisetzen, z.B. Pheromone bei Insekten oder Quorum-sensing Molekiile

der Gruppe Acylhomoserinlactone bei Gram-negativen Bakterien [72].

Der Mensch nutzt Naturstoffe als Nahrungsmittel, Genussmittel (Nikotin und Koffein),
Gewlirze, Duftstoffe und Energietriger, so dass sie ein wichtiger Bestandteil der Industrie
und der Forschung sind. Dariiber hinaus dienen natiirliche Quellen seit jeher als Ursprung
von bioaktiven Verbindungen. Als Reservoir filir biogene Arzneimittel bzw. Leitstrukturen
in der Medikamentenentwicklung werden nicht nur terrestrische Organismen wie Pflanzen,
Pilze und Mikroorganismen verwendet, sondern es riicken auch marine Lebewesen inklusive
Mikroalgen und Cyanobakterien zunehmend in den Fokus der Forschung. Natiirliche
Verbindungen besitzen eine Vielzahl an pharmakologischen Eigenschaften mit

antientziindlicher, antibiotischer, antiviraler, antioxidativer und antitumoraler Wirkung.
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Eine umfangreiche Recherche von Newman und Cragg zeigte, dass im Mittel 33 % aller
zugelassenen Arzneimittel im Zeitraum von 1981-2014 natiirlichen Ursprungs waren [73].
Von den rund 300 000 vorkommenden Pflanzenarten sind nur ca. 15 % phytochemisch und
6 % pharmakologisch untersucht, bei den anderen Ressourcen wird von noch weniger
ausgegangen [74]. Die Anzahl an neuen isolierten marinen Naturstoffen ist in den
vergangenen 30 Jahren von 330 auf ca. 1 400 Verbindungen angestiegen [75]. Die Natur
liefert somit ein unerschopfliches Reservoir an potentiellen Arzneimitteln bzw.
Leitstrukturen. Die zukiinftig neu isolierten Verbindungen miissen nicht nur hinsichtlich
ihrer Wirksamkeit untersucht werden, sondern auch auf ihre Unbedenklichkeit fiir den

Menschen, um Nebenwirkungen, z.B. auf das Immunsystem, zu verhindern.

2.3.2 Untersuchungssubstanzen

Zur Etablierung und Bewertung eines Sets aus in vitro Methoden zur Vorhersage und
Beurteilung von Immuntoxizitit wurden Xenobiotika, insbesondere Naturstoffe, mit
immuntoxischer und nicht immuntoxischer Wirkung ausgewahlt. Substanzen mit bekannten
und gut untersuchten immuntoxischen Eigenschaften wie Cyclosporin A, Mycophenolsdure
und Deoxynivalenol dienten als Positivkontrollen. Immuninerte Substanzen wie Mannitol
und Urethan wurden als Negativkontrollen eingesetzt. Ein Testsatz aus Verbindungen mit
Relevanz zum Immunsystem wurde ebenfalls in die Untersuchungen einbezogen (Tab. 2,

Abb. 3).

15



THEORETISCHE GRUNDLAGEN

ueusI|

"1 wnivyjad JRALIOD (o1a)
[88] [OSI}e)S0}AZ (WwnyneIS0lL7) JJOISIouzIy wnjjdydopoq -uedoidifuoyg  (9) prsodoyg
9S0I9S Jordnnn (agd)
[L8-s8] A1ssaxddns 199 (wnynAjowsedg) JJoIslouzIy ] DAYDS SIGHUUD)) puayAlod  (S) [o1pIqeUUR))
{puaIrnpout JeALIop (VvOVv)
[+8 ‘€8] JUOSIX0}0}AZ zidastodg/[ontws3uniyeN ‘ds snoup3y  -amesoury  (§) unLesy
UdZUe)Sqns)sa],
3ungojsqejejue[dsuel ], uo3o3 wnovduloo142.4q (VdIN)
[z8-08] A1ssaxddns  (wmnarssarddnsunuwwiy) Joisiouzry wniyomad pnayAlog () aingsjoudydookN
puoIdI WIS OPIAIA0) UOA UOT)RUIIBIUOS] U2YIOYDLIL, (NOQ)
[6L ‘8L] /a1ssaxddns UurxojoyAN ‘ds wnwsn,y  uadioymbsag  (7) [OUR[RATUAXO0Q(]

Byry wn.iodsqjod

UaSuNUEIOUNWWIOINY DULIDPOYOILL]
/sungoisqerejuedsuer ], uo3a3 qoog wnpiong pudad (VsD)
[LL ‘9L] Atssaxddns  (wnarssaxddnsunwwy) Jjoisiouzry uod.voopui]d) soyosipiAz - (1) v u1odsook)
UR[[0.)UONADISOJ

jejanye

UIZUIIAJY —unwwy Sun)napag/sunpuamuy wwwoya0A dddnigpo)§ [PuLIof zue)sqng

‘JeIIATeUNWW] pun SUNPUOMISA “YUNSIOH (S1-1) SIOMIDA[QULIOLININNIS
SOp 9qe3uY I9jun USZUBISqNS)SA], pun ud[[oNUONANEION ‘-AlISOd S[e SUNpuoMIdA JOIYT YDIIYSISuly 9jJoIsineN Joyonsiojun Sunioporjdioyun) ¢ "qel

16



EN

J

THEORETISCHE GRUNDLAC

pudIaINpow unuesy (HLd)
/UOSTX0)0}AZ uoA pnpoidneqqy soyorSour - - (zn urzeipAyjAjor-d
puaIdINWIs piznsadioydsoydouesio (TVIND
[201 ‘101]  /Atssaxddns ‘asngpdoy] usgag PnIwIOUZIY - - (1n) uoryje[eN
uoSunyue g
UQUOSIIBWNAYI ‘USWOIeWRH
Arssoxddns ‘uoSunpunziuyg uoA Junjpueyeg uojoe| (TAH)
[oo1-L6] Jud3Iaqe INZ SQWaI)) Ul o) eIIXH-LoIuly ‘ds oty -uadioymbsag  (01) UIeud[dHy
(vno)
[96] (pudiornuIs 9JJOISIOUZIY S[B AJBALIQ(J-UISOUBNL) Igynbiqn osequung  (6) urueno
e'n “ds uododoquid)
‘SLADSINA SnuAy |
‘DU2DSDUDP DSOY
UIOSIUIOIS)[BYSNEE]  UOA S[() USYOSLIDYIE (¥AD)
[s6-€6] ud3Id[[e Juapnpoidynowsoy ut Jyoisyng sop [opueysag  uadiojouoly  (8) [Oo1uBIdN)
wnpnpun
wn.iodsopig
‘SIpLI0DSOIP
payonjg “ds snajr)
UIDSIUIAISHBYSNEH  UOA S[() USYISLISYE (v
[z6-68] ud3Io[e /uapnpoidynawsoy ur JJoisyn( sop Trojpueysog  uadioynbsag (1) [osoure
jejianye
UIZUIIAJY —unurug dun)napag/sunpusmuy wwwoy10A dddnigpois PuLIoqg zue)sqng

*JBJIAIPRBUNW] PUN SUNPUIMIOA “PYUNNIOH ‘(S[-1) SIOMIAJOULIOJNNIS SIP dqeSuy
JIojun UdZue)sqnsisa], pun us[[ONUONANBION ‘-ANISOJ S[e SUNPUOIMIIA JOIYT YOI[IYOISUIY 9JJOISINEN JoIyonsIojun Sunidparsoju) (Sunzjesyoq) ¢ ‘qeL

17



THEORETISCHE GRUNDLAGEN

(€11 MUBPH/[NTWSTUNIYEN JRALISP (TIN)
‘T11 ‘oLl 1Iour JIO)IQNUSWLID) UOT)BRUTWRIUOS] - -jeweqie) (1) ueyjaIn
udgeunelg
UoRIUSSUNIYEN Ul [dRIUSIUNGNS ‘OBd0RIqNY ‘QBI9BI[O)
[T (wnypomiq  ‘oeooene[nydorog [oyo3[e (NVIAD
‘TTT ‘0L] RE]01 SQUOSIIOWSO) [OPIWIUZIY "B'A UQZUR[J ] -onz (L) [OITUuBIA
UI[[01JUOAIIESIN
A1ssaxddns CIDOA)
(011 ‘601]  /yosrxo1014z (WnY1e)S0IA7Z) JOISIQUZIY  SNISOL SNYIUDADYID)) porey  (91) UNSLIOUIA
18100y
QBOORLIOWOONS]Y  pun jeanikd
‘(‘ds ndyny)  sne 9sOyIUAS (vdn.L)
[801-901] Ua3Id[e USUWIN[qNIUYDS UT USSIA[Y JBIVBI[I'] ‘pnwdA - (S1) v urpeding,
uroAwesuy
(wnynoIqnuy) Po1UIAUID 1L puavAjog €1r))
[SOT1 ‘v01] A1ssaxddns JJOISIQUZIY JOYISIIAYIUASIWDS s1sdojpjooduy powrsa  (y1) urordwejry
3ungolsqereyue[dsuel], ud3o3 sn21dooso.34y pnadA[od (VdVY)
[c01] A1ssaxddns  (wnarssaxddnsunwiwiy) JJoisiouzry saodwoydasig powrsa - (€1) uroAwedey
jejanye
[IEVAIERE ) | —unwwy Sun)napag/sunpudmuy wwwoyI0A Iddnigyois [PuLIoqg zue)sqng

“JRNIATRUNWW] Pun SUNPUIMISA “PYUNNIOH (S1-1) SIOMISA[OULIOLNINNIS SOp oqesuy
JIojun UdZue)sqnsisa], pun uo[[ONUONANEION ‘-ANISOJ S[e SUNPUOMIIA JOIYI YOI[IYDISUIY 9JJOISINIEN JoIyonsIojun Sunioparsojun (Sunzjasyo) ¢ ‘qeL

18



THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Positivkontrollen

(1) CAS-Nr. 59865-13-3

[ 9 H
N N
PO ST
| 0 7N~

NH

0
NH
= N/ I
OH o o
0y N
N N
AN
o | 0

Testsubstanzen

(4) CAS-Nr. 114947-20-0
0

0

N /U\/\/U\
N\N OH
H A
HO NH,

(7) CAS-Nr. 4602-84-0

0 OH

(13) CAS-Nr. 53123-88-9

HO.,,.

(2) CAS-Nr. 51481-10-8 (3) CAS-Nr. 24280-93-1
0

OH 0

sos
07 Y a
OHJ

OH

(5) CAS-NT. 13956-29-1  (6) CAS-Nr. 33419-42-0

0\
OH HO 0

HO

(8) CAS-Nr. 106-24-1 (9) CAS-Nr. 73-40-5
0]

N
)\A)\/\OH </ ‘ /ht
o
N N NH,
H

(11) CAS-Nr. 121-75-5  (12) CAS-Nr. 637-60-5
0 H
\O\p/s O/\ N\NHZ
/o/ §S (0]
R

(14) CAS-Nr. 13292-46-1  (15) CAS-Nr. 547-65-9

O¢OQ

Vi

19



THEORETISCHE GRUNDLAGEN
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Abb. 3 Strukturformeln der Untersuchungssubstanzen gegliedert nach Positivkontrollen (1-3),
Testsubstanzen (4-16) und Negativkontrollen (17-18).
Informationen bzgl. Namen und Stoffgruppe sieche (Tab. 2).

2.4 ZELLBIOLOGISCHE PROZESSE

In der Arbeit werden verschiedene funktionale in vitro Methoden, die zur Erforschung von
direkter Immuntoxizitdt von Naturstoffen dienen konnten, auf ihre Eignung gepriift. Dieses
Kapitel stellt kurz die Zusammenhinge einiger moglicher Mechanismen dar und geht
zundchst auf allgemeine zelluldre und anschlieBend auf spezifische Immunzellen-

betreffende Prozesse ein (Abb. 4).

Eine wichtige Voraussetzung allen Lebens ist Energie. In der Zelle ist ATP die einfachste
Form eines Energietragers. ATP entsteht im Mitochondrium wéhrend der Atmungskette in
Folge nacheinander geschalteter Redoxreaktionen [114]. Als Zwischenprodukte kdnnen
wihrend der zelluldren Atmung reaktive Sauerstoffspezies (engl. reacitve oxygen species,
ROS), wie das Hyperoxid-Anion (O2°*), Hydroxyl-Radikal (*OH) und Sauerstoffperoxid
(H202), entstehen. Neben diesen endogenen ROS-Quellen kdnnen ROS auch durch exogene
Einfliisse in den Zellen hervorgerufen werden. ROS sind unter physiologischen
Bedingungen wichtige Signalmolekiile und helfen den Immunzellen durch den oxidativen
Burst bei der Pathogenabwehr. Kommt es zu einem Ungleichgewicht zwischen der ROS
Produktion und dem Abbau durch das antioxidative System der Zelle, ist die Folge
oxidativer Stress. Dieser kann zu negativen Verdnderungen zelluldrer Makromolekiile, wie

der DNA, Kohlenhydraten, Proteinen und Lipiden, fithren (Abb. 4) [115, 116].

Neben ROS konnen endogene Fehlregulation und exogene Faktoren (UV-Strahlung und
Substanzen, wie Aflatoxine und Nitrosamine) DNA-Schiden induzieren [117-121]. Es kann

zu Basenmodifikationen, Basenverlust, Quervernetzung der DNA durch Substanz-
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Interkalation, DNA-Einzel- und Doppelstrangbriichen kommen [118, 122, 123]. Die
korrekte Weitergabe der DNA wéhrend des Zellzyklus ist fiir die Zelle von entscheidender
Bedeutung, da sonst Mutationen auftreten, die zu einer Tumorentwicklung beitragen.
Kurzfristige Folgen sind die Initiierung von Reparaturmechanismen und Zellzyklusarreste

[124-126]. Kann eine Zelle den Schaden nicht reparieren, stirbt sie (Abb. 4).

Der Zellzyklus ist ein streng regulierter Prozess und wird in vier Phasen (G1-, S-, G2- und
M-Phase) untergliedert. Durch die Vielzahl an Enzymen und Regulatoren bietet er diverse
Angriffspunkte fiir Substanzen. Wéhrend der DNA-Replikation in der S-Phase ist die DNA
in Folge der Entwindung der Doppelhelix besonders anfillig fiir Einzelstrangbriiche [123].
Die Regulation des Zellzyklus erfolgt tiber Cycline, die phasenspezifisch exprimiert werden
und mit zelluldren Proteinkinasen, den CDKs (engl. cycline dependent kinases), Komplexe
bilden. Zudem gibt es in der S- und M-Phase bzw. den Ubergingen G1/S- und G2/M-Phase
Kontrollpunkte, die einen Arrest des Zellzyklus bei Schéden initiieren und deren Reparatur

gewdhrleisten [127, 128].

Ist eine Zelle nicht in der Lage, auf oxidativen Stress, DNA-Schidden oder exogene Faktoren
angemessen zu reagieren, stirbt sie. Es gibt zwei wesentliche Formen des Zelltods:
Apoptose und Nekrose (Abb. 4). Die Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltods.
Sie spielt physiologisch eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Zellhomdostase,
Organentwicklung und Tumorkontrolle. Die cysteine-aspartic acid proteases (Caspasen)
sind fiir die morphologisch sichtbaren und biochemisch ablaufenden Prozesse von grof3er
Bedeutung. Caspasen konnen iliber den extrinsischen oder intrinsischen Apoptoseweg
aktiviert werden. Der extrinsische Weg wird iiber die Bindung von Liganden an sogenannte
Todesrezeptoren (z.B. TNFR1, FAS/CD96, DR4 und DRS5) ausgeldst. Nach Aktivierung und
Trimerisierung werden Adaptermolekiile an die Todesdomédnen der Rezeptoren rekrutiert.
An diese bindet die regulatorische pro-Caspase 8 und wird autokatalytisch aktiviert. Die
Caspase 8 aktiviert im Anschluss die Effektorcaspasen (3, 6, 7), die den kontrollierten Abbau
der Zelle, der durch Zellschrumpfung, Kondensation des Chromatins und dem Abschniiren
von Apoptosekdrpern mit fragmentierter DNA und Zellorganellen von der Plasmamembran

gekennzeichnet ist, initiieren [129-131].

Der intrinsische Apoptoseweg wird durch verschiedene Stimuli, z.B. Substanzen,
Wachstumsfaktormangel, Temperaturdnderungen und ionisierende Strahlung, vermittelt.
Die zelluldren Schéden fiihren zur Permeabilisierung der dueren Mitochondrienmembran,

in dessen Folge Cytochrom C (Cyt C) und weitere regulatorische Molekiile in das Cytosol
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entlassen werden. Cyt C bildet zusammen mit cytosolischem Apaf-1 und ATP das
Apoptosom, das die Pro-Caspase 9 bindet und aktiviert [132]. Diese spaltet nachfolgend die
Effektorcaspasen (3, 6, 7), wodurch der Abbau der Zelle eingeleitet wird [129].

Nekrose kann durch verschiedene Faktoren, wie starke chemische oder physikalische Reize,
Hitze, Toxine, Infektionen oder Strahlung, induziert werden und wird héufig als eine Form
des unkontrollierten Zelltods beschrieben. Nekrose ist morphologisch von Apoptose
abzugrenzen und durch ein Anschwellen der Zellen, Zusammenbruch der Zellmembran und
anschlieende Zelllyse charakterisiert. Dabei werden Zellinhalte in das umliegende Gewebe
abgesondert, die als danger-associated molecular patterns (DAMPs) wahrgenommen

werden und Entziindungsreaktionen auslosen [133].

Neben den beschriebenen allgemeinen Mechanismen und Targets von Xenobiotika konnen
diese auch spezifisch auf Immunzellen wirken, indem sie die Interaktion von
Immunzellsubpopulationen oder spezielle Signaltransduktionswege blockieren. Das
Verhindern der Bindung des TCR an seinen auf den MHC-Molekiilen gebundenen
Antigenen mittels spezifischer Antikorper ist eine Moglichkeit, die Aktivierung von
T-Zellen zu verhindern. Eine Weitere ist das Eingreifen der Substanzen nach der initialen
TCR-Bindung in die Signalkaskade und die Hemmung der notwendigen Interaktion/
Kostimulation iiber CD80/86 auf den antigenprésentierenden Zellen mit CD28 auf T-Zellen.
Die Produktion und Sekretion von Zytokinen als wichtige Mediatoren konnen spezifisch
(d.h. ein einzelnes Zytokin wird beeinflusst) oder unspezifisch (mehrere Zytokine
betreffend) inhibiert werden. Proliferation und Differenzierung von B-Zellen konnen
ebenfalls durch die Inhibition von Rezeptorinteraktionen und Signalkaskaden eingeschrinkt

werden (Abb. 4) [134].
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Abb. 4 Mogliche Targets und relevante Effekte von Xenobiotika am Beispiel von T-Zellen (modifiziert
nach [134]).
Dargestellt sind unspezifische zellulédre (z.B. iROS, DNA-Schédden) und spezifische Immunzellen-
betreffende (Rezeptorinteraktionen, Aktivierung) Prozesse.
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3. MATERIAL

3.1 CHEMIKALIEN UND REAGENZIEN

5-(6-) Chloromethyl-2',7'-
Dichlorodihydrofluorescein-Diacetate,
Acetylester (CM-H2DCFDA)

3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin
Aceton

Adenosintriphosphat (ATP)
Agaritin-Monohydrat (AGA)
a-Methylen-y-butyrolacton (TUPA)
Annexin V Bindungspuffer
Annexin V-FITC
Bicinchoninsdure-Losung (BCA)
bovines Serumalbumin (BSA)
Cannabidiol (CBD)

Cyclosporin A (CsA)
D-(+)-Glucose Losung
Deoxynivalenol (DON)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinitrochlorobenzen (DNCB)
D-Mannitol (MAN)

Dulbecco‘s phosphate buffered saline (PBS)
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Etoposid (ETO)

Farnesol (FAR)

Fetales Kélberserum (FCS)
Geraniol (GER)

Glutamin Losung
Guaninhydrochlorid (GUA)
Helenalin (HEL)
Histopaque®-1077

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
(IMDM)

Ionomycin (I0)
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Life Technologies GmbH, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
VWR International GmbH, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Wako Pure Chemical Industries, Osaka, JP
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D
eBioscience, Inc., San Diego, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Tocris Bioscience, Bristol, UK
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Fluid Kotthoff GmbH, Essen, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D



MATERIAL

Isopropanol
Kupfer(II)-sulfat-pentahydrat 4 % Losung
Lektin von Phytolacca americana (PWM)

Lipopolysaccharid Escherichia coli Serotyp
0127:B8 (LPS)

Lipopolysaccharid Pseudomonas
aeruginosa 10 (LPS)

Lipopolysaccharid Serratia marcescens
(LPS)

Low Melting Point (LMP) Agarose 0,5 %
Luperox® TBH70X (fert-Butylhydroperoxid)
MACSQuant Bleaching Solution
MACSQuant Running Buffer
MACSQuant Storage Solution
MACSQuant Washing Buffer

Malathion (MAL)

Mycophenolsdure (MPA)

Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Natriumpyruvat Losung

Normal Melting Point (NMP) Agarose
Olivendl

Penicillin/Streptomycin
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) mit
Ca2+ /M g2+

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) ohne
Ca2+ /M g2+

Phytohdmagglutinin (PHA)
p-Phenyldiamin (PPD)
Propidiumiodid (PI)
p-Tolylhydrazin (PTH)
Rapamycin (RAPA)
rekombinantes humanes IL-18

Ribonuklease vom bovinen Pankreas
(RNAse)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH, Eching, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Miltenyi, Bergisch Gladbach, D

Miltenyi, Bergisch Gladbach, D

Miltenyi, Bergisch Gladbach, D

Miltenyi, Bergisch Gladbach, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Merck KGaA, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Merck KGaA, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

Invitrogen, Paisley, UK

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
MBL Life science, Nagoya, JP
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
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Rifampicin (RIF)

RPMI 1640 mit L-Glutamin
Streptavidin-HRP
Thiazolylblau

Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethanhydrochlorid (TRIS-HCI)

Triton®X-100
Trypan-Blau-Losung 0,4 %
Trypsin/EDTA
Trypsin-EDTA Losung
Urethan (URE)

Vincristin (VCR)

XF Base Medium

XF Calibrant

Zellkulturwasser

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
ImmunoTools, Friesoythe, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Agilent Technologies, Waldbronn, D

Agilent Technologies, Waldbronn, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

3.2 LABORGERATE UND VERBRAUCHSMATERIALIEN

96-well ELISA Platten

Absaugsystem Vacusafe comfort

BD FACSCalibur™

Blockthermostat BT200

CCD-Kamera Infinity 3
CO»-Brutschrank BINDER CB 150/160
Deckglaser 24x50 mm
Durchflusszytometer MACSQuant® Analyzer
Elektrophoresekammer Sub-Cell® GT
Elektrophorese-Netzteil Power-Pac 1000
EMax Precision Microplate Reader
Eppendorf Centrifuge 5430 R
Fluoreszenzlampe U-RFLTS50

FLUOstar Omega

Heizplatte Prazitherm

improved Neubauer Zahlkammer
Laminarflowbox HerasafeTM KS
Luna™ Cell Counting Slides

Luna™ automated cell Counter
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Croning, Turin, I

Integra Biosciences, Fernwald, D

BD Biosciences, Mailand, 1

Kleinfeld Labortechnik GmbH, Gehrden, D
Lumenera Corporation, Ottawa, CAN
BINDER GmbH, Tuttlingen, D

VWR International GmbH, Darmstadt, D
Miltenyi Biotec GmbH, Gladbach, D
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D
Molecular Devices, Sunnyvale, USA
Eppendorf, Hamburg, D

Olympus Optical Co. Ltd., Tokyo, JP
BMG Labtech GmbH, Ortenberg, D
Stork-Tronic, Stuttgart, D

Hausser Scientific Company, Horsham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Logos Biosystems, Inc., Annandale, USA
Logos Biosystems, Inc., Annandale, USA
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MACSQuant Analyzer 10
Mikroskop Olympus CK40

Mikrotiterplatten-Schiittler PMS-1000
Multi-well Platten (12-, 24-, 96F- wells)

Primus 96

Seahorse XFe96 Analyzer
Sterilfilter 0,22 pm
SuperFrost®Plus Objekttrage
Vortex Genie 2

Wasserbad

Zellkulturflasche 25/75 cm?
Zentrifuge VWR MegaStar 1.6R
Zentrifugenréhrchen 15 ml/50 ml

3.3 ZELLLINIEN

EpiDerm (EPI-200)

Jurkat-Zellen

NCTC-2544-Z¢llen

THP-1-Zellen

THP-1-Zellen

3.4 KiTs

EpiDerm (EPI-200) Kit

Human IFN gamma ELISA

Human IL-10 ELISA Ready-SET-Go!®
Human IL-1p ELISA MAX™ Deluxe
Human IL-2 ELISA MAX™ Deluxe

Human IL-4 ELISA
Human IL-8 ELISA

Miltenyi, Bergisch Gladbach, D
Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, J
Grant Instruments, Ltd., Shepreth, UK
VWR International GmbH, Darmstadt, D

PEQLAB, Biotechnologie GmbH, Erlangen,
D

Agilent Technologies, Waldbronn, D
Millipore Corporation, Bilerica, USA
VWR International GmbH, Darmstadt, D
Scientific Industries, Inc., New York, USA
Memmert, Schwabach, D

VWR International GmbH, Darmstadt, D
VWR International GmbH, Darmstadt, D
VWR International GmbH, Darmstadt, D

MatTek In Vitro Life Science
Laboratories, Bratislava, SK

Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche
Sammlung von Mirkoorganismen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig, D

Institute Zooprofilattico di Brescia,
Brescia, 1

Institute Zooprofilattico di Brescia,
Brescia, |

Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche
Sammlung von Mirkoorganismen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig, D

MatTek In Vitro Life Science
Laboratories, Bratislava, SK

ImmunoTools, Friesoythe, D

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
BioLegend, Koblenz, D

BioLegend, Koblenz, D

ImmunoTools, Friesoythe, D

ImmunoTools, Friesoythe, D
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Human IL-8 ELISA MAX™ Deluxe

Human TNF alpha ELISA Ready-SET-Go!®
MACSPIlex Cytokine 12 Kit, human
Venor®GeM-Mykoplasmen Detektionskit

XF Cell Mito Stress Test Kit
XFe96 FluxPak Mini

3.5 ANTIKORPER

Antikorper

anti-human CD54 FITC

anti-human CD86 FITC

anti-human IL-18 -

anti-human IL-18 Biotin
FITC
FITC
FITC

3.6 SOFTWARE

CellQuest™ Pro Software

Comet Assay [VTM

GraphPad Prism Version 6

Konjugat Isotyp

Maus-IgG2b
Maus-IgG1
Maus IgGlx

Ratte IgG2a

Maus IgGlx

Maus IgG2bk

Maus IgG1

Infinity Analyze and Capture Software

Kaluza® 1.3

Omega MARS Data Analysis Software

Wave Desktop 2.2

3.7 MEDIEN UND LOSUNGEN

3.7.1 Zellkultivierung

- Einfriermedium:

- Jurkat Kulturmedium:
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BioLegend, Koblenz, D

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Miltenyi Biotec GmbH, Gladbach, D
Minerva Biolabs, Berlin, D

Agilent Technologies, Waldbronn, D
Agilent Technologies, Waldbronn, D

Clone Hersteller

1H4 ImmunoTools, Friesoythe, D

BUG63 ImmunoTools, Friesoythe, D

125-2H  MBL Life science, Nagoya,
JP

159-12B  MBL Life science, Nagoya,
JP

P3.6.2.8.1 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

eBMG2b Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

PPV-06  ImmunoTools, Friesoythe, D

BD Biosciences, San Jose, USA

Perceptive Instruments Ltd., Bury St
Edmunds, UK

GraphPad Software Inc., La Jolla, USA
Lumenera Corporation, Ottawa, CAN
Beckman Coulter GmbH, Krefeld, D
BMG Labtech GmbH, Offenburg, D
Agilent Technologies, Waldbronn, D

10 % DMSO

20 % FKS (30 min, 56°C hitzeinaktiviert)
1 % V/V Penicillin/Streptomycinldsung
ad 50 mL IMDM

8 % V/V FKS (30 min, 56°C hitzeinaktiviert)
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- THP-1 Kulturmedium:

- NCTC-2544 Kulturmedium:

- PBMC Kulturmedium:

- Vollblut Kulturmedium:

1 % V/V Penicillin/Streptomycinlésung
ad 500 mL RPMI 1640 Medium

10 % V/V FKS (30 min, 56°C hitzeinaktiviert)
1 % V/V Penicillin/Streptomycinlésung
ad 500 mL RPMI 1640 Medium

10 % V/V FKS (30 min, 56°C hitzeinaktiviert)
1 % V/V Penicillin/Streptomycinlésung
ad 500 mL RPMI 1640 Medium

10 % V/V FKS (30 min, 56°C hitzeinaktiviert)
1 % V/V Penicillin/Streptomycinlésung
ad 500 mL RPMI 1640 Medium

1 % V/V Penicillin/Streptomycinlosung
ad 500 mL RPMI 1640 Medium

3.7.2 Stammlosungen der Testsubstanzen

- Agaritin (AGA)

- Cannabidiol (CBD)

- Cyclosporin A (CsA)

- Deoxynivalenol (DON)

- Etoposid (ETO)

- Guanin Hydrochlorid (GUA
- Helenalin (HEL)

- Malathion (MAL)

- Mannitol (MAN)

- Mycophenolsdure (MPA)
- p-Tolylhydrazin (PTH)

- Rapamycin (RAPA)

- Rifampicin (RIF)

- Tulipalin A (TUPA)

- Urethan (URE)

- Vincristin (VCR)

3.7.3 Vitalitiatsbestimmung
- MTT-Losung:
Suspensionszellen

NCTC-2544-Zellen

- LDH Detektionsreagenz:

- Lysereagenz:

1,87 mM 0,5 mg/mL in EtOH

63,6 mM 20 mg/mL in EtOH

41,58 mM 50 mg/mL in EtOH

33 mM 10 mg/mL in EtOH

5mM 2,94 mg/mL in DMSO

79,96 mM 15 mg/mL in EtOH

3,8 mM 1 mg/mL in EtOH

151,3 mM 50 mg/mL in EtOH

799,8 mM 145,7 mg/mL in Kulturmedium
124,86 mM 40 mg/mL in MeOH

6,3 mM 1 mg/mL in EtOH

10,93 mM 10 mg/mL in EtOH

121,51 mM 100 mg/mL in DMSO

101,95 mM 10 mg/mL in Zellkulturwasser
1M 89,01 mg/mL in Kulturmedium
1,08 mM 1 mg/mL in Zellkulturwasser

5,0 mg/mL in Kulturmedium
1 mg/mL in Kulturmedium

1:45 Verdiinnung des Katalysators in
Féarbelosung

1:24 Verdiinnung von HCI (1 N) in
Isopropanol
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3.7.4 Zellzyklus-Analyse

Natriumazidlosung (3,85 M) :

FACS-Puffer:

Propidiumiodidlésung:

RNAse:

3.7.5 Detektion der Apoptose

3.7.6 Alkalischer Comet Assay

Propidiumiodidldsung:

Markierungslosung:

NMP-Agarose:

Lysepuffer Stammldsung:

Lysepufter Gebrauchslosung:

Denaturierungspuffer:

Elektrophoresepuffer:

Neutralisationspuffer:

250 mg/mL in PBS (ohne Ca?*/Mg>")

1 % FKS (30 min, 56°C hitzeinaktiviert)
0,4 % Natriumazidlosung (3,85 M)
ad 500 mL PBS (ohne Ca*"/Mg>")

I mg/mL in Zellkulturwasser

I mg/mL in Zellkulturwasser

50 pg/mL in Zellkulturwasser

1000 pL Annexinbindungspuffer
50 pL Annexin V-FITC
20 pL Propidiumiodidlésung

1 % in PBS (ohne Ca*"/Mg*")

2,5 M NaCl

100 mM EDTA

10 mM TRIS-HCI
200-480 mM NaOH
Aqua bidest, pH 10

1 % Triton®X-100 in Lysepuffer
Stammldsung

300 mM NaOH
1 mM EDTA
Aqua bidest, pH >12, frisch ansetzen

300 mM NaOH
1 mM EDTA
Aqua bidest, pH >12, Lagerung 4°C

400 mM TRIS-HCL in Aqua bidest.

3.7.7 Messung der mitochondrialen Funktion
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Kollagen Typ I Stammldsung:

Kollagen Typ I Gebrauchslosung:

100 mg/mL in PBS (ohne Ca**/Mg*")

100 pg/mL in PBS (ohne Ca*"/Mg?")
1:1000 Verdiinnung der Stammldsung
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- XF-Medium: 10 mM Glucose
2 mM Glutamin
I mM Pyruvat
XF Base Medium, pH 7,4

3.7.8 Quantifizierung von Zytokinen

IL-1B, IL-2 und IL-8 ELISA (Hersteller BioLegend)

- Waschpuffer: 0,05 % Tween®20 in PBS (ohne
Ca?"/Mg*")
- Stopp-Losung: 2 N H>SOq4

IL-4 und IL-8 ELISA (Hersteller ImmunoTools)
- Block-Puffer: 1 % BSA in PBS (ohne Ca?"/Mg*")
steril filtriert

- Waschpuffer: 0,05 % Tween®20 in PBS (ohne
CaZ+/Mg2+)
IFN-y ELISA (Hersteller ImmunoTools)
- Natriumcarbonat/-bicarbonat: 1,59 g NaxCOs
Coating-Pufter 2,93 ¢ NaHCO:s
ad 1000 mL Aqua bidest, pH 9,6, steril
filtriert
- Block-Puffer: 1 % BSA in PBS (ohne Ca?"/Mg*")
steril filtriert
- Waschpuffer: 0,05 % Tween®20 in PBS (ohne
Ca2+/Mg2+)
IL-18 ELISA
- Natriumcarbonat/-bicarbonat: 1,59 g NaxCOs
Coating-Puffer 2,93 g NaHCO;3

ad 1000 mL Aqua bidest, pH 9,6,
steril filtriert

- Block-Puffer: 1 % BSA in PBS (ohne Ca?"/Mg*")
steril filtriert

- IL-18 Fangantikorper: 1:1000 in Coating-Puffer

- IL-18 Detektionsantikorper: 1:2000 in Block-Puffer

- Waschpuffer: 0,05 % Tween®20 in PBS (ohne
Ca2+/Mg2+)

- Streptavidin-HRP-L&sung: 1:500 in Block-Puffer
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3.7.9 Proteinbestimmung

- Bicinchoninsdure (BCA)/Kupfer(I)-  1:50 Verdiinnung des Kupfer(Il)-sulfats in
sulfat-Losung: BCA
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4. METHODEN

4.1 ZELLKULTIVIERUNG

Alle nachfolgend beschriebenen Arbeiten wurden unter aseptischen Bedingungen an einer
Sterilbank durchgefiihrt, um Kontaminationen mit Mikroorganismen zu vermeiden. Die
verwendeten Puffer und Medien wurden auf 37°C erwdrmt. Eine mogliche Kontamination

mit Mykoplasmen wurde durch regelméBige Tests ausgeschlossen.

4.1.1 Kultivierung von Dauerkulturen
Jurkat-Zellen

Die Zellen wurden bis zur Subkultivierung, welche zweimal wochentlich stattfand, im
Brutschrank bei 37°C, 5 % CO2-Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Nach optischer
Kontrolle der Zellkulturflaschen unter dem Mikroskop wurde die Zellsuspension in ein
Zentrifugenrohrchen {iberfithrt und bei 423xg fiir 5 min zentrifugiert. Nachdem der
Uberstand abgesaugt war, wurde das Zellpellet in 2 mL frischem Medium (bzw. 5 mL fiir
eine 75 cm? Zellkulturflasche) aufgenommen. Die Bestimmung der Zellvitalitit und Zellzahl
erfolgte mittels Trypanblau. Dazu wurde die Zellsuspension mit Trypanblau im Verhéltnis
von 1:2 verdiinnt und die Zellzahl einschlieBlich Vitalitdt mit dem Luna™-Zellzéhlgerit
ermittelt. 0,3x10° vitale Zellen/'mL wurden in neue Zellkulturflaschen ausgesit. Dies
entsprach 1,5x10° Zellen/5 mL fiir eine 25cm?® Zellkulturflasche bzw. 4,5x10°
Zellen/15 mL fiir eine 75 cm? Flasche. Zusétzlich wurde einmal wochentlich die Zellkultur
ausgediinnt, um die maximale Zelldichte von 1,5%10° Zellen/mL nicht zu iiberschreiten.
Beim Ausdiinnen der Zellen wurde ein Teil der Suspension aus der Flasche entnommen und

frisches Medium hinzugegeben. Dies geschah im Verhéltnis von 1:2.

THP-1-Zellen

Die Subkultivierung der THP-1-Zellen wurde ebenfalls zweimal wochentlich durchgefiihrt.
Die einzelnen Schritte der Durchfiihrung waren mit der Kultivierung von Jurkat-Zellen, mit
Ausnahme der Zentrifugation, identisch. Alle Zentrifugationsschritte von THP-1-Zellen

wurden bei einer Geschwindigkeit von 188xg fiir 5 min vorgenommen.
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NCTC-2544-Zellen

Die Zellen wurden bis zum Erreichen einer Konfluenz von 80 % im Brutschrank bei 37°C,
5 % CO»-Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Subkultivierung erfolgte einmal
wochentlich. Nach optischer Kontrolle unter dem Mikroskop wurde das verbrauchte
Medium abgesaugt und die Zellen in einer 75 cm? Kulturflasche mit 10 mL PBS gewaschen.
Die Zugabe und Inkubation fiir 3-5 min mit 2 mL Trypsin fithrte zum Abldsen der Zellen
vom Flaschenboden. Die gelosten Zellen wurden in 2 mL Medium resuspendiert und in ein
Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt. Nach der Zentrifugation bei 1500 rpm fiir 5 min wurde der
Uberstand verworfen und die Zellen in 5 mL frischem Medium aufgenommen. Die
Bestimmung der Zellzahl und der Zellvitalitit erfolgte mittels Trypanblau Farbung und einer
Neubauer Zdahlkammer. Dazu wurde der Mittelwert der Zellzahl aus zwei GroB3quadraten

ermittelt und in folgender Formel zur Berechnung der Gesamtzellzahl eingesetzt:
Gesamtzellzahl = geziihlte Zellzahlx10°xVerdiinnungsfaktorxVolumen (mL)

Die Aussaat der Zellen in eine neue Zellkulturflasche erfolgte im Verhéltnis von 1:5.

Einfrieren und Auftauen von Dauerkulturen

Zum Einfrieren der Zellen in Dauerkultur wurden diese in 75 cm? Flaschen kultiviert. Die
Zellen wurden abzentrifugiert und im Anschluss in 5 mL Einfriermedium aufgenommen.
Die Bestimmung der Zellzahl erméglichte ein Einstellen der Zellsuspension auf ca. 5x10°
Zellen/mL, welche in Kryordhrchen aliquotiert wurden. Die Rohrchen wurden in einem
vorgekiihlten Einfrierbehélter gestellt und fiir einen Tag bei -80°C gelagert. Dadurch war
ein schonendes Einfrieren von -1°C/min gewéhrleistet. Die dauerhafte Lagerung erfolgte in

Tanks mit fliissigem Stickstoft.

Das Auftauen der Aliquote erfolgte ziigig im Wasserbad bei 37°C. Die aufgetaute
Zellsuspension wurde in ein Zentrifugenréhrchen mit 9 mL vorgewdrmtem Medium
gegeben und zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Zellpellet in frischem
Zellkulturmedium gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Zellpellet in 2 mL
Medium resuspendiert und die Zellzahl sowie Vitalitdt bestimmt. Fiir die Aussaat der Zellen
wurde in zwei Zellkulturflaschen (25 cm?) 5 mL Zellkulturmedium pipettiert und jeweils

1 mL der Zellsuspension zugegeben.
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4.1.2 Aufbereitung und Kultivierung von Vollblut

Vollblutproben stammten von freiwilligen und gesunden Spendern nach peripherer
Venenpunktion unter Verwendung von Natriumcitrat-Probenbehéltnissen. Dabei wurden
Spender unterschiedlichen Geschlechts sowie Alters beriicksichtigt. Das Vollblut wurde
1:10 mit RPMI 1640 Medium, welches 1 % einer Penicillin/Streptomycin Losung enthielt,

verdiinnt.

4.1.3 Isolierung mononukleirer Zellen des peripheren Bluts

Humane Buffy-Coat Proben von freiwilligen und gesunden Spendern wurden von dem
Institut fiir Transfusionsmedizin der Universitit Greifswald bezogen. Die Isolation der
PBMC kann mittels Dichtegradientenzentrifugation erfolgen. Dazu werden verdiinnte
Buffy-Coat Proben iiber einem Polysaccharid-haltigem Medium mit einer definierten Dichte
zentrifugiert. Dieses Medium besitzt eine hohere Dichte als Thrombozyten, Lymphozyten
und Monozyten, jedoch eine geringere als Granulozyten und Erythrozyten. Wéhrend der
Zentrifugation durchwandern die dichteren Granulozyten und Erythrozyten das
Separationsmedium, wohingegen die weniger dichten mononukleédren Zellen oberhalb des

Mediums verbleiben [135].

Nachdem die Buffy-Coat Proben 1:4 mit PBS (ohne Ca?*, Mg?") verdiinnt waren, wurden
25 mL der Verdiinnung auf 15 mL Histopaque®-1077 Separationslésung in einem 50 mL
Zentrifugenrohrchen geschichtet und bei 1700xg fiir 15 min (ohne Bremse) zentrifugiert.
Die Halfte des Blutplasmas wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Der entstandene
Ring aus PBMC wurde vorsichtig abpipettiert, in ein neues Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt
und mit 15 mL PBS gewaschen. Nach der Zentrifugation bei 630xg fiir 6 min wurden drei
weitere Waschschritte mit je 7,5 mL PBS und nachfolgender Zentrifugation bei 140xg fiir
6 min durchgefiihrt. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Zellen in
Kultivierungsmedium aufgenommen. Die Zellen wurden mit Trypanblau 1:2 versetzt und

mit einer Neubauerkammer gezahlt.
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4.2 METHODEN ZUR IDENTIFIZIERUNG VON IMMUNMODULATORISCHEN

EIGENSCHAFTEN AUSGEWAHLTER NATURSTOFFE

4.2.1 Zytotoxizititsbestimmungen
4.2.1.1 MTT-Test

Der MTT-Test ist eine quantitative Methode zur Bestimmung der Zellvitalitét. Er basiert auf
der Reduktion des gelben MTT-Farbstoffs (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-
zoliumbromid) zu einem violetten, schwer 16slichen Formazan durch zelluldire NAD(P)H
abhédngige Oxidoreduktasen bzw. Dehydrogenasen in metabolisch aktiven Zellen. Nach
Herauslosen des Formazans aus den Zellen kann dieses kolorimetrisch bestimmt werden,

wobei die Menge an gelostem Formazan mit der Zellvitalitit korreliert [136].

In die Vertiefungen einer 96-well Mikrotiterplatte wurden 0,4x10° Zellen in 50 pL ausgesiit.
In den Reihen A und H sowie in den Spalten 1 und 12 wurde nur Medium ohne Zellen
pipettiert. Die Reihen A und H dienten zudem als Leerwerte, indem sie genauso behandelt
wurden wie alle weiteren Reihen. In den Spalten 2 und 11 wurden die Zellen mit 50 pL.
Medium bzw. dem entsprechenden Losungsmittel (max. Endkonzentration 0,5 %)
behandelt. Der Spalte 3 wurde Etoposid als Positivkontrolle zugesetzt. Die
Etoposidkonzentration entsprach der ICso und wurde im Vorfeld ebenfalls mit Hilfe des
MTT-Tests ermittelt. Die Zellen in den Spalten 4-10 wurden mit 1:2 Verdiinnungen der
Testsubstanzen behandelt. Nach 72 h Inkubation im COz-Brutschrank bei 37°C wurde in alle
Vertiefungen 10 pL der MTT-Losung (5 mg/mL) gegeben. Es folgte eine weitere Inkubation
fiir 3 h im Brutschrank, bevor die gebildeten Formazan-Kristalle durch Zugabe von 200 uL
DMSO und unter Schiitteln (15 min) aus der Zelle herausgelost wurden. Die Absorption
wurde bei den Wellenldngen A=550 nm und A=620 nm (Referenzwellenldnge) mit einem
Mikrotiterplattenphotometer gemessen. Die Datenauswertung erfolgte mit Hilfe von MS
Excel. Die Leerwerte wurden von den Messwerten subtrahiert und Mittelwerte gebildet. Die
Werte wurden auf die mit Losungsmittel behandelten Zellen bezogen und in Prozent

angegeben.

Die Berechnung der inhibitorischen Konzentrationen 10 und 50 (IC1o und ICso), bei denen
10 % bzw. 50 % der Zellvitalitdt durch eine Substanz inhibiert wurden, erfolgte ebenfalls
mittels MS Excel. Die Vitalitit wurde gegen die logarithmierten Konzentrationen der
Testsubstanzen aufgetragen, um so eine Dosis-Wirkungskurve zu erhalten. Durch lineare

Regression war es moglich die IC1o und IC5¢ einer Testsubstanz zu bestimmen.
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4.2.1.2 Laktatdehydrogenase-Freisetzungstest

Zytotoxische Substanzen kdnnen zu einer Schddigung der Zellmembran fiithren. Dies kann
mit der Freisetzung von zytosolischer Laktatdehydrogenase (LDH) verbunden sein. Die
LDH-Aktivitdt im Zellkulturiiberstand wird in einem zweistufigen Prozess kolorimetrisch
bestimmt. Im ersten Schritt wird NAD" zu NADH/H" reduziert, wihrend Laktat zu Pyruvat
durch die LDH oxidiert wird. AnschlieBend wird H/H" durch eine Diaphorase auf das gelbe
Tetrazoliumsalz 2-(4-lodphenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazoliumchlorid (INT)
iibertragen, wodurch INT zum roten Formazan reduziert wird. Die Menge an gebildetem
Formazan kann photometrisch bestimmt werden und korreliert mit dem Grad der

Zellschiadigung.

Der LDH-Freisetzungstest wurde fiir Versuche mit Vollblut und einem LDH Cytotoxicity
Detection Kit durchgefiihrt. Das Vollblut enthilt rote Erythrozyten, welche mit der
Absorption des Formazans im MTT-Test interferieren wiirden, weshalb die Untersuchungen
des Vollbluts nicht mit dem MTT-Test durchgefiihrt werden konnten. In eine 24-well Platte
wurde in jede Vertiefung jeweils 1 mL des verdiinnten Vollbluts gegeben und mit 11
verschiedenen Konzentrationen (serielle 1:2 Verdiinnung) der Substanz fiir 24 h bzw. 48 h
im Brutschrank bei 37°C, 5 % CO»>-Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Weiterhin
wurden Zellen, welche mit dem Losungsmittel behandelt wurden, mitgefiihrt. Nach der
Inkubation wurden die Zellen in der 24-well Platte bei 800 rpm fiir 3 min zentrifugiert. Aus
jeder Vertiefung wurden zweimal 50 pL des Uberstands in zwei Vertiefungen einer 96-well
Mikrotiterplatte transferiert. Es folgte die Zugabe von 50 pL LDH-Detektionsreagenz und
eine Inkubation von 20 min unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur. Die Farbintensitét
wurde im Anschluss bei 490 nm mit einem Mikrotiterplattenphotometer gemessen. Die
LDH-Freisetzung wurde in Prozent, bezogen auf die mit Losungsmittel behandelten Zellen,

angegeben.

4.2.2 Behandlung der Zellen mit Naturstoffen und Stimulanzien fiir funktionale

Analysen
4.2.2.1 Behandlungsschema der Zellen mit Naturstoffen

Fiir funktionale Analysen zur Identifizierung von immunmodulatorischen Naturstoffen
wurden die ermittelten ICyo sowie ICso Werte (MTT-Test) fiir THP-1- und Jurkat-Zellen als
Grundlage genommen (Tab. 3). Die Zellaussaat erfolgte immer mit einer Dichte von 0,3x10°

Zellen/mL. Die Zellen blieben unbehandelt (unbehandelte Kontrolle) oder wurden mit

37



METHODEN

Losungsmittel (LM<0,5 %, Tab. 4) bzw. mit den Untersuchungssubstanzen behandelt. In
Tab. 4 nicht aufgefiihrte Substanzen wurden mit Zellkulturwasser oder mit Kulturmedium
angesetzt. Naturstoffe mit bekannten immuntoxischen FEigenschaften wurden als
Positivkontrollen angesehen (Cyclosporin A, Mycophenolsdure, Deoxynivalenol);
Substanzen, die nachweislich keinen Einfluss auf das Immunsystem haben, als
Negativkontrollen (Mannitol, Urethan). Die als Testsubstanzen verwendeten Naturstoffe
haben eine aus der Literatur bekannte Relevanz fiir das Immunsystem. Die Inkubationszeiten
der Zellen mit den Substanzen variierten in den einzelnen Versuchen und betrugen zwischen
lh und 72 h (Abb. 5). Nach Beendigung der Behandlung wurde das Medium durch
Zentrifugation entfernt und die Zellzahl bestimmt.
Tab.3 Verwendete Konzentrationen der Naturstoffe fiir die funktionalen Untersuchungen von Jurkat-

und THP-1-Zellen.
,,blau“= Negativkontrollen. ,,rot*= Positivkontrollen. ,,schwarz“= Testsubstanzen. n.u. = nicht

untersucht.
Jurkat-Zellen THP-1-Zellen

Substanz 1Cso0 [uM] IC1o [uM] 1Cs0 [uM] IC1o [uM]
URE 38,6x10° 13,7x10° 31,4x10° 12,8x10°
MAN 139,5x10° 72,9x10° 118,2x10° 66,9x10°
DON 0,80 0,50 1,10 0,30
CSA 6,80 2,70 4,60 1,60
MPA 0,93 0,24 5,16 1,17
VCR 9,4x10* 4,5x10* n.u. n.u.
HEL 1,20 0,50 1,10 0,52
PTH 7,61 1,99 n.u. n.u.
AGA 7,84 1,77 n.u. n.u.
CBD 18,10 8,50 21,60 10,70
TUPA 47,60 26,80 83,00 49,90

Tab.4 Verwendete Losungsmittelkonzentrationen (MeOH, EtOH) fiir die funktionalen Untersuchungen
von Jurkat- und THP-1-Zellen.
Nicht aufgefiihrte Substanzen wurden in Zellkulturwasser oder in Kulturmedium geldst. n.u.
nicht untersucht.

Substanz CsA MPA DON CBD HEL AGA PTH
Jurkat-Zellen

EtOH [%] 0,016 0,002 0,03 0,03 0,425 0,120
MeOH [%] 0,0007

THP-1-Zellen
EtOH [%] 0,011 0,003 0,034 0,034 n.u. n.u.
MeOH [%] 0,005

Da fiir die Versuche mit Vollblut keine eindeutigen IC fiir MPA und CsA mit dem LDH-
Zytotoxizitétstest berechnet werden konnten, wurden folgende Testkonzentrationen fiir eine

Inkubationsdauer von 24 h und 48 h festgelegt:
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- CsA: 20,8 uM (25 pg/mL) mit serieller 1:5 Verdiinnung (drei Verdiinnungsschritte)
- MPA: 250 uM (80 pg/mL) mit serieller 1:2 Verdiinnung (drei Verdiinnungsschritte)

Es wurden 500 uL des 1:10 verdiinnten Vollbluts verwendet. Ebenfalls wurden mit

Losungsmittel behandelte Zellen mitkultiviert.

1h 4h 24h 48h 72h
iROS
Comet
Zytokin-ELISA
Comet
Zytokin-ELISA
iROS
Apoptose
Zellzyklus
XF Cell Mito Stress Test
Zytokin-ELISA
Apoptose
Zellzyklus
| \ \ |

Abb. 5 Inkubationszeiten der verschiedenen funktionalen Analysen.

4.2.2.2 Stimulation und Differenzierung von Immunzellen

Je nach Zelltyp wurden verschiedene Stimulanzien fiir die Zytokinfreisetzung verwendet

(Tab. 5). Die Stimulation erfolgte simultan zur Substanzinkubation.

Tab.5 Verwendete Stimulanzien in Abhéngigkeit der verwendeten Zellen.

Zellart Stimulanz Konzentration

THP-1 PMA 50 ng/mL
LPS 100 ng/mL
ATP* 5mM

Jurkat PMA 10 ng/mL
Ionomycin 350 ng/mL

Vollblut LPS 10 ng/mL

Vollblut PHA 3 pg/mL

Vollblut PWM 5 pg/mL

* Zugabe 30 min vor Ablauf der Stimulation
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4.2.3 Zellzyklus-Analyse

Zur Bestimmung der Verteilung der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen kann der
interkalierende Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid (PI) genutzt werden. Damit PI in die
Zelle eindringen kann, muss die Membran mit 70 % EtOH durchlédssig gemacht werden. Da
PI nicht spezifisch an DNA bindet und auch in der Lage ist, doppelstringige RNA
anzufarben, muss diese durch Ribonuklease (RNAse) abgebaut werden. Nach dem Abbau
der RNA korreliert die Fluoreszenzintensitét des PI mit dem DNA-Gehalt der Zelle und kann
den einzelnen Zellzyklusphasen zugeordnet werden. In der GO/G1-Phase, in welcher
Organellen gebildet und das Zytoplasma vermehrt wird, bestehen die Chromosomen einer
Zelle aus einem Chromatid. Dies spiegelt sich in einer relativ geringen Signalintensitit
wider. In der Synthese-Phase (S-Phase) wird die DNA repliziert, wodurch der DNA-Gehalt
und somit auch die Fluoreszenzintensitit von PI ansteigt. In der G2/M-Phase ist die
Replikation der DNA abgeschlossen. Zwei Chromatid-Chromosomen liegen vor und die
Signalintensitét ist am stirksten. Die DNA-Fragmentierung in apoptotischen Zellen fiihrt zu
einem noch geringeren DNA-Gehalt im Vergleich zu den Zellen in der GO/G1-Phase. Daher
werden Zellen mit apoptotischer DNA-Fragmentierung im Histogramm vor den Zellen in

der GO/G1-Phase sichtbar (subG1) [137].

Nach 24 und 72 h Inkubation der Zellen mit den Testsubstanzen (siche Tab. 3) wurden
0,5x10° Zellen in ein Probenrdhrchen iiberfiihrt und mit 500 pL eiskaltem 70 % EtOH
fixiert. Es folgte eine mindestens einstiindige Inkubation bei 4°C. Im Anschluss wurden
2 mL PBS hinzugegeben und zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und es wurde
erneut mit 2 mL PBS gewaschen. Das Pellet wurde in 500 pL PBS aufgenommen und mit
25 uL der RNAse Losung versetzt. Es schloss sich eine 30-miniitige Inkubation im
Brutschrank an. Nach einem Zentrifugations- und Waschschritt mit 2 mL FACS-Puffer,
wurden die Zellen in 500 uL FACS-Puffer aufgenommen. Fiinf Minuten vor der Messung
am Durchflusszytometer erfolgte die Farbung der Zellen mit 10 pL der Propidiumiodid-
Losung. 10000 Zellen wurden fiir die Messung am Durchflusszytometer im
Fluoreszenzkanal B3 (Band-Passfilter: 655-730) detektiert. Die Software Kaluza 1.2 diente

zur Auswertung der Daten.

4.2.4 Apoptosenachweis mittels Annexin V-FITC/PI Firbung

Annexin V ist in der Lage in einem Ca**-abhiingigen Prozess Phospholipide, insbesondere

Phosphatidylserin (PS) zu binden. Wihrend der friihen Phase der Apoptose wird PS von der
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inneren Seite der Zellmembran auf die AuBere transloziert und kann durch fluoreszenz-
markiertes (z.B. Fluoresceinisothiocyanat, FITC) Annexin V im Durchflusszytometer
detektiert werden [138]. In dieser frithen Phase ist die Membranintegritdt der Zelle noch
gewihrleistet. Schreitet die Apoptose weiter voran bzw. kommt es zu nekrotischen
Vorgéngen, verliert die Zelle an Membranintegritit und wird durchlédssig. Um zwischen
frithapoptotischen und spétapoptotischen bzw. nekrotischen Zellen differenzieren zu
konnen, kann zusétzlich eine PI-Farbung durchgefiihrt werden. PI kann die intakte
Zellmembran der vitalen sowie frithapoptotischen Zellen nicht passieren, jedoch die
durchlédssige Membran von spatapoptotischen und nekrotischen Zellen. Die Doppelfarbung

ermoglicht zusammenfassend folgende Abgrenzung:

- vitale Zellen (Annexin V-FITC negativ, PI negativ)
- frihapoptotische Zellen (Annexin V-FITC positiv, PI negativ)
- spétapoptotische und nekrotische Zellen (Annexin V-FITC positiv, PI positiv)

Die Zellen wurden wie unter Punkt 4.2.2.1 behandelt und aufgearbeitet. 0,15x10° Zellen
wurden in 100 uL Apoptose-Markierungslosung resuspendiert und fiir 15 min bei
Raumtemperatur und unter Lichtausschluss inkubiert. Nach Zugabe von 400 pL Annexin
Bindungspuffer wurden 10 000 Zellen im Durchflusszytometer in den Kanélen B1 (Band-
Passfilter: 525/50) und B3 (Band-Passfilter: 655-730) gemessen. Mittels der Kaluza 1.2
Software konnten die Daten ausgewertet und der prozentuale Anteil der Zellen den

verschiedenen Zelltodstadien zugeordnet werden.

4.2.5 Bestimmung der intrazelluliren reaktiven Sauerstoffspezies (iROS)

Intrazelluldre reaktive Sauerstoffspezies konnen u.a. mit dem Fluoreszenzfarbstoff 5-(6)-
Chloromethyl-2',7'-Dichlorodihydrofluoresceindiacetat (CM-H>DCFDA) quantitativ be-
stimmt werden. Der unpolare Farbstoff kann in die Zelle diffundieren, wo zellulire Esterasen
die Acetat-Gruppen abspalten und so den Austritt von dem polaren Zwischenprodukt
Chloromethyl-2°,7¢-Dichlorodihydrofluorescein (CM-H2DCF) aus der Zelle verhindern.
CM-H>DCF wird durch intrazelluldre ROS zum griin fluoreszierenden Chloromethyl-2¢,7’-
Dichlorofluorescein (CM-DCF) oxidiert, welches mittels Durchflusszytometrie quantifiziert

werden kann.

Die Behandlung und Bestimmung der Zellvitalitit erfolgte wie unter Punkt 4.2.2.1
beschrieben. Fiir den Versuch wurden 0,15%10° Zellen in ein Probenréhrchen iiberfiihrt und

in 100 pL. Medium aufgenommen. Nach Zugabe von 2 pL einer 125 uM CM-H>DCFDA-
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Losung (Endkonzentration 2,5 uM), folgte eine Inkubation von 30 min im Brutschrank. Zum
Entfernen von iiberschiissigem Farbstoff wurden die Zellen anschlieBend mit 3 mL Medium
gewaschen. Die Zellen wurden in 400 uL Medium aufgenommen und am Durch-
flusszytometer gemessen. Die Messung von 10 000 Zellen wurde im Fluoreszenzkanal B1
(Band-Passfilter: 525/50) vorgenommen. Die Analyse der durchflusszytometrischen Daten
erfolgte mittels der Kaluza 1.2 Software, mit der der Anteil an ROS positiven Zellen ermittelt

wurde.

4.2.6 Alkalischer Comet-Assay

Mit dem alkalischen Comet-Assay konnen DNA-Schiden auf Einzelzellebene
nachgewiesen werden. Mit der Methode lassen sich Einzelstrang-, Doppelstrangbriiche und
»akali-labile* Stellen, welche z.B. wéhrend der Basenexzisions-Reparatur entstehen und
durch die alkalischen Bedingungen zu DNA-Strangbriichen umgewandelt werden,
detektieren [139]. Dazu werden Zellen in einer Agarose mit geringem Schmelzpunkt
eingebettet und nach Lyse unter alkalischen Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt. Im
elektrischen Feld wandern die DNA-Fragmente einer geschéddigten Zelle ihrer Grof3e nach
zur Anode. Je kleiner die Fragmente, desto weiter konnen diese wandern. Je nach Grad der
Schadigung entsteht so das Bild eines Kometen. Der ,,Kopf™ des Kometen entspricht der
ungeschidigten DNA und die DNA-Fragmente finden sich in einem Schweif wieder (Abb.
6). Mittels Ethidiumbromid lasst sich die DNA anfarben. Die Schweifintensitidt kann mit

Hilfe einer Software quantifiziert werden.

NMP-Agarose wurde in der Mikrowelle erhitzt, bis sie schlierenfrei war. Ein Verlust von
Flissigkeit durch Verdunstung wurde durch Zugabe von Aqua dest. ausgeglichen. Es
wurden 400 pL der NMP-Agarose auf einen Objekttrager pipettiert und mit einem Deckglas
blasenfrei bedeckt. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurde das Deckglas vorsichtig
abgenommen und die Agarose fiir 24 h bei Raumtemperatur getrocknet. Bevor die
Einbettung der Zellen in die LMP-Agarose stattfinden konnte, wurde diese bei 100°C
geschmolzen und anschlieend im Wiarmebad auf 37°C heruntergekiihlt, so dass die Zellen
keinen Schaden nahmen. Nach Inkubation wurden die Zellen zentrifugiert und die Zellzahl
wurde bestimmt. Die Zellsuspension wurde auf 1x10° Zellen pro mL eingestellt. Es wurden
20 pL der Suspension in 200 L LMP-Agarose vorsichtig resuspendiert. Das Gemisch aus
Zellen und LMP-Agarose wurde ziigig auf den beschichteten Objekttriger gegeben und mit
einem Deckglas bedeckt. Nach 10 min Inkubation bei 4°C war die Agarose fest und das

Deckglas konnte wieder entfernt werden. Im Anschluss wurden die Objekttriger in kalte
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Lysepuffer-Gebrauchslosung tiberfithrt und fiir 45 min bei 4°C inkubiert. Nach dem
Abtupfen tliberschiissigen Lysepuffers mit einem Zellstofftuch, wurden die Objekttrager fiir
20 min in frisch hergestellte Denaturierungslosung gestellt. Dieser Schritt erfolgte unter
Lichtausschluss und bei Raumtemperatur. Die Elektrophoresekammer wurde mit
vorgekiihltem Elektrophoresepuffer befiillt und von auBlen mit FEis gekiihlt. Die
Elektrophorese wurde bei 25 V und 300 mA fiir 25 min durchgefiihrt. Nach einem kurzen
Waschschritt der Objekttriager in Aqua dest., wurden sie 3x10 min mit Neutralisationspuffer
gespiilt. Nochmals wurden sie mit Aqua dest. gewaschen und danach fiir 10 min in 70 %
EtOH inkubiert. Die Objekttrager wurden iiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Fiir
die Auswertung wurden 60 pL Ethidiumbromidlosung auf die Objekttrager pipettiert und
mit einem Deckglas abgedeckt. Mit einem Fluoreszenzmikroskop (200xVergroferung)
konnten 50 Zellen zufillig ausgesucht und fotografiert werden. Die Quantifizierung der
Schweifintensitit erfolgte mit der Comet Assay IV Software. Die Schweifintensitit gibt den

prozentualen Anteil der DNA-Fragmente im Schweif an.

Abb. 6 Unterschiedliche Schweifintensitdten entsprechend ansteigender Schiadigung der Zellen. Farbung
Ethidiumbromid, 200xVergréerung.

4.2.7 Zytokinfreisetzung
4.2.7.1 MACSPlex human Cytokine 12 Kit

Zur Bestimmung der Konzentration verschiedener Zytokine in einer Probe wurde das
MACSPlex human Cytokine 12 Kit verwendet. Es erlaubt die simultane Quantifizierung von
folgenden Zytokinen: GM-CSF, IFN-a, [FN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12p70,
IL-17A und TNF-a. Es basiert auf speziellen MACSPlex Capture Bead Populationen, welche
mit definierten Fluoreszenzen ausgestattet sind. Auf diesen Beads befinden sich spezifische
Antikorper, die gegen ein zu untersuchendes Zytokin gerichtet sind. Nach Inkubation mit
der Probe, wird ein APC-konjugiertes Detektionsreagenz, bestehend aus weiteren
spezifischen Antikorpern, hinzugegeben. Bei Vorhandensein des Zytokins formt sich ein

Sandwich-Komplex zwischen den Capture Beads und dem Detektionsreagenz. Der
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Komplex kann aufgrund der verschiedenen Fluoreszenzeigenschaften der Beads und des
Detektionsreagenzes durchflusszytometrisch analysiert werden.

Fiir die Versuche wurden zwei Ansdtze gewéhlt. Zum einen wurde der direkte Einfluss der
Substanzen auf die Zytokinfreisetzung untersucht, zum anderen wurden stimulierte Jurkat-
Zellen nach Naturstoffinkubation analysiert. Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend den

Herstellerangaben.

Nach Inkubation wurden die Zellen zentrifugiert und der Uberstand wurde in ein neues
Mikroreaktionsgefall {iberfiihrt. Zum Anfeuchten der MACSPlex 96-well Filterplatte
wurden 200 uL MACSPlex Buffer zu jedem Well gegeben und anschlieBend fiir 3 min bei
300xg zentrifugiert. Es wurden 50 pL Uberstand pro Well pipettiert und 20 puL des
MACSPlex 12 Cytokine Capture Bead Mix hinzugegeben. Es schloss sich eine 2 h
Inkubation unter Lichtausschluss auf einem Schiittler an. Zum Entfernen von
Probenfliissigkeit wurde die MACSPlex Filterplatte zentrifugiert. Die an Capture Bead
gebundenen Zytokine wurden zweimal mit 200 uL MACSPlex Buffer gewaschen. Nach
jedem Waschschritt wurde der Waschpuffer durch Zentrifugation entfernt. Vor Hinzugabe
von 20 puL Detektionsreagenz, wurde in jedes Well 80 uL MACSPIlex Buffer pipettiert. Es
folgte eine weitere Inkubation von 1 h unter Lichtausschluss auf einem Schiittler. Bevor die
Messung am MACSQuant Analyzer erfolgte, wurde zweimalig gewaschen und 200 pL
MACSPlex Buffer hinzugegeben. Die Analyse der durchflusszytometrischen Daten erfolgte
mittels der Kaluza 1.2 Software. Die Berechnung der Zytokinkonzentrationen erfolgte unter
Verwendung des extern  mitgefiihrten  Standardreihengemischs mit  einem
Konzentrationsbereich von 10 ng/mL-0 ng/mL und Regression. Die theoretischen

Nachweisgrenzen der einzelnen Zytokine waren sehr unterschiedlich (Tab. 6).

Tab. 6 Vom Hersteller angegebene Nachweisgrenzen der im Testkit analysierten Zytokine.

. Nachweisgrenze . Nachweisgrenze
Zytokin [pg/mL] Zytokin [pg/mL]
GM-CSF 0,2 IL-6 0,077
IFN-a 10,4 IL-9 32,7
IFN-y 6,26 IL-10 2,76
IL-2 1,52 IL-12 3,44
IL-4 34,2 IL-17A 0,7
IL-5 0,27 TNF-a 2,17

4.2.7.2 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Freisetzung von Zytokinen aus THP-1- und Jurkat-Zellen sowie Vollblut wurde mit
Hilfe von Enzyme Linked Immunosorbent Assays (ELISA) quantifiziert. Fiir die Versuche
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wurde zum einen der direkte Einfluss der Substanzen auf die Zytokinfreisetzung untersucht,

zum anderen wurde der Einfluss auf stimulierte Immunzellen betrachtet (siche 4.2.2.2).

Nach Inkubation wurden die Zellen zentrifugiert und der Uberstand wurde in ein neues
Mikroreaktionsgefall iiberfiihrt. Die Lagerung erfolgte bei - 20°C bzw. - 80°C bis zur
Testdurchfiihrung. Es wurden Zytokin-Kits verschiedener Hersteller fiir die Untersuchungen
verwendet (Tab. 7), wobei alle Kits auf dem Prinzip des Sandwich ELISA beruhten. Die

Durchfiihrung und Anfertigung von Puffern erfolgte geméfl den Anleitungen der Hersteller.

Tab. 7 Fiir die Detektion der Zytokinfreisetzung verwendete ELISA Kits.

Zytokin Hersteller Nachweisgrenze Zellart
[pg/mL]

IL-1PB BioLegend 0,5 THP-1

IL-2 BioLegend 4,0 Jurkat

IL-4 ImmunoTools 2,3 Vollblut

IL-8 BioLegend 8,0 Jurkat, THP-1
IL-10 eBioscience 2,0 Vollblut
IFN-y ImmunoTools 24,0 Vollblut
TNF-a eBioscience 4,0 Vollblut

Im Folgenden soll beispielhaft die Quantifizierung von IL-2 in Uberstéinden von behandelten
Jurkat-Zellen beschrieben werden. Einen Tag vor Versuchsbeginn wurden die Vertiefungen
einer 96-well Mikrotiterplatte mit 100 uL IL-2 Fangantikdrperlosung beschichtet und bei
4°C liber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag wurde nicht gebundener Antikorper viermal mit
300 uL/Well Waschpuffer abgewaschen. Danach wurden nicht spezifische Bindungsstellen
mit 100 pL 1xAssay Diluent A (Block-Puffer) fiir 1 h bei Raumtemperatur auf einem
Schiittler blockiert. Es folgten erneut vier Waschschritte mit 300 uL/Well Waschpuffer. Eine
Standardverdiinnungsreihe mit einem Konzentrationsbereich von 0-500 pg/mL wurde in
1xAssay Diluent A angefertigt. 100 uL des entsprechenden Standards bzw. aufgetaute und
resuspendierte Proben wurden in die Vertiefungen pipettiert und fiir 2 h bei Raumtemperatur
auf dem Schiittler inkubiert. Es schlossen sich vier weitere Waschschritte an. Danach wurden
100 uL biotinylierte-Detektionsantikorperlosung zu den an Fangantikorper gebundenen
Zytokinen gegeben. Die Inkubation erfolgte unter Schiitteln fiir 1 h bei Raumtemperatur.
Anschliefend wurde erneut viermal gewaschen und es folgte eine Behandlung mit 100 pLL
Avidin-HRP Losung fiir 30 min auf dem Schiittler. Vor der Zugabe von 100 pL TMB-
Substrat (3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidin), wurden die Wells flinfmal mit Waschpufter,
welcher bei jedem Schritt 1 min inkubierte, gespiilt. Der Substratumsatz erfolgte unter

Lichtausschluss und wurde nach 30 min durch Zugabe von einer 2 N H>SO4 Losung
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abgestoppt. Die Absorption wurde photometrisch bei den Wellenldngen 450 nm und 570 nm
gemessen. Die Berechnung der IL-2 Konzentrationen wurde unter Verwendung der extern

mitgefiihrten Standardreihe und linearer Regression durchgefiihrt.
4.2.8 Messung der mitochondrialen Funktion

Die mitochondriale Funktion kann mit Hilfe des Seahorse XF96 Extracellular Flux
Analyzers und dem XF Cell Mito Stress Test Kit untersucht werden. Die Technik des
Analyzers beruht auf einem Multiwell-Verfahren. In jedem Well wird iiber einen speziellen
Sensor, welcher mit zwei Fluorophoren ausgestattet ist, der Sauerstoffverbrauch und die
extrazellulire Ansiduerung im Medium gemessen. Die Sauerstoffverbrauchsrate (engl.
oxygen consumption rate, OCR) gibt Aufschluss liber die mitochondriale Atmung, wéhrend
die Protonenausscheidung, welche zur Ansduerung (engl. extracellular acidification rate,

EACR) fiihrt, Aussagen {iber die Glykolyse ermdglicht.

Das XF' Cell Mito Stress Test Kit setzt vier Modulatoren der Elektronentransportkette ein,
um Schliisselparameter der mitochondrialen Funktion durch Quantifizierung der OCR in
vitro und in Echtzeit zu bestimmen. Es kdnnen basale und maximale Atmung, respiratorische
Reservekapazitit, ATP-Produktion und Proteonenleck bestimmt werden (Abb. 7). Folgende
Modulatoren sind im Kit enthalten: Oligomycin, ein ATP Synthase Inhibitor, Carbonyl
cyanide-4 (trifluoromethoxy) phenylhydrazon (FCCP), ein mitochondrialer Entkoppler
sowie eine Kombination aus Antimycin A und Rotenon, die den Komplex I und III der

Elektronentransportkette inhibieren.

Antimycin A/
400 Oligomycin FCCP  Rotenon

w
(=]
o

respiratorische
Reservekapazitit

OCR [pmoles/min]

Y
(=]
o

0 nicht mitochondriale Atmung
1 20 40 60
Zeit [min]

Abb. 7 Schliisselparameter der mitochondrialen Funktion
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Die 96-well Mikrotiterplatten wurden mit 100 puL Kollagen Typ I Losung beschichtet. Nach
24 h wurde die Kollagenlosung abgesaugt und die Mikrotiterplatte zur Trocknung fiir
weitere 24 h im Brutschrank gelagert. Einen Tag vor der Testdurchfiihrung wurde eine
XF96-Kartusche (= XF96 cartridge) in 200 uL. XF-Kalibrierlosung iiber Nacht in einem
Inkubator (ohne CO2) bei 37°C A&quilibriert. Fiir Versuche zur Optimierung der
einzusetzenden Zelldichte wurden zunéchst unbehandelte Jurkat- und THP-1-Zellen in
verschiedenen Konzentrationen (0,4x10°-3x10° Zellen pro Well) ausgesit. Um Aussagen
zum bioenergetischen Profil der Immunzellen nach Substanzeinwirkung titigen zu konnen,
wurden die Zellen mit der IC1o und der ICso fiir 24h inkubiert. Fiir die Versuchsdurchfiihrung
mit den substanzbehandelten Zellen wurden die Zellen gezidhlt und zweimal mit XF-Medium
gewaschen. In die beschichteten Mikrotiterplatten wurden 1,5x10° Zellen in 180 pL XF-
Medium ausgesidt. AnschlieBend erfolgte zum besseren Anhaften der Zellen eine
Zentrifugation der Mikrotiterplatten. Es schloss sich eine Inkubation von 1 h in einem
Inkubator (ohne CO3) bei 37°C an. Wihrenddessen wurden die Ports fiir jede Vertiefung der
Kartusche mit den Modulatoren befiillt (Tab. 8). Die Stammldsungen der Modulatoren
waren entsprechend der Herstelleranleitung angesetzt worden. Die Kalibrierplatte wurde mit
der beladenen Kartusche in das Gerét gestellt und es folgte eine weitere Kalibrierung fiir ca.
15-30 min. Nach Ablauf dieser sowie der Inkubation der Zellen in dem nicht-CO» Inkubator,
konnte die Kalibrierplatte gegen die Mikrotiterplatte mit Zellen ausgetauscht und mit der
Messung begonnen werden. Zundchst wurden drei Messungen zur Aufnahme der Basislinie
durchgefiihrt, bevor nacheinander die Modulatoren hinzugegeben wurden. Nach Zugabe
jedes Modulators fanden drei Messungen im Abstand von zwei bis fiinf Minuten statt. Die

Analyse der OCR erfolgte mit der Wave Desktop 2.2 Software.

Tab. 8 Pipettierschema der Modulatoren fiir Untersuchungen zur mitochondrialen Funktion.

Port Volumen [pL] Endkonzentration [uM]
A: Oligomycin 20 1,0
B: FCCP 22 2,0
C: Rotenon/Antimycin A 25 0,5
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4.3 SPEZIFISCHE METHODEN ZUR IDENTIFIZIERUNG VON KONTAKTALLERGENEN
4.3.1 THP-1 Aktivierungstest

Der THP-1 Aktivierungstest wurde in Anlehnung an die OECD Richtlinie 442E ,,in vitro
Sensibilisierung der Haut: human Cell Line Activation Test (h-CLAT)* und in Kombination
mit der Bestimmung der IL-8 Sekretion durchgefiihrt [52, 65, 140].

4.3.1.1 Zytotoxizititsmessungen mittels Durchflusszytometer

Die Plasmaintegritit kann durch zytotoxische Substanzen beeinflusst werden. Ein Verlust
der Membranintegritdt ermoglicht der Zelle die Aufnahme von PI, einem Fluoreszenz-
farbstoff, der in die DNA interkaliert. Die Signalintensitit des PI ermoglicht Aussagen zur
Zellschadigung, wobei lediglich eine Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen

vorgenommen werden kann.

Fiir Dosis-Wirkungsbeziehungen wurden 1x10°® THP-1-Zellen pro mL mit verschiedenen
Substanzkonzentrationen fiir 24 h behandelt. Im Anschluss wurden ca. 0,25x10° Zellen in
ein Probenrdhrchen tiberfiihrt, mit 1 mL PBS gewaschen und mit 500 uL. PI-Farbelosung
(1 pg/mL PI in PBS) fiir 5 min inkubiert. Die Messung von 10 000 Zellen erfolgte am
Durchflusszytometer (MACSQuant Analyzer fiir Tulipalin A; FACSCalibur fiir Geraniol
und Farnesol). Der prozentuale Anteil an Pl-negativen Zellen wurde bestimmt und als
Zellvitalitit angegeben. Eine Ubertragung der Werte in die GraphPad Prism Software

ermoglichte die Berechnung von IC-Werten.

4.3.1.2 Bestimmung von Aktivierungsmarkern

THP-1-Zellen wurden mit einer Zelldichte von 1x10° Zellen in 12-well Platten ausgesit und
mit verschiedenen Konzentrationen, ausgehend von der ICys der Substanz, fiir 24 h
behandelt. Fiir den Versuch wurden ebenfalls unbehandelte, mit Losungsmittel behandelte
(DMSO0=0,2 %) und LPS (100 ng/mL oder 5 png/mL) behandelte Zellen mitgefiihrt. Im
Anschluss konnten die Zellen in ein Probenrdhrchen tiberfiihrt und zentrifugiert werden. Der
Uberstand wurde fiir die IL-8 Bestimmung in ein MikroreaktionsgefiB pipettiert und

bei -80°C bis zur Messung gelagert.

Fiir den Nachweis von Aktivierungsmarkern auf der Zelloberflache wurden die Zellen mit
FITC-konjugierten CD54 bzw. CD86 Antikdrpern oder Isotypenkontroll-Antikdrpern
gefirbt. Dazu wurden ca. 0,25x10° Zellen in 200 uL PBS (ohne Ca*'/Mg*") mit 3 pL
Antikdrperlosung fiir 30 min bei 4°C unter Lichtausschluss inkubiert. Uberschiissige
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Antikorper wurden unter Zugabe von 1 mL PBS und anschlieBender Zentrifugation entfernt.
Die Zellen wurden in 500 uL PBS (ohne Ca?"/Mg*") oder 500 uL PI-Losung zur
Bestimmung der Zellvitalitit (1 pg/mL) resuspendiert. Die Expressionslevel von CD86 und
CD54 sowie die Zellvitalitdit konnten mit einem Durchflusszytometer (MACSQuant
Analyzer fiir Tulipalin A; FACSCalibur fiir Geraniol und Farnesol) bestimmt werden. Es
wurden 10000 vitale Zellen gemessen und hinsichtlich der geometrischen mittleren
Fluoreszenzintensitdt (MFI) ausgewertet, mit der der Stimulationsindex (SI) berechnet

wurde.

_ MFI (behandelt)-MFI Isotyp (behandelt)
B MFI (LM)-MFI Isotyp (LM)

Um eine Substanz als Kontaktallergen klassifizieren zu konnen, muss eine Erhdhung der
Aktivierungsmarker von > 1,5 fiir CD86 bzw. > 2,0 fiir CD54 vorliegen. Fiir eine positive
Einstufung muss bei zwei von drei Experimenten mindestens eine getestete Konzentration

den jeweiligen Schwellenwert {iberschreiten [52, 65, 140].

4.3.1.3 Messung der IL-8 Freisetzung

Die Uberstinde, welche wihrend der Messung der Aktivierungsmarker abgenommen und
anschlieend gelagert wurden, wurden fiir die Quantifizierung der IL-8 Freisetzung
verwendet. Die Messung erfolgte mit kommerziell erhéltlichen Sandwich ELISA (von
ImmunoTools bzw. BioLegend) und wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Eine
exemplarische Durchfithrung wurde bereits unter Punkt 4.2.7 beschrieben. Die
Nachweisgrenze lag bei 2,6 pg/mL (ImmunoTools) bzw. 8,0 pg/mL (BioLegend). Eine
mind. 1,5-fache Erh6hung der IL-8 Konzentration der behandelten Probe im Vergleich zur

Kontrolle wurde als Grenze gesetzt, um eine Substanz als Kontaktallergen einzustufen [ 140,

141].

4.3.2 1IL-18 Produktion in NCTC-2544-Zellen
432.1 MTT-Test

Es wurden 100 pL einer Zellsuspension mit 2,5x10° Zellen pro mL in die Vertiefungen einer
96-well Mikrotiterplatte gegeben und fiir 24 h im Brutschrank kultiviert, um die Adhirenz
der Zellen zu ermdglichen. Im Anschluss wurde das Medium abgenommen und die Zellen
in den Spalten 1-11 mit 100 pL der Testsubstanz in abnehmender Konzentration behandelt.

In Spalte 12 wurden die Zellen mit der entsprechenden Menge Losungsmittel inkubiert.
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Nach 24 h im Brutschrank wurde das Medium abgesaugt und 100 pL. MTT-L&sung
(1 mg/mL) pro Vertiefung hinzugegeben. Es folgte eine Inkubation fiir 3 h im Brutschrank.
Anschlieend wurde die MTT-Losung abgenommen und die Zellen mit 100 pL eines
Gemisches (1:24) aus HCL (1 N) und Isopropanol auf einem Schiittler fiir 2 h lysiert. Die
Platte wurde mit Parafilm abgedichtet, da Isopropanol leicht fliichtig ist. Die Absorption
wurde bei einer Wellenldnge von 595 nm mit einem Mikrotiterplattenphotometer
aufgenommen. Die gemittelten Absorptionswerte wurden prozentual auf die mit
Losungsmittel behandelten Zellen bezogen und als Zellvitalitdt angegeben. Die Ermittlung

der ICy fiir jede Testsubstanz erfolgte mittels Regression.

4.3.2.2 Messung der IL-18 Produktion und des Proteingehalts

In einer 24-well Platte wurden 1,25%10° Zellen in 500 pL Medium ausgesit und iiber Nacht
zur Gewihrleistung der Zelladhdrenz im Brutschrank kultiviert. Die Adhdrenz wurde
mikroskopisch kontrolliert, bevor das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen mit
verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanz fiir 24 h behandelt wurden. Die mittels
MTT kalkulierte 1Cz0 wurde als hochste Konzentration eingesetzt. Unbehandelte, mit
Losungsmittel behandelte und mit p-Phenyldiamin (PPD=277 uM) behandelte Zellen
wurden ebenfalls untersucht. Die Versuche wurden mit je drei technischen Replikaten
durchgefiihrt. Nach Abschluss der Inkubation wurde das Medium abgesaugt und die Zellen
zweimal mit 1 mL PBS gewaschen und nachfolgend mit 250 puL 0,5 % Triton-100 in PBS
lysiert. Die Lyse fand auf Eis und einem Schiittler fiir 10 min statt. Die Zelllysate wurden
bis zur Zytokin- und Proteinbestimmung bei -80°C gelagert. Die Messung des intrazelluldren
IL-18 Gehalts wurde mit einem IL-18 Sandwich ELISA durchgefiihrt. Die intrazellulére

Zytokinkonzentration wurde auf den Gesamtproteingehalt des Zelllysats bezogen [63].

Der Proteingehalt wurden mit einer Bicinchoninséure (BCA)/Kupfer(Il)-sulfat-Losung
bestimmt. Kupfer(Il)-Ionen konnen durch Proteine unter alkalischen Bedingungen zu
Kupfer(I)-lonen reduziert werden. BCA bildet ebenfalls unter alkalischen
Reaktionsbedingungen einen lila-gefdarbten Komplex mit Kupfer(I)-Ionen, der bei einer

Wellenlédnge von 562 nm absorbiert [142].

In einer 96-well Platte wurde zu 100 pL BCA/Kupfer(Il)-sulfat-Losung 50 pL des Zelllysats
gegeben und fiir 30-60 min unter Lichtausschluss inkubiert. Neben den Proben wurden
externe Standardproben zur Aufnahme einer Standardkurve mitgefiihrt. Als Standard wurde
bovines Serumalbumin (BSA) in verschiedenen Konzentrationen (0 mg/mL-1 mg/mL) in

0,5 % Triton-100/PBS verwendet. Nach der Inkubation wurde die Absorption bei 540 nm
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und 560 nm gemessen. Der Gesamtproteingehalt wurde unter Verwendung der mitgefiihrten

Standardreihe und linearer Regression ermittelt.

Lag eine Erhohung des intrazelluldren IL-18 von >1,2 vor, wurde die Substanz als

Kontaktsensitizer eingestuft [63].
4.3.3 Humane Hautiquivalent-Kultur
4.3.3.1 Kultivierung und Behandlung

Reconstructed human Epidermis (RhE, EpiDerm, MatTek Corporation) ist ein drei-
dimensionales Epidermismodell, bestehend aus nicht-transformierten menschlichen epi-
dermalen Keratinozyten. Das humane Epidermismodell ist mehrschichtig und durch eine
Basalzell-, Spinous- und Granularschicht charakterisiert. Weiterhin enthélt es ein Stratum

corncum.

Die RhE wurde von der Firma MatTek (Bratislava, SK) bezogen und in speziellen
Transwell-Einsdtzen in Agarose eingebettet geliefert. Alle fiir die Kultivierung benétigten
Medien und Kulturplatten wurden vom Hersteller bereitgestellt. In die Vertiefungen einer 6-
well Platte wurden 900 puL MatTek-Medium pipettiert und die Einsétze transferiert. Es
schloss sich eine Inkubation bei 37°C, 5 % COz und 95 % Luftfeuchtigkeit fiir 24 h an.
Danach wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Nach der Zugabe des frischen Mediums
(900 pL) musste gesichert werden, dass sich keine Luftblasen unter den Einsédtzen befanden.
Fir den Versuch wurden die Substanzen (Ausnahme TUPA=H;0) in einem Aceton-
Olivenodl-Gemisch (AOO, 4:1) gel6st. Als Positivkontrolle wurde Dinitrochlorobenzen
(DNCB=14,8 mM) verwendet. Die Behandlung der RhE erfolgte direkt durch Zugabe von
25 pL Substanzlosung bzw. Losungsmittel auf die Hautdquivalent-Kultur in den Einsitzen.
Nachdem die RhE fiir 24 h im Brutschrank mit den Testchemikalien inkubiert wurde, wurde
das gesamte Kulturmedium fiir die IL-18 Quantifizierung abgenommen, in
MikroreaktionsgefdB3e iiberfithrt und bis zur Messung bei -20°C gelagert. Die Einsdtze mit
der RhE wurden nachfolgend fiir die Zellvitalititsbestimmung (MTT-Test) verwendet.

43.3.2 MTT-Test

Nach Substanzbehandlung der RhE-Kulturen wurden die Transwell-Einsétze in sterilen PBS
gewaschen. Uberschiissige Fliissigkeit am Rand der Einsétze wurde mit einem Zellulosetuch
abgetupft. Die Einsdtze wurden in mit 300 puL. MTT-Losung (1 mg/mL) befiillte
Vertiefungen einer 24-well Platte gegeben. Die Bildung von Blasen unter den Einsédtzen war

zu vermeiden. Es schloss sich eine Inkubation fiir 2 h im Brutschrank an. Danach wurden
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300 uL Isopropanol in eine neue 24-well Platte pipettiert und die Einsidtze wurden
transferiert, so dass die gebildeten Formazan-Kristalle unter 2h Schiitteln und
Lichtausschluss aus der RhE herausgelost werden konnten. Da Isopropanol fliichtig ist,
wurde die Platte wahrend des Vorgangs mit Parafilm abgedichtet. Nach der Extraktion der
Formazankristalle wurden 200 uL der Losung in eine 96-well Platte pipettiert und die
Absorption bei einer Wellenlinge von 595 nm mit einem Mikrotiterplattenphotometer
aufgenommen. Die Absorptionswerte der Proben wurden auf die mit Losungsmittel
behandelten Zellen bezogen und als Zellvitalitit in Prozent angegeben. Die effektive
Konzentration, die bendtigt wird, um eine 50 % Reduktion der Zellvitalitit zu erreichen

(ECs0), wurde mittels linearer Regression berechnet [64].

4.3.3.3 IL-18 Freisetzung

Zur Messung der IL-18 Freisetzung wurde ein Sandwich ELISA verwendet. Die Uberstéinde
wurden am Versuchstag aufgetaut. Die Durchfiilhrung des ELISA erfolgte wie bereits
beschrieben (siehe 4.2.7 und 3.7.8). Die Berechnung des IL-18 SI-2 erfolgte mittels linearer
Regression. Es handelt sich um die Konzentration, welche eine zweifache Erhohung der

IL- 18 Freisetzung zur Folge hat [64].
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5. ERGEBNISSE

5.1 FUNKTIONALE UNTERSUCHUNGEN ZUR IDENTIFIZIERUNG VON

IMMUNMODULATORISCHEN EIGENSCHAFTEN VERSCHIEDENER NATURSTOFFE
5.1.1 Zytotoxizitit der Naturstoffe
5.1.1.1 Zytotoxizititsmessungen mittels MTT-Test

Voraussetzung fiir nachfolgende Arbeiten war die Bestimmung der Zytotoxizitit der
Naturstoffe mittels MTT-Test. Dieser misst die metabolische Aktivitit der Zellen, welche
mit der Zellvitalitdt korreliert und somit Aussagen iiber die Zytotoxizitit einer Substanz

erlaubt.

Es wurden Untersuchungen an Jurkat-, THP-1-Zellen und PBMC durchgefiihrt. Die Zellen
wurden fiir 72 h und teilweise fiir 24 h (Jurkat-Zellen und PBMC) mit verschiedenen
Konzentrationen der Testsubstanz behandelt. Mittels linearer Regression wurden die 1Cio
bzw. 1Cso ermittelt, die Grundlage fiir weitere Versuche (Apoptose, iROS, Genotoxizitit,

Zytokine) waren.

Der Einfluss auf die Zellvitalitidt von 16 ausgewéhlten Naturstoffen wurde in Jurkat-Zellen
untersucht. Die als Negativkontrollen verwendeten Substanzen Urethan und Mannitol hatten
den schwichsten Einfluss auf die Zellvitalitit. Der ICso Wert liegt im mittleren mM-Bereich
und ist somit 1 000 bis 10 000 mal hoher im Vergleich zu den weiteren getesteten
Naturstoffen (Tab. 9). Vincristin zeigte nach 72 h Behandlung die stdrkste Zytotoxizitit,
gefolgt von Deoxynivalenol, Mycophenolsdure und Helenalin, welche in einem &dhnlichen
Ausmal auf die Zellvitalitdt wirkten. Agaritin, Cyclosporin A, p-Tolylhydrazin, Rapamycin
und Cannabidiol hatten ebenfalls in der gleichen GroBenordnung einen Einfluss auf die
Vitalitdit der Jurkat-Zellen nach 72 h Inkubation. Eine geringere Toxizitit zeigten
Tulipalin A, Rifampicin, Malathion und Guanin (Abb. 8). Zusitzlich zu den nach 72 h
durchgefiihrten Untersuchungen wurde fiir Vincristin, Deoxynivalenol, Helenalin, Etoposid,
Agaritin, Cyclosporin A, p-Tolylhydrazin, Cannabidiol und Tulipalin A die Zellvitalitét
nach 24 h bestimmt. Die Substanzen Vincristin, Mycophenolsdure, Agaritin und p-
Tolylhydrazin zeigten nach 24 h Inkubation eine so geringe Toxizitdt gegeniiber Jurkat-
Zellen, dass keine Berechnung der IC mit den in der Arbeit verwendeten Konzentrationen
vorgenommen werden konnte (Tab. 9). Cyclosporin A war nach 24 h Inkubation ebenfalls

weniger toxisch als nach 72 h. Die IC-Werte fiir die weiteren getesteten Substanzen waren
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nach 24 h Inkubation in der gleichen Groenordnung wie die nach 72 h. Lediglich der ICo-
Wert von Deoxynivalenol zeigte groflere Abweichungen (Tab. 9).

Tab. 9 IC-Werte nach 24 h bzw. 72 h Behandlung von Jurkat-Zellen mit verschiedenen Substanzen
(MTT-Test).
n.b. nicht bestimmbar; n.u. nicht untersucht.
24 h 72 h

Substanz IC1o [uM] I1Cso [uM] IC1o [uM] 1Cso0 [uM]
VCR n.b. n.b. 0,44x103 + 0,93x103 +

0,10x107° 0,16x107
DON 0,19+ 0,07 0,88+ 0,18 0,46 + 0,03 0,82 + 0,05
MPA n.b. n.b. 0,24 + 0,02 0,93 +0,11
HEL 0,5+0,01 1,28 +£ 0,05 0,52 £0,07 1,15+0,12
ETO 0,27+ 0,07 2,29+ 0,33 0,53+0,18 2,33+0,29
AGA n.b. n.b. 2,01 +£1,65 6,49 £3,29
CsA 4,48 + 0,26 12,91 £0,78 2,69 + 0,44 6,80 +0,48
PTH n.b. n.b. 3,06 +£0,99 7,74 £1,87
RAPA n.u. n.u. n.b. 11,02 £2,27
CBD 11,34 £0,57 19,46 + 0,48 9,0+ 1,50 17,20 £2,90
TUPA 28,74+1,94 49,45+ 498 28,71 £3,15 47,68 £3,77
RIF n.u. n.u. 43,84+ 1,57 64,26+2.84
GUA n.u. n.u. 46,00 = 14,57 191,42 +43,38
MAL n.u. n.u. 13,48+9,99 206,36 + 114,54
URE n.u. n.u. 18,01x10°+  45,4x10°+

7,44x10° 11,55x10°
MAN n.u. n.u. 72,68%10° + 138x10% +

1,44x10° 10,94x10°
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Abb. 8 Zellvitalitidt von Immunzellen (Jurkat-Zellen, THP-1-Monozyten, PBMC) nach der Behandlung

mit Naturstoffen fiir 72 h (MTT-Test).
MW =+ SD; n=3-11 mit je 6 technischen Replikaten.
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In THP-1-Zellen wurden neun Substanzen hinsichtlich ihrer zellvitalitdtsmindernden
Wirkung nach 72 h Inkubation untersucht. Die Toxizitdtsabstufungen und die ermittelten IC-
Werte sind mit denen der Jurkat-Zellen vergleichbar. Eine Ausnahme bilden Cyclosporin A
und Etoposid, die in den Monozyten eine hohere Toxizitdt aufwiesen (Tab. 10 vgl. Tab. 9).

Rapamycin und Tulipalin A hingegen hatten einen geringeren Einfluss auf die Vitalitét
(Abb. 8, Tab. 10).

Rapamycin, Rifampicin, Malathion und Guanin wurden aufgrund ihrer zum Teil nicht
bestimmbaren bzw. relativ hohen IC-Werte von weiteren Untersuchungen in Jurkat- und

THP-1-Zellen ausgeschlossen.

Tab. 10 IC-Werte nach 72 h Behandlung von THP-1-Zellen mit verschiedenen Substanzen (MTT-Test).

Substanz I1C1o [uM] ICso [uM]

VCR 0,22x10"* + 0,005%x10* 0,18%107 + 0,06x107
ETO 0,03 + 0,01 0,24 + 0,06

HEL 0,52 + 0,08 1,07 £0,12

DON 0,31+0,18 1,10 £ 0,35

CsA 0,93 0,26 3,86 + 0,64

MPA 1,30 + 0,85 5,61 +3,05

CBD 13,53 + 4,42 21,55+ 6,29

RAPA 16,48 + 1,92 26,20 +2,27

TUPA 57,61 + 16,82 87,2 + 16,67

URE 10,93x10° + 3,64x10° 32,73x10° + 6,04x10°
MAN 54,91x10° + 16,25x10° 115,15x10° + 17,51x10°

Neun ausgewdhlte Naturstoffe wurden auf ihre toxische Wirkung nach 24 h und 72 h
Behandlung in PBMC untersucht. Nach 24 h Inkubation konnten fiir Helenalin, Cannabidiol,
Tulipalin A, Urethan und Mannitol teilweise IC1o und/oder ICso ermittelt werden (Tab. 11).
Fiir Mycophenolsdure, Vincristin, Deoxynivalenol war es mit den in den Untersuchungen
verwendeten Konzentrationen nicht mdglich die ICyo und ICso nach 24 h Inkubationszeit zu
bestimmen. Cannabidiol und Tulipalin A hatten einen geringeren Einfluss auf die
Zellvitalitdt als in Jurkat-Zellen (Abb. 8). Nach 72 h konnten zusétzlich die IC fiir
Cyclosporin A und Deoxynivalenol abgeleitet werden (Tab. 11).
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Tab. 11 IC-Werte nach 24 h bzw. 72 h Behandlung von PBMC mit verschiedenen Substanzen (MTT-

Test).
n.b. nicht bestimmbar.
24 h 72 h
Substanz 1C10 [uM] I1Cso0 [uM] 1C10 [pM] I1Cso0 [uM]
VCR n.b. n.b. n.b. n.b.
MPA n.b. n.b. n.b. n.b.
DON n.b. n.b. 1,00 + 0,87 n.b.
HEL 0,45 +0,26 n.b. 0,18 £0,09 0,5+0,19
CsA n.b. n.b. 5,48 +£ 2,89 19,71 £ 8,40
CBD 2391+5,4 48,76 + 15,18 14,84 + 2,86 22,05 +£2,56
TUPA 51,76 +£ 10,17 n.b. 11,26 + 3,38 30,58 £ 12,09
URE 42.,62x10° + 119x10% + 31,99x10° + 65,67x10° +
12,86x10° 27x103 9,86x10° 14,53x10°
MAN 125,99x10°+  n.b. 101,95x10°+  385,04x10° +
10,17x103 35,25x10° 194,42x10°

5.1.1.2 Zytotoxizitdtsbestimmungen mittels LDH-Freisetzungstest

Der LDH-Freisetzungstest wurde zur Bestimmung der Zytotoxizitdt von Cyclosporin A und
Mycophenolsdure in Vollblutproben verwendet. Der Test beruht auf der Freisetzung
zytosolischer LDH in den Zellkulturiiberstand nach Schidigung der Membranintegritit. Die
LDH-Aktivitit kann kolorimetrisch bestimmt werden und korreliert mit dem Grad der

Zellschiadigung.

Die zytotoxische Wirkung von Cyclosporin A und Mycophenolsdure nach 24 h und 48 h
wurde in Vollblutproben von zwei Spendern untersucht. Cyclosporin A zeigte nach 24 h
Behandlung von Vollblut des Spenders 1 einen leicht toxischen Einfluss, jedoch ohne
Konzentrationsabhédngigkeit. In den Blutproben von Spender 2 fiihrte Cyclosporin A nach
24 h konzentrationsabhédngig zu einer Zunahme der Zytotoxizitdt (Abb. 9 A). Der Einfluss
von Cyclosporin A nach 48 h war dhnlich (Abb. 9 B). Die Mittelwerte der LDH-Freisetzung
aus dem Vollblut der beiden Spender zeigten nach 24 h und nach 48 h nur eine geringe
Zytotoxizitidt von Cyclosporin A, die zum Teil mit hohen Abweichungen verbunden war

(Abb. 9). Eine Berechnung der ICso war nicht moglich.
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Abb. 9 Zytotoxizitdt von CsA in Vollblut nach 24 h (A) und 48h (B) Behandlung (LDH
Freisetzungstest).
MW + R aus Spender 1 und 2.
Eine Behandlung mit Mycophenolsédure zeigte nach 24 h bei geringeren Konzentrationen
<4 uM einen geringen toxischen Effekt auf das Vollblut von Spender 1 und 2. (Abb. 10 A)
Nach 48 h Behandlung war nur noch mit Vollblut von Spender 1 eine Erhéhung der LDH
im Zellkulturiiberstand unter Verwendung niedriger Testkonzentrationen messbar. (Abb.

10 B) Eine Berechnung von IC war aufgrund der geringen Toxizitét nicht moglich.
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Abb. 10 Zytotoxizitdt von MPA in Vollblut nach 24 h (A) und 48h (B) Behandlung (LDH
Freisetzungstest).
MW +R aus Spender 1 und 2.

5.1.2 Zellzyklus-Analysen

Nach 24h und 72h Behandlung der Jurkat- und THP-1-Zellen mit der ICio der
Negativkontrollen (Mannitol und Urethan) sowie der ICjo und ICso der Positivkontrollen
(Cyclosporin A, Mycophenolsdure, Deoxynivalenol) und Testsubstanzen (Vincristin,
Cannabidiol, Helenalin, Tulipalin A, Agaritin, p-Tolylhydrazin) wurde der Zellzyklus auf
mogliche Verdnderung untersucht. Nach Firbung der Zellen mit PI konnte die
Fluoreszenzintensitdt Aufschluss iiber die einzelnen Zellzyklusphasen der Zellen geben. Ein
Vergleich der mit Naturstoffen behandelten zu den mit Losungsmitteln behandelten Zellen
ermdglicht Aussagen iiber einen mdglichen Zellzyklusarrest bzw. die Progression des

Zellzyklus nach einem solchen Arrest.
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5.1.2.1 Negativkontrollen

Jurkat-Zellen

Die mit Losungsmittel behandelten Jurkat-Zellen befanden sich nach 24 h Inkubationszeit
vor allem in der GO/G1-Phase. Ca. 30 % der Zellen konnten der S-Phase und 20 % der
G2/M-Phase zugeordnet werden. Weniger als 5 % der Zellen wiesen Merkmale der subG1-
Phase auf. Die subGl-Phase ist durch apoptotische Zellen mit degradierter DNA
gekennzeichnet und ist im klassischen Sinne keine Phase des Zellzyklus. Im Vergleich zu
24 h waren nach 72 h Kultivierung 50 % der Zellen in der G0/G1-Phase, 29 % in der S-
Phase und 18 % in der G2/M-Phase (Abb. 11). Eine Inkubation der Zellen mit Mannitol fiir
24 h und 72 h fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der Zellzahl in der GO/G1-Phase um ca.
10 % zu Lasten der S-Phase bzw. G2/M-Phase. Urethan fiihrte lediglich zu einem geringen
Anstieg der GO/G1-Phase nach 72 h Inkubationszeit. Die subG1-Phase blieb durch beide
Substanzen unbeeinflusst (Abb. 11).
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Abb. 11 Prozentualer Anteil der Jurkat-Zellen an den Zellzyklusphasen nach 24 h und 72 h Behandlung
mit der IC;o der Negativkontrollen MAN und URE.
MW +SD; n=3-5; ANOVA/Tukey Test mit **p<0,01; ***p<0,001 bezogen auf mit Lésungsmittel
behandelte Kontrollzellen.
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THP-1-Zellen

THP-1-Monozyten, welche mit Losungsmittel behandelt wurden, befanden sich, ebenso wie
die Jurkat-Zellen, vor allem in der GO/G1-Phase (ca. 50 %). In der S- und G2/M Phase
befanden sich jeweils 20 % der Zellen. Der prozentuale Anteil der Zellen der subG1-Phase
war mit ca. 10 % hoher als in den Jurkat-Zellen. Nach 72 h sank der Anteil der Zellen in der
G0/G1-Phase um ca. 10 %, wohingegen die Zellzahl in der S-Phase leicht anstieg. Mannitol
hatte nach 24 h Inkubation der Zellen keinen Einfluss auf den Zellzyklus. Nach 72 h kam es
zu einem geringen, jedoch signifikanten Anstieg der GO/G1-Phase (Abb. 12).

Eine 24 h Behandlung der Monozyten mit Urethan fiihrte zu einer signifikanten Erhohung
der Zellzahlen in der GO/G1-Phase um ca. 7 %. Dies war mit signifikanten Abnahmen der
Verteilung der Zellen in der S- und G2/M-Phase verbunden. Nach 72 h war nur noch eine
leichte Zunahme der Zellen in der GO/G1-Phase nachweisbar (Abb. 12).

24 h 72 h

— 807 subG1  GOG1 s G2M subG1  GO/G1 s G2/M
R
T 60-
=
<L
5 40-
=
=
S 20-
N
o
1
[=8

0-

St Nt SN®
24 h 72 h
— 807 subG1  Go/G1 s G2IM subG1  GO/G1 s G2/M
R
T 60-
=
<L
5 40-
=
=
E 20- *kk
g ’l‘
1
N Al O
S Nt Nt N N S Nt SN¢®

URE

Abb. 12 Zellzyklusverteilung von THP-1-Zellen nach 24 h und 72 h Substanzbehandlung mit der IC;o der
Negativkontrollen MAN und URE.
MW +SD; n=3-5; ANOV A/Tukey Test mit *p<0,05; ***p<0,001 bezogen auf mit Lésungsmittel
behandelte Kontrollzellen.
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5.1.2.2 Positivkontrollen

Jurkat-Zellen

Die losungsmittelbehandelten Zellen zeigten keine Verdnderungen der prozentualen
Verteilung in den einzelnen Zellzyklusphasen gegeniiber unbehandelten Kontrollzellen

(Ergebnisse nicht dargestellt).

Eine 24 h Inkubation der T-Zellen mit Cyclosporin A fiihrte konzentrationsabhingig zur
Erh6hung der GO/G1-Phase um 10 % bzw. 20 % und zur Minderung der Zellen in der S-
(ICs0) und G2/M-Phase (ICio und ICso). Eine lédngere Inkubation bewirkte einen

signifikanten Anstieg der subG1-Phase und eine verminderte Zellanzahl in der S-Phase
(Abb. 13).
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Abb. 13 Verteilung der Jurkat-Zellen in den Zellzyklusphasen nach 24 h und 72 h Substanzbehandlung mit

CsA.
MW +SD; n=4-5; ANOVA/Tukey Test mit *p<0,05; ***p<0,001 bezogen auf mit Lésungsmittel

behandelte Kontrollzellen.
Das Verteilungsmuster der mit Deoxynivalenol behandelten Zellen war dhnlich zu der
Verteilung der mit Cyclosporin A behandelten T-Zellen. Nach 24 h Inkubation der Zellen
mit dem Naturstoff trat eine Erhohung der Zellzahl in der GO/G1-Phase zu Lasten der S-
Phase (ICs0) und G2/M-Phase (IC1o und ICso) auf. Zusitzlich kam es zu einem Anstieg der
Zellen in der subG1-Phase nach der Inkubation mit der ICso (Abb. 14). Mit zunehmender
Inkubationszeit dnderte sich die Verteilung der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen.
Die ICy fiihrte weiterhin zu einer Erhohung der Zellzahl in der G0/G1-Phase und zu einer
Minderung in der S-Phase. Die Zellzahl in der G2/M-Phase war im Vergleich zu den mit
Losungsmittel behandelten Zellen unveridndert. Die ICso von Deoxynivalenol erhohte sehr
stark die Zellen mit fragmentierter DNA (subG1), welche mit einer Senkung des Zellanteils
der S-Phase verbunden war. Die GO/GI1- und G2/M Phasen blieben unverdndert. Ein
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Vergleich der Zellverteilung zwischen den beiden Inkubationszeiten zeigt, dass sich der
Anteil der mit Naturstoff behandelten Zellen in den einzelnen Phasen kaum (mit Ausnahme

der ICso in der subG1 und GO/G1-Phase) geéndert hat (Abb. 15).
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Abb. 14 Reprisentative Einparameter-Histogramme der Zellzyklusphasen von Jurkat-Zellen nach 24 h
Behandlung mit DON.
Dargestellt ist jeweils ein Overlay von DON-behandelten Jurkat-Zellen und EtOH-behandelten
Zellen.
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Abb. 15 Verteilung der Jurkat-Zellen in den Zellzyklusphasen nach 24 h und 72 h Substanzbehandlung mit

B{%Ifq#sm n=10; ANOVA/Tukey Test mit *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 bezogen auf mit

Losungsmittel behandelte Kontrollzellen.
Eine Inkubation mit der IC1o von Mycophenolsédure fiir 24 h hatte keinen Einfluss auf den
Zellzyklus. Die Verwendung der hoheren Konzentration reduzierte den Anteil der Jurkat-
Zellen in der GO/G1- sowie G2/M-Phase nach 24 h. Der prozentuale Zellanteil in der S-
Phase wurde signifikant um 13 % erhoht. Eine dreitégige Inkubation der Zellen mit
Mycophenolsdure wirkte sich auf die GO/G1-Phase fiir beide verwendeten Konzentrationen
im Vergleich zu den mit Losungsmittel behandelten Zellen negativ aus. Die Zellzahl in den

S- und subG1-Phasen waren nach einer Behandlung mit der ICso erhoht (Abb. 16, Abb. 17).
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Abb. 16 Reprisentative Einparameter-Histogramme der Zellzyklusphasen von Jurkat-Zellen nach 72 h

Behandlung mit MPA.
Dargestellt ist jeweils ein Overlay von MPA-behandelten Jurkat-Zellen und MeOH-behandelten
Zellen.
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Abb. 17 Verteilung der Jurkat-Zellen in den Zellzyklusphasen nach 24 hund 72 h Substanzbehandlung mit

MPA.

MW +SD; n=3; ANOVA/Tukey Test mit **p<0,01; ***p<0,001 bezogen auf mit Losungsmittel
behandelte Kontrollzellen.

THP-1-Zellen

Die verwendeten Losungsmittelkonzentrationen hatten keinen Einfluss auf die Verteilung

der Monozyten in den einzelnen Zellzyklusphasen (Ergebnisse nicht dargestellt).

Unter Verwendung der ICsp von Cyclosporin A kam es in THP-1-Monozyten zu einer
signifikanten Erhohung in der subG1-Phase und zu einer Minderung in der G0/G1-Phase.
Nach 72 h kam es zu einer weiteren Zunahme der Zellzahl in der subG1-Phase (ICso).
Zusitzlich zu der GO/G1 Phase wurde die Zellverteilung in der S- und G2/M Phase nach
dreitdgiger Inkubation mit der ICso vermindert. Die geringe Konzentration (IC1o) hatte weder

nach 24 h, noch nach 72 h einen Einfluss auf den Zellzyklus (Abb. 18).
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Abb. 18 Prozentualer Anteil der THP-1-Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen nach 24 h und 72 h
Behandlung mit der Positivkontrolle CsA.
MW +SD; n=5; ANOVA/Tukey Test mit **p<0,01; ***p<0,001 bezogen auf mit Losungsmittel
behandelte Kontrollzellen.

Die ICio und ICso der Positivkontrolle Deoxynivalenol fiihrten konzentrationsabhédngig zu
einer Reduktion der Zellen in der G0/G1-Phase und zu einer Steigerung der Zellzahlen in
der G2/M-Phase nach 24 h Inkubation. Nach 72 h verdnderte sich das Verteilungsmuster der
Monozyten in den einzelnen Phasen. Die beiden getesteten Konzentrationen fiihrten zu einer
Zunahme der Zellen in der GO/G1 Phase um 5 % bzw. 10 % und Abnahme der Zellzahlen

in der S- und G2/M Phase (nur die ICso). Zusétzlich war unter Verwendung der 1Cso eine

Verdopplung des Zellanteils mit fragmentierter DNA nachweisbar (Abb. 19).

24 h 72 h

801 subG1 GO/G1 s G2/M subG1 GO/G1 s G2M

ke
*%

(=23
o
1

sk
ek

prozentualer Anteil [%]
F-S
o

y I
[}

[

[ b

DON

Abb. 19 Prozentualer Anteil der THP-1-Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen nach 24 h und 72 h
Behandlung mit der Positivkontrolle DON.
MW +SD; n=5; ANOVA/Tukey Test mit **p<0,01; ***p<0,001 bezogen auf mit Losungsmittel
behandelte Kontrollzellen.
Eine 24 h Inkubation der THP-1-Zellen mit der ICio von Mycophenolsdure fiihrte zu
signifikanten Anderungen der GO/Gl- und S- Phasen. Eine Verlingerung der

Inkubationszeit hatte fiir beide Konzentrationen eine Abnahme der Zellen um 20 % bzw.
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30 % in der GO/G1 Phase zur Folge. Der Anteil der Monozyten in der G2/M Phase nahm
unter der ICjo zu, wohingegen die ICso den Anteil senkte (nicht signifikant). Weiterhin kam

es zu einer Verdopplung bzw. Versechsfachung der Monozyten in der subG1-Phase unter

Verwendung der ICso (Abb. 20, Abb. 21).
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Abb. 20 Reprisentative Einparameter-Histogramme von THP-1-Monozyten nach Behandlung mit MPA
fiir 72 h.
Dargestellt sind repriasentative Diagramme von MP A-behandelten Zellen im Vergleich zu MeOH-
behandelten Zellen.
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Abb. 21 Prozentualer Anteil der THP-1-Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen nach 24 h und 72 h
Behandlung mit der Positivkontrolle MPA.

MW +SD; n=3; ANOVA/Tukey Test mit ***p<0,001 bezogen auf mit Lésungsmittel behandelte
Kontrollzellen.

5.1.2.3 Testsubstanzen

Jurkat-Zellen

In Jurkat-Zellen wurden sechs Substanzen auf ihren Einfluss auf den Zellzyklus untersucht
(Tab. 12). Die entsprechenden Sdulendiagramme befinden sich im Anhang Ala-f. Beide

getesteten Konzentrationen von Cannabidiol erhdhten den Zellanteil in der GO/G1-Phase,
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wihrend er in der S-Phase nach 24 h Inkubation vermindert war. Die subtoxischen
Konzentrationen (ICi9) von Vincristin, Tulipalin A und Helenalin fithrten zu keinen
Anderungen nach 24 h Behandlungszeit (Tab. 12). Nach der eintigigen Inkubation mit der
ICs0 von Vincristin kam es zur signifikanten Senkung des prozentualen Zellanteils in der S-
Phase. Die ICso von Tulipalin A und Helenalin steigerten die Zellzahlen in der subG1-Phase
zu Lasten der GO/G1-Phase (nicht signifikante Anderung fiir Tulipalin A). Die getesteten
Konzentrationen von Agaritin und p-Tolylhydrazin hatten nach 24 h Behandlung keinen

Einfluss auf den Zellzyklus (Ausnahme ICio Agaritin) (Tab. 12).

Tab. 12 Anderung der Verteilung von Jurkat-Zellen in den Zellzyklusphasen im Vergleich zu den
entsprechenden mit Losungsmittel behandelten Kontrollzellen nach 24 h und 72 h Inkubation
mit den Testsubstanzen.

ANOVA/Tukey Test; n=3-10; Signifikanz vs. entsprechende Kontrolle: @ = nicht signifikant;
signifikante Erhdhung 1p<0,05; 11p<0,01; 111p<0,001; signifikante Verminderung |p<0,05; ||
p<0,01; ||| p<0,001.

24 h 72 h
Phase subGl Gl1 S G2/M subG1 G1 S G2/M

CBD

ICio )] 1 1) 1) ) ] @ 1)

ICso )] (N W 1) ) o 1) 1)
VCR

IC1o 1) 1) 1) 1) )] ] ) )

ICso 1) 1) W 1) " 0] )] 1)
HEL

ICio 1) 1) 1) 1) )] ] )] )]

Cso 1 L @ ? 1 W ® "1
TUPA

IC1o 1) 1) 1) 1) )] ] 1) 1)

ICso 1 @ @ 1) (N ! ! )
AGA

ICo @ ! o) 0] (N) W @ 0

ICso )] 1) 1) 1) " 1 1) 1)
PTH

IC1o 1) 1) 1) 1) )] ] 1) 1)

1Cso ) 1) 1) 1) T L L 1)

Nach dreitdgiger Behandlung der Zellen mit den beiden verwendeten Konzentrationen von
Cannabidiol waren keine Anderungen der Zellzyklen detektierbar (Tab. 12). Die ICio von
Vincristin, Helenalin, Tulipalin A und p-Tolylhydrazin hatten ebenfalls keinen
nachweisbaren Einfluss auf die Verteilung der Zellen in den einzelnen Phasen. Die
untersuchten ICso erhohten signifikant den Anteil der Zellen mit fragmentierter DNA und

reduzierten die Zellen in der GO/G1-Phase mit Ausnahme von Vincristin. Zudem kam es bei
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der Inkubation der Zellen mit Tulipalin A und p-Tolylhydrazin zu einer Abnahme der
Zellzahl in der S-Phase (Tab. 12). Helenalin steigerte den prozentualen Anteil der Zellen in
der G2/M-Phase. Die IC1o von Agaritin war die einzige subtoxische Konzentration, die nach

72 h Behandlung der T-Zellen signifikante Zellzyklusverdnderungen hervorrief (Tab. 12).

THP-1-Zellen

Zwei Naturstoffe aus dem Set der Testsubstanzen wurden auf ihre zellzyklusverdndernden
Eigenschaften in Monozyten untersucht. Die entsprechenden Sdulendiagramme sind im
Anhang A2a-b aufgefiihrt. Die ICso von Cannabidiol fiihrte nach 24 h Inkubation zu einer
Zunahme der Zellzahl in der subGl-Phase und Abnahme in der S-Phase. Die ICio von
Cannabidiol hatte keinen Einfluss auf den Zellzyklus. Eine Behandlung der Zellen mit
Tulipalin A fiihrte zu einer signifikanten Minderung des Zellanteils in der G0/G1-Phase, die
mit einer Erhéhung des Zellanteils in der subGl- und G2/M-Phase (fiir die ICio nicht
signifikant) verbunden war (Tab. 13).

Weder Cannabidiol noch Tulipalin A fiihrten nach 72 h Behandlung der Monozyten zu
signifikanten Anderungen der Verteilung der Zellen in den Zellzyklusphasen. Es konnte
lediglich ein nicht signifikanter Anstieg der Zellzahl in der subGl-Phase unter der
Verwendung der ICso von Tulipalin A detektiert werden (Tab. 13).

Tab. 13 Anderung der Verteilung von THP-1 Monozyten in den Zellzyklusphasen im Vergleich zu den
entsprechenden mit Losungsmittel behandelten Kontrollzellen nach 24 h und 72 h Inkubation
mit Testsubstanzen.

ANOVA/Tukey Test; n=3-7; Signifikanz vs. entsprechende Kontrolle: @ = nicht signifikant;
signifikante Erhdhung 1p<0,05; 11p<0,01; 111p<0,001; signifikante Verminderung |p<0,05; ||
p<0,01; ||| p<0,001

24 h 72 h
Phase subGl G1 S G2/M subG1 Gl S G2/M
CBD
ICio 1) 1) 1) 1) @ @ @ @
ICso 117 ) I 1) @ ) @ )
TUPA
ICio ) H 1) 1) ) ) ) )
ICso 111 WA @ T 1) 1) ) ?

5.1.3 Programmierter Zelltod (Apoptose)

Die Induktion der Apoptose wurde nach 24 h und 72 h Inkubation der Immunzelllinien mit
den Naturstoffen untersucht. Um zwischen frithapoptotischen und spitapoptotischen bzw.

nekrotischen Zellen zu unterscheiden, wurde eine Annexin V-FITC/PI Doppelfarbung der
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Zellen durchgefiihrt. Es wurden drei Positiv- und zwei Negativkontrollen in den Jurkat-
Zellen und THP-1-Zellen untersucht. Von den Testsubstanzen wurden sechs Substanzen in

Jurkat-Zellen und zwei Substanzen in THP-1-Zellen analysiert.

5.1.3.1 Negativkontrollen

Jurkat-Zellen

Die mit Losungsmittel behandelten Jurkat-Zellen wiesen nach 24 h und 72h eine
Apoptoserate <5 % auf. In diesem geringen Prozentsatz konnten sowohl frithapoptotische
als auch spéatapoptotisch/nekrotische Zellen nachgewiesen werden. Die ICio von Mannitol
und Urethan fithrten weder nach 24 h, noch nach 72 h Inkubation der Zellen mit den
Substanzen zu einer Apoptoseinduktion (Abb. 22).
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Abb. 22 Induktion von Apoptose in Jurkat-Zellen nach Inkubation mit MAN und URE (Negativkontrollen)
fiir 24 h (A) und 72 h (B) (Annexin V-FITC/PI Fiarbung).
MW+/-SD, n=4-5; ANOVA/Tukey Test.

THP-1-Zellen

In mit Losungsmittel behandelten THP-1-Zellen lag der Anteil an apoptotischen Zellen nach
24 h Behandlungszeit bei ca. 6 %. Nach 72 h stieg dieser Anteil leicht auf ca. 10 % an. Eine
Behandlung der Monozyten mit den Negativkontrollen Mannitol und Urethan fiir 24 h hatte
keinen Einfluss auf die Apoptose (Abb. 23 A). Ein positiver Effekt auf die Apoptoserate
konnte jedoch nach dreitégiger Inkubation der Zellen mit den Negativkontrollen detektiert
werden. Die Substanzen reduzierten den Zellanteil, bei denen spétapoptotische und

nekrotische Vorgéinge induziert wurden (Abb. 23 B).
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Abb. 23 Apoptoserate in THP-1-Zellen nach Inkubation mit MAN und URE fiir 24 h (A) und 72 h (B)
(Annexin V-FITC/PI Féarbung).

MW+SD; n=3-5; ANOVA/Tukey Test mit p<0,001 bezogen auf mit Lésungsmittel behandelte
Kontrollzellen.

5.1.3.2 Positivkontrollen

Jurkat-Zellen

Eine eintdgige bzw. dreitigige Inkubation der Zellen mit den verwendeten
Losungsmittelkonzentrationen fiihrte zu einer Apoptose von 2-3 % in Jurkat-Zellen und
unterschied sich nicht von unbehandelten Kontrollzellen. Auf eine Darstellung der

unbehandelten Zellen wurde daher verzichtet.

Die ICio von Cyclosporin A und Deoxynivalenol erhéhten nach 24 h nicht signifikant die
Apoptose. Im Gegensatz dazu war nach 24 h Inkubation der Zellen mit der ICso der beiden
Naturstoffe Apoptose nachweisbar, die sich nach 72 h Inkubation nicht wesentlich erhdhte.
Mycophenolsédure induzierte nach 24 h keine Apoptose. Nach 72 h war ein sehr hoher Anteil
von ca. einem Drittel an apoptotischen Zellen detektierbar (Abb. 24). In den apoptotischen,
mit Mycophenolsdure und Cyclosporin A behandelten Zellen, waren nach 72 h Behandlung

ca. zwei Drittel spatapoptotisch bzw. nekrotisch (Abb. 24 B).
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Abb. 24 Apoptoseinduktion der Positivkontrollen CsA, MPA und DON nach 24 h (A) und 72 h (B)
Behandlung der Jurkat-Zellen (Annexin V-FITC/PI Farbung).
MW+/-SD, n=3-11, ANOVA/Tukey Test mit **p<0,01, ***p<0,001 bezogen auf mit EtOH als
Losungsmittel behandelte Zellen und ##p<0,001 bezogen auf mit MeOH behandelte
Kontrollzellen.

THP-1-Zellen

Mit Losungsmittel behandelte Monozyten wiesen nach 24 h und 72 h Inkubation eine
Apoptoserate von ca. 5-9 % auf und zeigten keine Unterschiede zu unbehandelten

Kontrollzellen.

Die ICio von Cyclosporin A fiihrte nach eintégiger Inkubation zu keiner Apoptose,
wohingegen die Apoptose nach Inkubation der Zellen mit der ICso um 20 % anstieg. Der
Anteil an frith- und spétapoptotischen/nekrotischen Zellen war ausgeglichen (Abb. 25).
Weiterhin zeichneten sich geringe Zunahmen der Apoptose in mit Mycophenolsdure und
Deoxynivalenol (ICso) behandelten Zellen ab. Mit zunehmender Inkubationszeit der
Monozyten nahm die Apoptoseinduktion zu. In mycophenolsdurebehandelten Zellen waren
20 % bzw. 55 % der Zellen apoptotisch, wobei die frithapoptotischen Zellen iiberwogen. Die
ICso von Cyclosporin A fiihrte hingegen fast ausschlielich zu spétapoptotischen/
nekrotischen Zellen (ca. 30 %). Der Apoptoseanteil in mit Deoxynivalenol behandelten

Zellen war mit 15 % am geringsten (Abb. 25).
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Abb. 25 Apoptoseinduktion in THP-1-Zellen nach Inkubation mit den Positivkontrollen (CsA, MPA,
DON) fiir 24 h (A) und 72 h (B) (Annexin V-FITC/PI Féarbung).
MW+/-SD, n=3-5, ANOV A/Tukey Test mit ***p<0,001 bezogen auf mit EtOH als Losungsmittel
behandelte Zellen und ##p<0,001 bezogen auf mit MeOH behandelte Kontrollzellen.

5.1.3.3 Testsubstanzen

Jurkat-Zellen

Die unterschiedlichen Losungsmittelkonzentrationen fiithrten nach 24 h bzw. 72 h zu einer
Apoptoserate von <4 %, mit Ausnahme von der Losungsmittelkonzentration von
Cannabidiol (14 %), und entsprachen den Werten der jeweils mitgefiihrten unbehandelten

Kontrollzellen.

Die Apoptose in Zellen, die fiir 24 h mit subtoxischen Konzentrationen der Testsubstanzen
inkubiert wurden, entsprach denen der Kontrollzellen. Im Gegensatz dazu fiihrten die 1Cso
von Cannabidiol, Vincristin, Helenalin und Tulipalin A zur signifikanten Apoptoseinduktion
mit iiberwiegend frithapoptotischen Zellen (Abb. 26 A). Die Substanzen Agaritin und

p-Tolylhydrazin bewirkten zu diesem Untersuchungszeitpunkt keine Apoptosezunahme.

Nach dreitdgiger Inkubation mit der IC1o von Agaritin hatte sich der Anteil apoptotischer
Zellen verfiinffacht (nicht signifikant), wihrend die 1Cio der anderen Naturstoffe keinen
Einfluss hatten. Mit zunehmender Substanzkonzentration war fiir alle untersuchten 1Cso-
Werte der Naturstoffe (auBBer Cannabidiol) Apoptose messbar. In mit Helenalin, Tulipalin A
und Agaritin behandelten Zellen fanden grofiteils spétapoptotische/nekrotische Prozesse
statt. Im Vergleich dazu hatten die mit Vincristin und p-Tolylhydrazin behandelten Zellen
vor allem den Anteil frithapoptotischer Zellen erh6ht (Abb. 26 B).
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Abb. 26 Induktion von Apoptose in Jurkat-Zellen durch die Testsubstanzen nach 24 h (A) und 72 h (B)
Inkubation der Zellen (Annexin V-FITC/PI Féarbung).
MW+/-SD; n=3-6; ANOVA/Tukey Test mit **p<0,01, ***p<0,001 bezogen auf mit
Losungsmittel-behandelte (EtOH) Zellen und $%%p<0,001 bezogen auf mit H,O (LM) behandelte
Kontrollzellen.

THP-1-Zellen

Die Apoptose von mit Cannabidiol und Tulipalin A behandelten Monozyten wurde nach
zwei Untersuchungszeitpunkten (24 h und 72 h) durchflusszytometrisch bestimmt. Die
Losungsmittelkonzentrationen hatten keinen FEinfluss auf die Apoptoseinduktion im

Vergleich zu unbehandelten Zellen. Auf eine Darstellung wurde daher verzichtet.

Eine Inkubation der Monozyten mit der IC1o von Cannabidiol fiir 24 h bzw. 72 h hatte keine

Apoptose zur Folge. Unter Verwendung der ICso kam es zeitabhingig zur
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Apoptoseinduktion. Diese betrug nach 72 h ca. 35 % (Abb. 27). Eine Zunahme apoptotischer
Zellen, hauptsichlich von spatapoptotischen/nekrotischen Zellen, war nach der Behandlung
mit beiden untersuchten Tulipalin A Konzentrationen nach 24 h Behandlungsdauer zu
beobachten. Nach dreitdgiger Inkubation der Zellen sank der Prozentsatz der apoptotischen
Zellen fiir die ICio von Tulipalin A von ca. 20 % auf das Niveau der Kontrollzellen und fiir

die ICso um 10 %, im Vergleich zum Wert nach 24 h (Abb. 27).
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Abb. 27 Apoptoserate in THP-1-Zellen nach Inkubation mit den Testsubstanzen fiir 24 h (A) und 72 h (B)
(Annexin V-FITC/PI Féarbung).
MW+SD; n=5-10; ANOVA/Tukey Test mit ***p<0,001 bezogen auf mit EtOH (=LM)
behandelte Zellen; $p<0,05; $%3p<0,001 bezogen auf mit HO (=LM) behandelte Kontrollzellen.

5.1.4 Induktion intrazellulirer reaktiver Sauerstoffspezies

Die Induktion von iROS wurde in Jurkat- und THP-1-Zellen nach einer 1 h und 24 h
Inkubationszeit mit den Negativkontrollen Mannitol und Urethan, den Positivkontrollen
Cyclosporin A, Mycophenolsdure und Deoxynivalenol mit anschlieBender CM-H>DCFDA-
Féarbung untersucht. Zudem wurden die iROS nach Behandlung mit den Testsubstanzen
Cannabidiol, Vincristin, Helenalin, Tulipalin A, Agaritin und p-Tolylhydrazin in Jurkat-
Zellen und Cannabidiol und Tulipalin A in THP-1-Zellen gemessen. Durch Reaktion des
Farbstoffs mit iROS entsteht ein fluoreszierendes Produkt, welches im Durchflusszytometer
quantifiziert werden kann. Zur Auswertung wurde eine Ratio aus mit Losungsmittel
behandelten und mit Substanz behandelten iROS positiven Zellen gebildet. TBH (tert-

Butylhydroperoxid) wurde als testinterne Positivkontrolle bei jedem Versuch mitgefiihrt.
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5.1.4.1 Negativkontrollen

Jurkat-Zellen

Der Anteil an iROS positiven Jurkat-Zellen war nach 1 h und 24 h Kultivierung sehr gering
und betrug lediglich 2-3 %. Die einstiindige Behandlung der Zellen mit 0,1 mM tert-
Butylhydroperoxid (interne Kontrolle) steigerte den Anteil iROS positiver Zellen um das
30-50 fache. Eine Inkubation der T-Zellen mit den Negativkontrollen Mannitol und Urethan
fiihrte weder nach 1 h noch nach 24 h zu einer Erhohung der iROS positiven Zellen (Abb.
28).
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Abb. 28 Relative Menge an iROS positiven Jurkat-Zellen nach 1 h (A) und 24 h (B) Inkubation mit der
ICio der Negativkontrollen MAN und URE (CM-H,DCFDA Firbung).
Dargestellt ist die x-fache Menge an iROS positiven Zellen gegeniiber mit Losungsmittel
behandelten Kontrollzellen. Behandlung mit 0,1 mM TBH fiir 1 h diente als Positivkontrolle.
MW+SD; n=3; Einstichproben-t-Test (hypothetischer Wert=1) mit ***p<0,001.

THP-1-Zellen

In THP-1-Zellen lag der Anteil an iROS positiven Zellen nach 1 h bzw. 24 h Kultivierung
bei ca. 6,5 %. Die testinterne Positivkontrolle tert-Butylhydroperoxid steigerte die iROS
positiven Monozyten um das ca. 15-fache. Die Anzahl iROS positiver Zellen nach
Inkubation fiir 1 h mit den Negativkontrollen Mannitol und Urethan blieb unverédndert. Nach
24 h hingegen sank die iROS Produktion auf ca. die Hilfte im Vergleich zu den mit
Losungsmittel behandelten Zellen (Abb. 29).
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Abb. 29 Induktion iROS positiver THP-1-Monozyten nach 1 h (A) und 24 h (B) Inkubation mit der ICio
der Negativkontrollen MAN und URE (CM-H,DCFDA Férbung).
Dargestellt ist die x-fache Menge an iROS positiven Zellen bezogen auf mit Losungsmittel
behandelten Kontrollzellen. Behandlung der Monozyten mit 7,2 mM TBH fiir 1 h diente als
Positivkontrolle. MW+SD; n=3-5; Einstichproben-t-Test mit (hypothetischer Wert=1) *p<0,05;
**%p<0,001.

5.1.4.2 Positivkontrollen
Jurkat-Zellen

Bei den gewihlten Untersuchungszeitpunkten unterschied sich die prozentuale iROS
Bildung in unbehandelten und in 16sungsmittelbehandelten Jurkat-Zellen nicht voneinander
und betrug im Mittel 2 %. Die subtoxischen Konzentrationen beeinflussten die iROS
Bildung nicht, weder nach 1 h noch nach 24 h. Die ICso von Cyclosporin A induzierte als
einzige Substanz signifikant iROS nach 1h Behandlungszeit. Mit zunehmender
Inkubationsdauer erreichte Mycophenolsdure eine sehr geringe, jedoch signifikante
Erh6éhung um das 1,6-fache gegeniiber der Kontrolle (Abb. 30). Nach Behandlung mit der
ICso von Deoxynivalenol konnte eine 5,6-fache Zunahme an iROS positiven Zellen

festgestellt werden, die jedoch nicht signifikant war (Abb. 30).
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Abb. 30 Induktion von iROS in Jurkat-Zellen nach 1 h (A) und 24 h (B) Behandlung mit CsA, DON und
MPA (CM-H,DCFDA Firbung).
Dargestellt ist die x-fache Menge an iROS positiven Zellen bezogen auf die entsprechenden mit
Losungsmittel behandelten Zellen. Die 1h Inkubation mit 0,1 mM TBH diente als
Positivkontrolle. MW+SD; n=3-5; Einstichproben-t-Test (hypothetischer Wert=1) mit *p<0,05.
n.u.=nicht untersucht.

THP-1-Zellen

Die unbehandelten und 16sungsmittelbehandelten Monozyten hatten den gleichen geringen
prozentualen Anteil an iROS positiven Zellen von ca. 4 %. Eine 1 h Inkubation mit
Cyclosporin A und Deoxynivalenol hatte keinen Einfluss auf die iROS Bildung der Zellen
gegeniiber den Kontrollen. Mit zunehmender Behandlungszeit (24 h) konnte eine minimal
signifikante Steigerung um das 1,6-fache an iIROS positiven Zellen in den Ansétzen, die mit
der ICio von Cyclosporin A versetzt waren, gemessen werden (Abb. 31). In mit
Mycophenolsdure und Deoxynivalenol behandelten Zellen (ICso) konnte ebenfalls eine
geringe Zunahme der iROS positiven Zellen um das ca. 2-fache detektiert werden. Den
deutlichsten Einfluss hatte die ICso von Cyclosporin A auf die iROS Produktion und erhéhte
diese um das 5,7-fache im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abb. 31).
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Abb. 31 Relative Menge an iROS positiven THP-1-Zellen nach 1 h (A) und 24 h (B) Behandlung mit CsA,
MPA und DON (CM-H,DCFDA Férbung).
Dargestellt ist die x-fache Menge an iROS positiven Zellen bezogen auf die entsprechenden mit
Losungsmittel behandelten Zellen. Die 1h Inkubation mit 7,2 mM TBH diente als
Positivkontrolle. MW+SD; n=3-5; Einstichproben-t-Test (hypothetischer Wert=1) mit *p<0,05;
**p<(,01; ***p<0,001. n.u.=nicht untersucht.

5.1.4.3 Testsubstanzen
Jurkat-Zellen

Die eingesetzten Losungsmittelkonzentrationen der Testsubstanzen hatten im Vergleich zu
den unbehandelten Zellen zu keinem der Untersuchungszeitpunkte einen Einfluss auf die
iIROS Bildung in Jurkat-Zellen. Eine 1h Inkubation der Jurkat-Zellen mit den Test-
substanzen hatte keine Auswirkung auf den Anteil iROS positiver Zellen. Eine Ausnahme
stellte die ICso von Tulipalin A dar, die den Anteil an iROS positiven Zellen um das 3,6-
fache (nicht signifikant) gegeniiber den Kontrollen erhéhte (Abb. 32).
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Abb. 32 Relative Menge an iROS positiven Jurkat-Zellen nach 1 h Behandlung mit der IC;ound ICso der
Testsubstanzen (CM-H,DCFDA Férbung).
Dargestellt ist die x-fache Menge an iROS positiven Zellen bezogen auf unbehandelte bzw. mit
Losungsmittel behandelte Kontrollzellen. Behandlung der Zellen mit 0,1 mM TBH fiir 1 h diente
als Positivkontrolle. MW+SD; n=3-5; Einstichproben-t-Test (hypothetischer Wert=1).
**%p<0,001.

Nach 24 h konnte fiir alle getesteten 1Cso der Substanzen, mit Ausnahme von Agaritin und
p-Tolylhydrazin, eine verstirkte iROS Bildung der Zellen nachgewiesen werden. Durch die
ICso von Vincristin wurde eine 2,7-fache Erh6hung von iROS positiven Zellen erreicht und

die ICso von Tulipalin A induzierte eine 7,5-fache Erhoéhung. Tulipalin A, gefolgt von
Helenalin, hatte somit den deutlichsten Effekt auf die Zellen (Abb. 33).
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Abb. 33 Relative Menge an iROS positiven Jurkat-Zellen nach 24 h Behandlung mit der IC;ound ICso der
Testsubstanzen (CM-H,DCFDA Firbung).
Dargestellt ist die x-fache Menge an iROS positiven Zellen bezogen auf unbehandelte bzw. mit
Losungsmittel behandelte Kontrollzellen. Behandlung der Zellen mit 0,1 mM TBH fiir 1 h diente
als Positivkontrolle. MW+SD; n=2-6; Einstichproben-t-Test (hypothetischer Wert=1) mit
*p<0,05; ***p<0,001.
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THP-1-Zellen

In den THP-1-Monozyten hatten die ausgewéhlten Testsubstanzen nach 1 h Inkubations-

dauer keine Auswirkung auf die iROS Produktion (Abb. 34 A).

Ein Anstieg an iROS positiven Zellen konnte erst nach 24 h Behandlungsdauer der THP-1-
Zellen mit der ICio von Tulipalin A sowie der ICso von Cannabidiol und Tulipalin A
nachgewiesen werden. Die subtoxische Konzentration von Tulipalin A erhdhte den iROS
positiven Zellanteil um das 3-fache (Abb. 34 B). Mit einer hoheren Konzentration nahm die
iROS Produktion der Zellen weiter zu und stieg auf das 6-fache fiir Tulipalin A gegeniiber
den Kontrollzellen (Abb. 34 B).
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Abb. 34 Relative Menge iROS positiver THP-1-Monozyten nach der Behandlung mit Testsubstanzen fiir
1 h (A) und 24 h (B) (CM-H,DCFDA Firbung).
Dargestellt ist die x-fache Menge an iROS positiven Zellen bezogen auf unbehandelte bzw. auf
mit Lésungsmittel behandelte Kontrollzellen. Behandlung der Monozyten mit 7,2 mM TBH fiir
1 h diente als Positivkontrolle. MW+SD; n=3-5; Einstichproben-t-Test (hypothetischer Wert=1)
mit *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

5.1.5 Induktion von DNA-Schaden

DNA-Schéden auf Einzelzellebene wurden nach 4 h und 24 h Inkubationsdauer mit
ausgewdhlten Naturstoffen in Jurkat-Zellen und THP-1-Zellen unter Verwendung des
alkalischen Comet-Assays untersucht. Tert-Butylhydroperoxid (TBH) wurde als testinterne
Positivkontrolle bei jedem Versuch mitgefiihrt. Als Mall der DNA-Schiddigung wurde die
Schweifintensitdt verwendet, die den prozentualen Anteil der DNA-Fragmente im Schweif

angibt.
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Jurkat-Zellen

Die eingesetzten Losungsmittelkonzentrationen der Substanzen hatten im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen teilweise Einfliisse auf die Schweifintensitit der Jurkat-Zellen.
Nach 4 h waren in den unbehandelten Zellen Schweifintensitdten mit einem Median von ca.
10 % zu beobachten, abgesehen von den unbehandelten Zellen im Ansatz von Helenalin, wo
die Intensitit fast 30 % betrug. Die 16sungsmittelbehandelten Zellen lagen in der Regel auf
dem Niveau der unbehandelten Kontrollzellen. Ausnahmen stellten die Losungsmittel-
konzentrationen von Cyclosporin A, Cannabidiol und Helenalin dar, die zu leichten
Abweichungen der Schweifintensitét fithrten (Abb. 35 A). Nach 24 h Inkubation lagen die
Schweifintensititen bei unbehandelten und 16sungsmittelbehandelten Zellen weitestgehend
auf einem Niveau von ca. 10 % (Abb. 35 B). Fiir die testinterne Positivkontrolle tert-

Butylhydroperoxid konnte eine mediane Schweifintensitdt von 40-60 % detektiert werden

(Abb. 35).
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Abb. 35 Detektion von DNA-Schiden in Jurkat-Zellen nach 4 h (A) und 24 h (B) Inkubation von
unbehandelten bzw. mit Losungsmittel behandelten Jurkat-Zellen (Comet Assay).
Boxplot-Darstellung der Schweifintensititen (5-95 Perzentile). Inkubation mit 0,1 mM TBH
diente als Positivkontrolle; n=2-3 mit je 50 ausgewerteten Zellen; ANOV A/Dunnett mit *p<0,05;
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**p<0,01; ***p<0,001 bezogen auf mit Losungsmittel behandelte Zellen.

Von den beiden untersuchten Negativkontrollen Mannitol und Urethan hatte Urethan nach
4 h Inkubation einen positiven Einfluss auf die Schweifintensitdt und senkte diese um 10 %.
Mit zunehmender Inkubation erhohte Urethan minimal die Schweifintensitit (Abb. 36). Von
den Positivkontrollen steigerte nur die ICso von Cyclosporin A die Schweifintensitét
gegeniiber der Kontrolle nach 4 h Exposition. Nach 24 h konnte zusétzlich ein signifikanter

Anstieg von der ICyo detektiert werden. Nach Behandlung der Zellen mit Deoxynivalenol

und Mannitol blieben die Schweifintensititen unverdandert (Abb. 36).

82



ERGEBNISSE

A Positivkontrollen Negativkontrollen
CsA DON
- § §§8
100+ ; . P .
c . ° o2 :: =
£ 50- I %
= I
o 8 :
g
25
s | e
® £ L
0 T L] - 1 L] T ]
o
\,@ \0\6 \0‘3 \§\ \G\Q $ Qg/ «GZ*
B Positivkontrollen Negativkontrollen
CsA DON
100+ R § §§5
@ T i e .
[= : H
8 50 : B I i s
= : : g D :
= I I
[] ] :
2 25- :
s | i= :
o JE = :
O N
S o @ S RO S ,@v? o‘i‘g’ .&Q\

Abb. 36 Detektion von DNA-Schiden in Jurkat-Zellen nach 4 h (A) und 24 h (B) Behandlung mit den
Positiv- und Negativkontrollsubstanzen (Comet Assay).
Boxplot Darstellung der Schweifintensititen (5-95 Perzentile). Inkubation mit 0,1 mM TBH
diente als Positivkontrolle; n=2-3 mit je 50 ausgewerteten Zellen; ANOV A/Dunnett Signifikanz
zur jeweiligen Kontrolle mit **p<0,01; ***p<0,001 bezogen auf l16sungsmittelbehandelte Zellen;
$p<0,5; $%8p<0,001 bezogen auf mit H,O (LM) behandelte Kontrollzellen.

Die Untersuchung der Testsubstanzen ergab ein sehr unterschiedliches Ergebnis bzgl. der
Schweifintensititen. Cannabidiol hatte nach 4 h Behandlungszeit konzentrationsabhingig zu
einem Anstieg der Schweifintensitdt in Jurkat-Zellen gefiihrt, wéhrend beide
Konzentrationen von Helenalin und Tulipalin A die Intensitit gleichermallen gegeniiber den
Kontrollen erhdhten (Abb. 37). Im Gegensatz dazu wurden nach 24 h Inkubation nur erh6hte
Schweifintensititen in mit Helenalin (ICso) behandelten Jurkat-Zellen nachgewiesen.
Wihrend Agaritin (IC10 und ICso) die mediane Schweifintensitdt nach kurzzeitiger
Inkubation reduzierte, fiihrte die ICio von p-Tolylhydrazin zu einem deutlichen Anstieg
(Abb. 37 A). Die von beiden Substanzen hervorgerufenen Effekte waren nach eintigiger

Inkubation nicht mehr detektierbar (Abb. 37 B). Vincristin hatte einen leicht indifferenten
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Einfluss auf die Schweifintensitét. Nach 4 h Exposition mit der IC1o kam es zu einer starken
Abnahme (Abb. 37 A), mit hoherer Konzentration und lingerem Einwirken auf die T-Zellen
nahm sie gering, aber signifikant zu und der eher positive Einfluss der IC1o war aufgehoben

(Abb. 37 B).
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Abb. 37 Detektion von DNA-Schiaden in Jurkat-Zellen nach 4 h (A) und 24 h (B) Behandlung mit den
Testsubstanzen (Comet Assay).
Boxplot Darstellung der Schweifintensititen (5-95 Perzentile). Inkubation mit 0,1 mM TBH
diente als Positivkontrolle; n=2-3 mit je 50 ausgewerteten Zellen; ANOV A/Dunnett Signifikanz
zur jeweiligen Kontrolle mit *p<0,05;**p<0,01; ***p<0,001 bezogen auf mit Losungsmittel
behandelte Zellen; $¥p<0,01; $9p<0,001 bezogen auf mit H,O (LM) behandelte Kontrollzellen.

THP-1-Zellen

Die verwendete Losungsmittelkonzentration von Cyclosporin A hatte im Vergleich zu den
unbehandelten THP-1-Zellen einen minimalen Einfluss auf die Schweifintensitit der Zellen
nach einem 4 h Untersuchungszeitraum (Abb. 38 A). Der Einfluss war nach 24 h
Behandlungsdauer nicht mehr nachweisbar (Abb. 38 B). Die Schweifintensititen der
einzelnen Kontrollen schwankten sehr und lagen bei 3-24 % (Abb. 38). Fiir die interne

84



ERGEBNISSE

Kontrolle tert-Butylhydroperoxid wurde eine mediane Schweifintensitit von 30-70 %
gemessen. Die Negativkontrolle Mannitol hatte keinen Einfluss auf die Schweifintensitit
weder nach 4 h noch nach 24 h Inkubationszeit. Die IC1o der Positivkontrolle Cyclosporin A
induzierte eine geringe, aber signifikante Erhohung der Schweifintensitit nach 4 h
Behandlung, jedoch nicht nach 24 h Inkubation gegeiiber den I6sungsmittelbehandelten
Zellen (Abb. 38). Die ICso von Tulipalin A induzierte nach 4 h Inkubation DNA-Schiden
(Abb. 38 A), die nach eintdgiger Inkubation so stak waren, dass eine Quantifizierung nicht

moglich war (Abb. 38 B).
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Abb. 38 Induktion von DNA-Schiden in THP-1-Zellen nach 4 h (A) und 24 h (B) Behandlung mit
ausgewdhlten Naturstoffen (CsA, TUPA, MAN) (Comet Assay).
Boxplot-Darstellung der Schweifintensititen (5-95 Perzentile); Inkubation mit 7,2 mM TBH fiir
1 h diente als Positivkontrolle; n=3 mit je 50 ausgewerteten Zellen; ANOV A/Dunnett Signifikanz
zur jeweiligen Kontrolle mit *p<0,05; **p<0,01 bezogen auf 16sungsmittelbehandelte (EtOH)
Zellen; $%8p<0,001 bezogen auf mit HO (LM) behandelte Kontrollzellen.
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5.1.6 Mitochondriale Funktion
5.1.6.1 Optimierung der Zelldichte und metabolische Charakterisierung

Der Seahorse XF96 Extracellular Flux Analyzer (XF Analyzer) und das XF Cell Mito Stress
Test Kit dienten der Charakterisierung der mitochondrialen Funktion der Zellen. Die
Quantifizierung der extrazelluldren Sauerstoffverbrauchsrate (OCR) und der Azidifikation
(ECAR) wird in jedem Well durch einen speziellen Sensor mit zwei Fluorophoren vom XF
Analyzer ermdglicht und ist von der ausgeséten Zellzahl abhéngig. Die OCR gibt Aufschluss
iiber die mitochondriale Atmung, wéihrend die EACR Aussagen iliber die Glykolyse
ermoglicht. Damit die Messung des XF Analyzer im linearen Bereich ist, muss fiir jede
Zelllinie die optimale Zelldichte ermittelt werden. Fiir die Optimierung wurden Zellzahlen
zwischen 0,04x10° und 0,3x10° Zellen pro Well ausgesit und nachfolgend ein XF Cell Mito
Stress Test durchgefiihrt.

Jurkat-Zellen

Unter basalen Bedingungen (keine Zugabe von Modulatoren) konnten fiir 0,04x10° und
0,06x10° Jurkat-Zellen pro Well nur sehr geringe OCR und ECAR von 20 pmoles/min bzw.
mpH/min detektiert werden. Zellzahlen zwischen 0,1-0,3x10° fiihrten zu einer Zunahme der
OCR auf maximal 250 pmoles/min und ECAR auf max. 100 mpH/min und wiesen eine
Linearitit von R>>0,98 auf (Abb. 39). Die gemessenen Werte der OCR besaBen vor allem
bei hoheren Zellzahlen groBere Standardabweichungen, so dass eine Zelldichte von maximal

0,2x10° Zellen pro Well als optimal angenommen wurde.
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Abb. 39 OCR (A) und ECAR (B) von Jurkat-Zellen in Abhingigkeit der ausgesidten Zellzahlen unter
Basalbedingung.

Zellen wurden in verschiedenen Zellzahlen (0,04x10°-0,3x10°) pro Well ausgesit und die OCR
und ECAR gemessen. R2 ist das Bestimmtheitsmall zwischen OCR oder ECAR und der
ausgesiten Zellzahl. Gestrichelte Linie entspricht der linearen Regressionsgeraden. N=2 mit je
zwei technischen Replikaten, MW=SD.
Eine Durchfiihrung des XF Cell Mito Stress Test mit den verschiedenen Zelldichten sollte
zusétzlich Aufschluss iiber die optimale Zellzahl geben. Nach der Ermittlung der Basislinie
(basale Atmung) wurde Oligomycin hinzugegeben, welches die ATP-Synthase und somit
die zelluldre ATP-Produktion inhibierte. In Folge dessen kam es zur Senkung der OCR. Die
Zugabe von FCCP, einem Entkoppler des mitochondrialen Membranpotentials, soll zur
maximalen Atmung fiihren. Bei keiner der untersuchten Zelldichten konnte ein Anstieg der
OCR gegeniiber der basalen Atmung festgestellt werden. Die Injektion von
Antimycin A/Rotenon, welche den Komplex III und I der ETC hemmen, reduzierte die OCR
fiir alle Zelldichten auf ein Minimum und gibt den Anteil an nicht mitochondrialer Atmung
wieder. Da die Jurkat-Zellen unabhidngig von der Zelldichte nicht auf die Injektion von

FCCP mit einem Anstieg der OCR reagierten, wurden sie von den Untersuchungen

ausgeschlossen (Abb. 40).
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Abb. 40 Sauerstoffverbrauchsrate (OCR) in Abhidngigkeit zur ausgesdten Zahl von Jurkat-Zellen nach
Zugabe verschiedener Modulatoren der Elektronentransportkette (MitoStressTest).
Zellen wurden in verschiedenen Zellzahlen (0,04x10%-0,3x10%) pro Well ausgesit und
nacheinander mit Oligomycin, FCCP und Antimycin A/Rotenon behandelt. Gestrichelte Linien
der Modulatoren entsprechen den Injektionszeitpunkten. N=2 mit je zwei technischen Replikaten,
MW<+SEM.

THP-1-Zellen

In THP-1-Zellen wurden fiir 0,04-0,06x10% Zellen pro Well ebenfalls geringe OCR und
ECAR unter basalen Bedingungen gemessen. Zelldichten von 0,06-0,2x10° ergaben OCR
Werte, welche im linearen Messbereich des XF96 Extracellular Flux Analyzers lagen. Ein
leichtes Plateau stellte sich ab 0,3x10° Zellen pro Well ein (Abb. 41 A). Ahnliches galt fiir
die ECAR (Abb. 41 B). Daher wurde zunichst von einer Zellzahl mit 0,2x10° Zellen pro
Well fiir Untersuchungen mit dem XF Analyzer ausgegangen.
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Abb. 41 OCR (A) und ECAR (B) von THP-1-Zellen in Abhingigkeit der ausgesédten Zellzahlen unter
Basalbedingung.
Zellen wurden in verschiedenen Zellzahlen (0,04x10°-0,3x10°) pro Well ausgesit und die OCR
und ECAR gemessen. R2 ist das Bestimmtheitsmall zwischen OCR oder ECAR und der
ausgesiten Zellzahl. Gestrichelte Linie entspricht der linearen Regressionsgeraden. N=2 mit je
zwei technischen Replikaten, MW=SD.
Die Auswirkung der unterschiedlichen Zelldichten von THP-1-Zellen auf die OCR unter
Verwendung verschiedener ETC Modulatoren wurde zusitzlich analysiert. THP-1-Zellen
mit den Zelldichten von 0,04-0,15x10° Zellen pro Well zeigten gute und stabile Reaktionen
auf die verwendeten Modulatoren, wobei es bei Verwendung von 0,04 und 0,06x10° Zellen
insgesamt zu geringen OCR Werten (< 150 pmoles/min) kam. Zellzahlen ab 0,2x10° Zellen
pro Well erhohten die basale Atmung drastisch. Oligomycin konnte nur teilweise die ATP-
Produktion inhibieren. Der eingesetzte Entkoppler FCCP war nicht in der Lage, die
maximale Atmung in den Zellen zu initiieren (Abb. 42). Fiir Untersuchungen der Naturstoffe

auf die mitochondriale Funktion von THP-1-Zellen mittels XF Cell Mito Stress Test wurden
0,15x10° Zellen pro Well als optimale Zellzahl gewiihlt.
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Abb. 42 Sauerstoffverbrauchsrate (OCR) in Abhangigkeit zur Zelldichte von THP-1-Zellen nach Zugabe
von Modulatoren der mitochondrialen Atmung.
Die Monozyten wurden in verschiedenen Zellzahlen (0,04x10%-0,3x10%) pro Well mit
Oligomycin, FCCP und Antimycin A/Rotenon unter der Aufnahme der OCR behandelt.
Gestrichelte Linien der Modulatoren entsprechen den Injektionszeitpunkten. N=2 mit je zwei
technischen Replikaten, MW+SEM.

Die ECAR und OCR ermdéglichen die metabolische Charakterisierung von Zellen. THP-1-
Zellen verwendeten unter basalen Bedingungen zur Energiegewinnung die mitochondriale
Atmung und im geringeren Ausmal} auch die Glykolyse. Jurkat-Zellen hingegen betrieben
kaum mitochondriale Atmung und waren primér von der Glykolyse abhiangig (Abb. 43).
Unter Stressbedingung, welche unter Zugabe von Oligomycin und FCCP simuliert wurde,

erhohten THP-1-Zellen ihr aerobes und glykolytisches Potential. Jurkat-Zellen erh6hten nur
die Glykolyse (Abb. 43).
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Abb. 43 Metabolischer Phénotyp von Jurkat- und THP-1-Zellen unter basalen und Stressbedingungen.
Dargestellt ist die Abhidngigkeit der Zelllinien von mitochondrialer Atmung oder Glykolyse durch
Gegeniiberstellung der ECAR und OCR. Unterschieden wird zwischen basalen (keine
Modulatoren) und Stressbedingungen (Verwendung von Oligomycin/FCCP). Zelldichte fiir beide
Zelllinien: 0,15x10%. N=2 mit je zwei technischen Replikaten, MW=SD.

5.1.6.2 Kontrollsubstanzen

In THP-1-Zellen wurden Mannitol und Urethan als Negativkontrollen und Cyclosporin A
und Deoxynivalenol als Positivkontrollen auf ihren Einfluss auf die mitochondriale Funktion
nach 24 h Inkubationszeit der Zellen mit den Substanzen untersucht. Durch die Anwendung
des XF Cell Mito Stress Tests und dem XF Analyzer konnten Schliisselparameter der
mitochondrialen Funktion bestimmt werden. Dazu gehoren basale und maximale Atmung,
mitochondriale Reservekapazitit, Protonenleck und der Anteil der ATP Produktion, welcher

fiir die energetischen Grundbediirfnisse der Zellen notwendig ist.

Die unbehandelten und I6sungsmittelbehandelten Kontrollzellen zeigten das gleiche
bioenergetische Profil, so dass nur der Einfluss des Losungsmittels auf die mitochondriale

Funktion dargestellt wird.

In I6sungsmittelbehandelten THP-1-Monozyten senkte Oligomycin die OCR, welche mit
der mitochondrialen Atmung korreliert. Die Zugabe von FCCP fiihrte zur Entkopplung des
mitochondrialen Membranpotentials und zur maximalen Respiration. Die Injektion des
Gemisches aus Antimycin A/Rotenon inhibierte die mitochondriale Atmung komplett und
entsprach dem Anteil an nicht-mitochondrialer Atmung (Abb. 44 A). Die THP-1-Zellen

zeigten keine signifikanten Verdnderungen des bioenergetischen Profils nach der 24 h
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Behandlung mit der ICio von Mannitol (Abb. 44). Zellen, welche mit der ICio von Urethan
fiir 24 h behandelt wurden, riefen eine signifikante Erh6hung der maximalen Atmung um
26 % im Vergleich zu losungsmittelbehandelten Zellen hervor. Ebenfalls stieg die
respiratorische Reservekapazitit, die Differenz aus maximaler und basaler Atmung,
signifikant an. Die basale Atmung, Protonenleckrate und die ATP-Produktion gekoppelte
OCR wurden nicht durch Urethan beeinflusst (Abb. 44 B).
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Abb. 44 Bioenergetische Untersuchungen in MAN- und URE- behandelten THP-1-Zellen.
Die OCR wurde in Zellen nach der Behandlung fiir 24 h mit der IC;o aufgenommen. (A)
Echtzeitaufnahme der OCR. Gestrichelte Linien entsprechen den Injektionszeitpunkten der
Modulatoren. (B) Analysierte und berechnete Schliisselparameter der mitochondrialen Atmung.
Daten wurden mit der OCR von Antimycin A/Rotenon normalisiert. N=3 mit je 3 technischen
Replikaten; MW=SEM; ANOVA/Dunnett; 5p<0,05; $¥p<0,001.
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Die IC10 von Cyclosporin A hatte keinen signifikanten Einfluss. Zellen, die mit der ICso von
Cyclosporin A fiir 24 h behandelt wurden, zeigten eine verminderte OCR unter basalen
Bedingungen (Abb. 45 A). Weiterhin wurden maximale Atmung, Protonenleck und die
respiratorische Reservekapazitit signifikant gemindert. Die ATP-Produktion gekoppelte
OCR zeigte eine Reduktion auf 43 % gegeniiber der Kontrolle (Abb. 45 B).
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Abb. 45 Mitochondriale respiratorische Funktion in CsA-behandelten THP-1-Zellen.
Die OCR wurde in Zellen nach der Behandlung fiir 24 h mit Lésungsmittel und ICyo sowie ICsg
aufgenommen. (A) Echtzeitaufnahme der OCR. Gestrichelte Linien entsprechend den
Injektionszeitpunkten der Modulatoren. (B) Analysierte und kalkulierte Schliisselparameter der
mitochondrialen Atmung. Daten wurden mit der OCR von Antimycin A/Rotenon normalisiert.
N=3 mit je 3 technischen Replikaten; MW+SEM; ANOV A/Dunnett; **p<0,01; ***p<0,001.
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Die Inkubation der THP-1-Zellen mit der subtoxischen Konzentration der zweiten getesteten
Positivkontrolle Deoxynivalenol ergab keine signifikanten Abweichungen der
mitochondrialen Funktion gegeniiber der Kontrolle. Die ICso reduzierte die OCR unter
basalen Bedingungen auf 65 %. Weiterhin wurde die ATP-Produktion gekoppelte OCR
gemindert. Maximale Atmung, Protonenleck und die Reservekapazitit wurden nicht

signifikant beeinflusst (Abb. 46).
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Abb. 46 Bioenergetische Untersuchungen in DON-behandelten THP-1-Monozyten.
Die OCR wurde in Zellen nach der Behandlung fiir 24 h mit Losungsmittel, der IC;o und ICso
aufgenommen. (A) Echtzeitaufnahme der OCR. Gestrichelte Linien entsprechen den
Injektionszeitpunkten der Modulatoren. (B) Analysierte und berechnete Schliisselparameter der
mitochondrialen Funktion. Daten wurden mit der OCR von Antimycin A/Rotenon normalisiert.
N=3 mit je 3 technischen Replikaten; MW+SEM; ANOV A/Dunnett; *p<0,05; **p<0,01.

94



ERGEBNISSE

5.1.6.3 Testsubstanzen

Die zwei Testsubstanzen Cannabidiol und Tulipalin A wurden auf ihren Einfluss auf die
mitochondriale Funktion in THP-1-Zellen untersucht. Auch hier hatte das Losungsmittel
keinen Einfluss auf die mitochondriale Funktion im Vergleich zu den unbehandelten

Kontrollzellen, weshalb auf eine Darstellung verzichtet wurde.

Die IC1o von Cannabidiol bewirkte keine signifikanten Anderungen, obwohl sie zu einer
Senkung der basalen Atmung und ATP-Produktion gekoppelten OCR fiihrte. Im Gegensatz
dazu reduzierte die ICso signifikant die maximale Respiration und die ATP-Produktion
gekoppelte OCR auf ca. 60 %. Die respiratorische Reservekapazitit war fast vollstindig
aufgehoben. Die basale Atmung war nicht signifikant gemindert und die Protonenleckrate

nicht signifikant erhoht (Abb. 47).
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Abb. 47 Mitochondriale respiratorische Funktion in mit CBD behandelten THP-1-Zellen.
Die OCR wurde in Zellen nach der Behandlung fiir 24 h mit Losungsmittel und 1C;o sowie I1Cso
aufgenommen. (A) Echtzeitaufnahme der OCR. Gestrichelte Linien entsprechend den
Injektionszeitpunkten der Modulatoren. (B) Analysierte und kalkulierte Schliisselparameter der
mitochondrialen Atmung. Daten wurden mit der OCR von Antimycin A/Rotenon normalisiert.
N=3 mit je 3 technischen Replikaten; MW+SEM; ANOV A/Dunnett; *p<0,05; ***p<0,001.
Die Inkubation der THP-1-Zellen mit der subtoxischen Konzentration von Tulipalin A hatte
eine Erhohung des Protonenlecks gegeniiber der Kontrolle zur Folge. Alle weiteren
Parameter blieben unbeeinflusst. Die ICso von Tulipalin A reduzierte die basale und
maximale Atmung sowie die ATP-Produktion gekoppelte OCR. Protonenleckrate und die

respiratorische Reservekapazitit blieben unveridndert (Abb. 48).
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Abb. 48 Mitochondriale respiratorische Funktion in THP-1-Zellen nach Inkubation mit TUPA.
Die OCR wurde in Zellen nach der Behandlung fiir 24 h mit der ICyo sowie ICso aufgenommen.
(A) Echtzeitaufnahme der OCR. Gestrichelte Linien entsprechend den Injektionszeitpunkten der
Modulatoren. (B) Analysierte und kalkulierte Schliisselparameter der mitochondrialen Atmung.
Daten wurden mit der OCR von Antimycin A/Rotenon normalisiert. N=3 mit je 3 technischen
Replikaten; MW+SEM; ANOVA/Dunnett; $3%p<0,001.

5.1.7 Zytokinfreisetzung aus mit Naturstoff behandelten Zellen

Der Einfluss der Naturstoffe auf die Zytokinsekretion aus unstimulierten und stimulierten
Jurkat- und THP-1-Zellen wurde nach 4 h und 24 h Inkubationszeit mit Substanz mittels
ELISA fiir die Zytokine IL-2, IL-8 bzw. IL-1f untersucht. Es wurde nur die subtoxische
Konzentration (ICi9) in den Immunzelllinien untersucht. Weiterhin wurde die

Zytokinfreisetzung aus Vollblutproben (unstimuliert/stimuliert) nach 24 h bzw. 48 h
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Behandlungszeit mit den Positivkontrollen (Cyclosporin A und Mycophenolsédure)
analysiert. Fiir die Auswertung wurde eine Ratio aus den Zytokinkonzentrationen der mit

Losungsmittel und der mit Substanz behandelten Zellen gebildet.

5.1.7.1 Zytokinquantifizierung mittels MACSPlex Assay

Moderne Multiplex Arrays ermoglichen es, in einem Ansatz mehrere Zytokine gleichzeitig
im Zellkulturiiberstand nachzuweisen. Um moglichst viele Zytokine nach 24 h
Substanzbehandlung in Jurkat-Zellen nachzuweisen, wurde ein MACSPlex human Cytokine
12 Kit verwendet. Dieses ermdglichte die durchflusszytometrische Quantifizierung von IL-
2, IFN-a, IL-6, IL-5, IL-9, IL-4, IFN-y, TNF-a, GM-CSF, IL-10, IL-12 sowie IL-17a in einer
Probe. Fiir die Messung wurden zwei grundlegende Ansédtze mit der ermittelten ICio
durchgefiihrt. Zum einen wurden die Auswirkungen der Substanzen auf unstimulierte
Jurkat-Zellen getestet, zum anderen wurden die Zellen gleichzeitig mit Substanz und

Stimulanzien inkubiert.

Von den 12 mdglichen Zytokinen konnte lediglich IL-2 in den Uberstiinden unstimulierter
und stimulierter Jurkat-Zellen nachgewiesen werden. Alle weiteren prinzipiell

detektierbaren Zytokine lagen unterhalb der vom Hersteller angegebenen Nachweisgrenzen.

5.1.7.2 Kontrollsubstanzen
Jurkat-Zellen

Es wurde die IL-2 und IL-8 Freisetzung aus Jurkat-Zellen nach 4 h und 24 h Inkubation mit
den Positivkontrollen und Negativkontrollen untersucht. Die Substanzen allein, ohne
Stimulation, fiihrten zu keinen messbaren IL-2 Mengen im Uberstand der Zellen (nicht
dargestellt). Die Stimulation der Jurkat-Zellen fiihrte zu quantifizierbaren IL-2 Konzen-
trationen, die fiir 16sungsmittelbehandelte Zellen nach 4 h ca. 30 pg/mL und nach 24 h ca.
150 pg/mL betrugen.

Wihrend die Negativkontrolle Mannitol keine signifikanten Auswirkungen auf die IL-2
Freisetzung hatte, kam es nach 4 h und 24 h Inkubation der T-Zellen mit Urethan zu einer

um die Hélfte verminderten Sekretion (Abb. 49).

Die Positivkontrollen Cyclosporin A und Deoxynivalenol reduzierten signifikant die IL-2
Freisetzung nach 4 h Inkubationszeit. Nach eintéigiger Behandlungsdauer der Zellen mit
Cyclosporin A sank die IL-2 Konzentration auf weniger als 10 % gegeniiber der Kontrolle

(Abb. 49). Deoxynivalenol hingegen induzierte eine 3-fache Erh6hung der I1L-2 Sekretion.
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Mycophenolsiure hatte keine Anderung der Zytokinfreisetzung aus Jurkat-Zellen zur Folge
(Abb. 49).
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Abb. 49 Relative IL-2 Freisetzung aus stimulierten Jurkat-Zellen nach der Behandlung mit Positiv- und
Negativkontrollen (ELISA).
Jurkat-Zellen wurden mit PMA und IO gleichzeitig zur Behandlung mit den Substanzen stimuliert.
Dargestellt ist die Zytokinfreisetzung der behandelten Zellen gegeniiber den jeweiligen mit
Losungsmittel behandelten Kontrollzellen. Die gestrichelte Linie entspricht der relativen
Zytokinmenge der Kontrollen (=1). MW+SD von n=3-5 Experimenten; Einstichproben-t-Test
(hypothetischer Wert=1) mit *p<0,05; **p<0,01***p<0,001.
Neben der IL-2 Freisetzung wurde auch die IL-8 Sekretion aus Jurkat-Zellen nach der
Inkubation der Zellen mit den Naturstoffen untersucht. IL-8 ist ein Zytokin, was nicht im
MACSPlex human Cytokine 12 Kit enthalten ist. Weder ohne noch mit Stimulation und
Inkubation mit den Kontrollsubstanzen konnte IL-8 in den Zellkulturiiberstinden der Jurkat-

Zellen detektiert werden.

THP-1-Zellen

Die Freisetzung von IL-1f und IL-8 wurde aus unstimulierten und stimulierten THP-1-

Zellen nach der Inkubation mit den Kontrollsubstanzen untersucht.

In den Zellkulturiiberstinden der unstimulierten Monozyten konnte nach der Inkubation mit
den Naturstoffen kein IL-1B mittels ELISA nachgewiesen werden. Eine Stimulation der
Zellen hatte eine IL-1p Konzentration von 13 pg/ml nach 4 h bzw. 165 pg/mL nach 24 h zur
Folge.

Das Zytokinniveau von mit Mannitol behandelten Zellen sank zunéchst nach 4 h gegeniiber
den Kontrollen und entsprach nach 24 h wieder dem der Kontrollen. Urethan verstirkte

zeitabhéngig die Sekretion des Zytokins signifikant um das 2-fache (Abb. 50).
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Nach 4 h und 24 h Inkubation der THP-1-Zellen mit Cyclosporin A, reduzierte dieses die
IL-1B Freisetzung gegeniiber den Kontrollen (Abb. 50). Die Behandlung mit
Mycophenolsdure resultierte in einem nicht signifikanten 1,8-fachen Anstieg des Zytokins

nach 24 h Inkubationszeit. Die Positivkontrolle Deoxynivalenol hatte keine Auswirkung auf

das Sekretionsverhalten der Zellen (Abb. 50).
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Abb. 50 Relative Freisetzung von IL-1p aus stimulierten THP-1-Zellen nach der Behandlung mit
Positivkontrollen und Negativkontrollen (ELISA).
Die Ratio entspricht der Zytokinfreisetzung von behandelten Zellen gegeniiber mit Losungsmittel-
behandelten Zellen. THP-1-Zellen wurden mit PMA, LPS und ATP stimuliert und zur
Zytokinsekretion angeregt. Die gestrichelte Linie stellt die relative Zytokinmenge in
Kontrollzellen (=1) dar. N.u=nicht untersucht. MW+SD von n=3-5 Experimenten;
Einstichproben-t-Test (hypothetischer Wert=1) mit *p<0,05; **p<0,01.
Es konnte keine IL-8 Freisetzung aus unstimulierten THP-1-Zellen nachgewiesen werden.
Nach Stimulation fiir 24 h betrug die IL-8 Konzentration in den Uberstéinden der Monozyten
ca. 500 pg/mL. Die Negativkontrolle Urethan reduzierte die Konzentration gering, aber
signifikant auf das 0,8 fache (Abb. 51). Deoxynivalenol erhohte die IL-8 Konzentration
leicht gegeniiber den mit Losungsmittel behandelten Zellen. Cyclosporin A, Myco-
phenolsdure und Mannitol blieben ohne FEinfluss auf die relative IL-8 Menge im

Zellkulturiiberstand (Abb. 51).
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Abb. 51 Freisetzung von IL-8 aus stimulierten THP-1-Zellen nach der Inkubation mit den Positiv- und
Negativkontrollsubstanzen fiir 24 h.
Abgebildet ist die IL-8 Konzentration der behandelten Zellen vs. mit Losungsmittel behandelten
Zellen. Die Zellen wurden mit PMA, LPS und ATP stimuliert. Die gestrichelte Linie entspricht
der relativen Zytokinmenge der Kontrollzellen (=1). MW+SD von n=3 Experimenten;
Einstichproben-t-Test (hypothetischer Wert=1); *p<0,05.

Vollblut

Die Positivkontrollen Cyclosporin A und Mycophenolsidure wurden auf ihren Einfluss auf
die Freisetzung von vier Zytokinen (IFN-y, IL-10, IL-4 und TNF-a)) aus Vollblut zweier
Spender mittels ELISA untersucht. Dazu wurde unstimuliertes und stimuliertes Vollblut
nach Substanzbehandlung analysiert. Als Stimulanzien wurden PHA, PWM oder LPS
verwendet. Da im LDH-Zytotoxizititstest keine IC-Werte bestimmt werden konnten,

wurden mehrere ausgewihlte Konzentrationen getestet.

Die basale Konzentration an IFN-y in EtOH (Losungsmittel fiir Cyclosporin A) behandelten
Vollblutproben (ohne Stimulation) betrug ca. 17 pg/mL. Eine Stimulation mit PWM bzw.
PHA iiber 48 h erhdhte die IFN-y Konzentration in den Uberstinden drastisch, wobei PHA
einen stirkeren Einfluss hatte (Abb. 52). Eine &dhnliche Grundkonzentration zeigte IL-10,
welches auch durch die Stimulation mit PHA bzw. PWM deutlich anstieg. In diesem Fall
hatte jedoch PWM eine stirkere Erhohung zur Folge. Die IL-4 Freisetzung wurde vor allem
durch PHA angeregt, wahrend die Inkubation mit PWM kaum Auswirkungen gegeniiber den
nicht stimulierten Vollblutproben hatte. Die TNF-a Sekretion wurde nur nach LPS Zugabe
untersucht und fiihrte zu einer 25-fachen Zunahme im Vergleich zu unstimuliertem Vollblut

(Abb. 52).
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Abb. 52 Vergleich der Zytokinfreisetzung aus EtOH-behandelten Vollblutproben unter Verwendung

verschiedener Stimulanzien fiir 24 h bzw. 48 h.

Vollblut wurde mit dem Losungsmittel EtOH behandelt. Die Freisetzung von den Zytokinen (IFN-

v, IL-10 und IL-4) wurde nach Zugabe der Stimulanzien PHA, PWM (48 h) bzw. LPS (24 h) und

ohne Stimulanzien gemessen. ,,+* entspricht Zugabe ,,-* bedeutet keine Zugabe. N=2; MW+R.
Cyclosporin A hatte nach 48 h Inkubation auf die IFN-y Freisetzung aus unstimulierten
Vollblutproben der beiden Spender einen sehr unterschiedlichen Effekt. Wahrend Spender 1
mit einer Reduktion der Zytokinkonzentration in Abhéngigkeit der Konzentration reagierte,
kam es bei Spender 2 bei den hoheren Cyclosporin A Konzentrationen zu einer IFN-y
Zunahme im Vergleich zu den mit Losungsmittel behandelten Kontrollen. Daraus
resultierten groBe Schwankungen in den Mittelwerten. In PHA- bzw. PWM-stimulierten
Vollblutproben wurde durch Zugabe von Cyclosporin A die IFN-y Sekretion fast vollstindig
verhindert. Dies war weitestgehend konzentrationsunabhédngig (Abb. 53 A). Auf die IL-10,
IL-4 und TNF-a Freisetzung aus unstimulierten Vollblutproben hatte Cyclosporin A kaum
einen Einfluss (Abb. 53). In stimulierten Blutproben wurde die Freisetzung von IL-10 und

IL-4 um ein Vielfaches reduziert (Abb. 53 B und C). TNF-a war das einzige Zytokin, das in
stimuliertem Vollblut konzentrationsabhéngig erhoht wurde (Abb. 53 D).
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Abb. 53 Relative Zytokinfreisetzung verschiedener Zytokine aus Vollblut nach der Behandlung mit CsA.
Ratio von (A) IFN-y, (B) IL-10, (C) IL-4 und (D) TNF-a gegeniiber 16sungsmittelbehandelten
Kontrollzellen. Vollblut wurde mit CsA behandelt und gleichzeitig mit Stimulanzien fiir 48 h
(PHA, PWM) bzw. 24 h (LPS) versetzt. ,,+ entspricht Zugabe ,,-* bedeutet keine Zugabe. Die
gestrichelte Linie stellt die relative Zytokinmenge in Kontrollzellen (=1) dar. N=2; MW+R.

Die basale Konzentration der untersuchten Zytokine wurde auch nach Zugabe des
Losungsmittels MeOH (Losungsmittel fiir Mycophenolsdure) und der verschiedenen
Stimulanzien untersucht (Abb. 54). Es traten hier die gleichen Effekte wie bei EtOH-
behandelten und stimulierten Vollblutproben auf (vgl. Abb. 52). Alle Stimulanzien, mit
Ausnahme von PWM bei IL-4, flihrten zu einer deutlichen Erhohung des jeweiligen

Zytokins (Abb. 54).
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Abb. 54 Vergleich der Zytokinfreisetzung aus MeOH-behandelten Vollblutproben unter Verwendung
verschiedener Stimulanzien fiir 24 h bzw. 48 h.
Die Freisetzung von den Zytokinen (IFN-y, IL-10 und IL-4) aus mit MeOH behandelten
Vollblutproben wurde nach Zugabe der Stimulanzien PHA, PWM (48 h) bzw. LPS (24 h) und
ohne Stimulanzien gemessen. ,,+* entspricht Zugabe ,,-* bedeutet keine Zugabe. N=2; MW+R.
Es kam auch bei der Sekretion von IFN-y aus unstimulierten Vollblutproben zu grof3en
Abweichungen unter Verwendung der beiden hochsten Konzentrationen von Mycophenol-
sdure (Abb. 55 A). Dies war auf unterschiedliche Reaktionen der Spenderproben
zuriickzufiihren. Die Probe von Spender 1 reagierte auf die Zugabe von Mycophenolsdure
mit einer Reduktion der Zytokinfreisetzung. Das Vollblut von Spender 2 erhdhte die
Ausschiittung um ein Vielfaches. Unter Verwendung der geringeren Mycophenolsiure-
Konzentrationen war kaum IFN-y im Zellkulturiiberstand nachweisbar. Konzen-
trationsunabhéngig wurde die IFN-y Freisetzung aus stimulierten Vollblutproben inhibiert
(Abb. 55 A). Die Zytokinmengen von IL-10, IL-4 und TNF-a blieben im Uberstand von
unstimulierten Vollblutproben unter der Einwirkung von Mycophenolsdure unverdndert. In
stimulierten Blutproben wurde die Freisetzung von IL-10 und TNF-a reduziert (Abb.
55 B, D). Die IL-4 Freisetzung wurde nur in PHA stimulierten Zellen gemindert, wobei hier
die Inkubation mit 125 uM Mycophenolsdure eine Ausnhame darstellt (Abb. 55 C).

Grundsitzlich konnte kein konzentrationsabhingiger Effekt von Mycophenolsdure auf die

Sekretion von Zytokinen aus Vollblutproben nachgewiesen werden.
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Abb. 55 Relative Zytokinfreisetzung von IFN-y (A), IL-10 (B), IL-4 (C) und TNF-o (D) aus MPA-

behandelten Vollblutproben.

Vollblut wurde mit MPA sowie verschiedenen Stimulanzien fiir 24 h (LPS) bzw. 48 h (PHA,
PWM) behandelt. ,,+ entspricht Zugabe ,,-“ bedeutet keine Zugabe. Die gestrichelte Linie stellt
die relative Zytokinmenge in Kontrollzellen (=1) dar. N=2; MW+R.

5.1.7.3 Testsubstanzen

Jurkat-Zellen

In Jurkat-Zellen wurden fiinf Testsubstanzen auf ihren Einfluss auf die IL-2 und IL-8

Freisetzung untersucht. In nicht stimulierten Jurkat-Zellen kam es zu keinen messbaren IL- 2

Konzentrationen im Zellkulturiiberstand nach Inkubation mit den Losungsmittel-

konzentrationen bzw. Testsubstanzen. In stimulierten Jurkat-Zellen betrug die IL-2

Konzentration in den Uberstinden der Kontrollzellen ca. 30 pg/mL nach 4 h bzw. zwischen

130-165 pg/mL nach 24 h.
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Cannabidiol erhohte die IL-2 Freisetzung aus stimulierten Jurkat-Zellen nach beiden
Untersuchungszeitpunkten um mehr als das Zweifache bezogen auf die entsprechende
Kontrolle (Abb. 56). Dagegen reduzierten Helenalin und Tulipalin A nach beiden
Zeitpunkten die Zytokinkonzentration in den Uberstinden um die Hilfte (Abb. 56). Eine
Inkubation der Zellen mit Vincristin und Agaritin ergab keine Verdnderung der IL-2

Konzentration im Medium (Abb. 56).
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Abb. 56 Relative Freisetzung von IL-2 aus stimulierten Jurkat-Zellen nach der Behandlung mit
Testsubstanzen.
Die Ratio entspricht der Zytokinfreisetzung von behandelten Zellen gegeniiber unbehandelten
bzw. mit Losungsmittel behandelten Zellen. Zellen wurden fiir 4 h bzw. 24 h mit Stimulanzien
(PMA und IO) und Testsubstanzen behandelt. Die gestrichelte Linie stellt die relative
Zytokinmenge in Kontrollzellen (=1) dar. MW+SD von n=3-5 Experimenten; Einstichproben-t-
Test (hypothetischer Wert=1) mit *p<0,05; **p<0,01***p<0,001.
Wie bereits fiir die Kontrollsubstanzen beschrieben, konnte auch fiir die Testsubstanzen kein
IL-8 in den Uberstiinden von unstimulierten bzw. stimulierten Jurkat-Zellen nachgewiesen

werden.

THP-1-Zellen

Die Sekretion von IL-1 und IL-8 wurde in nicht stimulierten und stimulierten THP-1-Zellen

nach der Inkubation mit den Testsubstanzen Cannabidiol und Tulipalin A quantifiziert.

Nicht stimulierte Zellen sezernierten keine messbaren Mengen an IL-1f und IL-8, auch nicht
nach Inkubation mit den Testsubstanzen. Nur Tulipalin A fiihrte zu Anderungen der
Zytokinkonzentration aus stimulierten Zellen. Die Sekretion von IL-1 war nach der 4 h und
24 h Behandlung vollstindig inhibiert (Abb. 57 A). Im Gegensatz dazu stieg die IL-8
Sekretion um das 1,5-fache aus stimulierten und mit Tulipalin A behandelten THP-1-Zellen
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an (Abb. 57 B). Cannabidiol hatte weder auf die IL-1p, noch auf die IL-8 Freisetzung einen
Einfluss (Abb. 57).
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Abb. 57 Relative IL-1B (A) und IL-8 (B) Freisetzung aus stimulierten THP-1-Zellen nach der Behandlung
mit CBD und TUPA (ELISA).
Die Ratio entspricht der Zytokinfreisetzung von behandelten Zellen gegeniiber mit Losungsmittel
behandelten Kontrollzellen. Die Stimulation erfolgte mit PMA, LPS und ATP. Die gestrichelte
Linie stellt die relative Zytokinmenge in Kontrollzellen (=1) dar. N.m.= nicht messbar. MW+SD
von n=3-5 Experimenten; Einstichproben-t-Test (hypothetischer Wert=1);*p<0,05.

5.2 IDENTIFIZIERUNG VON KONTAKTALLERGENEN
5.2.1 THP-1 Aktivierungstest

Der THP-1 Aktivierungstest wurde in Anlehnung der OECD Richtlinie 442E ,,in vitro
Sensibilisierung der Haut: human Cell Line Activation Test (h-CLAT)* und in Kombination
mit der IL-8 Freisetzung aus THP-1-Zellen durchgefiihrt. Die THP-1-Zellen wurden mit
verschiedenen Konzentrationen der Substanz, ausgehend von der 1Czs, fiir 24 h behandelt.
Die Oberflachenmarkerexpression von CD54 und CD86 sowie die Freisetzung von IL-8 in
den Zellkulturiiberstand wurde untersucht, um eine Substanz als Kontaktsensitizer
identifizieren zu konnen. Zur Auswertung wurde ein Stimulationsindex (SI) gebildet, der die
Anderung des jeweiligen Parameters von mit Substanz behandelten gegeniiber mit
Losungsmittel behandelten Zellen darstellt. Fiir den Aktivierungsmarker CD86 und die IL-
8 Freisetzung wurde ein Schwellenwert des SI von 1,5 und fiir CD54 von 2,0 gewihlt, damit

eine Substanz als Sensitizer klassifiziert werden kann.
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Die Behandlung der Zellen mit der testinternen Positivkontrolle LPS von Escherichia coli
hatte eine Induktion der CD86 sowie CD54 Expression (SI= 1,8 bzw. 2,4) und Freisetzung
von IL-8 (SI=260) zur Folge (Abb. 58).

Fiir Farnesol wurde eine IC>s von 110 uM nach 24 h Inkubation der THP-1-Zellen ermittelt.
Ausgehend von dieser Konzentration wurden zusétzlich zwei hohere und zwei geringere
Konzentrationen fiir den THP-1 Aktivierungstest eingesetzt. Eine Inkubation der THP-1-
Zellen mit diesen flinf verschiedenen Konzentrationen von Farnesol fiir 24 h erzielte keine
Erhohung der Aktivierungsmarker CD86 und CD54 entsprechend den geforderten
Schwellenwerten (Abb. 58 A). Fiir CD86 lagen die Werte der mit Substanz behandelten
Zellen sogar unter dem Level der Kontrollen. Unter Verwendung der hdheren
Konzentrationen 165 uM und 220 uM von Farnesol (>ICzs), konnte keiner der beiden
Aktivierungsmarker detektiert werden (Abb. 58 A). Ein SI von mindestens 1,5 fiir die IL-8
Freisetzung wurde ab der Konzentration 165 uM von Farnesol gemessen (Abb. 58 A). Ab
dieser Konzentration war eine Vitalititssenkung zu beobachten. Die Inkubation der Zellen

mit 165 uM reduzierte die Zellvitalitit auf 19,8 % £8,2 und mit 220 uM auf 13,6 % +5,5.

Nach 24 h Inkubation der THP-1-Zellen mit Geraniol konnte eine ICzs von 840 pM
bestimmt werden. Untersuchungen der Konzentrationen < IC»s von Geraniol hatten einen SI
fiir CD86 von ca. 1,0 zur Folge (Abb. 58 B). Im Gegensatz dazu fiihrte die Inkubation der
Zellen mit Konzentrationen >ICz5 (1260 uM und 1680 pM) zu keiner messbaren Expression
von CD86. Der SI von CD54 sank konzentrationsabhingig, wohingegen der SI der IL-8
Freisetzung fiir alle getesteten Konzentrationen auf einem Niveau lag (Abb. 58 B). Keine
der untersuchten Konzentrationen von Geraniol erreichte den Schwellenwert fiir CD86,
CD54 bzw. IL-8. Eine Reduktion der Zellvitalitdten auf 49,7 % +25,1 bzw. 14,3 % +6,7 war

bei Geraniol auch bei den zwei hochsten untersuchten Konzentrationen zu beobachten.
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Abb. 58 Anderung der Expression der Oberflichenmarker und Freisetzung von IL-8 aus FAR- (A), GER-

(B) und TUPA- (C) behandelten THP-1-Zellen (24 h).

Dargestellt ist die Expression von CD86 und CD54 bzw. IL-8 Freisetzung der behandelten Zellen
gegentiiber den jeweiligen Kontrollzellen als Stimulationsindex (SI). In A und B diente LPS von
Escherichia coli (100 ng/mL), in C diente LPS von Serratia marcescens (5 pg/mL) als
Positivkontrolle. Die gestrichelten Linien entsprechen den Schwellenwerten 1,5 fiir CD86 und
IL- 8 bzw. 2,0 fiir CD54, bei deren die Testsubstanzen als Kontaktsensitizer identifiziert werden.

N=3, MW+SD.

Fiir die Versuche mit Tulipalin A wurde als testinterne Positivkontrolle LPS von Serratia

marcescens verwendet, welches nicht in allen Testansdtzen eine Erhohung der CD86

Expression um das 1,5-fache erreichte. Eine Induktion der CD54 Expression (SI=6,6) sowie

IL-8 Sekretion mit einem SI von ca. 25 konnte durch die LPS-Inkubation von Serratia

marcescens nach 24 h Behandlungsdauer gewéhrleistet werden (Abb. 58 C).
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Gemadl der OECD-Richtlinie wurde fiir Tulipalin A eine IC>s mit Hilfe der PI-Farbung der
Zellen und anschlieBender durchflusszytometrischer Messung ermittelt. Eine 24 h
Inkubation der THP-1-Zellen mit Tulipalin A resultierte in einer IC25 von 36 uM. Es konnten
insgesamt drei von fiinf untersuchten Tulipalin A Konzentrationen (27 uM-54 uM) einen SI
von >1,5 fiir CD86 nach 24 h Behandlungsdauer erreichen (Abb. 58 C). Weiterhin fiihrte
Tulipalin A zu Erhéhungen der CD54 Expression bzw. IL-8 Freisetzung ab Konzentrationen
von >36 uM (Abb. 58 C). Leicht zytotoxische Effekte konnten bei Verwendung von 54 uM
Tulipalin A festgestellt werden (Zellvitalitdt=72,5 % +2,68). Die hochste untersuchte

Konzentration reduzierte die Vitalitdt um die Halfte.

5.2.2 Intrazellulire IL-18 Produktion in NCTC-2544-Zellen

Eine weitere Moglichkeit, eine Substanz als potentielles Kontaktallergen zu identifizieren,
bietet die Messung der IL-18 Produktion in Keratinozyten. Dazu wurden NCTC-2544-
Zellen mit Naturstoffen behandelt und zunachst eine IC2 nach 24 h Inkubationsdauer mittels
MTT-Test und linearer Regression ermittelt. Konzentrationen <ICy wurden auf ihren
Einfluss auf die IL-18 Produktion untersucht. Die IL-18 Produktion von
naturstoffbehandelten gegeniiber 10sungsmittelbehandelten Zellen wurde als SI angegeben

und muss >1,2 betragen, damit eine Substanz als Kontaktsensitizer klassifiziert wird.

Die Naturstoffe Farnesol, Geraniol und Tulipalin A zeigten nach 24 h Inkubationsdauer
konzentrationsabhdngig einen Einfluss auf die Zellvitalitit der NCTC-2544-Zellen. Am
toxischsten war Tulipalin A, gefolgt von Farnesol und Geraniol (Abb. 59).
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Abb. 59 Zellvitalitdt von NCTC-2544-Zellen nach der Behandlung mit Naturstoffen fiir 24 h (MTT-Test).
Die gestrichelte Linie représentiert eine Zellvitalitit von 80 %. MW+R; n=2 mit je 8 technischen

Replikaten.

Die eingesetzte testinterne Positivkontrolle p-Phenyldiamin (PPD) erhohte die intrazelluldre

IL-18 Produktion um das doppelte gegeniiber den mit Losungsmittel behandelten Zellen.

Die Quantifizierung der intrazelluldren IL-18 Produktion zeigte einzig fiir eine Inkubation

mit 50 uM Farnesol eine Erhéhung des Zytokins entsprechend des gewihlten Grenzwerts

von >1,2. Der Naturstoff Geraniol hatte keinen Einfluss auf die IL-18 Produktion in den

Zellen nach 24 h Behandlungszeit. Tulipalin A konnte mit 80 uM den Schwellenwert leicht

iiberschreiten (Abb. 60).
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Abb. 60 Relative intrazelluldre IL-18 Konzentration in NCTC-2544-Zellen nach der Behandlung mit
ausgewdhlten Naturstoffen fiir 24 h.
Dargestellt sind die intrazelluldren IL-18 Mengen der behandelten Zellen gegeniiber den
jeweiligen Kontrollzellen als Stimulationsindex (SI). P-Phenyldiamin (PPD) (277 uM) diente als
Positivkontrolle. Die gestrichelte Linie entspricht dem Schwellenwert von 1,2, bei dem die
Testsubstanzen als Kontaktallergen identifiziert werden. Fiir FAR und GER: n=1-3, MW+R;
TUPA n=3, MW+SD.

5.2.3 Humane Hautiquivalent Kultur

Das RhE Modell bietet in Kombination mit der Quantifizierung des Zytokins IL-18 die
Moglichkeit, hautsensibilisierende Naturstoffe zu identifizieren und zu klassifizieren. Es
wurde flir Farnesol und Geraniol eine Verdiinnungsreihe (1:4) nach 24 h Inkubation auf
ihren Einfluss auf die Zellvitalitit und IL-18 Freisetzung untersucht. Tulipalin A wurde in
einer Einzeldosis getestet. Fiir die Auswertung wurde die EC50 und der Stimulationsindex

(SI)-2 von IL-18 berechnet.

Farnesol und Geraniol zeigten eine konzentrationsabhingige Reduktion der Zellvitalitat
nach 24 h Inkubationszeit. Geraniol wirkte toxischer auf die RhE-Kultur im Vergleich zu
Farnesol (Abb. 61). Eine ECso konnte fiir beide Substanzen berechnet werden (Tab. 14). Die
getestete Einzeldosis von Tulipalin A minderte die Zellvitalitdt um 80 % und die testinterne

Positivkontrolle Dinitrochlorobenzen um mehr als 90 % (Abb. 61).
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Zellvitalitit von RhE-Kulturen nach Behandlung mit Naturstoffen fiir 24 h (MTT-Test).
Dinitrochlorobenzen (DNCB, 14,8 mM) diente als Positivkontrolle. Die gestrichelte Linie
repréasentiert eine Zellvitalitdt von 50 %. N=1-2; MW+R.

Ein SI der IL-18 Freisetzung von zwei wurde als Grenze gesetzt, um eine Substanz als

sensibilisierend zu identifizieren.

Dinitrochlorobenzen erreichte eine SI von ca. 3. Keine der untersuchten Konzentrationen

von Geraniol war in der Lage, eine IL-18 Sekretion zu induzieren. Farnesol iiberschritt die

Grenze mit Konzentrationen ab 225 pM und resultierte in einem SI-2 von 92,28 uM (Abb.

62, Tab. 14). Die Einzelkonzentration von Tulipalin A stimulierte die IL-18 Freisetzung mit

einem SI

von >30 am stirksten. Dieser SI war somit zehnmal hoher als die testinterne

Positivkontrolle Dinitrochlorobenzen (Abb. 62).

Abb. 62
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Relative IL-18 Freisetzung aus RhE-Kulturen nach der Substanzbehandlung fiir 24 h.
Dinitrochlorobenzen (DNCB, 14,8 mM) diente als Positivkontrolle. Die gestrichelte Linie
reprasentiert den SI=2, der als Schwellenwert zur Identifizierung von Kontaktallergenen
verwendet wurde. N=1-2; MW+R.
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Tab. 14 Kalkulierte EC50 und SI-2 von IL-18 nach 24 h Behandlung der RhE-Kultur mit ausgewéhlten

Naturstoffen.

N=1; n.b.= nicht bestimmbar.
Substanz EC50 [mM] SI-2 [mM]
FAR 200,84 92,28
GER 42,46 n.b.
TUPA n.b. n.b.

5.3 OMICS ANALYSEN

Das intrazelluldre Proteom und Metabolom von Jurkat bzw. THP-1-Zellen wurde nach 72 h
Behandlung mit ausgewidhlten Substanzen untersucht. Dabei wurden ausschlieBlich

subtoxische Konzentrationen (IC10) verwendet.

Proteomanalysen

Zunichst erfolgte eine Trennung der Proteine mittels 2D-Gelelektrophorese. Proteine, deren
Abundanz sich nach der Behandlung mindestens verdoppelt oder halbiert hat und signifikant
verdndert (p<0,5) war, wurden mittels MALDI-TOF/TOF-MS identifiziert. Weiterhin wurde
ein Antikdrper-basierter Test (Proteome profiler™), welcher Aussagen iiber Anderungen
spezifischer Proteine ermdglicht, angewendet. Die identifizierten Proteine wurden
verschiedenen Stoffwechselwegen und zelluldren Funktionen, wie z.B. Proteinsynthese und
-faltung sowie Zellzyklus und Stressantwort, zugeordnet. Es wurden neun Substanzen
(Cyclosporin A, Deoxynivalenol, Mycophenolsdure, Mannitol, Urethan, Cannabidiol,
Helenalin, Tulipalin A, Vincristin) auf ihren Einfluss auf das Endoproteom der Jurkat-Zellen
untersucht. Ein Vergleich der identifizierten Proteine, die durch die Verwendung von
Positiv- und Negativkontrollen verdndert wurden, ermoglichte eine Abschétzung
potentieller Biomarker fiir immuntoxische Naturstoffe. Fiir Jurkat-Zellen wurden 78
potentielle Biomarker identifiziert. Aufgrund eines sehr hohen fold change (>|-4|) wurde die

Auswabhl auf 15 Proteine eingegrenzt.

In THP-1-Zellen wurden eine Negativkontrolle (Mannitol), eine Positivkontrolle
(Cyclosporin A), und drei Testsubstanzen (Cannabidiol, Tulipalin A, Helenalin) auf
Anderungen der Proteinabundanzen und potentielle Biomarker untersucht. Es konnten acht

potentielle Biomarker identifiziert werden.

Metabolomanalysen

Durch eine Kombination aus GC-MS, LC-MS und LC-MS/MS Methoden konnten

insgesamt 73 Metaboliten quantifiziert und weitere 25 in Jurkat-Zellen identifiziert werden.
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Dazu gehdrten Aminosduren, Metaboliten der Glykolyse, des Citratzyklus, des
Harnstoffzyklus, des Pentosephosphatwegs sowie des Auf- und Abbaus von Nukleotiden.
Es wurde die Wirkung von 10 Substanzen (Cyclosporin A, Deoxynivalenol, Mannitol,
Urethan, Cannabidiol, Tulipalin A, Helenalin, Vincristin, Malathion, Guanin) auf das
Endometabolom von Jurkat-Zellen untersucht. Durch einen Abgleich der verénderten
Metaboliten in substanzbehandelten Jurkat-Zellen wurden zu diesem Zeitpunkt vier
Aminosduren als potentielle Biomarker zur Identifizierung von Immuntoxizitit gefunden.
Der Einfluss auf die Metabolitenzusammensetzung in THP-1-Zellen nach einer Inkubation

mit Naturstoffen wurde bisher nicht analysiert.

Zusammenspiel Proteom-, Metabolom- und funktionale Analysen

Das Zusammenspiel und der sich ergéinzende Informationsgehalt von den drei Analysen zum
Proteom, Metabolom und zur Funktion, soll im folgenden Abschnitt anhand der Ergebnisse
von Tulipalin A nach der Inkubation mit der ICio fiir 72 h in Jurkat-Zellen dargestellt

werden.

Es konnten 64 Proteine mit verdnderter Abundanz nach der Behandlung mit Tulipalin A
identifiziert werden. Davon waren 58 in ihrer Menge erhdht und 6 vermindert. Einige dieser
Proteine wurden biologischen Prozessen wie Nukleotidsynthese/DNA-Reparatur
(7 Proteine), Stressantwort (10 Proteine), Zellzyklus (7 Proteine) oder Apoptose (1 Protein)
zugeordnet. Dies sind Prozesse, die ebenfalls in den funktionalen Analysen von Bedeutung
sind. Aus den Ergebnissen dieser Analysen geht hervor, dass die IC1o von Tulipalin A keinen
messbaren Effekt auf die Verteilung der Zellen im Zellzyklus, iROS und Apoptose hatte und
auch keine DNA-Schiden induzierte. Es war ledglich die IL-2 Freisetzung vermindert.

Die Verdnderungen der Metabolitenkonzentration in mit Tulipalin A behandelten Jurkat-
Zellen waren sehr divers. Viele Metaboliten der Glykolyse lagen in erhdhter Konzentration
vor, wihrend die des Citratzyklus vermindert waren. Weiterhin wurden Effekte detektiert,
die mit der Nukleotidbiosynthese in Verbindungen stehen. Es wurden insbesondere
geringere Mengen an Purinnukleotiden nachgewiesen. Ebenfalls war das Aminosduremuster
in mit Tulipalin A behandelten Jurkat-Zellen gegeniiber den Kontrollzellen verschieden.
Neun von 25 Aminosduren wurden mit einer deutlichen Verminderung und vier mit einer

starken Erhohung der Konzentration detektiert.

Sowohl die Proteom- als auch die Metabolomanalysen ergaben Hinweise fiir einen Einfluss

von Tulipalin A auf die Nukleotidbiosynthese. Es wurden die Proteinabundanzen von
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Ribose-Phosphat Pyrophosphokinase 1/2 (PRPS 1/2), Phosphoribosylformylglycinamidine-
Synthase (PFAS) und Guanosinmonophosphat-Synthase (GMP-Synthase) durch die Be-
handlung der Zellen mit Tulipalin A signifikant erhoht (Tab. 15). Diese Proteine spielen eine
wichtige Rolle bei der de novo Purinnukleotidsynthese. Die Ribose-Phosphat Pyro-
phosphokinase 1/2 ist fiir die Synthese von Phosphoribosylpyrophosphat aus Ribose-5-
Phosphat verantwortlich, ein Metabolit, dessen Konzentration nach der Tulipalin A
Behandlung erhoht war (Tab. 15). Phosphoribosylformylglycinamidine-Synthase katalysiert
unter Glutaminverbrauch einen weiteren Zwischenschritt der Purinnukleotidsynthese. Ein
wichtiges Zwischenprodukt wihrend der Synthese ist das Inosinmonophosphat (IMP), aus
dem die Nukleotide Adenosinmonophosphat (AMP) und Guanosinmonophosphat (GMP),
z.B. iiber die GMP-Synthase, synthetisiert werden konnen. Wahrend AMP und GMP leicht
vermindert waren, lag IMP in erh6hter Konzentration vor (Tab. 15).
Tab. 15 Intrazelluldr verdnderte Metaboliten und Proteine der Purinnukleotidsynthese nach subtoxischer

Tulipalin A Behandlung fiir 72 h.
n=3; t-Test;*p<0,05.

Proteom-Analysen

Protein Abkiirzung Fold change
Ribose-Phosphat Pyrophosphokinase 1 PRPS 1 2,62°
Ribose-Phosphat Pyrophosphokinase 2 PRPS 2 3,817
Phosphoribosylformylglycinamidine-Synthase PFAS 2,66°
GMP-Synthase GMPS 2,99"
Metabolom-Analysen

Metabolit Abkiirzung Fold change
Ribose-5-phosphat R5P 2,39°
Phosphoribosylpyrophosphat PRPP 10,5°
Inosinmonophosphat IMP 1,8
Adenosinmonophosphat AMP -1,28
Guanosinmonophosphat GMP -1,27

5.4 ENTSCHEIDUNGSBAUM ZUR KLASSIFIZIERUNG VON IMMUNTOXISCHEN

NATURSTOFFEN

Mit Hilfe der erhaltenen Daten aus funktionalen Analysen, Proteom und Metabolom-
untersuchungen konnte ein Entscheidungsbaum etabliert werden. Dieser dient der
Klassifizierung von Substanzen mit unbekannter Wirkung in immuntoxisch und nicht

immuntoxisch.

Zu Beginn der Untersuchungen soll eine Datenbank-Analyse durchgefiihrt werden, die
Aufschliisse tiber die Toxizitdt (falls bekannt) einer Substanz geben soll. Liegt ein

ICs0 >300 uM vor, wird die Substanz aufgrund ihres hohen IC-Werts als nicht toxisch
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angenommen und von weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. Substanzen mit einem
bekannten 1Cso <300 uM weisen Zytotoxizitdt auf und konnen in die Untersuchungen
eingeschlossen werden. Zunichst wird der Einfluss der Substanzen auf die Vitalitdt von
Immunzellen mittels MTT-Test untersucht. Bei einem ermittelten ICso >100 uM wird die
Zytokinsekretion untersucht. Hat die Substanz einen Einfluss auf die Zytokinkonzentration,
wird sie als immuntoxisch klassifiziert. Fiihrt der Naturstoff zu keinen Anderungen der
Zytokin-Level, werden umfassende Proteom- und Metabolomanalysen durchgefiihrt. Diese
Methoden geben detaillierten Aufschluss iiber Proteine und Metaboliten, welche an
wichtigen Stoffwechselwegen und biologischen Funktionen der Zellen beteiligt sind.
Verianderungen in den Abundanzen potentieller Biomarker und Signalmolekiile kénnen auf
eine immuntoxische Wirkung hinweisen. Geben das Endoproteom und —metabolom keine

Hinweise, wird die Substanz als nicht immuntoxisch klassifiziert.

Bei einem ICso <100 uM wird die Substanz auf ihren Einfluss auf den Zellzyklus untersucht.
Die Zellzyklusanalyse gibt erste Aufschliisse beziiglich apoptotischen und proliferativen
Vorgingen in den Immunzellen. Gibt es Anderungen einzelner Zellzyklusphasen schlieft
sich die Analyse der Apoptose an. Fiihrt der Naturstoff zu einer Erh6hung der Apoptose,
wird er als immuntoxisch eingestuft. Gibt es keine Anderungen in den Zellzyklusphasen und
Apoptose, wird die Zytokinsekretion herangezogen und das weitere Vorgehen entspricht den

Versuchen bei einer ICso >100 uM.

Ubertragung der Ergebnisse von naturstoffbehandelten Jurkat-Zellen auf den
Entscheidungsbaum (Abb. 63)

In Jurkat-Zellen zeigten 12 von 16 zu untersuchende Naturstoffe einen ICso <100 uM. Der
Entscheidungsbaum wird im Folgenden nur fiir Naturstoffe angewendet, von denen
weiterflihrende Untersuchungen zur Funktion, Proteom und Metabolom durchgefiihrt
wurden (zwei Negativkontrollen, drei Positivkontrollen, fiinf Testsubstanzen). Fiir alle
weiteren Betrachtungen wurden die Ergebnisse der Zellen nach der Inkubation mit der

subtoxischen Konzentration (IC1o) einbezogen.

Die beiden Negativkontrollen Mannitol und Urethan wiesen keine Zytotoxizitdt im MTT-
Test auf. Eine anschlieBende Untersuchung der Zytokinsekretion ergab eine signifikante
Minderung der IL-2 Konzentration fiir mit Urethan behandelte Zellen, wodurch Urethan
gegeniliber Mannitol als immuntoxisch einzustufen wére. Die Identifizierung von Proteom-
und Metabolombiomarkern ermoglichte die Klassifizierung von Mannitol als nicht

immuntoxisch.
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Von den 12 toxischen Substanzen wurden zu 8 Naturstoffen weitere Daten erhoben, die bei
der Bewertung des immuntoxischen Potentials herangezogen wurden. Einzig die als
Positivkontrollen angenommenen Substanzen Cyclosporin A, Mycophenolsdure und
Deoxynivalenol fiihrten zu Zellzyklusverdnderungen, ohne jedoch die Apoptose zu
beeinflussen. Die Zytokinsekretion unter Einfluss der Substanzen zeigte, dass die
Kontrollsubstanzen Cyclosporin A und Deoxynivalenol diese verdnderten und somit als
immuntoxisch einzuordnen sind. Weiterhin wurde die Freisetzung von IL-2 durch
Cannabidiol, Tulipalin A und Helenalin signifikant verdndert und fiihrte ebenfalls zur
Bewertung immuntoxisch. Unverdnderte Zytokinkonzentrationen wurden in mit
Mycophenolsiure, Agaritin und Vincristin behandelten Jurkat-Zellen detektiert. Durch die
Identifizierung von mdglichen Biomarkern auf Protein- und Metabolomebene lie3 sich
Vincristin nicht eindeutig als immuntoxisch klassifizieren. Vincristin verdnderte 2 von 15
moglichen Proteinbiomarker. Von den vier potentiellen Metabolitenbiomarkern verdnderte
Vincristin keinen deutlich. In mit Mycophenolsdure behandelten Zellen wurde kein Protein
entsprechend der Biomarkerauswahl verindert, aufgrund dessen muss Mycophenolsédure als
nicht immuntoxisch eingestuft werden. Endometabolomdaten liegen zu Mycophenolsidure
nicht vor. Eine Bewertung von Agaritin ist zu diesem Zeitpunkt nicht moglich, da wichtige

Untersuchungen zum Endometabolom und —proteom nicht durchgefiihrt wurden.
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Abb. 63  Entscheidungsbaum zur Klassifizierung von immuntoxischen Naturstoffen unter Einbeziehung
funktionaler Untersuchungen, Proteom- und Metabolomanalysen; mit Ubertragung der
Ergebnisse von substanzbehandelten Jurkat-Zellen.
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Ubertragung der Ergebnisse von naturstoffbehandelten THP-1-Zellen auf den
Entscheidungsbaum (Abb. 64)

In substanzbehandelten THP-1-Zellen wiesen die Negativkontrollen Mannitol und Urethan
einen ICso >100 uM auf. Weitere acht untersuchte Naturstoffe hatten einen geringeren ICso
Wert. Wie bereits bei den Jurkat-Zellen beschrieben, wurden fiir die weitere Bewertung nur
Ergebnisse der Zellen nach der Inkubation mit der subtoxischen Konzentration (ICio)

verwendet und Substanzen von denen mehrere Daten vorliegen.

Von beiden Negativkontrollen, Mannitol und Urethan, wurde aufgrund der fehlenden
toxischen Wirkung die Zytokinfreisetzung untersucht. Wihrend Mannitol diese nicht
verdnderte, erhohte Urethan die IL-1B Sekretion. Urethan ist daher als immuntoxisch
einzustufen. Die Positivkontrollen Deoxynivalenol und Mycophenolsdure riefen
Anderungen in der Verteilung der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen hervor.
Mycophenolsiure induzierte zudem Apoptose und konnte in Folge dessen als immuntoxisch
identifiziert werden. Deoxynivalenol hatte keine Auswirkung auf die Apoptose und
beeinflusste auch nicht die Zytokinsekretion. Tulipalin A, Cannabidiol und Cyclosporin A
hatten keinen Einfluss auf die Verteilung der Zellzyklusphasen. Von diesen Substanzen
beeinflussten nur Tulipalin A und Cyclosporin A signifikant die Freisetzung von Zytokinen
und wurden als immuntoxisch eingestuft. Da Cannabidiol, wie Deoxynivalenol und
Mannitol, keine Wirkung auf die Zytokinsekretion besal, musste fiir die Bewertung
immuntoxischer Eigenschaften das Endoproteom herangezogen werden. Endometabolom-
Untersuchungen wurden bisher nur fiir die Jurkat-Zellen durchgefiihrt und kénnen daher zur
Zeit nicht zur Identifizierung von Immuntoxizitit in THP-1-Zellen beitragen. Unter
Einbeziehung des Endoproteoms wurden Cannabidiol als immuntoxisch und Mannitol als
nicht immuntoxisch eingestuft. Da flir Deoxynivalenol keine Proteomuntersuchungen

durchgefiihrt wurden, kann keine Klassifizierung vorgenommen werden.
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Abb. 64 Entscheidungsbaum zur Klassifizierung von immuntoxischen Naturstoffen unter Einbeziehung
funktionaler Untersuchungen, Proteom- und Metabolomanalysen; mit Ubertragung der

Ergebnisse von substanzbehandelten THP-1-Zellen.
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6. DISKUSSION

Ein Ziel der Arbeit war die Vertiefung des Kenntnisstands zur immunologischen Wirkung
ausgewdhlter Naturstoffe. Diese Ergebnisse werden im ersten Teil der Diskussion mit Daten
aus der Literatur verglichen. Daran schlieB3t sich eine Methodenevaluation an, auf deren
Grundlage ein Entscheidungsbaum zur Immuntoxizititsvorhersage entwickelt wurde. Der
letzte Abschnitt dieses Kapitels setzt sich mit den hautsensibilisierenden Eigenschaften

ausgewdhlter Naturstoffe auseinander.

6.1 ZELLBIOLOGISCHE PROZESSE

Die Auswahl der Naturstoffe erfolgte in den drei Gruppen immuninert (Negativkontrollen),
immuntoxisch (Positivkontrollen) und potentiell immuntoxisch (Testsubstanzen). Die
Untersuchungen wurden in zwei humanen Immunzelllinien durchgefiihrt. Es wurden jeweils
die Parameter Vitalitdt, Zellzyklusverteilung, Induktion von Apoptose, iROS und DNA-
Schiaden, Zytokinfreisetzung und mitochondriale Funktion untersucht. Vergleichsweise
wurden fiir einige Untersuchungen primire humane Blutzellen eingesetzt. Die Ergebnisse
werden zur besseren Ubersicht naturstoffspezifisch tabellarisch dargestellt und anschlieBend

diskutiert.

6.1.1 Negativkontrollen

Mannitol und Urethan werden in der Literatur als Negativkontrollen fiir Immun-
toxizitdtsuntersuchungen eingesetzt [60, 70, 112, 143]. Um ihre Eignung als potentielle
Negativkontrollen zu tiberpriifen, wurden sie, wie die Testsubstanzen, mittels funktionaler

Untersuchungen in Jurkat- und THP-1-Zellen niher charakterisiert.

MANNITOL wird in Form von 10-20 %igen Losungen, 1.v. appliziert, in der Medizin als
Osmodiuretikum eingesetzt. Wie in Tab. 16 ersichtlich, fiihrte Mannitol erst in
vergleichsweise hohen Konzentrationen zur Vitalititsminderung der beiden Immunzell-
linien und der PBMC. Dies konnten Markovic et al. in ihren Untersuchungen ebenfalls
feststellen, wobei deren Ergebnisse in der gleichen Grofenordnung wie die hier

beschriebenen Daten lagen [112].
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Tab. 16 Zusammenfassung der funktionalen Parameter fiir Mannitol.
& keine Anderung. 4 vermindert. T erhoht. - nicht untersucht.

MANNITOL Jurkat-Zellen THP-1-Zellen PBMC
IC1o ICso IC1o ICso IC1o ICso
Zytotoxizitat [mM]
72 h 73 138 55 115 102 385
Zellzyklus
24 h|72h
subG1-Phase @& | -- | D - |- -|- -|-
G1-Phase T |7 -] - 3| D - - - - - -
S-Phase @ | -] - 3| D - - - - - -
G2/M-Phase | | & -] - 3| D - - - - - -
Apoptose
249h|72h OO - |- ®|¢ - - - |- - -
iROS
I1h|24h @D -] - Iy - -] - -] -
Mitochondriale
Funktion 24 h - - o - - -
DNA-Schiden
4h|24h OO - |- DD - - - - - -
Zytokine
IL-24h|24h OO - |- - - - - - - - |-
IL-84h|24h -|- - |- -1 - |- - |- - -
IL-1B4h|24h  -]- -] - V| -] - - |- -|-

Wegen der hohen ICso Werte fiir Mannitol wurde fiir alle weiteren Untersuchungen die
subtoxische ICio verwendet. Durch die Zugabe von Mannitol ins Kultivierungsmedium hat
sich dessen Osmolaritit von 274 mOsm/1 auf 340-350 mosm/l erhéht, wodurch ein schwach
hyperosmolares Milieu erzeugt wurde. Studien belegen, dass osmotischer Stress in Zellen
zur Verdnderung einer Vielzahl an biologischen Prozessen fithren kann, insbesondere zur
Schiadigung von Makromolekiilen, Zellzyklusverdnderungen, mitochondrialer Dysfunktion
und Apoptose [144-147]. Rasola et al. zeigten in einem konzentrationsabhéngigen Ansatz,
dass ein hyperosmotisches Medium in Jurkat-Zellen nach der Behandlung mit Mannitol mit
der Induktion von Apoptose assoziiert war [145]. Obwohl keine DNA-Schiden und
Apoptose in der vorliegenden Untersuchung detektiert wurden (Tab. 16), konnte die
verdnderte Zellverteilung in den Zellzyklusphasen als hyperosmotische Stressantwort

gedeutet werden.

Im Zusammenhang mit durch NaCl ausgelostem osmotischem Stress wurden erhdhte iROS
Level beschrieben [148, 149]. Die beobachtete geringfiigige Reduktion der iROS (Tab. 16)

war somit nicht zu erwarten. Inwieweit Mannitol tatsdchlich antioxidativ wirken kann, wie

122



DISKUSSION

von einigen Studien postuliert [150-153], bleibt zu kldren, da u.a. von einer geringen

intrazelluldren Aufnahme ausgegangen wird [154].

Weiterhin wurde die Freisetzung von Zytokinen aus den Immunzelllinien gemessen.
Verschiedene in vitro Studien stellten einen Zusammenhang zwischen der hyperosmotischen
Stressreaktion, z.B. auf Mannitol, und der erhohten Produktion bzw. Sekretion von pro-
inflammatorischen Zytokinen, wie TNF-q, IL-1, IL-6 und IL-8, bei verschiedenen Zelllinien
dar [155-160]. Im Gegensatz dazu zeigten die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit, ebenso
wie die von Markovic et al., keinen Einfluss von Mannitol auf die Freisetzung von IL-2,
IL-4, IL-10 und den pro-inflammatorischen Zytokinen TNF-a und IL-6. Interessanterweise
hatten Markovic et al. mit einer Konzentration von 50 mM, wie sie auch hier Anwendung
fand, gearbeitet [112]. Studien, die eine Erhdhung pro-inflammatorischer Zytokin-
konzentrationen als Folge von Mannitol sowie hyperosmotischem Stress beschrieben,
arbeiteten mit deutlich hoheren Konzentrationen [157, 159]. Eine konzentrationsabhingige
Wirkung ist anzunehmen. Die beobachtete transiente Abnahme der IL-1p Freisetzung aus
THP-1-Zellen (Tab. 16) konnte auf eine geringere Expression von pro-IL-1 sowie auf eine
verzogerte Regulation zuriickzufiihren sein. Der genaue Mechanismus l4sst sich mit Daten

aus der Literatur nicht kldren und erfordert detaillierte Expressionsstudien.

Mannitol zeigte insgesamt nur eine geringe Wirkung auf die Immunzellen und ist damit als

Negativkontrolle geeignet.

Die Wirkung von URETHAN als immunsuppressiv bzw. als karzinogen wurde in
zahlreichen in vivo bzw. ex vivo Tierversuchen untersucht und bestitigt [161-166].
Dahingegen gibt es nur wenige umfassende Arbeiten, die die Effekte des Umweltschadstoffs

im humanen System beschreiben [143, 167, 168].

Urethan fiihrte unter der Verwendung von hohen Konzentrationen zur Vitalitdtsminderung
der Immunzelllinien und PBMC, was ebenfalls in den Untersuchungen von Markovic et al.
gezeigt wurde [112]. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit wiesen Cui et al.
in ihrer Studie einen GO/G1-Arrest in einer Leberkarzinomzelllinie (HepG2) nach, wobei
der Effekt konzentrationsabhingig und mit Anderungen Zellzyklus-assoziierter Proteine
verbunden war. Dabei fiihrte Urethan zu erhohter Expression an p53 und p21 Proteinen,
wohingegen Cyclin E und CDK 2 vermindert vorlagen [167]. P53 wird wihrend
verschiedener zelluldrer Stresssituationen aktiviert und fiihrt zur Genexpression von p21.
Durch eine Inaktivierung des Cyclin E/CDK 2 via p21 wird eine Progression des Zellzyklus
am Ubergang der G1- zur S-Phase verhindert [169].
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Tab. 17 Zusammenfassung der funktionalen Parameter fiir Urethan.
& keine Anderung. 4 vermindert. T erhoht. - nicht untersucht.

URETHAN Jurkat-Zellen THP-1-Zellen PBMC
IC1o I1Cso IC1o 1Cso IC1o 1Cso
Zytotoxizitat [mM]
72 h 18 45 11 33 32 66
Zellzyklus
24 h|72h
subG1-Phase & | -- | D - |- -|- -|-
G1-Phase @[T -|- T - - - - - -
S-Phase & | & - |- | -] - - |- - -
G2/M-Phase @ | @ -|- | -] - - - - -
Apoptose
249h|72h OO - |- ®|¢ - - -|- - -
iROS
I1h|24h OO -] - DI - - -] - -] -
Mitochondriale
Funktion 24 h - - T - - -
DNA-Schiden
ani2en LIt - S I b
Zytokine
241240 4|4 -]- -] - |- -] - .-
IL-84h |24k -]- -] - -4 -] - -] - -] -
IL-1B4h|24h -] - -] - T - - -] - -] -

Zudem beschrieben Cui et al. eine Induktion von iROS und Apoptose in HepG2 Zellen
[167]. Ein Anstieg von iROS wurde ebenso in murinen Makrophagen (RAW264.7) und
epithelialen Lungenzellen (A549) beobachtet [168]. Es wurde postuliert, dass Urethan durch
die Induktion von iROS zu DNA-Schéden, Zellzyklusarrest und Apoptose fiithrte [167, 16§],
was teilweise in Kontrast zu den vorliegenden Ergebnissen in Jurkat- und THP-1-Zellen
steht (Tab. 17). Ein Grund fiir die Abweichung kann die Verwendung der im subtoxischen
Bereich liegenden ICyo sein. Es gibt nur wenige in vitro Untersuchungen zur Genotoxizitit
von Urethan, die zum Teil widerspriichliche Ergebnisse beschreiben [170, 171].
Verschiedene in vivo Studien belegen, dass der genotoxische und karzinogene Effekt von
Urethan weitestgehend auf die Metaboliten, nicht jedoch auf Urethan selbst zuriickzufiihren
ist [172, 173]. Metaboliten des Urethans entstehen durch Esterasen und P450 Cytochrome
[174] und koénnen Protein-, DNA- und RNA-Addukte bilden [172, 173]. Laut Literatur
exprimieren Jurkat-Zellen CYP2E1 [175], das fiir die Metabolisierung von Urethan
verantwortlich ist. Obwohl vorliegende Ergebnisse eine geringfiigig signifikante Erhohung

der Schweifintensitit als Anzeichen von DNA-Schédden in Jurkat-Zellen aufzeigten (Tab.

124



DISKUSSION

17, Abb. 36), lasst dies aufgrund einer geringen n-Zahl und einer hohen Schwankungsbreite

im Comet-Assay keine eindeutigen Riickschliisse auf einen DNA-Schaden zu.

Wie bereits beschrieben, wurde in verschiedenen Studien eine iROS Erh6éhung sowie ein
Einfluss auf das mitochondriale Membranpotential nach Urethanexposition nachgewiesen,
wodurch eine Beteiligung des Mitochondriums an der urethanvermittelten Toxizitdt zu
vermuten ist [167, 168]. Mit Hilfe des XF96 Extracellular Flux Analyzers wurde die
mitochondriale Atmung in THP-1-Zellen unter Substanzeinfluss bewertet. Basale Atmung,
ATP-Produktion vermittelte OCR und die Protonenleckrate in THP-1-Zellen zeigten keine
Verdnderungen, wohingegen Urethan zu einer Erh6hung der maximalen Atmung und daraus
resultierend zu einer Erhohung der respiratorischen Reservekapazitit filihrte. Die
respiratorische Reservekapazitit als Differenz zwischen maximaler und basaler Atmung
erlaubt Riickschliisse auf Reaktionen der Zellen gegeniiber erhohtem Energiebedarf durch
Stressoren bzw. verdndertem Metabolismus. Eine geringe respiratorische Reservekapazitit
ist mit der Entstehung einer Vielzahl an Krankheiten und dem Altern assoziiert [176].
Urethan scheint somit einen positiven Effekt auf die THP-1-Zellen unter Stressbedingungen
zu haben, was im Gegensatz zu den von anderen Arbeitsgruppen beschriebenen
mitochondrialen Dysfunktionen steht [167]. Lui et al. identifizierten in HepG2 Zellen nach
Urethanexposition eine Vielzahl verdnderter Gene und Metaboliten, die der oxidativen
Phospohorylierung zugeordnet wurden. Besonders auffdllig war die Hochregulation der
Gene fiir die Glutaminase und Glutamat-Oxalacetat-Transaminase 1, zwei Enzyme, die u.a.
die mitochondriale Atmung férdern konnen und einen Beitrag zum Redoxgleichgewicht
leisten [177]. Ein direkter Effekt von Urethan auf das bioenergetische Profil von Zellen ist

wahrscheinlich.

Im Gegensatz zu den in Tab. 17 dargestellten Ergebnissen zeigten verschiedene Studien,
dass die Zytokinfreisetzung aus humanem Vollblut (TNF-0, IFN-y) bzw. aus
lymphoblastoiden Zellen (TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-2, IL-4, IL-10) nach Urethanexposition
unverandert blieb, wobei geringere Konzentration verwendet wurden [112, 143]. Dies kann
Grund fiir die abweichenden Ergebnisse sein. Entgegen dem Einfluss auf die Zytokin-
freisetzung sind in vitro weitere immunsuppressive Effekte bekannt, z.B. auf die
Lymphozytenproliferation und Antikorperbildung, wobei bei letzterer der Metaboliten-
einfluss stirker immunsuppressiv war als der von Urethan selbst [143, 178]. In vivo Studien
zeigten immunsuppressive Wirkungen von Urethan auf, die sich durch eine
Beeintrachtigung der Lymphokinbildung, Makrophagenfunktionalitit, und Aktivitdt

natiirlicher Killerzellen sowie Myelotoxizitdt [ 164, 165] dullern.
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Auf Zytokinebene zeigte Urethan einen suppressiven und stimulierenden Effekt in den
Immunzelllinien. Unter den angewandten Bedingungen kann Urethan nicht als immuninert
eingestuft werden, wobei dies wiederum nur eine eingeschrinkte Beurteilung des
immuntoxischen Potentials sein kann, da eine Metabolisierung der Substanz nicht

beriicksichtigt wurde.

6.1.2 Positivkontrollen

Fir die Versuche wurden Deoxynivalenol, Cyclosporin A und Mycophenolsdure als
Positivkontrollen ausgewihlt. Deoxynivalenol ist ein immuntoxisches Mycotoxin [79, 179,
180], Cyclosporin A und Mycophenolsidure werden wegen ihrer immunsupprimierenden
Wirkungen als Arzneistoffe, z.B. zur Verhinderung der TransplantatabstoBung, verwendet

[80, 181].

DEOXYNIVALENOL wird durch Fusarium sp. gebildet und insbesondere in Getreidearten
gefunden. In einer britischen Studie wurde bei 98,7 % aller Probanden Deoxynivalenol im
Urin nachgewiesen. Insgesamt {iberschritten 4 von 300 Probanden den zuldssigen TDI-
(maximum tolerable daily intake) Wert fiir Deoxynivalenol [182]. Auf zellulirer Ebene
bindet Deoxynivalenol an die Peptidyltransferase-Region der 28S ribosomalen RNA,
wodurch die Proteinsynthese gehemmt wird und ribotoxischer Stress entsteht. Dies ist mit
der Aktivierung einer Vielzahl an Signalwegen verbunden [183]. In Abhéingigkeit von der
Konzentration kann Deoxynivalenol eine immunsuppressive bzw. immunstimulierende

Wirkung haben [79].

Einen Sensitivitdtsunterschied zwischen Jurkat-Zellen und PBMC (Tab. 18) stellten auch
Katika et al. fest [184]. Dies kann auf die hohe Proliferationsrate der Zelllinien gegeniiber

PBMC, die ohne entsprechenden Stimulus nicht proliferieren, erklédrt werden.

Weiterhin hatten die IC10 und die ICso von Deoxynivalenol in den getesteten Zelllinien einen
Einfluss auf die Progression der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen. So kann der in
Jurkat-Zellen detektierte GO/G1-Arrest Folge der inhibierten Proteinsynthese bzw. des
ribotoxischen Stress sein. Der dargestellte Zellzyklusverlauf zeigt auf, dass die Zellen nach
24 h einen GO/G1-Arrest ausbildeten, was vermuten lasst, dass die Zellfunktion nicht wieder

hergestellt werden konnte und Apoptose eingeleitet wurde (Tab. 18).

In THP-1-Zellen zeigte sich nach 24 h ein G2/M-Arrest zu Lasten der GO/G1-Phase, wobei
nach 72 h ein GO/G1-Arrest fiir die ICso nachgewiesen wurde, nicht jedoch fiir die IC1o. Die

ICio fiihrte zwar zu Zellzyklusverdnderungen, eine Zunahme der Apoptose blieb hingegen
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aus, so dass die Zellen die verwendeten Konzentrationen und den damit verbundenen Stress
noch tolerieren konnten. In der Literatur wurde in porcinen und humanen epithelialen Zellen
sowie Chondrozyten ein G2/M-Arrest beschrieben [185-187], wihrend ein GO/G1 Arrest in
Hiihnerfibroblasten, THP-1-Zellen und einer weiteren epithelialen Zelllinie detektiert wurde
[187-189]. In murinen Makrophagen konnte eine Initiierung der Expression von p53 und
p21 nachgewiesen werden [190], was einen Zellzyklusarrest in der G1-Phase durch die
Inaktivierung des Cyclin E/CDK 2 Komplexes vermitteln konnte. Andererseits postulierten
Yang et al., dass Deoxynivalenol in einer humanen Epithelzelllinie u.a. durch Stabilisierung
der mRNA von p21 zu einer erhdhten Genexpression von p21 beitrug und den Zellzyklus in

der G2/M-Phase durch Interaktion mit Cyclin B1 arretierte [185].

Tab. 18 Zusammenfassung der funktionalen Parameter fiir Deoxynivalenol.
@ keine Anderung. 4 vermindert. T erhoht. - nicht untersucht. N.b. nicht bestimmbar.

DEOXYNIVALENOL Jurkat-Zellen THP-1-Zellen PBMC
IC1o 1Cso IC1o ICso IC1o I1Cso
Zytotoxizitit [uM]
72h 0,5 0,8 0,3 1,1 1,0 n.b.
Zellzyklus
24 h|72h
subGl-Phase @|@  T|7T gl 7T -] - -] -
Gl-Phase T|T 1@ LT 7 -] - -] -
S-Phase  @|4 1| s\ DI -] - - -
G2/M-Phase | | | % T - - - |-
Apoptose
24h|72h @2  TIT ol o1 -] - - |-
iROS - - - -
1h|24h O|@ |1 gl a7 -] - - -
Mitochondriale
Funktion 24 h - - %) %) - - - -

DNA-Schiden
4h|24h OO DD - |- - |- - |- - |-

Zytokine
IL-24h|24h 4|1 -] - - - -] - -] - -] -
IL-84h|24h -|- - - - D - - -1- - -
IL-1B4h|24h  -|- - |- DD - |- -1- - |-

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit (Tab. 18) detektierten
Katika et al. eine geringe Erhohung der iROS, die im Weiteren zur Caspase 3 Aktivierung
fiihrte. Daraus postulierte die Arbeitsgruppe, dass die Substanz durch ribosomalen Stress
iiber Stress des endoplasmatischen Retikulums (ER-Stress) und oxidativen Stress zur
Caspase 3 Aktivierung und anschlieBender Apoptose fithren kann [78], was die in Tab. 18

dargestellten Daten ebenfalls aufzeigen. Dariiber hinaus wurde beschrieben, dass
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Deoxynivalenol vermittelter oxidativer Stress im Zusammenhang mit der Induktion von
DNA-Schéden steht [191, 192]. Im Gegensatz dazu traten bei Bensassi et al. DNA-Schiden
und Caspase 3 Aktivierung in Kolonkarzinomzellen unabhiangig von der iROS Produktion
auf, weshalb sie einen direkten Einfluss des Deoxynivalenols auf die DNA folgerten [193].
Es kann zu diesem Zeitpunkt nicht gekliart werden, warum in der vorliegenden Arbeit keine
DNA-Schiden in Jurkat-Zellen induziert wurden. Eine mogliche zeit- und konzentrations-

abhéngige Wirkung, die in verschiedenen Zelltypen variieren kann, ist vorstellbar.

Obwohl der MTT-Test und die iROS Induktion nicht mitochondrienspezifisch sind, geben
sie Hinweise auf eine mdgliche mitochondriale Beteiligung an den zytotoxischen Effekten
in THP-1-Zellen, weshalb das bioenergetische Profil der Zellen genauer untersucht wurde.
Die ICso war mit einer Reduktion der basalen Atmung und ATP-Produktion verbunden, was
auf eine Abnahme des ATP-Bedarfs hinweist, wihrend maximale Atmung, Protonenleckrate
und die respiratorische Reservekapazitit unverdndert blieben. Wie Bensassi et al. in einer
Studie in humanen Kolonkarzinomzelllinie beschrieben, kam es nach Inkubation mit
Deoxynivalenol zur Offnung der mitochondrial permeability transition pore (MOMP) und
zum Verlust des mitochondrialen Membranpotentials. Allerdings konnte an isolierten
Mitochondrien gezeigt werden, dass diese kein direktes Ziel des Mykotoxins waren.
Vielmehr wurde das pro-apoptotische Protein Bax fiir die mitochondrialen Verdnderungen
verantwortlich gemacht [194]. Da die respiratorische Reservekapazitit der THP-1-Zellen
unverdndert blieb, scheint Deoxynivalenol unter den Versuchsbedingungen keinen direkten

Einfluss auf die mitochondriale Funktion der Monozyten zu haben.

Die Versuche zur Zytokinfreisetzung zeigten einen immunstimulierenden Effekt und stehen
im Einklang mit den Literaturergebnissen. So wurde eine erhohte Expression fiir pro-
inflammatorische Zytokine, wie TNF-o und IL-6 in Makrophagen, IL-8 in Monozyten sowie
fiir IL-2 in T-Zellen, beschrieben [79]. Fiir die Expression von TNF-a, IL-6 und IL-2 in
Makrophagen bzw. T-Zellen wurde eine vermehrte Zytokinexpression durch eine erhohte
mRNA-Stabilitdt verantwortlich gemacht. Entscheidend dafiir ist die Aktivierung des
MAPK-Signalwegs [179].

Die Untersuchungen in Jurkat- und THP-1-Zellen zeigten erwartungsgeméil} einen
immuntoxischen Effekt der Positivkontrolle. Geringe Konzentrationen der Substanz fiihrten
zu einer erhohten IL-2 Zytokinfreisetzung und tragen zu einer Immunstimulation bei. Hohe
Konzentrationen, entsprechend der ICso, fiihrten iiber den Weg der Apoptose zur

Immunsuppression.
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Die immunsuppressive Wirkung des CYCLOSPORIN A ist seit den 1970er Jahren bekannt
und wird zur Prévention von TransplantatabstoBungen bzw. gegen Autoimmun-
erkrankungen eingesetzt. Die Wirkung von Cyclosporin A beruht auf der Fahigkeit, an
Cyclophilin A zu binden und somit den Calcineurin-Signalweg zu inhibieren, der zur
Aktivierung des Transkriptionsfaktor NFAT fiihrt. Die Bildung und Freisetzung von
Zytokinen, insbesondere von IL-2 in T-Zellen, wird supprimiert [181].

Tab. 19 Zusammenfassung der funktionalen Parameter fiir Cyclosporin A.
@ keine Anderung. 4 vermindert. T erhoht. - nicht untersucht.

CYCLOSPORIN A Jurkat-Zellen THP-1-Zellen PBMC
IC1o 1Cso IC1o 1Cso IC1o 1Cso
Zytotoxizitit [uM]
72h 2,7 6,8 0,9 3,9 5,5 19,7
Zellzyklus
24 h|72h
subGl-Phase @ |7 |7 3| D T -- - -
Gl-Phase T|@ 1|2 gl 4 -] - -] -
S-Phase @ |4 || oD DI -] - - -
G2/M-Phase | | | gl T - - - |-
Apoptose
24n172h 2|2 TIT gl T -]- -]
iROS
Lh|24n 2|2 T|T ot o -] - -] -
Mitochondriale -|- -] -
Funktion 24 h - - %) J

DNA-Schiden
4n124h T T oo TN -|- - |-

Zytokine
IL-24h|24h 4|4 -] - - - -] - -] - -] -
IL-84h|24h -|- -] - -| @ -] -
IL-1B4h|24h |- -] - VIV - -]- -] -

Die ermittelte IC1o befand sich in einem Bereich, der in vivo im Blutplasma von Probanden
detektiert wurde. In der Studie erreichte die orale Gabe einer Einmaldosis von 5 mg/kg
Cyclosporin A nach ca. 1,3 h die maximale Plasmakonzentration von 1561 + 369 ng/ml (ca.

1,3 uM) und nach 12 h eine Konzentration von 143 + 52 ng/ml (0,1 uM) [195].

Schmidt et al. ermittelten fiir die Starke der Hemmung verschiedener Zytokine in THP-1-,
TH-2- und Jurkat-Zellen folgende Rangordnung: 1L-2 > IL-4 > IL-5 > IL-1p > IL-8 [196].
Diese Erkenntnisse stimmen mit den vorliegenden Ergebnissen iiberein (Abb. 49, Abb. 50

Abb. 51). Die von Schmidt et al. bei hoheren Cyclosporinkonzentrationen detektierte
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Inhibition der IL-8 Freisetzung aus THP-1-Zellen [196] trat in den hier verwendeten

Konzentrationen nicht auf.

Zusidtzlich zu den in Tab. 19 veranschaulichten Ergebnissen wurde auch die Zytokin-
freisetzung aus Vollblut unter Einsatz verschiedener Stimulanzien untersucht. PHA fordert
als T-Zell-Mitogen die Bildung von IFN-y, IL-10 und IL-4. PWM aktiviert neben T-Zellen
auch B-Zellen, so dass die Konzentration von IL-10 synergistisch erhoht wird. Im
Unterschied zur Literatur fiihrte PWM in den hier durchgefiihrten Versuchen zu keiner IL-4
Erhohung [197, 198]. Ursdchlich dafiir konnen Sensitivitdtsunterschiede einzelner Spender
sein [197], wobei auch die geringe Versuchsanzahl (n=2) beriicksichtigt werden muss. Eine
Stimulation des Vollbluts mit LPS aktiviert bevorzugt Monozyten und fiihrte zur TNF-a
Sekretion (Abb. 53). Ohne Stimulation konnte Cyclosporin A die basalen Level der Zytokine
im Vollblut nicht verdndern, wohingegen im stimulierten Vollblut die Freisetzung von IL-
10, IL-4 und IFN-y gehemmt wurde. Dies entspricht Beobachtungen verschiedener
Arbeitsgruppen [112, 143, 199, 200]. Eine Verschiebung der Zytokinfreisetzung kann auf
den Organismus unterschiedliche Effekte ausiiben, da viele Zytokine pleiotrope
Eigenschaften besitzen. IL-10 ist ein anti-inflammatorisches Zytokin, das vor tibermafigen
Entziindungsreaktionen schiitzt. Die IL-4 Detektion ermoglicht Aussagen iiber zwei
Lymphozytenpopulationen, indem es fiir die TH-2-Differenzierung und fiir den TH-2
vermittelten Klassenwechsel von B-Zellen von der IgM- zur IgE-Bildung verantwortlich ist
[57]. IFN-y ist ein wichtiges Signalmolekiil von aktivierten TH-1-Zellen, fithrt zur
Aktivierung von Makrophagen und trdgt zur Pathogenabwehr und Inflammation bei. TNF-
a wird insbesondere von Makrophagen als Antwort auf eine bakterielle Infektion sezerniert
und ist an der Entstehung von Entziindungsreaktionen sowie der Apoptoseinduktion
beteiligt. Cyclosporin A fiihrte in den vorliegenden Versuchen mit Vollblut zu einer leichten
Erhohung der TNF-a Level. Carfi et al. detektierten keine Anderungen der TNF-a Sekretion
in mit LPS stimuliertem Vollblut, wobei die hochste getestete Konzentration 5 uM betrug
[143]. Durch den Einsatz unterschiedlicher Stimulanzien im Vollblut wird deutlich, dass
Cyclosporin A vorzugsweise auf die Zytokinfreisetzung in Lymphozyten einen Einfluss hat
und nicht oder nur bedingt in Monozyten. Eine direkte Ubertragung dieser Beobachtung auf

die Zellkultursysteme ist nicht moglich, da andere Zytokine analysiert wurden.

Neben dem spezifischen Einfluss auf Immunzellen besitzt Cyclosporin A hepato-, neuro-
und nephrotoxische Wirkungen, die auf zytotoxischen Effekten beruhen [181]. Der in Tab.
19 beschriebene Verlauf der Zellzyklusphasen unter Substanzeinfluss in Jurkat-Zellen ldsst

vermuten, dass ein Zellschaden wéhrend der GO/G1-Phase auftrat, der jedoch nicht repariert
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werden konnte und zum Zelltod fiihrte. In den THP-1-Monozyten fiihrte die ICso von
Cyclosporin A zum programmierten Zelltod. Kahl et al. wiesen in ihren Untersuchungen in
Fibroblasten einen Cyclosporin A spezifischen GO/G1-Arrest nach, bei dem Cyclosporin A
die Translation der mRNA von Cyclin D1 inhibierte [201]. Fiir die hier nachgewiesene
Apoptose in Jurkat- und THP-1-Zellen (Tab. 19) konnten sowohl Caspase-abhéngige [202]
als auch Caspase-unabhéngige Apoptosemechanismen [203] zusténdig sein. So konnten in
U937- und in MDCK-Zellen eine Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials
und eine erhohte Cyt C Freisetzung detektiert werden. Beide Faktoren tragen zur

Apoptosombildung bei [202, 204].

In THP-1-Zellen wurde zusétzlich die Wirkung auf die mitochondriale Funktion untersucht.
Die ATP-Produktion gekoppelte OCR und die basale Atmung wurden durch die ICso von
Cyclosporin A reduziert, was auf einen verminderten Energiebedarf der Zellen hinweist.
Zudem fiihrte Cyclosporin A zur starken Senkung der maximalen Atmung und der
respiratorischen Reservekapazitéit, was nahe legt, dass die Zellen an ihrem energetischen
Limit arbeiteten. Der Verlust der Reservekapazitit weist auf eine mogliche mitochondriale
Dysfunktion hin. Wie in Tab. 19 dargestellt, kam es in THP-1-Zellen zu einer Zunahme der
iROS. Wird davon ausgegangen, dass ein Grofteil der iROS wihrend der ETC im
Mitochondrium generiert werden, konnen diese zu Modifikationen und Schidigungen
mitochondrialer Molekiile fiihren und zur mitochondrialen Dysfunktion beitragen.
Andererseits kommt es in verschiedenen Zellkultursystemen nach Cyclosporin A Inkubation
zum Verlust des mitochondrialen Membranpotentials [202, 204], der in verminderter
Reaktionsfahigkeit auf erhohten Energiebedarf der Zellen miindet und sich ebenfalls im
Parameter der respiratorischen Reservekapazitit widerspiegeln konnte. Eine weitere
Konfrontation der Zellen mit Stressoren wiirde so in Apoptose bzw. unter ATP-Erschépfung
in Nekrose enden [205]. In Folge der Offnung der MOMP withrend der Apoptose kommt es
ebenso zum Verlust des mitochondrialen Membranpotentials. Die vermehrte Apoptose

konnte somit Ursache der mdglichen mitochondrialen Dysfunktion sein.

Jeon et al. konnten in ihren Untersuchungen durch Zusatz von Antioxidantien die
Cyclosporin A vermittelte Apoptoseinduktion, Depolarisation des mitochondrialen
Membranpotentials und den Zellzyklusarrest in MDCK-Zellen abschwéchen [204]. Die
Induktion von iROS scheint somit eine wichtige Rolle bei der toxischen Wirkung des
Cyclosporin A zu spielen. Im Zusammenhang mit oxidativem Stress stehen ebenfalls DNA-
Schédden. Diese DNA-Schiden konnten zumindest fiir die Jurkat-Zellen eine Ursache des

detektierten Zellzyklusarrests in der GO/G1-Phase sein. In der Literatur sind nur wenige und
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widerspriichliche Angaben beziiglich eines genotoxischen/mutagenen Potentials von
Cyclosporin A beschrieben. Keine Mutagenitit wurde in in vitro Untersuchungen in
Salmonella typhimurium beobachtet, wohingegen in humanen Lymphozyten ein
genotoxisches Potential mittels Mikronukleustest nachgewiesen wurde [206]. In humanen
Fibroblasten wurde durch den Comet-Assay Genotoxizitit detektiert [207]. Ursachen fiir die
Cyclosporin A vermittelte Genotoxizitdt wurden bisher nicht postuliert. Die vorgestellten
Ergebnisse lassen vermuten, dass oxidativer Stress flir die DNA-Schiden (mit-)
verantwortlich sein konnte. Der Nachweis von 8-Oxoguanin, einer der haufigsten
Verianderungen der DNA durch oxidativen Stress, konnte diese Annahme bestétigen [208].
Warum es in Jurkat-, nicht aber in THP-1-Zellen, zu DNA-Schidden unter Induktion von
iIROS kam, liegt moglicherweise darin begriindet, dass Monozyten zur Pathogenabwehr
iROS produzieren und zum Selbstschutz dementsprechend hohe Mengen an anti-oxidativen

Enzymen besitzen.

Die Untersuchungen zeigten erwartungsgemill eine immuntoxische Wirkung von
Cyclosporin A, die sich bereits in subtoxischen Konzentrationen durch die Suppression von
verschiedenen Zytokinen in Vollblut, THP-1- und Jurkat-Zellen duBlerte. Hohere

Konzentrationen induzierten Apoptose in den Immunzellen.

MYCOPHENOLSAURE wird wie Cyclosporin A als Immunsuppressivum bei Organtrans-
plantationen, aber auch bei Autoimmunerkrankungen, wie Systemischer Lupus
Erythematosus, angewandt. Mycophenolsdure hemmt die de novo Synthese von
Purinnukleotiden durch Inhibition der Inosinmonophosphat-Dehydrogenase, die einen
wesentlichen Reaktionsschritt wihrend der Guanosinmonophosphatsynthese katalysiert. Die
besondere Sensitivitit von Lymphozyten gegeniiber anderen Zelltypen beruht darauf, dass
Lymphozyten ausschlieflich eine de novo Synthese der Purinbasen durchfiihren, wéihrend

andere Zellen zusitzlich auf eine Art ,,Recyclingmechanismus* zuriickgreifen [80].

In den durchgefiihrten Vitalitdtsuntersuchungen waren Jurkat-Zellen sensitiver gegeniiber
Mycophenolsdure als THP-1-Zellen. In ruhenden PBMC hatte die Substanz keinen Einfluss
auf die Vitalitdt, da Mycophenolsdure durch den spezifischen Wirkmechanismus v.a. auf
stark proliferierende Zellen wirkt. Im Plasma von Probanden wurde nach der oralen
Einnahme einer therapeutischen Menge Mycophenolat Mofetil nach 0,5 h die maximale
Konzentration von 83,3 uM Mycophenolsdure nachgewiesen. Nach 12 h sank die
Plasmakonzentration auf 2,5 uM ab [209]. Es wird ersichtlich, dass fiir Jurkat-Zellen die

verwendeten Konzentrationen unterhalb der physiologisch auftretenden Konzentrationen
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liegen. Die Werte fiir die THP-1-Zellen ordnen sich in einer in vivo vorkommenden

GroBenordnung ein.

Tab. 20 Zusammenfassung der funktionalen Parameter fiir Mycophenolséure.
@ keine Anderung. ¥ vermindert. T erh6ht. — nicht untersucht. N.b. nicht bestimmbar.

MYCOPHENOL- Jurkat-Zellen THP-1-Zellen PBMC
SAURE IC1o 1Cso IC1o I1Cso IC1o ICso
Zytotoxizitit [nM]
72 h 0,2 0,9 1,3 5,6 n.b. n.b.
Zellzyklus
24h|72h
subGl-Phase @& | @ |7 gl a1 -]- - -
Gl-Phase @4  {|{ LIy ol -] - -] -
S-Phase @ |T 1|1 Te oo -] - -] -
G2/M-Phase @ |@ | |O o\ TN -] - -] -
Apoptose
24n|72h @@ @71 gt o1 - - - -
iROS
Thi24h -1@  -|T -l@ - -] - -] -
Mitochondriale

Funktion 24 h - - - - - -
DNA-Schiden

LRy e I R EE BRI
Zytokine
IL-24h|24h OO - - - |- - - -|- -| -
IL-84h|24h -|- - - % - - - - - |-
IL-1B4h 24K -|- - |- -1 - - -|- -| -

Die Zellzyklusanalyse zeigte fiir beide untersuchten Zelllinien Verdnderungen im
Verteilungsmuster der Zellen (Tab. 20). An der Regulation des Zellzyklus unter Einfluss der
Mycophenolsdure scheint der G1- bzw. intra S-Phase Kontrollpunkt eine entscheidende
Rolle zu spielen. Die Purinsynthese findet sowohl wéhrend der G1- als auch der S-Phase zur
Vorbereitung der DNA-Replikation statt [210], so dass die Zellzyklusverdnderungen aus
dem hervorgerufenen Nukleotidmangel und moglichen DNA-Schiden in den Phasen
resultieren. Ein Effekt auf die G0/G1- und S-Phase sowie eine Apoptoseinduktion, wie sie
auch in dieser Arbeit vorlag, wurden bereits in verschiedenen Zellkultursystemen
beschrieben, z.B. in Monozyten, T-Zellen, Neuroblastomzellen und Zellen des Mesangiums
[211-214]. Es gibt nur wenige Beitrdge liber den Einfluss von Mycophenolsdure auf die
iROS-Produktion. Einige beschreiben antioxidative Effekte, z.B. in Endothelzellen und
Gefdlimuskelzellen [215, 216]. Aufgrund der geringen iROS Erhohung in Jurkat- und
THP-1-Zellen (Tab. 20, Abb. 30, Abb. 31) sowie der geringen Datenlange, wird vorerst von
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einer untergeordneten Bedeutung der iROS fiir den Wirkmechanismus von

Mycophenolsiure ausgegangen.

Fiir IL-1B wurde bereits eine Stimulation der Zytokinmenge aus Vollblut nachgewiesen,
[217] was den beobachteten Trend der vorliegenden Arbeit fiir THP-1-Zellen bestétigt (Abb.
50). Einerseits wurde aus CD4"-Zellen die Freisetzung von IL-17, IFN-y sowie TNF-q,
jedoch nicht von IL-2 inhibiert [200], was den IL-2-Sekretionsdaten der Jurkat-Zellen
entspricht (Tab. 20). Andererseits zeigten Lui et al. und He et al., dass die Sekretion von
IL- 2, IFN-y und IL-13 aus PHA-stimuliertem Vollblut signifikant reduziert wurde, nicht
jedoch die nach Stimulation mit PMA/IO. Keinen Einfluss hatte die Substanz nach 12 h
Inkubation auf IL-10 [200, 217]. Das steht im Gegensatz zu den erhaltenen Ergebnissen.
Nagy et al. stellten auch fest, dass die Inkubationszeit ebenfalls eine wichtige Rolle spielt.
Erst eine Behandlung der Zellen fiir 48 h mit der Substanz resultierte in einer
Zytokinsuppression [218]. Dieses Resultat stimmt fiir [L-4, IL-10, IFN-y und TNF-o mit den
hier gemessenen Anderungen im Vollblut iiberein. Die gegensitzlichen Ergebnisse der
vorgestellten Arbeiten konnen durch abweichende Stimulanzien und Inkubationszeiten
erklart werden und verdeutlichen die Wichtigkeit, mehrere Methodenparameter fiir ein

Zytokinprofil in die Untersuchungen einzubeziehen.

Mycophenolsiure zeigte in den Immunzelllinien unter Anwendung der ICjo nur einen sehr
geringen immuntoxischen Effekt, der sich in Anderungen der Zellzyklusverteilung duBerte.
Mit zunehmender Konzentration kam es durch Apoptoseinduktion zur Immuntoxizitit. Die
Untersuchungen im Vollblut zeigten eine Immunsuppression durch Hemmung der

Zytokinfreisetzung.

6.1.3 Testsubstanzen

Auswahlkriterien fur die Testsubstanzen waren Hinweise auf die Immunaktivitét der Stoffe

bzw. der sie enthaltenden Organismen sowie ihre kommerzielle Verfiigbarkeit.

TULIPALIN A ist ein in u.a. Tulipa sp. vorkommendes o-Methylen-y-butyrolacton
(MBL). Es wird fiir die nach Kontakt mit Tulpen gelegentlich auftretende Tulpendermatitis
verantwortlich gemacht [219, 220]. Aufgrund der besonderen chemischen Struktur
(exozyklische Doppelbindung) kann es nach dem Prinzip der Michael Addition an
nukleophile Stellen von Molekiilen, z.B. in Proteinen, binden. Die chemische Struktur von
MBL ist zudem Bestandteil komplexer Verbindungen, z.B. der Sesquiterpenlactone, und mit

einer Vielzahl biologischer Wirkungen assoziiert [221, 222].
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Tab. 21 Zusammenfassung der funktionalen Parameter fiir Tulipalin A.
& keine Anderung. 4 vermindert. T erhoht. - nicht untersucht. N.b. nicht bestimmbar.

TULIPALIN A Jurkat-Zellen THP-1-Zellen PBMC
IC1o ICso IC1o ICso IC1o 1Cso
Zytotoxizitat [uM]
72 h 29 48 58 87 1 31
Zellzyklus
24h|72h

subGl-Phase @|@  T|7T gl T -] - -] -

Gl-Phase @|@ @i Ve o - |- - |-

S-Phase | @ gD DD -| - -] -

G2/M-Phase |0 OO 2R%] %) -] - - -
Apoptose

24n| 720 @@ TIT Mo T -] - - -

iROS
I1h|24h @@ ST gT T -] - -] -

Mitochondriale

Funktion 24 h - - (%) d - -

DNA-Schéiden
4n|24h T 1O g|@  T|nb. -] - - -
Zytokine
IL-24h|24h 4|4 -] - -
IL84h|24h -|- - - -
IL-1B4h|24h  -|- -] - J

Tulipalin A zeigte eine konzentrationsabhédngige Toxizitdt im MTT-Test, mit geringerer
Sensitivitit der THP-1-Zellen im Vergleich zu Jurkat-Zellen und PBMC. Ahnliche
Auswirkungen auf die subG1-, GO/G1- und G2/M-Phase des Zellzyklus, wie sie fiir Jurkat-
bzw. THP-1-Zellen dargestellt wurden (Tab. 21), wurden auch fiir synthetisierte MBL-
Verbindungen und 1,6-O,0-Diacetilbritannilacton, ein Sesquiterpenlacton, in humanen
Leukidmiezellen gezeigt [223, 224]. Moglicherweise konnen durch Tulipalin A Protein-
schidigung und ER-Stress auftreten und durch Aktivierung von Signalkaskaden in einem
G2/M-Arrest miinden [225]. In Folge dessen kann eine unfolded protein response und bei

Fortbestehen des Stress Apoptose initiiert werden [226].

Verschiedene Arbeitsgruppen berichteten tiiber erhdhte Apoptoseraten fiir MBL-
Verbindungen und Sesquiterpenlactone [97, 223, 224, 227], was auch in den vorliegenden
Untersuchungen nachgewiesen wurde. Tulipalin A fiihrte sehr potent zu iROS, die zur
Zytotoxizitit der Substanz beitragen konnen und als mogliche Folge des ER-Stress gebildet
wurden. Andererseits wurde gezeigt, dass Substanzen mit ungesittigten Carbonyl-
verbindungen an cysteinreiche Regionen von Glutathion binden und so unter Umsténden

direkt die Redoxbalance von Zellen beeinflussen [228-231]. Studien belegen, dass einige
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MBL enthaltende Substanzen, z.B. Parthenolid, durch iROS zur Apoptose beitrugen [223,
232]. Ein iROS vermittelter Toxizitdtsmechanismus ist somit auch fiir Tulipalin A denkbar

und muss in Folgeexperimenten niher untersucht werden.

Auf Proteomebene kam es unter Verwendung der IC1o und 72 h Inkubation in Jurkat-Zellen
zur Verdnderung der Abundanz von Proteinen, die mit dem Zellzyklus assoziiert sind. Die
durchflusszytometrischen Zellzyklusuntersuchungen wiesen zu diesem Zeitpunkt keine
funktionalen Anderungen auf (Tab. 21). Weiterhin ergaben Proteom- und
Metabolomanalysen Hinweise fiir einen Einfluss auf die de novo Purinsynthese. So war die
Produktion von AMP und GMP leicht vermindert, was auf eine mogliche Inhibition der
Nukleotidsynthese hinweisen kann. Die AMP- und GMP-Reduktion kann ebenfalls
Ausdruck eines erhdhten Nukleotidverbrauchs durch einen DNA-Schaden, DNA-Synthese
oder Proteinbiosynthese sein. Die funktionalen Analysen lieferten keine Hinweise auf eine
Schiadigung der Zelle nach einer Inkubation mit der ICyo (Tab. 21), wobei nicht alle
Endpunkte 72 h betrugen und deswegen nur begrenzt zur Bestitigung der Ergebnisse
herangezogen werden kénnen. Die Proteom- und Metabolomdaten in Jurkat-Zellen zeigten
moglicherweise Adaptionen der Zellen, die jedoch nicht zur Funktionsbeeintrdchtigung

fuhrten.

Aufgrund einer moglichen Beteiligung der Mitochondrien wurde ein direkter Einfluss der
Substanz auf die mitochondriale Funktion in THP-1-Zellen analysiert. Die subtoxische
Konzentration zeigte lediglich eine Erhohung der Protonenleckrate ohne Einfluss auf weitere
Parameter. Ein Protonenriickfluss in die Matrix kann in Folge einer Depolarisation der
mitochondrialen Membran erfolgen und Ausdruck einer mitochondrialen Schidigung sein.
Unter Einfluss der ICso zeigte sich eine starke Reduktion der basalen Atmung. Dies weist
auf eine grundlegende Verdnderung in der Zelle hin, wie z.B. eine Steigerung oder
Verminderung des ATP-Bedarfs bzw. Substratvorkommens. Tatsdchlich wurde eine
verminderte ATP-gekoppelte OCR gemessen, die ein Resultat des reduzierten ATP-Bedarfs
sein kann. Auflerdem war die OCR wéihrend der Induktion der maximalen Atmung
herabgesetzt, was auf einen gestorten Elektronentransport bzw. Substratoxidation hindeutet.
Das Ergebnis der respiratorischen Reservekapazitiit ergab keine Anderung und wiirde gegen
eine mitochondriale Dysfunktion sprechen. Allerdings zeigte sich hier, dass die
respiratorische Reservekapazitit keinen aussagekréftigen Parameter darstellt, wenn sich
basale und maximale Atmung im gleichen Maf3 dndern. Die bereits erlduterte Zunahme der
Apoptose und iROS bietet einen Ansatzpunkt fiir die gemessene mitochondriale

Dysfunktion.
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Ein transienter DNA-schédigender Effekt wurde fiir Jurkat-Zellen nachgewiesen. Er war
nach eintégiger Inkubation aufgrund moglicher Reparaturmechanismen oder Apoptose nicht
mehr nachweisbar. Grund dafiir kann sein, dass in den Versuchen mit nicht synchronisierten
Zellen gearbeitet wurde, die sich in verschiedenen Stadien des Zellzyklus befanden und
dadurch mit unterschiedlicher Empfindlichkeit auf dufere Stimuli reagierten. Dies macht
sich besonders bei kiirzeren Inkubationszeiten bemerkbar, wenn noch keine zellulire
Stressantwort oder Reparaturmechanismen initiiert wurden. Im Gegensatz dazu wurde in
THP-1-Zellen eine zeit- und konzentrationsabhéngige Induktion von DNA-Schidden
detektiert (Tab. 21). Die Unterschiede zwischen den Zelllinien konnen einerseits auf die
hohere Konzentration des Tulipalin A in THP-1-Zellen, andererseits auf verschiedene
regulatorische Stressmechanismen zurlickzufiihren sein. Fiir einzelne Sesquiterpenlactone
wurden ebenfalls genotoxische Effekte mittels verschiedener in vivo und in vitro Tests
nachgewiesen, wobei die genotoxische Aktivitét nicht hinreichend untersucht ist. Wahrend
fiir einige Substanzen eine DNA-Alkylierung diskutiert wurde, wurde dies fiir andere
ausgeschlossen bzw. die Genotoxizitit auf indirekte Effekte zurtickgefiihrt [233-236]. Ob
Tulipalin A in der Lage ist, DNA-Addukte zu bilden, ist nicht bekannt. Dessen Nachweis
konnte zur Aufklarung des DNA-schiddigenden Mechanismus beitragen. Andererseits kann

oxidativer Stress Ursache der DNA-Schéden sein (Tab. 21).

Die Inhibition der Freisetzung von IL-2, IL-1B, TNF-a, IL-8 und IL-6 wurde fiir einige
Sesquiterpenlactone mit MBL publiziert und entspricht weitestgehend den vorliegenden
Daten aus Tab. 21 [98, 237, 238]. Der Grund fiir die stimulierte IL-8 Freisetzung aus
THP-1-Zellen kann zu diesem Zeitpunkt nicht gekldrt werden. Es ist bekannt, dass z.B.
Helenalin und Parthenolid den Transkriptionsfaktor NF-kB durch Alkylierung der p65
Untereinheit hemmen und damit die Synthese inflammatorischer Zytokine verhindern [99,

238, 239]. Ein dhnlicher Mechanismus ist auch fiir Tulipalin A denkbar.

Die subtoxischen Konzentrationen von Tulipalin A zeigten sowohl suppressive als auch
stimulierende Wirkung auf die Zytokinfreisetzung. Die ICso hatte auf die Immunzellen durch
Bildung von iROS und Apoptose toxische Effekte, die sich in THP-1-Zellen zudem in einer

mitochondrialen Dysfunktion duf3erten.

HELENALIN, ein Sesquiterpenlacton, ist wirkungsbestimmender Bestandteil von Arnica
sp., welche aufgrund ihrer anti-inflammatorischen Wirkung als Creme u.a. bei Muskel- und

Gelenkentziindungen sowie Prellungen angewendet wird. Durch die Alkylierung von p65,
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eine Untereinheit von NF-kB, wird der anti-inflammatorische Effekt Helenalins vermittelt

[99].

Tab. 22 Zusammenfassung der funktionalen Parameter fiir Helenalin.
@ keine Anderung. 4 vermindert. T erhoht. - nicht untersucht.

HELENALIN Jurkat-Zellen THP-1-Zellen PBMC
IC1o 1Cso IC1o ICso IC1o ICso
Zytotoxizitit [nM]
72 h 0,5 1,2 0,5 1,1 0,2 0,5
Zellzyklus
24 h |72 h

subG1-Phase | T | | | |
Gl-Phase @@ {|{ - |- - |- - - - -
S-Phase &|@ 2| | | | |
G2/M-Phase | |7 - | ’ | |
Apoptose
24n172h 2|2 TIT -] - |- -] - -]
iROS
4h|24h |12 2T -] - -] - -] - -] -
Mitochondriale
Funktion 24 h - - - - - -
DNA-Schiaden
4h(24h T TI7T -] - -] - -] - -] -
Zytokine
240240 S|4 -]- -] - |- -] - .-
IL-84h|24h -|- - - - - - |- -|- - -
IL-1p4h|24h  -|- - |- - |- - |- - |- - |-

In den Vitalitdtsuntersuchungen kam es zu einer konzentrationsabhéngigen Toxizitdt der
Substanz in allen untersuchten Zellen. Es zeigten sich insgesamt dhnliche Effekte wie bei
Tulipalin A, die u.a. auf die gemeinsame MBL-Gruppe zuriickzufiihren sind. So hatte die
subtoxische Konzentration nur wenig Einfluss auf die zelluldre Funktion. Helenalin fiihrte
unter Verwendung der ICso zur Erh6hung des Anteils der Zellen in der subG1- und G2/M-
Phase (Tab. 22), was bereits von Berges et al. und Jang et al. publiziert wurde [98, 240]. Ein
Arrest in der G2/M-Phasen war in aktivierten T-Zellen mit der vermehrten Proteinabundanz
der CDK Inhibitoren p21 und p27 sowie Cyclin D2 verbunden [98]. Apoptoseinduktion und
iROS Bildung, wie sie in der vorliegenden Arbeit gefunden wurden (Tab. 22), wurden
ebenfalls von anderen Arbeitsgruppen detektiert, wobei die Apoptose dort in Abhéngigkeit
der iROS Konzentration ausgeldst wurde [97, 98, 240]. Wie bereits beschrieben, sind
Sesquiterpenlaktone in der Lage, an Glutathion zu binden und moglicherweise das
Redoxgleichgewicht zu storen [229-231]. Der dadurch ausgeloste oxidative Stress kdnnte zu

den in der Arbeit detektierten DNA-Schiden gefiihrt haben. Die subtoxische Konzentration
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von Helenalin resultierte nach 4 h Inkubation zwar auch in einer erhohten Schweifintensitit,
die jedoch nach 24 h nicht mehr nachweisbar war. Dies kann auf durchgefiihrte DNA-

Reparatur bzw. bei irreparablen Schiden auf Apoptoseinduktion zuriickzufiihren sein.

Eine zytokininhibierende Wirkung von Helenalin ist bekannt [98, 99] und zeigte sich in den
untersuchten Jurkat-Zellen durch eine verminderte IL-2 Freisetzung (Tab. 22). Berges et al.
beobachteten in ihren Studien nicht nur einen durch NF-xBp65 vermittelten Effekt, sondern
fanden zusitzlich eine Repression der nukledren und zytoplasmatischen Menge des
Transkriptionsfaktors NFATc2. Geringere Mengen des Transkriptionsfaktors NFATc2
waren neben der Inhibition von IL-2 auch mit einer reduzierten Abundanz der

Oberflichenmarker CD25, CD27, CD28 und CD120b assoziiert [98].

Helenalin zeigte im subtoxischen Konzentrationsbereich durch die Inhibition der
Zytokinsekretion suppressive Effekte. Bei Verwendung der ICso wurde Immuntoxizitit

zudem durch Apoptoseinduktion, iROS-Bildung und DNA-Schiden festgestellt.

CANNABIDIOL ist ein nicht psychoaktives Cannabinoid in Cannabis sativa L. und
aufgrund der Vielzahl an pharmakologischen Effekten, z.B. anti-inflammatorischen, anti-
oxidativen und schmerzlindernden Aktivititen, von grofem therapeutischem Interesse
[241]. Neben dem Angriff an die beiden Cannabinoidrezeptoren CB1 und CB2 tragen auch

Cannabinoid-Rezeptor unabhéngige Mechanismen zur Wirkung der Substanz bei [242].

In den Vitalititsuntersuchungen zeigten sich kaum Sensitivitdtsunterschiede zwischen den
Zelllinien und den primédren Zellen. In klinischen Studien wurde eine geringe
Bioverfiigbarkeit von Cannabidiol beschrieben, die z.B. nach oraler Gabe von 20 mg der
Substanz in einem Plasmapeak von 5 ng/mL resultierte und somit um den Faktor 1 000

geringer war, als die in der Arbeit eingesetzten Konzentrationen [243].

Einige Arbeitsgruppen detektierten eine Erhohung der hypoploiden subGl-Phase des
Zellzyklus in primiren Zellen und leukdmischen Zelllinien [244-246], wihrend Morelli et
al. in Myelomazellen einen G0/G1-Arrest nachwiesen, der durch die Beeinflussung der
ERK, AKT und NF-kB Signalwege hervorgerufen wurde [247]. Aus den Literaturdaten wird
ersichtlich, dass Cannabidiol nur einen sehr geringen Einfluss auf den Zellzyklus hat, was

mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit im Einklang steht (Tab. 23).

Bis zu diesem Zeitpunkt wurde kein DNA-schidigender Einfluss von Cannabidiol
publiziert, der zum Vergleich mit den hier beschriebenen Ergebnisse herangezogen werden

konnte (Tab. 23). Die hier gefundene geringe Erhohung der Schweifintensitét kann auf eine
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geringe n-Zahl und hohe Schwankungsbreite im Comet-Assay zuriickgefiihrt werden und

lasst keine Riickschliisse auf einen DNA-Schaden zu (Abb. 37).

Tab. 23 Zusammenfassung der funktionalen Parameter fiir Cannabidiol.
@ keine Anderung. 4 vermindert. T erhoht. - nicht untersucht.

CANNABIDIOL Jurkat-Zellen THP-1-Zellen PBMC
IC1o ICso IC1o ICso IC10 ICso
Zytotoxizitit [pM]
72 h 9 17 14 27 15 ”
Zellzyklus
24h|72h

subGl-Phase @ |@ @1 gl 1o - |
Gl-Phase T|@ T|g g2 DD -| - -] -
S-Phase @@ L |{ ol o - | |
G2/M-Phase @ | 2%, SN DD - |
Apoptose
240172 @@ 1O gl o1 -- _|-
iROS
1h|24n @@ T gl o1 - - -] -
Mitochondriale
Funktion 24 h - - %) \’ - -
DNA-Schéiden
4h|24h @@ T|@ - - - -

Zytokine
IL-24h|24n T|71 -] - - - - - -] - -] -
IL-84h|24h -|- - - - D - |- - - -| -
IL-1B4h|24h  -|- - |- DD - |- - |- - |-

In mehreren Studien wurde bereits ein apoptoseinduzierender Effekt von Cannabidiol in
verschiedenen Zelllinien beschrieben, der u.a. mit der Bildung von iROS assoziiert war und
den gemessenen Daten der vorliegenden Arbeit entspricht [244, 248-250]. McKallip et al.
zeigten in Jurkat-Zellen, dass der Effekt iiber den CB2-Rezeptor, Caspasen-Aktivierung,
Cyt C Freisetzung und Erhéhung von iROS sowie NADPH Oxidasen vermittelt wurde
[250].

Cannabidiol fiihrte konzentrationsabhiingig zu Anderungen der mitochondrialen Atmung in
THP-1-Zellen. Die maximale Atmung war so stark vermindert, dass sie fast auf einem
Niveau mit der basalen Atmung lag und die Zellen an ihrem respiratorischen Limit
arbeiteten. Dies duflerte sich ebenfalls in der respiratorischen Reservekapazitit, die fast
vollstdndig aufgehoben war und ein Anzeichen fiir eine mitochondriale Dysfunktion sein
kann. In Kardiomyozyten fiihrte ein Verbrauch der respiratorischen Reservekapazitit zur

Inhibition der Atmung und zum Zelltod [251]. In den Untersuchungen wurde, wie bereits
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beschrieben, eine Zunahme der Apoptose in THP-1-Zellen beobachtet (Tab. 23), die in
Verbindung mit der mitochondrialen Dysfunktion stehen kann. Verschiedene Studien
zeigten, dass Mitochondrien als Target von Cannabinoiden eine Rolle spielen konnen. Es
kann zur Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials kommen [250]. Weiterhin
wurde beschrieben, dass einige Cannabinoide einen mindernden Einfluss auf den
Sauerstoffverbrauch der Mitochondrien im Rattenherz besitzen [252]. AuBBerdem kam es zur
Einflussnahme von Cannabinoiden auf die Komplexe der ETC in isolierten Mitochondrien,
was sich in geringeren respiratorischen Raten der Komplexe bzw. deren Aktivitéts-
minderung duBerte [253, 254]. Die inhibierende Wirkung auf die mitochondriale Atmung

war sowohl Cannabinoidrezeptor- vermittelt als auch nichtrezeptor-vermittelt [253].

Mehrere in vitro und in vivo Studien beschrieben eine anti-inflammatorische und
immunsuppressive Wirkung von Cannabidiol [242]. Das steht im Widerspruch zu den
vorliegenden Ergebnissen, die eine erhdhte bzw. unveridnderte Zytokinsekretion zeigten
(Tab. 23). Ein differenziertes Bild zeichnete die Arbeitsgruppe von Kaplan et al., in deren
Untersuchungen Cannabidiol zur Verstiarkung der LPS-induzierten pulmonalen Entziindung
fiihrte und diese mit der erhdhten Expression pro-inflammatorischer Gene verbunden war
[255]. In einer weiteren Studie beschrieb dieselbe Arbeitsgruppe, dass die IL-2 und IFN-y
Sekretion aus T-Zellen durch Cannabidiol vom Grad der Stimulation mit PMA/IO abhéngig
ist und sowohl supprimiert als auch stimuliert werden kann. Sie postulierten, dass die
intrazelluldre Calciumerhohung in Folge der Cannabidiolinkubation in Kombination mit
einer suboptimalen Stimulation der Zellen fiir den Effekt verantwortlich sei. [256] Eine
suboptimale Stimulation konnte eine Ursache fiir die in der Arbeit gemessene
Zytokinerhdhung sein und mit dem Ansatz von Chen et al. erkldrt werden. Es zeigt sich,
dass Cannabidiol nicht ohne Weiteres als anti-inflammatorisch bzw. immunsuppressiv
eingestuft werden kann, sondern in Abhéngigkeit von der Stimulation unterschiedlich

immunmodulierend wirken kann.

In Jurkat-Zellen fiihrte Cannabidiol zu immunspezifisch und unspezifisch vermittelter
Immuntoxizitét, bei der die Zytokinfreisetzung, Apoptose und iROS entscheidende Rollen
spielten. In THP-1-Zellen kam es zu einer unspezifischen Immuntoxizitit, die mit

mitochondrialer Dysfunktion, iROS und Apoptose verbunden war.

Die biologische Wirkung von AGARITIN, einem in Speisepilzen der Gattung Agaricus
vorkommenden Naturstoff, ist nur wenig charakterisiert. Es zeigte sich erst nach 72 h ein

Einfluss auf die Zellvitalitit, wobei die berechneten ICso Werte in der gleichen
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GroBenordnung lagen, wie sie Endo et al. in verschiedenen Leukdmiezelllinien nachwiesen
[84].
Tab. 24 Zusammenfassung der funktionalen Parameter fiir Agaritin und p-Tolylhydrazin in Jurkat-

Zellen.
& keine Anderung. 4 vermindert. T erhoht. - nicht untersucht.

Agaritin p-Tolylhydrazin
IC1o ICso IC1o ICso
Zytotoxizitit [nM]
72h 2,0 6,5 3,0 7,7
Zellzyklus
24h|72h

subGl-Phase @|T @1 gl oI
Gl1-Phase || a4 gl o
S-Phase @@ OO gl ol

G2/M-Phase | DD d|1o DD

Apoptose

24n|72h S| o1 gl o7
iROS

1h|24h O |D DD DD DD
Mitochondriale
Funktion 24 h - - - -
DNA-Schéiden

4n124h 1o 1o Mo @@
Zytokine

IL-24h|24h DD - |- - |- - |-

Akiyama et al. wiesen nach Agaritinexposition in U937-Zellen Apoptose nach, welche mit
der Aktivierung der Caspasen 3, 8 und 9 sowie einer Cyt C Freisetzung verbunden war [83].
Dies entspricht den hier beschriebenen Ergebnissen (Tab. 24) in Jurkat-Zellen. Die
Apoptoseinduktion war zudem in der Verteilung der Jurkat-Zellen in den Zellzyklusphasen
ersichtlich (Tab. 24). Obwohl Kondo et al. oxidativen Stress bereits nach 12 h im Urin von
Maiusen mittels des Stressmarkers 8-Hydroxydesoxyguanosin detektieren konnten [257],
lieferten die vorliegenden Untersuchungen keinen Hinweis auf iROS in Jurkat-Zellen (Tab.
24) Es gibt bis zu diesem Zeitpunkt keine Literaturdaten zur Zytokinsekretion unter dem

Einfluss von Agaritin, die die vorliegenden Ergebnisse bestitigen oder widerlegen.

Einige Studien berichteten von einer mutagenen bzw. karzinogenen Wirkung von Agaritin,
die in vitro mittels Ames-Test nachgewiesen wurde [258, 259]. In vivo konnte ein geringer
genotoxischer Effekt in transgenen Méusen mit Hilfe eines Mutationstests gezeigt werden
[260]. Dieselbe Arbeitsgruppe stellte dar, dass Agaritin in der Lage ist, kovalent an DNA zu
binden [261]. Eine mogliche Genotoxizitdt des Agaritins scheint somit nicht auf DNA-
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Strangbriichen und alkalilabilen Stellen, die im angewendeten Comet-Assay detektiert

werden (Tab. 24), zu basieren.

Fiir Agaritin wurde eine Metabolisierung zu 4-(Hydroxymethyl)-phenylhydrazin (HMPH)
und zum Diazonium-lon vorgeschlagen. Die Metabolite besitzen ebenfalls mutagene
Eigenschaften und konnten fiir die Toxizitét des Agaritins in vivo verantwortlich sein [262].
Aufgrund von deren Instabilitit wurde ein strukturdhnliches Hydrazinderivat,
p-TOLYLHYDRAZIN, in der vorliegenden Arbeit untersucht. Interessanterweise zeigte das
Hydrazinderivat nahezu die gleichen biologischen Effekte wie Agaritin (Tab. 24). Die ICio
von p-Tolylhydrazin induzierte nach 4 h Inkubation eine Erhohung der Schweifintensitit,
die nach eintégiger Behandlung nicht mehr nachweisbar war. Dies kann auf durchgefiihrte
DNA-Reparatur bzw. bei irreparablen Schiaden auf Apoptoseinduktion zuriickzufiihren sein.
Die vergleichbaren Ergebnisse zwischen Agaritin und p-Tolylhydrazin legen einen
gemeinsamen Toxizitdtsmechanismus nahe. In Untersuchungen von Walton et al. wurde
beschrieben, dass sowohl Agaritin als auch die Metaboliten an Proteine binden [262, 263].
Die detektierten Effekte in Jurkat-Zellen konnten zum einen durch Bindung der Substanzen
an zelluldre Proteine, die folglich in ihrer Funktion gestort wurden, hervorgerufen worden
sein. Zum anderen ist eine Bindung an Proteine des Kulturmediums, z.B. solche im fetalen

Kalberserum, welche sonst den Zellen zur Verfiigung stehen, denkbar.

Insgesamt besalen Agaritin und p-Tolylhydrazin nur ein geringes toxisches Potential in den
Immunzellen, dass sich zeit- und konzentrationsabhédngig in der Induktion von Apoptose

auBerte. Aufgrund dessen werden die beiden Substanzen als nicht immuntoxisch angesehen.

VINCRISTIN ist ein Zytostatikum, das u.a. bei hdmatologischen Tumorerkrankungen
eingesetzt wird. Das Alkaloid bindet an Tubulin und verhindert u.a. die Formation des
Spindelapparats wihrend der Mitose, wodurch v.a. mitotische Zellen sensitiv fiir Vincristin
sind [264]. In den Vitalitdtsuntersuchungen zeigte sich, dass Vincristin der potenteste
Inhibitor der Zellvitalitdt war. Fiir die nicht proliferierenden PBMC konnte kein Effekt
diesbeziiglich ermittelt werden, was am Wirkmechanismus der Substanz liegt. Ein Vergleich
der IC-Werte mit in vivo vorkommenden Plasmakonzentrationen zeigt, dass die hier
verwendeten Konzentrationen unterhalb der medizinisch erreichten Werte (0,1 pM) liegen

[265].

In den Zellzyklusuntersuchungen zeigte sich nach 24 h eine nicht signifikante Erh6hung der
G2/M-Phase. Dieser zur Apoptose fithrende Effekt ist bekannt und war zu erwarten [266-

268]. Daneben entwickelt sich seit Kurzem ein Paradigmenwechsel, der davon ausgeht, dass
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Vincristin auch ohne vorausgegangenen Mitosearrest wihrend der Interphase Apoptose
induzieren kann [269]. Dies unterstreicht zusétzlich die hier beschriebenen Ergebnisse in
Jurkat-Zellen (Tab. 25). In der Literatur wurden die Versuche mit der 3-100-fachen
Konzentration durchgefiihrt, wodurch die hier schwach ausgeprégten Effekte erklart werden
konnen [266-269]. Wie in den hier durchgefiihrten Untersuchungen detektierten Groninger
et al. eine Zunahme von iROS und wiesen ihnen eine regulatorische Rolle wéhrend der

frithen Phase der intrinsischen Apoptoseinduktion zu [270].

Tab. 25 Zusammenfassung der funktionalen Parameter fiir Vincristin.
@ keine Anderung. 4 vermindert. T erhoht. - nicht untersucht. N.b. nicht bestimmbar.

VINCRISTIN Jurkat-Zellen THP-1-Zellen PBMC
IC1o I1Cso IC1o ICso I1C1o ICso
Zytotoxizitat [nM]
72 h 0,4 0,9 0,02 0,18 n.b. n.b.
ZellzyKklus
24 h|72h

subG1-Phase | |7 - | | | |
Gl1-Phase @ | 21R%) - ’ ‘ |
S-Phase @ | | -] - - - - - - -
G2/M-Phase O | 2R%, - | | |
Apoptose
24n172h 2|2 TIT -] - |- -] - -]
iROS
1h|24n | o|T - - - - -] - -] -
Mitochondriale
Funktion - - - - - -
DNA-Schiaden
4h Lo o1 - |- - |- -] - - |-
Zytokine
IL-24h|24h DD - |- - - - - - |- - |-

Im Comet Assay wurden zeitabhdngig DNA-Schidden nachgewiesen. In der Literatur sind
genotoxische Effekte von Vincristin beschrieben, die durch Fehltrennung oder Verlust der
Chromosomen durch die Spindelapparatinhibition hervorgerufen wurden [271-273].
Daneben wurde auch von einem geringen genotoxischen Potential in humanen
Lymphozyten, das mittels Comet-Assay detektiert wurde, berichtet [271, 274]. Die

vorliegenden Ergebnisse werden somit bestétigt.

Die in wenigen Studien beschriebene modulierende Wirkung von Vincristin auf die
Zytokinproduktion bzw. -freisetzung steht im Gegensatz zu den in dieser Arbeit gemachten

Beobachtungen (Tab. 25) [109, 275].
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Zusammenfassend zeigten sich fiir Vincristin nur unter Verwendung der ICso ausgeprigte

toxische Effekte in den Immunzellen.

6.2 ENTSCHEIDUNGSBAUM
6.2.1 Methodenevaluation

Zunichst sollten mit verschiedenen Methoden die Wirkungen der gewdhlten Naturstoffe auf
die Zelllinien (Jurkat- und THP-1-Zellen) untersucht werden. Aus diesen Ergebnissen
erfolgte anschliefend eine Auswahl von Methoden, die zur Etablierung eines Entschei-
dungsbaums zur Identifizierung von Immuntoxizitit geeignet sind. In diesem Kapitel sollen
Besonderheiten einiger Methoden in Bezug auf ihre Eignung zur Immuntoxizitéts-

identifizierung diskutiert werden.

Mit Hilfe des MTT-Tests zur Bestimmung der Vitalitit wurden die Ausgangs-
konzentrationen IC1o und ICs fiir die weiteren Versuche ermittelt. Unter Verwendung der
subtoxischen IC;o haben die Substanzen erwartungsgemaf nur einen geringen bis gar keinen
Einfluss auf Zellzyklus, Apoptose, iROS, Genotoxizitdt und mitochondriale Funktion
ausgelibt. Dahingegen fiihrte die ICso in den meisten Fillen zu detektierbaren
Verdnderungen. Mit Ausnahme von Cyclosporin A und Tulipalin A lagen die prozentualen
Anteile iROS positiver Zellen unter 10 % und waren somit gering. Grund hierfiir konnte eine
zu geringe Substanzkonzentration sein. Andererseits konnten die Messpunkte fiir die
Detektion von iROS suboptimal gewihlt worden sein, da iROS durch das zelluldre
antioxidative System abgebaut werden. Somit wéren detailliertere zeitabhidngige
Messpunkte erforderlich. Aus diesen Griinden scheint die Integration der iROS in den
Ansatz zur Vorhersage von Immuntoxizitit keine Vorteile zu bringen, obwohl der Parameter
zur mechanistischen Aufklarung von Xenobiotika niitzlich sein kann. Dahingegen gibt die
Zellzyklusanalyse einen ersten Uberblick zum Zelltod (subG1-Phase) und zur Proliferation
(S-Phase) der Zellen unter Substanzeinfluss und wurde deshalb als Methode in den
Entscheidungsbaum integriert. Diese Ergebnisse konnen anschlieBend mit spezifischen
Methoden, wie der Annexin V-FITC/PI Féarbung fiir Apoptose oder der Inkorporation von
Bromdesoxyuridin (BrdU) zur Messung der Proliferation, bestétigt werden. Die in der Arbeit
durchgefiihrten Versuche zeigten eine hohe Ubereinstimmung zwischen den hypoploiden

Zellen in der subG1-Phase und anschlieBendem Apoptosenachweis.

Untersuchungen zur Genotoxizitit mittels Comet-Assay lieferten fiir einige Substanzen

(Cyclosporin A und Helenalin) lediglich Zusatzinformationen, die zur Klassifizierung von
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Naturstoffen in immuntoxisch bzw. immuninert nicht unbedingt notwendig sind. Zudem
zeigten sich in den Untersuchungen zwischen den verschiedenen Testansdtzen
Schwankungen in unbehandelten und mit Losungsmittel behandelten Zellen, was die
Vergleichbarkeit untereinander erschwert. Aufgrund dessen und der Zeitintensivitdt der
Testdurchfiihrung kann fiir ein schnelles Screening auf Untersuchungen zur Genotoxizitét

verzichtet werden.

Experimente zur Messung der Zellatmung unter Verwendung von ETC Modulatoren bieten
die Moglichkeit, den bioenergetischen Zustand der Zelle unter Substanzeinfluss darzustellen
und eine mitochondriale Dysfunktion aufzuzeigen. Letztere kann nicht nur Ursache fiir
Apoptose und iROS sein, sondern auch in Folge dieser zelluldren Prozesse entstehen, so dass
grundsétzlich zytotoxische Aspekte in einer mitochondrialen Dysfunktion widergespiegelt
sein konnen. Die metabolische Charakterisierung der beiden Zelllinien zeigte die Grenzen
der FEinsatzbarkeit der Methode auf. Wihrend THP-1-Zellen unter basalen und
Stressbedingungen die Energiegewinnung sowohl iiber OXPHOS als auch iiber gesteigerte
Glykolyse realisierten, waren Jurkat-Zellen nur zu einem geringen MaB in der Lage, Energie
tiber OXPHOS zu generieren (Abb. 43). Zellen, die ihre Energie nicht iiber OXPHOS
produzieren, konnen ATP tiber die aerobe Glykolyse gewinnen. Ein Phdnomen, dass unter
dem Namen ,Warburg Effekt“ bekannt und fiir verschiedene Zellen, insbesondere
Krebszellen, beschrieben und erforscht ist [276]. Jurkat-Zellen eigneten sich somit nicht fiir
die Anwendung des Seahorse XF' Cell Mito Stress Test Kit. In THP-1-Zellen hatten die
ausgewdhlten Substanzen Einfluss auf die verschiedenen Parameter des Test Kits.
Insbesondere die respiratorische Reservekapazitdt konnte zukiinftig als Indikator fiir die
Zellvitalitdt und zur Vorhersage eines zytotoxischen Potentials von Naturstoffen in THP-1-
Zellen genutzt werden. In HepG2 Zellen wurde bereits die Anwendung des Seahorse XF
Analyzers zur Vorhersage von mitochondrialer Toxizitdt verschiedener Arzneimittel
erforscht [277]. Aufgrund der eingeschriankten Anwendbarkeit flir beide Zelllinien fand die

Methode keine Berticksichtigung im Entscheidungsbaum.

Die Untersuchungen zu Zytokindnderungen erwiesen sich als wichtiger Parameter zur
Uberpriifung des Substanzeinflusses im subtoxischen Konzentrationsbereich. Multiplex
Zytokin Arrays haben den Vorteil, dass in einem Ansatz mehrere Zytokine gleichzeitig im
Uberstand detektiert werden konnen. Stimulierte Jurkat-Zellen zeigten in einem solchen
Assay nur einen sehr geringen Einfluss auf die sezernierte Zytokinvielfalt (nur IL-2
detektiert). Eine weitere Anwendung des MACSPlex Cytokine Arrays war somit nicht
sinnvoll. Zur Messung zusitzlicher Zytokine in Jurkat-Zellen, z.B. IFN-y oder TNF-a,
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konnten andere Stimulanzien getestet werden. Analog konnten fiir THP-1-Zellen zusétzliche
Kultur- bzw. Stimulationsbedingungen etabliert werden, um das messbare Zytokinspektrum
zu erweitern. Einige Zytokine besitzen eine synergistische, redundante und pleiotrope
Wirkung. Fiir eine Einschétzung iiber Funktionseinschrankungen der Immunzellen ist daher
die Einbeziehung einer groBen Bandbreite an verschiedenen Zytokinen entscheidend. An
diesem Punkt kann die Anwendung von Zelllinien, die nur einen Immunzelltyp abbilden,
lediglich Hinweise liefern. Eine Moglichkeit, ein umfassenderes Zytokinmuster nach
verschiedenen Stimuli zu erhalten, ist der ebenfalls in der Arbeit durchgefiihrte Whole Blood
Cytokine Assay. Aus diesem lassen sich u.a. eine Verlagerung von TH-1 bzw. TH-2
Antworten und ein Zusammenspiel zwischen Subpopulationen ableiten [57]. Ein groBer
Nachteil, der in der vorliegenden Arbeit deutlich wurde, ist die Varianz zwischen den
Spendern in Bezug auf die Sensitivitit gegeniiber Substanzen, die eine hohe Probenanzahl

notwendig machen kann.

Grundsitzlich konnten durch die Kombination der untersuchten Konzentrationen und
Methoden die in der Literatur beschriebenen, vielseitigen Wirkungen der Substanzen auch
in den verwendeten Jurkat- und THP-1-Zellen nachgewiesen werden. Eine dariiber
hinausgehende Verwendung der IC20/ICas kann dennoch sinnvoll sein, um zusitzliche

Effekte im subtoxischen Konzentrationsbereich zu detektieren.

6.2.2 Anwendung des Entscheidungsbaums

Auf Grundlage der Ergebnisse der funktionalen Analysen, Proteom- und
Metabolomuntersuchungen wurde der Entscheidungsbaum etabliert. Entsprechend den in
vivo Untersuchungen zur Immuntoxizitit (Kapitel 2.2.5.1) stellt dieser eine Art Stufenansatz
dar. Die Ubertragung der Ergebnisse der subtoxischen Konzentration auf den Ent-
scheidungsbaum zeigte, dass die Positivkontrollen Deoxynivalenol und Cyclosporin A
durch ihre Wirkung auf die Zytokinfreisetzung in Jurkat-Zellen korrekt als immuntoxisch
klassifiziert wurden. Dahingegen wurde Mycophenolsdure durch einen fehlenden Einfluss
auf die Biomarkerabundanz in Jurkat-Zellen als nicht immuntoxisch und somit falsch
negativ eingestuft, wahrend die Substanz in THP-1-Zellen zur Apoptose fiihrte und dadurch
als direkt immuntoxisch eingestuft wurde. Hingegen konnte Cyclosporin A auch in THP-1-
Zellen durch Anderung der Zytokinlevel als immuntoxisch identifiziert werden. Die
Bewertung von Deoxynivalenol ist ausstehend, da hierfiir keine Proteom- bzw.

Metabolomanalysen in THP-1-Zellen durchgefiihrt wurden.
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Von den ausgesuchten Negativkontrollen konnte in beiden Zelllinien Mannitol als
immuninert eingestuft werden, wihrend Urethan in beiden Ansétzen als immuntoxisch
eingeordnet wurde. Dies ldsst zundchst ein falsch positives Ergebnis vermuten, da in
verschiedenen in vitro Assays Urethan als Negativkontrolle fiir Immuntoxizitéts-
untersuchungen verwendet wurde [70, 112, 143]. Aus in vivo Studien geht allerdings eine
immunsuppressive Wirkung von Urethan hervor, die u.a. durch Metabolisierung der
Substanz entstehen kann [164, 165]. Durch fehlende Beriicksichtigung von Substanz-
metabolisierung, kann eine Einstufung der in vitro getesteten Substanzen als falsch negativ
erfolgen, wahrend in vivo toxische Effekte aufgezeigt werden. Dies stellt einen generellen
Schwachpunkt von in vitro Versuchen und somit auch des vorliegenden Ansatzes dar. Eine
Moglichkeit, in vitro Substanzmetabolisierung zu simulieren, ist die Anwendung von
Enzymsystemen, wie z.B. dem S9-Mix [70]. Diese sollten bei unbekannten Substanzen, die
in vitro als immuninert eingestuft wurden, in die Untersuchungen einbezogen werden.
Obwohl Urethan im vorliegenden Ansatz in einer sehr hohen Konzentration untersucht
wurde, kann zu diesem Zeitpunkt eine Einordnung als immuninert aufgrund fehlender

Berticksichtigung der Metabolisierung nicht erfolgen.

Von den Testsubstanzen wurden in Jurkat-Zellen Cannabidiol, Tulipalin A und Helenalin
als immuntoxisch identifiziert. Vincristin konnte abschlief3end nicht klassifiziert werden, da
die potentiellen Biomarker aus Metabolom und Proteom gegensétzliche Ergebnisse zeigten.
In THP-1-Zellen wurden von den Testsubstanzen nur Cannabidiol und Tulipalin A

hinreichend untersucht und konnten beide als immuntoxisch eingestuft werden.

Mit Hilfe des Entscheidungsbaums konnten fiir Jurkat-Zellen sieben der neun, fiir THP-1-
Zellen fiinf der sechs hinreichend untersuchten Substanzen korrekt klassifiziert werden. Der
Entscheidungsbaum ist somit ein vielversprechender Ansatz fiir die Identifizierung von
immuntoxischen Substanzen. Zur Validierung miissen weitaus mehr Substanzen, Positiv- als
auch Negativkontrollen, einbezogen werden. Aulerdem kdnnte, wie bereits beschrieben, der
Einbezug weiterer Konzentrationen entsprechend einer 1C20/IC2s von Nutzen sein, um
deutlichere Effekte im subtoxischen Bereich zu erhalten. Die ermittelten Ergebnisse mit der
ICso eigneten sich nur bedingt fiir die Ubertragung auf den Entscheidungsbaum, da die
meisten Substanzen unter der ICso toxisch wirkten, Apoptose induzierten und direkt zur
Immuntoxizititsklassifizierung fiihrten. Apoptose als wichtiger Parameter zur Feststellung
einer Immuntoxizitit sollte jedoch nicht als alleinige Grof3e herangezogen werden. Aufgrund
der Redundanz und Komplexitit wird in vivo davon ausgegangen, dass das Immunsystem

in der Lage ist, Reduktionen der Leukozytenzahl bzw. leichte Verlagerungen der
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Subpopulationen zu kompensieren [278]. Eine Integration weiterer Methoden, die neben der
Zytokinfreisetzung die Immunfunktion abbilden, ist somit erforderlich. Vorstellbar wére die
Messung der Expression ausgewéhlter Oberflaichenproteine, die in Folge einer
Zellaktivierung auf die Zelloberfliche transloziert werden und als Rezeptoren, z.B. fiir
Chemokine, oder Adhédsions- bzw. Co-stimulatorische Molekiile, zur Immunkompetenz

beitragen.

Der entwickelte Entscheidungsbaum kann nach geringfligigen Anpassungen und
erfolgreicher Prédvalidierung bzw. Validierung als Entscheidungsgrundlage fiir
wahrscheinlich immuntoxische Xenobiotika dienen. Im Sinne der,,3 R’s* kann er zu diesem
Zeitpunkt als eine Vorscreeningmethode genutzt werden und zur Reduktion von
Tierversuchen beitragen, angesichts der Komplexitit des Immunsystems diese jedoch nicht

vollstindig ersetzen.

6.3 HAUTSENSIBILISIERENDE SUBSTANZEN

Aufgrund einer hohen ACD Prévalenz ist es erforderlich, das sensibilisierende Potential von
Substanzen als mogliche Ursache von Immuntoxizitit in die Risikobewertung mit
einzubeziehen. Die Gruppe an sensibilisierenden und ACD ausldosenden Xenobiotika ist
heterogen und umfasst Metallionen, Pflanzen-, Duft- und Konservierungsstoffe. Duftstoffe,
von denen iiber 5 000 bekannt sind, gefolgt von Konservierungsstoffen, sind die haufigsten
Ausloser einer ACD nach Exposition mit Kosmetikprodukten [279]. Auch der Kontakt zu
Pflanzen im Garten oder wéhrend der Arbeit kann zur Sensibilisierung und anschlieBender
ACD fiihren. Fiir die Untersuchungen wurden verschiedene in der Literatur beschriebene
und akzeptierte in vitro Methoden angewendet, welche auf einer Messung der
Zellaktivierung bzw. Zytokinproduktion basieren und somit die zellulire Antwort der

Sensibilisierungsphase darstellen (Kapitel 2.2.4 und 2.2.5.2).

Der Duftstoff FARNESOL zeigte im THP-1 Aktivierungstest auf die Expression der
Oberflichenmarker CD86 und CD54 keinen Einfluss. Allerdings wurde die IL-8
Freisetzung, unter Verwendung der zwei hochsten Konzentrationen und auftretender
Zytotoxizitit, erhoht. Nukada et al stellten eine entgegengesetzte Konzentrations-
abhingigkeit zwischen der IL-8 Freisetzung und der Zellvitalitit fest, wobei die meisten
untersuchten Substanzkonzentrationen in der Studie die IL-8 Sekretion bei einer Vitalitit
zwischen 60-90 % steigerten [280]. Weiterhin kam es im Keratinozytenmodell zu einer
verstirkten intrazelluldren IL-18 Produktion. In der RhE-Kultur wurde konzentrations-

abhingig die IL-18 Freisetzung positiv beeinflusst. Farnesol zeigte somit in allen drei
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angewendeten Testsystemen eine sensibilisierende Wirkung in den Zellen. Aus der Literatur
kann entnommen werden, dass Farnesol im murinen LLNA als moderater Sensitizer
eingestuft wurde. Es konnte eine hohe Korrelation zwischen dem EC-3 Wert des LLNA und
dem SI-2 Wert der RhE-Kultur gezeigt werden [64, 281]. Der EC-3 Wert gibt die Substanz-
konzentration (%) an, die zu einer Verdreifachung der Zellproliferation im Lymphknoten
gegeniiber der Kontrolle fiihrt. Fiir Farnesol ist im LLNA ein EC-3 von 4,7 % beschrieben
[282]. In der RhE-Kultur konnte ein SI-2 von 2,05 % ermittelt werden, der relativ nah am
LLNA-Wert liegt. Es darf nicht auBer Acht gelassen werden, dass die Daten der RhE Kultur
aus nur einer Versuchsreihe resultieren und somit lediglich Hinweise geben kdnnen. Im U-
SENS Test fiihrte Farnesol zu einer Erhohung der CD86 Expression, was im Gegensatz zu
den gemessenen Ergebnissen steht [283]. Der THP-1 Aktivierungstest und U-SENS Test
unterscheiden sich in den verwendeten Zelllinien, so dass Sensitivitdtsunterschiede zwischen

diesen Ursache der abweichenden Ergebnisse sein konnten.

GERANIOL, ebenfalls ein Duftstoff, zeigte in keinem der drei Tests einen Einfluss auf die
Oberflichenmarker oder entsprechende Zytokinproduktionen und scheint somit nicht
sensibilisierend zu sein. Dies steht im Kontrast zu den bekannten Ergebnissen des murinen
LLNA, in welchem Geraniol als schwacher Kontaktsensitizer eingeordnet wurde. Auch
konnte im U-SENS Test eine Aktivierung der U937-Zellen festgestellt werden. Geraniol ist
Bestandteil des Fragrance Mix I, einer Standardmischung, die mittels Patch-Test zur
Diagnostik an Patienten mit Dermatitis angewendet wird. Eine Studie zeigte, dass bei 6 %
der Patienten Geraniol Ursache der Reaktion auf den Fragrance Mix I war [284]. Der
Duftstoff kann autooxidieren, wodurch sein allergenes Potential gesteigert wird [285]. Diese
Autooxidation konnte, neben den Sensitivitdtsunterschieden der Zellen, Ursache fiir die

verschiedenen Ergebnisse im THP-1Aktivierungstest und U-SENS Test sein.

Fiir TULIPALIN A konnte im THP-1 Aktivierungstest und im NCTC-2544 Test eine
sensibilisierende Wirkung festgestellt werden. Weiterhin zeigte sich in der RhE eine sehr
hohe Stimulation der IL-18 Freisetzung. Da nur eine Einzeldosis getestet wurde, konnte kein
SI-2 berechnet werden. Fiir Tulipalin A liegen keine vergleichenden Daten aus dem LLNA
vor. Allerdings ist bekannt, dass die Substanz zur Kontaktdermatitis u.a. nach Kontakt mit
Tulpen fithren kann, den sogenannten ,,tulip fingers® [219, 220]. AuBlerdem traten im
Meerschweinchen-Hauttest nach dem Auftragen der Substanz Rétungen und Schwellungen

als Hinweise von Kontaktdermatitis auf [286-288].
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Die in vitro Untersuchungen konnten fiir Tulipalin A und Farnesol eine sensibilisierende
Wirkung nachweisen und sie somit als Kontaktallergen einstufen. Fiir Geraniol war dies
nicht mdglich, obwohl in vivo Studien dies eindeutig belegen. Die angewendeten Tests
wurden bereits von anderen Arbeitsgruppen pravalidiert bzw. validiert und zeigten positive
Ergebnisse. So ist fiir das NCTC-2544 Modell eine Testgenauigkeit von 97 % beschrieben
[63]. Eine hohe Testgenauigkeit wurde auch fiir den h-CLAT beschrieben (85 %) [52].
Sakaguchi et al. stellten fest, dass fiir die meisten Substanzen eine Zellvitalitdt von 65-90 %
fiir die Erh6hung der Oberflachenmarker CD86 bzw. CD54 vorliegen muss [289]. So konnte
u.a. die Zytotoxizitit ein Grund fiir die ausbleibende Oberflichenmarkerexpression unter
Einfluss der zwei hochsten Farnesol- und Geraniolkonzentrationen in den THP-1-Zellen
sein. Aullerdem wurde vorgeschlagen, bei negativen Ergebnissen in THP-1-Zellen nach 24 h
Inkubation, wie sie fiir Geraniol auftraten, die Expositionszeit auf 48 h zu verldngern und
anschlieBend die Oberflichenmarkerexpression und IL-8 Freisetzung erneut zu messen
[141]. Weiterhin zeigte sich bei den Untersuchungen von Galbiati et al., dass einige
Substanzen nicht in der Lage sind, die IL-8 Sekretion nach 24 h zu stimulieren. Eine
Messung der IL-8 mRNA Expression kann in solchen Fillen helfen, ein Kontaktallergen zu
identifizieren [290]. Somit konnen die negativen Ergebnisse von Geraniol nach 24 h
Exposition im THP-1 Aktivierungstest eine sensibilisierende Wirkung von Geraniol nicht
vollstindig ausschlieBen. Durch die beschriebenen zusétzlichen Experimente wire eine

abschlieBende Identifizierung moglich.
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7. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Neu isolierte und synthetisierte Wirkstoffe miissen neben ihrer biologischen Wirksamkeit
auch auf ihre Unbedenklichkeit fiir den Menschen hin untersucht werden. Dafiir sind schnell
durchfiihrbare, ethisch vertretbare und kostengiinstige Testverfahren notwendig. Ein
Bestandteil der Untersuchungen zur Unbedenklichkeit ist die Priifung auf mogliche
Immuntoxizitdt. Die Risikobewertung und -klassifizierung von (immun-)toxischen
Substanzen erfolgt derzeit in Tierversuchen, die, abgesehen von ethischen Bedenken, zeit-
und kostenintensiv sind und deren Ubertragbarkeit auf den Menschen nicht vollstindig

gewihrleistet ist.

Im Fokus dieser Arbeit stand die Etablierung und Anwendung eines Methodensets basierend
auf funktionalen in vitro Methoden zur Charakterisierung immunologischer Wirkungen
ausgewdhlter Naturstoffe. Dieses sollte der Beurteilung der immuntoxischen Wirkungen der
getesteten Naturstoffe und der Entwicklung eines Entscheidungsbaums, der die Vorhersage
des immuntoxischen Potentials mithilfe von in vitro Versuchen gestattet, dienen. Dazu
wurden zwei humane Immunzelllinien (Jurkat-Zellen als Beispiel fiir T-Zellen, THP-1-
Zellen als Beispiel fiir Monozyten) und fiir einige Versuche vergleichsweise primére
Blutzellen eingesetzt. Es wurden Methoden zur Untersuchung folgender Parameter etabliert
und angewendet: Vitalitit, Zellzyklusverteilung, Induktion von Apoptose, iROS, DNA-
Schiaden (Genotoxizitit), Zytokinfreisetzung und mitochondriale Funktion. Folgende
Naturstoffe wurden fiir die Untersuchungen ausgewéhlt: Mannitol und Urethan als
Negativkontrollen, Cyclosporin A, Deoxynivalenol und Mycophenolsiure als Positiv-
kontrollen, ausgehend von Hinweisen auf Wirkungen im Immunsystem Tulipalin A,

Helenalin, Vincristin, Cannabidiol, Agaritin und p-Tolylhydrazin als Testsubstanzen.

Die gewonnenen Ergebnisse und Erkenntnisse aus der vorliegenden Arbeit lassen sich wie

folgt zusammenfassen:

= Untersuchung von 11 Substanzen in Jurkat-Zellen und 7 Substanzen in THP-1-
Zellen

= Mannitol: geringe Wirkung auf Immunzelllinien; immuninert

= Urethan: Suppression/Stimulation der Zytokinfreisetzung; nicht immuninert
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J

Deoxynivalenol: geringe Konzentrationen immunstimulierend durch erhéhte
Zytokinfreisetzung, hohere Konzentrationen fiihrten zu Zellzyklusverdnderungen

und Apoptose als Anzeichen flir Inmunsuppression

Cyclosporin A: immuntoxische Wirkung durch Suppression der
Zytokinfreisetzung und Apoptoseinduktion

Mycophenolsdure: geringe immuntoxische Wirkung im subtoxischen

Konzentrationsbereich, hohere Konzentrationen fiihrten zur Apoptose

Tulipalin A: stimulierende/suppressive Wirkung, Einfluss auf Zytokinfreisetzung,
iROS, Apoptose, mitochondriale Funktion

Helenalin: Suppression der Zytokinfreisetzung, Induktion von Apoptose, iROS,
DNA-Schéiden

Cannabidiol: immunspezifisch und -unspezifisch vermittelte Immuntoxizitit;

Einfluss auf Zytokinfreisetzung, Apoptose und iROS

Agaritin und p-Tolylhydrazin: geringe toxische Wirkung auf Immunzellen,

vermittelt durch Apoptose
Vincristin: unspezifische Toxizitdt in Immunzellen durch Apoptoseinduktion

geringfligige Unterschiede der Substanzwirkung zwischen den Immunzelllinien

v.a. auf Zytokinebene nachweisbar
Wirkung der Substanzen zeit- und konzentrationsabhingig

Gewinnung von neuen Erkenntnisse zur Wirkung von Tulipalin A, Agaritin und

p-Tolylhydrazin in Immunzellen

funktionale in vitro Untersuchungen zur Vitalitét, Zellzyklusverteilung, Apoptose und

Zytokinfreisetzung geeignet zum Nachweis bzw. Ausschluss von Immuntoxizitdt und

neben Proteom- und Metabolomanalysen wesentlicher Bestandteil eines

Entscheidungsbaums zur Klassifizierung von direkt immuntoxischen Substanzen

=

Zytokinmessung ist wichtigster Parameter zur Klassifizierung von

immuntoxischen Substanzen im subtoxischen Bereich

Cyclosporin A als Positivkontrolle, Mannitol als Negativkontrolle in beiden
Zelllinien bestitigt; Urethan als Negativkontrolle nicht geeignet

von hinreichend untersuchten Testsubstanzen Cannabidiol, Helenalin und
Tulipalin A in Jurkat-Zellen; Cannabidiol und Tulipalin A in THP-1-Zellen als

immuntoxisch klassifiziert
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= Klassifizierung von Agaritin, p-Tolylhydrazin, Vincristin, Deoxynivalenol, Myco-

phenolsdure ausstehend

= Bestitigung hautsensibilisierender Wirkung von Farnesol und Tulipalin A durch
Anwendung von weiteren in vitro Methoden (THP-1 Aktivierungstest, NCTC-2544-
und RhE-Modell)

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse, dass die etablierten in vitro Methoden zur
Detektion immuntoxischer Effekte geeignet sind. Der entwickelte Entscheidungsbaum
konnte unter FEinbeziehung von Proteom- und Metabolomdaten zukiinftig als
Entscheidungsgrundlage dienen, um potentiell immuntoxische Substanzen zu identifizieren
und als Vorscreeningmethode einen Beitrag zu den ,,3 R’s* durch eine Reduktion von
Tierversuchen leisten. Damit eine breite Anwendung des Entscheidungsbaums erfolgen
kann, miissen folgende Punkte beriicksichtigt und in weiterfithrenden Projekten bearbeitet
werden:

= Prévalidierung und Validierung des Entscheidungsbaums mittels groBem Datenset an
Positiv- und Negativkontrollen (synthetischen und natiirlichen Ursprungs) und
Substanzen mit unbekannter immuntoxischer Wirkung. Beispiele moglicher
Positivkontrollen: Benzo[a]pyren, Prednisolon, Dexamethason, Tacrolimus, Verapamil;

Negativkontrollen: Furosemid, Natriumcitrat, Ampicillin

= Einbeziehung weiterer Methoden, die die Immunkompetenz abbilden, z.B. weitere
Zytokine bzw. Anderung der Expression von Oberflichenmarkern nach Aktivierung,

Chemokinrezeptoren, Adhésions- bzw. co-stimulatorische Molekiile

= Testungen der ICaop2s zur Detektion zusétzlicher Effekte im subtoxischen

Konzentrationsbereich

= Etablierung von Schwellenwerten und/oder spezifischen Kriterien als Entschei-

dungshilfe wihrend einzelner Untersuchungen im Stufenprozess

J

Berticksichtigung von moglichen Methoden zur Metabolisierung von Substanzen

= Korrelation bzw. Ubertragbarkeit der in vitro Ergebnisse mit/auf vorhandene in vivo

Daten bzw. Primérzellen

= Priifung der Reproduzierbarkeit zwischen verschiedenen Laboren
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Ala Verteilung der Jurkat-Zellen in den Zellzyklusphasen nach 24 h und 72 h Substanzbehandlung mit

CBD.

MW +SD; n=5-7; ANOVA/Tukey Test mit *p<0,05; ***p<0,001 bezogen auf mit Losungsmittel

behandelte Kontrollzellen.
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VCR

Verteilung der Jurkat-Zellen in den Zellzyklusphasen nach 24 h und 72 h Substanzbehandlung mit
VCR.

MW +SD; n=4-5; ANOVA/Tukey Test mit ***p<0,001 bezogen auf mit Losungsmittel behandelte
Kontrollzellen.
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TUPA

Verteilung der Jurkat-Zellen in den Zellzyklusphasen nach 24 h und 72 h Substanzbehandlung mit
TUPA.

MW +SD; n=6-10; ANOVA/Tukey Test mit *p<0,05; ***p<0,001 bezogen auf mit Losungsmittel
behandelte Kontrollzellen..
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Verteilung der Jurkat-Zellen in den Zellzyklusphasen nach 24 h und 72 h Substanzbehandlung mit
HEL.

MW +SD; n=3-4; ANOVA/Tukey Test mit *p<0,05; ***p<0,001 bezogen auf mit Losungsmittel
behandelte Kontrollzellen.
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AGA

Verteilung der Jurkat-Zellen in den Zellzyklusphasen nach 24 h und 72 h Substanzbehandlung mit
AGA.

MW +SD; n=5; ANOVA/Tukey Test mit *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001 bezogen auf mit
Losungsmittel behandelte Kontrollzellen.
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PTH

Verteilung der Jurkat-Zellen in den Zellzyklusphasen nach 24 h und 72 h Substanzbehandlung mit
PTH.

MW +SD; n=5; ANOVA/Tukey Test mit *p<0,05; ***p<0,001 bezogen auf mit Losungsmittel
behandelte Kontrollzellen.
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VERTEILUNG DER THP-1-ZELLEN

IN DEN ZELLZYKLUSPHASEN NACH

SUBSTANZBEHANDLUNG MIT TESTSUBSTANZEN (A2a-b).
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Verteilung der THP-1-Zellen in den Zellzyklusphasen nach 24 h und 72 h Substanzbehandlung mit
CBD.
MW +SD; n=5; ANOVA/Tukey Test mit *p<0,05; ***p<0,001 bezogen auf mit Lésungsmittel
behandelte Kontrollzellen.
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TUPA
Verteilung der THP-1-Zellen in den Zellzyklusphasen nach 24 h und 72 h Substanzbehandlung mit

TUPA.
MW +SD; n=5; ANOVA/Tukey Test mit *p<0,05; p**<0,01; ***p<0,001 bezogen auf mit
Losungsmittel behandelte Kontrollzellen.
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